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Resumen: Compuestos farmacéuticos han sido detectados en efluentes de plantas de
tratamiento, en cuerpos de agua y ecosistemas. Debido a esta situacion y al riesgo
potencial, por sus efectos negativos al medio ambiente, ellos han sido considerados
contaminantes emergentes. Los antibidticos reciben una atencién destacada por la
ocurrencia de la resistencia bacteriana. La efectividad del ozono como tratamiento
para la degradaciéon de la amoxicilina ha sido reconocida por varios estudios. Sin
embargo, se debate la toxicidad de los subproductos de reaccidn, lo cual puede ser una
limitante para su aplicacion. En este sentido, el objetivo de este estudio fue establecer las
condiciones de ozonizacién para el tratamiento de disoluciones modelo de amoxicilina,
evaluar su actividad genotdxica y proponer una alternativa para el tratamiento de las
aguas residuales industriales. Para la evaluacién de la degradacién de la amoxicilina se
realizaron experimentos a pH=7 durante 10 minutos de reaccién con una concentracién
de ozono en el gas de 70 mg/L. Se obtuvo més del 99% de reduccién de la amoxicilina
en cinco minutos. Ademds, fue aplicado un disefio experimental 22 para tiempos de
contacto de 30 y 60 minutos a pH= 7 y 12. Se observé la presencia de dos grupos
de subproductos de reaccién (S-1y S-2). El grupo S-2 es degradado a los 10 minutos,
mientras que el S-1 permanece bajo todas las condiciones de tratamiento. Los resultados
del ensayo de Ames indicaron que no son mutagénicas las muestras ozonizadas. Se
propone como alternativa para el tratamiento de las aguas residuales industriales las
condiciones de operacién de pH entre 7y 8, un tiempo de contacto de 30 minutos y una
concentracién de ozono en el gas de 70 mg/L. Los resultados demuestran la efectividad
del empleo del 0zono bajo las condiciones experimentales evaluadas.

Palabras clave: Contaminantes emergentes, antibidticos, amoxicilina, ozonizacién.
Abstract: Pharmaceutical compounds have been detected in effluents from treatment
plants, in water bodies and ecosystems. Due to this situation and the potential hazard
caused by the negative effects on the environment, they have been considered emerging
pollutants. Antibiotics receive outstanding attention attributable to the occurrence of
bacterial resistance. The ozone treatment efficient for the amoxicillin degradation has
been recognized by several studies. However, it is debated the reaction byproducts
toxicity, which may be a limitation for the ozone application. In this sense, the objective
of this study was to establish the ozonation conditions for the treatment of model
amoxicillin solutions, to evaluate the genotoxic activity and to propose an alternative
treatment for the industrial wastewater. To evaluate the amoxicillin degradation,
experiments were carried out at pH=7 during 10 minutes of reaction with a gaseous
ozone concentration of 70 mg/ L. More than 99% of the amoxicillin reduction was
obtained in five minutes. In addition, an experimental design 22 was applied for
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contact times of 30 and 60 minutes at pH= 7 and 12. The presence of two reaction
byproducts groups (S-1 and S-2) was observed. The degradation of the group S-2 was at
10 minutes, while S-1 remained under all treatment conditions. The results of the Ames
test indicated that ozonized samples were not mutagenics. It is proposed as a treatment
alternative for the industrial wastewater the operating conditions of pH between 7 and
8, a contact time of 30 minutes and a gaseous ozone concentration of 70 mg /L. The
results showed the effective of ozone application under the experimental conditions
evaluated.

Keywords: Emerging contaminants, antibiotics, amoxicillin, ozonation.
INTRODUCCCION

Los contaminantes emergentes (CE) en la mayorfa de los casos son
sustancias no reguladas a nivel internacional, que han sido detectadas en
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales y en fuentes de
abasto. No obstante, estén sujetos a futuras regulaciones debido a sus
efectos potencialmente negativos a la salud humana y a los ecosistemas
(Fent et al., 2006; Schriks et al., 2010; Hernando et al., 2011; Fatta-
Kassinos e al., 2011; Stuart ez al., 2012; Rubio y Delgado, 2015).

Por lo tanto, es necesario aplicar tratamientos seguros y avanzados para
la disposicion de las aguas residuales de diferentes procedencias, dado que
estas constituyen una de las fuentes de origen de la presencia de los CE
en los ecosistemas y fuentes hidricas (Garcia-Gémez et 4l., 2011; Gracia-
Lor et al., 2012; Rivera-Utrilla ez 4l., 2013; Michael ez 4l., 2013). Entre
los tratamientos sugeridos estd la ozonizacién y los Procesos de Oxidacion
Avanzada (POAs) que permiten una oxidacion fuerte de compuestos
recalcitrantes presentes en las aguas residuales convirtiéndolos en mis
oxigenados y biodegradables (Stasinakis ez 4/., 2008; Homem y Santos,
2011; Benitez e al., 2013; Gadipelly ez al., 2014, von Gunten 2018).

