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Resumen

En la actualidad los antibidticos no son eficientemente removidos por los procesos
convencionales de las plantas de tratamiento municipales y son considerados como
contaminantes de preocupacion emergente, requiriendo la implementacion de
procesos alternativos para su eliminacion del agua. En el presente trabajo se evalud
la aplicacion del proceso foto-Fenton para la degradacion de siete antibidticos de
alto consumo. Los anfibidticos que se consideraron fueron la norfloxacina (NOR),
ciprofloxacina (CIP) y levofloxacina (LEV) de la clase de fluoroquinolonas, oxacilina
(OXA) y cloxacilina (CLX) de la clase isoxazolil-penicilinas, y cefalexina (CPX) y
cefadroxilo (CDX) de la clase cefalosporinas. El proceso fue aplicado bagjo las
siguientes condiciones: concentracion del antibidticos 40 uM, pH 6.5, relacion
[Fez*]:[H202] de 1:10 (ppm: ppm) e intensidad de radiacion 500W/m? (usando un
simulador solar (Suntest CPS+, ATLAS)). Los antibidticos fueron tratados
individualmente y su evolucion durante el proceso se siguio mediante cromatografia
de liquidos de alto rendimiento (HPLC). Inicialmente se realizd un andlisis comparativo
de la eficiencia de remocién para el proceso foto-Fenton respecto a sus
componentes individuales (luz solar, peroxido de hidrogeno e iones ferrosos),
enconfrandose que a los 5 minutos de fratamiento, los iones Fe(ll) y el H:O2no ejercen
degradacion significativa sobre los antibidticos, mientras que la luz indujo fotolisis en
el grupo de las fluoroquinolonas con porcentajes de remocion del 18.39%, 13.71% y
8.97% para CIP, NOR Y LEV respectivamente. Entretanto, el proceso foto-Fenton
alcanzé degradaciones de los contaminantes entre 30-49% en los mismos 5 min de
fratamiento. Con el fin de mejorar la eficiencia degradativa del proceso, se llevo a
cabo una nueva serie de experimentos en presencia de dcido citrico (el cual puede
generar complejos foto-activos de hierro). Gracias a esta modificacion, se
incremento el porcentaje de degradacion de los antibidticos, que oscild entre 60% -
80% para 5 min de tratamiento. Adicionalmente, usando LEV como contaminante
modelo y un agua residual hospitalaria sintética (HWW), se evalud la accion del
proceso foto-Fenton y el efecto del aumento de la concentracion del acido citrico
de 40 uM a 4 mM. Los resultados mostraron un incremento en el porcentaje de
remocion al aumentar la concentracion del dcido, alcanzando una degradacion de
LEV del 85.93%, a una concentracion de 4 mM de dcido citrico en 30 min de reaccion.
Con el propdsito de analizar la extension del tratamiento, se determind la evolucion
de la actividad antimicrobiana (AA) para el HWW tratada y se encontrd que, pasados
los 90 min de la aplicacion del proceso la AA es completamente eliminada.
Finalmente, el desarrollo de este trabajo permitié concluir que el proceso foto-Fenton
es capaz de degradar antibidticos de diferentes clases en tfiempos cortos de
fratamiento, que Ila adicidn de dcido citrico mejora significativamente la
degradacion de los contaminantes, y que el sistema ensayado en matrices complejas
como HWW logra eliminar tanto el antibidtico como y su actividad antimicrobiana,
evidenciando la alta potencialidad de la aplicacion del proceso foto-Fenton para
limitar la llegada de contaminantes de preocupacion emergente, como los
antibidticos, al medio ambiente.



Palabras claves: Tratamiento de aguas, Degradacion de antibidticos, foto-Fenton
solar, Fluoroquinolonas, Isoxazolil-penicilinas, Cefalosporinas, Agua  residual
hospitalaria.



1 Infroduccion

Con el aumento de la densidad demogrdfica y las actividades industriales, la
calidad del agua se ha visto seriamente afectada (1), por lo cual es necesario realizar
algun tipo de depuracion al recurso hidrico segun los objetivos de calidad requeridos,
bien sea para consumo humano, disposicion final del agua residual y/o adecuacion
de agua para procesos industriales (2). Generalmente los vertimientos de aguas
residuales contienen diferentes tipos de contaminantes que afectan la salud publica
y el medio ambiente, por lo cual, se han establecido normas legales que controlan la
calidad del efluente vertido, mediante valores limites mdximos permisibles de
pardmetros fisicos, quimicos y microbioldgicos globales (ej. la resolucion 0631 de 2015
de Colombia). Sin embargo, existe un conjunto de sustancias orgdnicas que no estdn
reguladas, se encuentran a bajas concentraciones en el medio acuoso, No son
removidas por los procesos convencionales en las plantas de tratamiento municipales
y sus efectos ambientales son aun poco conocidos. Estas sustancias son denominadas
contaminantes de preocupacion emergente.