De todos los CE los que probablemente han suscitado mayor
preocupacion y estudios en los ultimos afos son los firmacos y en
particular los antibidticos (Kitmmerer, 2009; Fatta- Kassinos ez 4/,
2011; Rivera-Utrilla ez 4/, 2013). Una de las causas se corresponde con
la deteccion de la toxicidad de varios antibidticos para determinadas
especies acudticas (Andreozzi er al., 2004; Sanderson et al., 2004;).
Ademis, la presencia de los mismos en fuentes de aguas y sedimentos ha
incrementado el fendmeno de la resistencia bacteriana con consecuencias
desfavorables, en particular para la salud humana (Kristiansson ez a/.,
2011; Varol Saragoglu ez al., 2014; Gothwal, R. & Shashidhar, 2015;
OMS, 2018).

En Cuba, se desarrolla la Industria Biofarmacéutica y las empresas
involucradas generan aguas residuales que requieren de un tratamiento
seguro antes del vertimiento. Este aspecto estd identificado en la estrategia
ambiental del sector. En este sentido, la Empresa Farmacéutica que
produce antibidticos del grupo betalactdmicos lleva a cabo un proceso
inversionista. Dentro del grupo referido estd la amoxicilina, que es objeto
de estudio del presente trabajo. Este antibidtico tiene una reconocida
aplicacién terapéutica dado su amplio espectro de actividad bactericida
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contra microorganismos Gram-positivo y Gran-negativo. Su estructura se
muestra en la Figura 1 (Kidak y Dogan, 2018).

Para la eliminaciéon de antibiéticos, en matrices acuosas, tanto la
ozonizacién como los POAs han sido reconocidos como tratamientos
eficientes (Belghadr ez al., 2014; Marcelino ez al., 2017; Souza et al.,
2017; Giraldo et 4/.,2018; Norte et al., 2018). El ozono en soluciones
acuosas puede reaccionar directamente por la via molecular (predomina
en condiciones dcidas a pH< 4) con sustancias organicas ¢ inorganicas
disueltas. También, puede reaccionar indirectamente (predomina en
medio alcalino a pH > 10) debido a su descomposicidn en radicales
OH’, que reaccionan inmediatamente con los solutos. Esta segunda via
de reaccion es la que se encuentra presente en los POAs.

Consecuentemente, se reporta la efectividad de la oxidacién con
ozono de varios antibidticos betalactaimicos y entre ellos la amoxicilina,
pero se debate respecto a la toxicidad de los productos intermedios
y subproductos de reaccién. Esto puede ser una limitante para su
aplicacion si no se define adecuadamente las condiciones de operacién y
su implementacion.

Para determinar la eficiencia de degradaciéon de ampicilina con ozono
Jung ez al. (2012) realizaron un estudio a diferentes valores de pH. Como
resultado a pH altos obtuvieron valores mayores de constantes cinéticas y
la degradacién del fairmaco en 20 minutos de ozonizacidn, mientras que
a pH=5,0 y 7,2 se formaron subproductos tdxicos que se mantuvieron
hasta después de 100 minutos de tratamiento. Por otra parte, Andreozzi
et al. (2005) alcanzaron a pH=5,5 inicial y no controlado més del 90%
de degradacién de la amoxicilina en cuatro minutos de ozonizacién, pero
una baja mineralizacién durante tiempos prolongados. Los resultados
indicaron la presencia de productos intermedios y subproductos por
lo que se sugirié la evaluacién toxicoldgica de las muestras tratadas. Se
evidencié que la constante cinética aument6 con el incremento del pH.

La toxicidad de los productos intermedios de la ozonizacién de la
amoxicilina también fue evaluada por Kidak y Dogan (2018). Estos
autores, bajo sus condiciones experimentales, obtuvieron un 32% de
mineralizacién y compuestos intermedios con una alta toxicidad en la
disolucién final. Sin embargo, con la aplicacién de ultrasonido junto a
la ozonizacién se alcanzé una mineralizacion de 45% vy se logr6 reducir
la toxicidad. Para este estudio se empleé pH=10 controlado, pues en
condiciones 4cidas alos 30 minutos no fue posible degradar el antibidtico.

Lefebvre ez al. (2013) aplicaron el ozono como pretratamiento de
la amoxicilina antes de un biorreactor y detectaron la disminucién de
su eficiencia dada la toxicidad de los subproductos generados de la
ozonizacién. Marcelino ef /. (2017) estudiaron la ozonizacién en un
intervalo de pH=5 a 12 y lograron una eliminacién del 99% del fairmaco.
Ademads, obtuvieron un éptimo a pH=9,6 con una remocién del carbono
organico total (COT) del 46% y una disminucién del 62% de la toxicidad
en las muestras.

Recientemente, ~ Norte et al. (2018) reportaron resultados de la
ozonizacién de antibidticos betalactdmicos en disoluciones modelos.
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Respecto alaamoxicilinaa pH= 7 con 30 minutos de reaccién obtuvieron
una degradacién del 95%, asi como un 10% de disminucién del COT'y
del 60% de la toxicidad. Para el tratamiento de un agua residual industrial,
bajo las mismas condiciones, se alcanzé un 90% de eliminacién del
firmaco y la maxima reduccién (99%) a pH=12.