Los medicamentos para el fratamiento de enfermedades en humanos y animales
representan un grupo de contaminantes orgdnicos de preocupacion emergente. Su
alto consumo combinado con la baja eficiencia de los sistemas convencionales de
fratamientos de aguas residuales, generan un aumento en la contaminacion de los
cuerpos hidricos. Muchos estudios confirman la presencia de tales compuestos en
aguas superficiales, efluentes de plantas de tratamiento, mar y aguas subterrdneas
(3). Entre estos farmacos se encuentran los antibidticos, que son agentes terapéuticos
usados para tratar las enfermedades causadas por microorganismos. Estos han sido
detectados en el ambiente en concentraciones de ng/L a pg/L; aungue son
concentraciones bajas, a estos niveles los antibidticos pueden tener efectos tdxicos
en el medio ambiente. Ademds, la continua exposicion de los microorganismos
acudticos a estas bajas concentraciones, puede llevar a que estos generen
resistencia a los antibidticos, ocasionando que las futuras aplicaciones de estas
medicinas sean ineficientes. También, los antibidticos pueden disminuir la eficiencia
de los procesos bioldégicos convencionales (procesos secundarios) de tratamiento de
aguas residuales y afectar el ambiente microbiano en el agua (4).

Algunas plantas de aguas residuales que poseen procesos ferciarios,
tradicionalmente han implementado sistemas de oxidacién con cloro, cloraminas u
ozono, para la eliminacién de contaminantes quimicos y microbioldgicos. Sin
embargo, la eficiencia de estos procesos se ve reducida, ya que no se garantiza la
destruccion de todas las toxinas o se forman compuestos DBP (disinfection by-
products) peligrosos (e]j. drgano-halogenados con potencial cancerigeno). Bajo este
panorama, los procesos de oxidacion avanzada (POAs) surgen como una buena
alternativa, para la degradacion de los contaminantes emergentes. Los POAs se
basan en la generaciéon y usa de especies radicalarias, principalmente radical
hidroxilo (HO*), el cual no es selectivo y puede oxidar compuestos orgdnicos
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recalcitrantes a productos finales inofensivos; incluso llevarlos hasta didxido de
carbono y agua (5).

Dentro del grupo de los POAs se encuentra el sistema foto-Fenton, que ha
resultado ser muy prometedor debido a su facil implementancion (6) y a su buena
eficiencia en la degradacion de compuestos alifdticos, aromdaticos clorados,
nifroaromaticos, colorantes azo, clorobenceno y fenoles, entre ofros (7). En este
sistema los radicales hidroxilo son generados por la inferaccion de H202 con una sall
de hierro en fase acuosa (reaccidén Fenton) mdas la adicidon de radiaciéon. El proceso
foto-Fenton tiene la posibilidad de usar luz solar (foto-Fenton solar) como fuente de
radiacion para mitigar el impacto ambiental y disminurir los costos energeticos
respecto al causado por el sistema cuando se usa como fuente de radiacion luz
artificial (8) (?). Asi, el foto-Fenton solar ha resultado ser una buena altenativa para la
remociéon de colorantes (8) (10) (11), pesticidas (12), dcido férmico (13), productos
farmaceuticos (14), entre otros.

Teniendo en cuenta la problemdtica que generan contaminantes emergentes
como los antibidticos y las dificultades presentadas por los procesos convencionales
para el tratamiento de agua, en este trabajo de grado se evalud la eficiencia de un
sistema foto-Fenton para la degradacién de siete antibidticos representativos de alto
consumo Y la adicién de dcido citico como agente complejante de hierro como
estrategia para mejorar la eficiencia del proceso.

2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la degradacion de 7 antibidticos de alto consumo presentes en aguas,
mediante el proceso de foto-Fenton solar.

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la participacion de los componentes individuales que intfegran el
proceso foto-Fenton Solar (accién del perdxido de hidrogeno, del hierro y de la
luz solar) en la degradacion de los antibidticos seleccionados.

2. Determinar la eficiencia del proceso foto-Fenton solar en la degradacién de los
antibidticos seleccionados.

3.  Andlizar la influencia del dcido citrico como agente complejante en el sistema
foto-Fenton solar sobre la degradacién de los antibidticos.

4.  Probarla aplicacion del sistema foto-Fenton solar con &cido citrico en una matriz
simulada de agua residual hospitalaria (HWW).