Por otra parte, Souza et al. (2017) realizaron un estudio de
comparacién entre POAs que involucran la ozonizacién como: la
alcalina, con radiacién (O./UV), la catalitica homogénea (O./Fe**) y la
fotocatalitica homogénea (O./Fe**/UV). Estos autores seleccionaron la
aplicacion del ozono a pH=10 como la mejor alternativa logrando la
degradacion de la amoxicilina entre 5 y 10 minutos junto a la eliminacién
de la ecotoxicidad.

Teniendo en cuenta estas premisas el presente trabajo tiene como
objetivos establecer las condiciones de ozonizacién para el tratamiento
de disoluciones modelo de amoxicilina, evaluar la genotoxicidad de
las mismas y proponer una alternativa del tratamiento para las aguas
residuales procedentes de la industria.

MATERIALES Y METODOS

Instalacion experimental de laboratorio

La Figura 2 presenta un esquema de la instalacién experimental del
laboratorio (CNIC). Las ozonizaciones de las disoluciones de amoxicilina
se llevaron a cabo en operacién semicontinua con el empleo de una
columna de burbujeo de 100 mL (5) equipada con un difusor de vidrio
poroso, toma muestra (11), entrada (8) y salida de gas (9). La columna
se acopld a un bano termotastado (10) (FrigomixU-2, Alemania) para el
control de la temperatura durante las ozonizaciones a 25 + 0,1 .C.

La mezcla oxigeno-ozono se obtuvo con el empleo de un equipo
generador de ozono (AQOZO, Cuba) (2) que se alimentd con oxigeno
comprimido en un cilindro (1). El ozono residual en el gas, que no
reacciond, fue destruido cataliticamente a la salida de la columna (12). Se
empled un flujo de gas de 5 L/h (3) y una concentracién de ozono en el
gas a la entrada de la columna de 70 mg/L. La concentracién de ozono
en el gas fue determinada a 256 nm en un espectrofotémetro UV-VIS
(Pharmacia LKB, Reino Unido) (4). Las muestras ozonizadas se tomaron
adiferentes tiempos de tratamiento para su evaluacion. En el frasco donde
estas se tomaron se burbujeé un flujo de nitrégeno durante un minuto
para purgar el ozono disuelto y detener la reaccién.

Evaluacion de la degradacion de la amoxicilina en las disoluciones
ozonizadas

Para evaluar el tiempo de degradacién de la amoxicilina sin la posible
interferencia de subproductos generados se realizaron dos experimentos
a pH= 7 durante 10 minutos de reaccién. Uno a pH= 7 inicial ajustado
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y no controlado (ajustado solo al inicio del experimento y sin empleo de
solucién tampén) y otro a pH= 7 controlado (con empleo de solucién
tampén).

Evaluacion de la degradacion de los subproductos

Para evaluar la degradacién de los subproductos generados en las
disoluciones ozonizadas fue realizado un disefo experimental 2.. Se
analizé el efecto en la degradacién debido a los factores: tiempo de
contacto (30 y 60 minutos) y del pH (7 y 12 inicial ajustado y no
controlado).

Preparacién de las disoluciones modelo de amoxicilina

Para la preparacion de las disoluciones modelo se emple6 amoxicilina con
un 99,99 % de pureza, proporcionada por la Empresa Farmacéuticay agua
ultrapura, partiendo de concentraciones iniciales de 36,5 mg/L ( 1x10%
mol/L) y de 148,2 mg/L (4x10* mol/L). Estos valores estin dentro del
intervalo de 20 a 150 mg/L empleado por otros autores (Andreozzi ez 4l.,
2005; Kidak y Dogan, 2017; Norte ez al., 2018).

La disolucién de amoxicilina presenté un valor de pH= 6,15 +
0,30 y para el ajuste a pH= 7 y 12 se anadié hidréxido de sodio. En
los experimentos a pH=7 controlado se prepararon las disoluciones
empleando una solucién tampdn de fosfato sédico dibdsico (Na.HPO.) y

dihidrégeno fosfato de potasio (KH.PO.).

Determinaciones para el sequimiento de la degradacion de amoxicilina y
subproductos

La determinacién de las concentraciones de amoxicilina y el seguimiento
de la presencia de subproductos se realizé6 por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucién (CLAR). En la Tabla 1 se presentan las condiciones
cromatograficas. Se emplearon los sistemas de CLAR-1 y CLAR-2 que
estdn conformados en cada caso, entre otros elementos, por un detector
UV K- 2501 ¢ interfase (Knauer, Alemania) y sus respectivos programas
Claritychrom y Eurochrom 2000 (Knauer).

Las mediciones de los experimentos a pH=7 inicial ajustado y no
controlado con una concentracion inicial de amoxicilina de 36,5 mg/L
fueron realizadas en el sistema de CLAR de la Empresa Farmacéutica
(CLAR-1). Por otra parte, las mediciones de los experimentos a
pH=7 controlado fueron realizadas en el sistema de CLAR del CNIC
(CLAR-2) empleando concentraciones mayores del firmaco (148,2 mg/
L) para poder detectar su concentracién durante el tiempo de tratamiento
debido a que el limite de cuantificacidn es més alto (5 mg/L).

La presencia de una coloracién en las disoluciones ozonizadas fue
seguida con la determinacién de la absorbancia a 450 nm (Abs450) en un
espectrofotémetro UV-VIS (Pharmacia LKB, Reino Unido).
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Todas las determinaciones se hicieron por triplicado. Para el
p p

procesamiento estadistico de los resultados se emple6 el programa

de computacién Microsoft® Excel 2010 el programa estadistico
p y prog

STATGRAPHICS Centurion XV.

Evaluacion de la actividad genotéxica de las muestras ozonizadas de
disoluciones de amoxicilinaEvaluacion de la actividad genotéxica de las
muestras ozonizadas de disoluciones de amoxicilina

El estudio del potencial genotdxico de las muestras ozonizadas fue
realizado mediante el Ensayo de Reversién Bacteriana en Salmonella
typhimurium (Salmonella / Microsoma) o Test de Ames en el
Laboratorio de Genética Toxicoldgica del Centro de Investigacién y
Desarrollo de Medicamentos CIDEM. Las cepas TA 98 y TA 100 de
Salmonella thyphimurium fueron donadas por la Universidad Auténoma
de México. Como control negativo se emple6 agua destilada estéril y
como controles positivos se utilizaron los mutagenos directos e indirectos,
reconocidos para este ensayo (Tabla 2). La fraccién postmicrosomal S9
(sistema exdgeno de activacion metabolica) se preparé a partir de higado
de ratas Wistar machos de 200 g de peso tratadas con fenobarbital y
benzonaftoflavona (Sigma, EE.UU.) (Gatchouse ez a/., 1994; OECD Test
No. 471, 1997; Mortelmans y Zeiger, 2000). La fraccion S9 es uno de los
componentes de la mezcla S9, que se explica mas adelante.

Se evaluaron cuatro muestras de disoluciones ozonizadas de
amoxicilina procedentes del disefio experimental 2. que se denominaron
MI: pH 7 (60 min), M2: pH 7 (30 min), M3: pH: 12 (60 min), M4:
pH 12 (30 min). El ensayo de Ames se realizé dos veces y cada muestra
ozonizada por triplicado. Por ejemplo, con la cepa TA 98 se utilizaron
tres réplicas por cada muestra con y sin la mezcla S9 y en otro momento
se repiti6 el ensayo con estas mismas condiciones. De igual manera se
procedié con la cepa TA 100.

Se empleé el método de incorporacién en placa (Gatehouse ez al., 1994;
OECD Test No. 471, 1997; Mortelmans y Zeiger, 2000). En cada placa
de medio minimo Vogel Bonner E (VBE) se vertieron 2 mL de agar suave
a los que se le incorporé previamente 0,1 mL del cultivo bacteriano, 0,1
mL de la muestra ozonizada y segun el caso 0,5 mL de la mezcla $9. En
el momento del ensayo se preparé la mezcla S9 que contenia KCI 33
mM, MgCl. 2,8 mM, NADP 4 mM, Glucosa 6-fostato 5 mM, un 4% de
fraccién S9 y tampdn-fosfato de sodio 200 mM a pH 7,4. Las placas se
incubaron a 37°C durante 48 hy al cabo de ese tiempo se contd el nimero
de colonias revertantes por placa (Maron y Ames, 1983; Gatehouse ¢t /.,
1994; OECD Test No. 471, 1997; Mortelmans y Zeiger).

Se aplicé el programa estadistico SALANAL version 1.0 disefiado para
el andlisis de los resultados en el ensayo de Ames (Agencia de Proteccion
del Medio Ambiente de los EE.UU). Permite calcular la significacion
estadistica de las diferencias observadas entre las frecuencias promedios
del control negativo y los tratamientos con ozono. Asimismo, valorar
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si los efectos observados mantienen una relacién proporcional a dichos
tratamientos.

Un resultado positivo se define como un aumento en el nimero de
colonias revertantes que supere por més de dos veces al obtenido en el
control negativo (solvente), asi como que muestre un incremento en el
nimero de colonias revertantes en funcién de las muestras ozonizadas
bajo diferentes tratamientos (valores de pH y tiempos de contacto)
(Maron y Ames, 1983; Gatehouse ¢t al., 1994; OECDTest No. 471,
1997; Mortelmans y Zeiger, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la evaluacién de cuatro muestras ozonizadas, bajo las condiciones
del disefio experimental 2., denominadas M1: pH 7 (60 min), M2:
pH 7 (30 min), M3: pH: 12 (60 min), M4: pH 12 (30 min) se
emplearon las cepas TA 98y TA 100. Estas cepas detectan mutaciones por
adiciones o deleciones de bases y mutaciones por sustitucion de pares bases
respectivamente. Como se ha explicado el ensayo de Ames se realizé dos
veces y cada muestra ozonizada por triplicado. Los resultados se muestran
en las Figuras 9 y 10 indicando los valores promedio del numero de
colonias revertantes por placa con la desviacién estandar para las muestras
ozonizadas y los controles.