5. Establecer el alcance del sistema foto Fenton solar con dcido citrico en HWW,
mediante la eliminacion de la actividad antimicrobiana.
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3 Marco tedrico

3.1 Proceso foto-Fenton

El proceso de oxidacion Fenton consiste en la adicidn de sales de hierro en
presencia de H20O2en medio acido, para la formacion de radicales HO® (ec. 1). Por su
simplicidad, la reaccién Fenton es muy aplicada en la eliminacion de compuestos
recalcitrantes. La produccioén de lodos de hierro es una de las principales desventajas
del proceso Fenton. Una modificacion del proceso Fenton tradicional es la adicion
de radiaciéon UV o solar, generando el proceso foto-Fenton. En el proceso foto-Fenton,
la luz UV o solar favorece la regeneracion de Fe?+ (ec. 2) que a su vez permite que se
generen mas radicales hidroxilos, Io que lo hace mds eficiente respecto a lareaccion
Fenton convencional.

Fe?* + Hy0, — Fe3* + HO~ + HO* (1)
Fe3* + H,0 + hv > Fe?t* + HO* + H* )

La desventaja principal del proceso foto-Fenton es que su 6ptimo de operacion
estd en un rango estrecho de pH (2.8-3.5). Si no se controla esta variable el proceso
pierde eficiencia debido a la formacion de precipitados y a la disminucion de las
especies foto-activas (6) (15).

3.2 Proceso foto-Fenton + agente complejante

La dependencia del pH en el proceso foto-Fenton puede minimizarse con la
adicién de un correcto agente complejante del hierro (lll) (ec.3). Dicho compuesto
(L) debe ser capaz de formar complejos estables con Fed*, absorber
significativamente radiacion UV y/o visible y sufrir reacciones de reduccion
fotoquimica aiones Fe2*. También se puede presentar produccién de radicales extra
(ec.4) que ayudan a descomponer la materia orgdnica (15) (6).

[Fe3* + L] + hv - [Fe3t + L]* » Fe?t + L° (3)
L'+ 0, - 05 +CO, 4

Entre los ligandos comUnmente usados para la formacion de complejos de hierro
estdn EDTA, EDDS, NTA, citrato y oxalato (15) (16). Para fines de este proyecto se
trabajard con dcido citrico como fuente del ligando citrato.

3.3 Antibidticos en aguas residuales

Los antibidticos son farmacos utilizados en la inhibicidn del crecimiento de
bacterias que ocasionan enfermedades fanto en humanos como en animales. La
presencia de estos compuestos en los diferentes sistemas acudticos representa
importantes impactos para el equilibrio del ecosistema. La continua exposicion de los
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organismos acudticos a bajas concentraciones de antibidticos, puede interrumpir su
ciclo bioldgico normal y generar bacterias resistentes a estos, lo que conlleva a que
el uso futuro de estos antibidticos sea ineficiente.

Los antibidticos pueden clasificarse en 7 clases principales, los cuales son:
betalactdmicos, glucopéptidos, amino-glucdsidos, fluoroquinolonas, macrdlidos,
tetraciclinas y cloranfenicoles (17).

3.3.1 Clase Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas, descubiertas en los anos 80, representan una clase de
antibidticos sintéticos de amplio espectro de actividad. Resulta de la adicién de un
flor al carbono 6 del grupo quinolona, mejorando la actividad antimicrobiana
confra patdégenos Gram-Negativos, Figura 1. Entre estos, la ciprofloxacing,
norfloxacina, levofloxacina y la moxifloxacina se han convertido en los antibidticos de
este grupo de mayor consumo en el mundo (18) (19).

0

|
N

A

Figura 1. Grupo principal de las Fluoroquinolonas

O

CHj

Ciprofloxacina (CIP)

La CIP, desarrollada por Bayer®, con el nombre quimico de dcido 1-ciclopropil-6-
fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-il)-1,4-dinidroquinolina-3-carboxilico, es la segunda
generacion de fluoroquinolonas utilizada en la industria farmacéutica. La CIP, Figura
2, es la mds potente de las fluoroguinolonas, con actividad contra un rango amplio
de bacterias, siendo mds susceptible a los bacilos Gram-Negativos. En 1999, la CIP fue
el 11° medicamento de mayor prescripcion en los Estados Unidos (20).

Figura 2. Ciprofloxacina
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Norfloxacina

La norfloxacina (NOR), con el nombre quimico de dacido 1-efil-6-fluoro-1,4-dihidro-
4-oxo-7-(1-piperanizil)-3-quinolana carboxilico, pertenece a la segunda generacién
de fluoroquinolonas utilizada en la industria farmacéutica y es menos activa que la
CIP. La NOR, Figura 3, es Uutiizada principalmente para las infecciones
gastrointestinales o del sistema urinario. Cuenta con actividad para la mayoria de
bacterias Gram-Negativas y contra algunas Gram-Positivas (21).