Se considerd como resultado de mutagenicidad positivo el aumento
en el nimero de colonias revertantes que supere por mas de dos veces la
frecuencia de reversion del control negativo y que muestre un incremento
en funcién de las muestras ozonizadas. Los resultados obtenidos en
este estudio evidenciaron que no hubo incrementos significativos de la
frecuencia de revertantes para las cepas evaluadas (Figuras 9y 10).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los
valores promedios del numero de colonias revertantes por placa de las
muestras ozonizadas y el control negativo. Tampoco, fue evidente una
respuesta positiva dependiente de las muestras ozonizadas bajo diferentes
valores de pH y los tiempos de contacto aplicados, que definen las
dosis de ozono. Por lo que se considera que las muestras evaluadas no
tienen actividad genética en las cepas estudiadas segin las normativas
internacionales que establecen estos pardmetros como definitorios para
los ensayos de reversion bacteriana.

Se puede concluir que las muestras ozonizadas de disoluciones de
amoxicilina no son mutagénicas en las condiciones evaluadas. Este
resultado es muy favorable para la propuesta de la ozonizacién como
tratamiento, ya que en el presente trabajo se logré la degradacion de
la amoxicilina en tiempos cortos, pero se mantiene la presencia de
subproductos en las disoluciones tratadas. Como se ha analizado bajo
las condiciones experimentales aplicadas no se alcanzé la degradacién
de estos subproductos en su totalidad, por lo tanto la evaluacién de
la actividad genotdxica realizada es un complemento importante del
estudio.

Laalerta de toxicidad de subproductos de la ozonizacién de amoxicilina
ha sido reportada por varios autores (Lefebrve ez al., 2013; Kidad and
Dogan, 2018). No obstante, Souza ez al. (2017) han reportado toxicidad
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negativa o su disminucién bajo determinados procesos incluyendo la
ozonizacion. Marcelino er al, (2017) y Norte ez al. (2018) reportan
una disminucién de la toxicidad de subproductos del 60% y 62%
respectivamente para muestras ozonizadas. Por lo que se recomienda
realizar una evaluacion de la actividad genotdxica de las muestras tratadas
durante los estudios previos a la propuesta de un tratamiento con ozono
para aguas residuales industriales, asi como a las aguas tratadas antes de su
disposicion final.

Ozonizacion de amoxicilina a pH=7 inicial ajustado y no controlado
durante 10 minutos

Los resultados de la degradacién de la amoxicilina (Tabla 3) indicaron
que se detectd el firmaco alos dos minutos con un 91% de reduccién bajo
estas condiciones de tratamiento y concentracion inicial de amoxicilina de
36,50 mg/L. Ast como, que se logré una reduccién del 99% (para el limite
de cuantificacién del sistema CLAR-1) a partir de los cuatro minutos de
ozonizacion.

La eliminacién de la amoxicilina en corto tiempo coincide con lo
reportado por otros autores bajo diferentes condiciones experimentales.
Andreozzier al. (2005) obtuvieron a los cuatros minutos una degradacién
mayor del 90%, mientras Souza ez al. (2017) lograron una completa
degradacion entre cinco a 10 minutos de contacto.

Ozonizacion de amoxicilina a pH=7 controlado durante 10 minutos

Por otra parte, para pH=7 controlado también se aplicé un tiempo
de contacto de 10 minutos, pero con una concentracion inicial de
amoxicilina de 148,20 mg/L (Tabla 4). En este caso, debido a que
la concentracién es mas elevada, el tiempo en que la amoxicilina se
degradd completamente (segun el limite de cuantificacién CLAR-2) se
extendid después de los cinco minutos, aunque en ese tiempo se logré una
eliminacién del 96,6% + 1,4 (Figura 3). El resultado indicé que, bajo estas
condiciones de ozonizacién, también se alcanzaron altos porcientos de
reduccion en los primeros cinco minutos de reaccién partiendo de una
concentracién mas elevada del firmaco.

En este experimento se aprecié un cambio de coloracién de la
disolucién y para evaluar este efecto se determind el valor de la
absorbanciaa 450 nm (Abs450) por espectrofotometria UV- VIS (Figura
3). La coloracién comenzé a adquirir intensidad aproximadamente a
los 1,5 minutos de reaccién con un valor de Abssso= 0,014 + 0,001
incrementando hastalos cuatro minutos con un registro maximo de 0,045
+ 0,001, donde comenzé a disminuir hasta llegar a Abssso= 0 a los 10
minutos de tratamiento. Este efecto no fue visible en el experimento
anterior, dado el empleo de un valor més bajo de concentracién inicial
de amoxicilina, que puede influir en una ocurrencia de menor magnitud.
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Esta coloracion estd asociada a la aparicién de subproductos o productos
intermedios.

Evaluacion de la degradacion de subproductos en las disoluciones ozonizadas
Ozonizacion a pH= 7 y 12 inicial ajustado y no controlado para 30 y 60
minutos

Los resultados anteriores indicaron que bajo las condiciones de
ozonizacién aplicadas la amoxicilina se degradé en los primeros cinco
minutos. Sin embargo, la presencia y degradacién de subproductos
generados en las disoluciones ozonizadas deben ser evaluadas.
Consecuentemente, se realizé un diseno experimental 2.: pH= 7y 12
inicial ajustado y no controlado para 30 y 60 minutos. Se empleé el
sistema CLAR-1 partiendo de disoluciones con concentracién inicial de
amoxicilina de 36,5 mg/L.

En Figura 4.1 a) se muestra el cromatograma inicial de la amoxicilina
con un tiempo de retencién de 2,20 minutos a pH=7. La Figura 4.2 a)
presenta el cromatograma inicial a pH=12 con dos picos representando
a la amoxicilina, esto pudiera ser por la protonacién del compuesto. En
las Figuras 4.1 b) y 4.1 ¢) asi como en las 4.2 b) y 4.2 ¢) no se observa la
presencia del firmaco en los cromatogramas correspondientes a los 30 y
60 minutos de reaccién para ambos pH.

Los resultados indicaron el registro de un subproducto o grupo de
subproductos (grupo S-1) con tiempos de retencién de 0,83 y 0,90
minutos para pH= 7 y 12, respectivamente. Asi como, la posible
formacién de compuestos més polares ya que son mds solubles en la fase
mévil (polar) y menos retenidos en la columna cromatografica (apolar).
Esto se puede inferir por los tiempos menores de retencién obtenidos
respecto a la amoxicilina. Los picos registrados se corresponden con
subproductos de la ozonizacién dada su intensidad y como estos no son
simétricos se sugiere la existencia de una mezcla de compuestos.

Como se desconoce laidentidad del grupo S-1 obtenido en las muestras
ozonizadas, bajo las condiciones experimentales aplicadas, no es posible
determinar la concentracién del mismo y solo pueden ser procesados
los valores de las dreas de los picos de los cromatogramas. De esta
manera, el efecto de las variables aplicadas, pH y tiempo de contacto,
en la degradacion del grupo S-1 fue comprobado estadisticamente con
los resultados del disefio experimental 2.. Se obtuvo una diferencia
significativa del efecto del incremento del pH en la eliminacién del grupo
S-1, mientras que el tiempo de contacto y la interaccién entre ambas
variables (AB) resultaron no significativos (Figura 5).

A partir de la simplificacién de los términos no significativos del
modelo mis general se obtuvo el resultado siguiente:

Area grupo S-1 = 256,10 - 9,333*pH R.: 93,2 %

El coeficiente negativo del término lineal indica fisicamente la
disminucion del drea del grupo S-1 con respecto al aumento del pH, tnica
variable significativa segun el disefio experimental.
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Ozonizacion a pH= 7y 12 inicial ajustado y no controlado para diferentes
tiempos

Se realizaron otras mediciones por CLAR-1 para tiempos de 2, 4, 6y 10
minutos, fuera del diseno experimental, para evaluar el seguimiento de la
formacién y degradacion del grupo de subproductos S-1. En la Figura 6
se muestra que, para ambos pH, a los dos minutos de reaccién se obtuvo
para el grupo S-1 un valor méximo del 4rea del pico registrado en el
cromatograma.

Se alcanzaron valores de 285,62 + 7,24 a pH= 7 y de 204,06 + 4,96
a pH= 12 seguidos de una tendencia a disminuir de manera apreciable
hasta los 10 minutos de reaccién con areas de 211,13 + 3,72 y de 54,86
+ 0,42 para cada pH respectivamente. Sin embargo, para el pH= 7 se
obtuvo poca diferencia a partir de los 10 minutos respecto a los tiempos
de 30 y 60 con valores de 190,90 + 5,44 y 190, 64 + 3,24. El mismo
comportamiento se observa para pH= 12 pero con una diferencia mucho
menor en el intervalo de tiempo referido (con 4reas de 49,99 + 5,19 y de
47,07 + 6,65).

La Tabla 5 muestra la eficiencia de reduccién del area del grupo S-1,
para ambos pH, con respecto al valor maximo que alcanzé en los dos
primeros minutos. En términos de porcentaje de reduccién se obtuvo
de 10 a 60 minutos de ozonizacién una diferencia solo de un 7,05 %
para pH=7y de un 3,75 % para pH=12. Esto corrobora que en ese
intervalo de tiempo no hubo un efecto apreciable en la degradacion del
grupo S-1 bajo las condiciones experimentales aplicadas. También, que
unavez formado el grupo S-1 se observé un efecto mayor en la reduccién al
incrementar el pH. Esto estd dado por la formacién de los radicales OH”
que presentan un poder oxidante mayor que el ozono. Un incremento de
la degradacién de subproductos a pH basico ha sido reportado por otros
autores (Andreozzi et al., 2005; Souza et al., 2017).

Ozonizacidn a pH= 7 controlado durante 10 minutos. Subproductos

Consecuentemente, se ejecutd para la evaluacién de los subproductos
un segundo experimento bajo las condiciones referidas. En la Figura 7
se muestran los cromatogramas correspondientes a los tres minutos de
reaccion. Los resultados indicaron la presencia de amoxicilina con un
tiempo de retencién de 4,22 minutos y el registro de dos subproductos o
grupos de subproductos (grupo S-1y S-2) con tiempos de retencién de
2,23 y 3,15 minutos, respectivamente. Asi como, que estos compuestos
son mds polares que la amoxicilina bajo las condiciones de estudio.
Como ya se ha planteado el empleo de una concentracién mayor para
el sistema CLAR-2 posibilité la deteccién del grupo S-2 y el cambio
de coloracién en la disolucién durante la ozonizacién, el cual no se
apreci6 por el CLAR-1. En la Figura 8 se muestra un incremento de esta
coloracioén junto a la formacién del grupo S-2 desde el primero hasta el
cuarto minuto, donde se registré un valor de Abs450= 0,062 + 0,001 y
un valor del drea del pico del cromatograma de 6,51 + 1,2. A partir de ese
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tiempo de tratamiento ambos valores comenzaron a disminuir de manera
apreciable, obteniendo a los 10 minutos un valor de Abs450= 0y del area
de 1,60 + 0,28.

Respecto al grupo S-1 en el sistema CLAR-2 los valores fueron
cuantificados hasta 10 minutos de reaccién teniendo en cuenta los
resultados de los acdpites anteriores. En la Figura 8 se observd que el
valor del drea del pico del cromatograma incrementé hasta un maximo
de 38,46 £ 0,75 a los cinco minutos y después decrecio, registrandose a
los 10 minutos un valor de 32,22 + 0,60. Por lo tanto, se observé para el
grupo S-1 una tendencia similar a los resultados obtenidos por CLAR-1
de mantenerse sin degradar bajo las condiciones de ozonizacién aplicadas.

La presencia de estos subproductos se corresponde con lo reportado por
otros autores, y es la causa de la no mineralizacién completa del firmaco
incluso aplicando diferentes POAs (Andreozzi ez al., 2005; Lefbrve ez al.,
2013; Souza ez 4l., 2017; Kidak y Dogan, 2018; Norte ez al., 2018). Por
otra parte, se han propuesto diferentes mecanismos o vias de formacién de
los productos intermedios y subproductos generados, que dependen del
proceso de oxidacion de la amoxicilina y las condiciones experimentales.

Por ¢jemplo, Andreozzi ez al. (2005) sugieren que el ozono ataca
principalmente el anillo fendlico y el 4tomo de azufre en los pasos
iniciales de la oxidacién, destruyendo la molécula del antibiético. Kidak
et al. (2017) resumen como posibles mecanismos de oxidacién de este
antibiético: la hidroxilacién (adicién del OH al compuesto original),
la apertura del anillo B- lactdmico y la decarboxilacion (pérdida del
COOH) y reorganizacién del anillo tiazole. Ademds, se han identificado
posibles subproductos segun las vias de degradacion: 4cido 2- amino-2-
(p-hidroxifenil) acético (Andreozzi ez al., 2005), 4cidos carboxilicos con
valores bajos de masa molar y refractarios a la oxidacién quimica (Lefbrve
et al., 2013, Souza et al., 2017).

Propuesta de la alternativa de tratamiento con ozono para aguas residuales

Como se ha podido constatar la ozonizacién de disoluciones modelos
de amoxicilina indicé que en los primeros 10 minutos de reaccién se
logra una eliminacién total del firmaco y el grupo S-2 practicamente
desaparece. Respecto al grupo de subproductos S-1 se alcanzé durante ese
tiempo un 27,38 % de reduccién a pH=7 y un 73,57 % a pH=12. Sin
embargo, al extender la ozonizacién hasta 60 minutos no se incrementd
su degradacién a pH constante, aunque si con el aumento del mismo.

Al ser demostrada la no mutagenicidad de las muestras ozonizadas
se propone emplear 30 minutos para el tratamiento de las aguas
residuales reales. Este tiempo resulta tres veces superior al tiempo en
que se puede concentraciones del antibidtico. Ademas, como aspecto
importante se tiene en cuenta el aumento de la demanda de ozono al
tratar aguas residuales reales, que poseen otros compuestos procedentes
del proceso productivo. En este sentido, se recomienda que estas aguas
sean debidamente segregadas para una mejor caracterizacién y control
del tratamiento propuesto. También, dada la no toxicidad se propone
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ozonizar al pH de las aguas residuales de la Empresa Farmacéutica con

valores entre 7y 8.

Esto garantizard un menor costo de operacion al no emplear reactivos
quimicos y sistemas de dosificaciéon. En cuanto a la concentracién
de ozono en el gas se propone mantener 70 mg/L. No obstante, las
condiciones de ozonizacién deben ser ajustadas en la practica durante la

implementacién.
Tabla 1
Condiciones cromatografica empleadas por CLAR
: i Limite de | Longitud :
Sistema | Fase Mawil Columna R Flujo
RPCl8de | 0,25mg/L
CLAR-1
150 x4 mm 15
KH,PO; (0,05 mol/L) / =
acetonitrilo (960:40 v/v) S E’L" i
RPCI8de | 5,00 mg/L
CLAR-2
250 x4 mm

CLAR-1: Empresa Farmacéutica, CLAR-2: Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC).

Tabla2

Cepas de Salmonella typhimurium y controles positivos empleados en el ensayo de Ames

Cepas Controles positivos

+50 -S9
TA 08 2-amino-fluoreno (10 pg/placa) acido picrolonico (100 pg/placa)
TA 100 Benzo (a) pireno (2 pg/placa) Q-amino-acridina (10 pg/ placa)

+59: con mezcla S9 (con activacién metabélica); -S9: sin mezcla S9 (sin activacién metabélica).
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Tabla 3
Variacién de la concentracién de amoxicilina (10 minutos, pH= 7 inicial ajustado y no controlado)
Tiempo Conceniracion de amoxicilina
(min) (mg/L)
0 36,00 + 2,3
2 3,28 0,61
4 =(,25!
6 =025
10 <0,25

1 Limite de cuantificacién de sistema CLAR-1.

Tabla 4

Variacién de la concentraciéon de amoxicilina 10 minutos pH 7 controlado

Tiempo Concentracién de amoxicilina
(min) (mg/L)

0,0 148,39 +2 31
0,3 145,65 + 4,25
1.0 134,10 £ 7,42
1.5 109,93 + 5,26
2,0 81,43 + 5,38
3,0 34,42 + 2,15
4,0 10,78 £ 0,54
5,0 = 5,00!

10,0 < 35,00

1Limite de cuantificacidon de sistema CLAR-2.



Eficiencia de reduccion de grupo S-1 (pH inicial ajustado y no controlado)

Tiempo (min)

10

30

60

Limite
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Tablas

% de reduccion de grupo 5-1

pH=7
16,75 +0,74
22,46 +£1,44
27,38 +1,28
34,35+2,50

3443 £1,11

de cuantificacién de sistema CLAR-2.

pH=12
43,64 + 2,42
64,20+ 0,90
73,57 10,22
75,91+ 2,50

77,3213,20

NH,
H
H
N, =
HO S
o AKX
0o Y
OH
th
Figura 1

Estructura de la amoxicilina
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Figura. 2
Esquema de la instalacién experimental de ozonizacién. 1. Cilindro de oxigeno. 2.
Equipo generador de ozono, 3. Flujémetro, 4. Espectrofotémetro UV-Vis, 5. Columna
de burbujeo, 6. Entrada del agua de enfriamiento, 7. Salida del agua de enfriamiento, 8.
Entrada de la mezcla gaseosa oxigeno- ozono, 9. Salida de la mezcla gaseosa oxigeno-ozono,
10. Bano termotastado, 11. Toma muestras, 12. Destructor catalitico de ozono gaseoso
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Figura 3

Variacién del porcentaje de reduccién de la concentracion de amoxicilina y valores de absorbancia

2450 nm (pH=7 controlado y concentracién inicial de amoxicilina de 148,20 mg/L). CLAR-2
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Figura 4.1.
Cromatogramas de ozonizacién de la disolucién de amoxicilina (pH = 7 inicial
ajustado y no controlado para 30 y 60 minutos tiempo de contacto). CLAR-1

b) Te =30 min
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Figura.4.2.
Cromatogramas de ozonizacién de la disolucién de amoxicilina (pH=12 inicial
ajustado y no controlado para 30 y 60 minutos de tiempo de contacto). CLAR-1
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Figura 5

Diagrama de Pareto. Evaluacion del efecto en la reduccion del area
del grupo S-1 debido a los pardmetros pH (A): 7 y 12 ajustado y no
controlado, tiempo de contacto (B): 30 y 60 minutos e interaccién (AB)
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Figura 6
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Cromatograma de la ozonizacién de la disolucién de amoxicilina (pH=7 controlado y 3 minutos

de tiempo de contacto). Seguimiento del grupo S-1 (GS-1) y grupo S-2 (GS-2). CLAR-2
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Resultado de la exposicion de las muestras ozonizadas de disoluciones de
amoxicilina (M1-M4 100pL) frente a la cepa TA 100. A) con S9y B) sin S9

CONCLUSIONES

Con la ozonizacién se obtuvo mas del 99% de reduccién de amoxicilina
a los cinco minutos de reaccién aplicando 70 mg/L de concentracién
de ozono en el gas y pH= 7 inicial ajustado no controlado. Se aprecié
la formacién de dos grupos de subproductos. El grupo S-2 se degradd
durante los primeros 10 minutos de reaccidn, no asi el grupo S-1 que
resultd recalcitrante incluso bajo la ozonizacién alcalina y 60 minutos
de tratamiento. Las disoluciones de amoxicilina ozonizadas resultaron
no mutagénicas, aspecto favorable para la propuesta de la oxidacién
con ozono. Se propone como alternativa de tratamiento para las aguas
residuales industriales el empleo de una concentracién de ozono en el gas
de 70 mg/L, pH entre 7 y 8 con 30 minutos de tiempo de contacto.
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