Figura 3. Norfloxacina

Levofloxacina

La levofloxacina (LEV), con el nombre quimico de dcido (-)-(S)-9-fluoro-2,3-dihidro-
3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-7-oxo-7H-pirido[1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-
carboxilico, pertenece a la tercera generacion de fluoroguinolonas utilizada en la
industria farmacéutica. La LEV, Figura 4, presenta alta actividad contra bacterias
estreptococo y posee mayor tiempo de vida media que las quinolonas. Es utilizada
principalmente en infecciones del fracto urinario, bronquitis crénica, neumonia
adquirida en la comunidad, sinusitis € infecciones en la piel (21).

o ©
F \

| CHs
Y Y
A Oy
HsC” ™

Figura 4. Levofloxacina

3.3.2 Clase Isoxazolil-Penicilinas

Las Isoxazolil-penicilinas son un grupo de antibidticos semisintéticos con un ndcleo
de dacido é6-aminopenicildnico, sus estructuras consisten en un B-lacté@mico fusionado
a un anillo de tiazolidina, Figura 5. Presenta actividad ante bacterias Gram-Positivas
como Staphylococcus Aureus, Bacillus Cereus y Streptococcus Pneumoniae. Este
grupo farmacéutico incluye la oxacilina (OXA), cloxacilina (CLX) y dicloxacilina (DCX)
(22).
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Figura 5. Grupo principal de las Isoxazolil-Penicilinas

Oxacilina

La OXA, con el nombre quimico de dacido (28, 5R, 6R)-3,3-dimetil-6-[(5-metil-3-fenil-
1,2-oxazol-4-carbonil) amino]-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptano-2-carboxilico,
es un antibidtico semisintético utilizado principalmente para el tratamiento de cocos
aerobios Gram-Positivos. La OXA, Figura 6, es utilizada para infecciones en la piel,
osteomielitis y endocarditis (21).

L O—OH
0
PO o
N=" S CH
il S 3
o—4  NAR A

Figura 6. Oxacilina

Cloxacilina

La CLX, con el nombre quimico de dcido (2S, 5R, 6R)-6-[[3-(2-clorofenil)-5-metil-1,2-
oxazol-4-carbonillamino]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-
carboxilico, es un antibidtico semisintético utilizado principalmente para el
tratamiento de cocos aerobios Gram-Positivos. La CLX, Figura 7, es utilizada para
infecciones en la piel, osteomielitis y endocarditis (21).

HO\ OH
a O ‘i
N—N CH,
Ll
N=" 41\ CH
\ S 3
é) Y/ NH H

Figura 7. Cloxacilina
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3.3.3 Clase Cefalosporinas

Las cefalosporinas son un grupo de antibidticos PB-lactédmicos que estdn
estrechamente relacionados con las penicilinas, Figura 8. Las cefalosporinas se
encuentran entre los antibidticos mds recetados, impulsados en parte por la
infroduccion de nuevos antibidticos de este grupo. Estos se dividen en compuestos
de primera, segunda, tercera y cuarta generacion. Las cefalosporinas de primera
generacion tienen la mayor actividad contra las bacterias Gram-Positivas. Las de
segunda generacion son mdas activas contra las bacterias Gram-Negativas. Las de
tercera generacion son mdas activas contra las bacterias Gram-Negativas y son mds
resistentes a las enzimas B-lactamasas. Las de cuarta generacion poseen leve mejora
de las sus caracteristicas respecto a las de tercera generacion. Las cefalosporinas se
utilizaron como sustitutos de la penicilina para tratar infecciones en aquellos que eran
resistentes o alérgicos a las penicilinas (21).

S
R ” NH |
/N~
0 R
HO \0

Figura 8. Grupo principal de las cefalosporinas

Cefalexina

La CPX, con el nombre quimico de dcido 8-(2-amino-2-fenil-acetil)amino-4-metil-7-
oxo-2-fia-6-azabiciclo[4.2.0]oct-4-ene-5-carboxilico, es un antibiético que pertenece
a la primera generacion de las cefalosporinas. La CPX, Figura 9, es utilizada para el
tfratamiento de faringitis, tonsilitis, infecciones del tracto urinario e infecciones de la
piel (21).

NH,

HO o
Figura 9.Cefalexina

Cefadroxilo
La CDX, con el nombre quimico de acido8-[2-amino-2-(4-hidroxifenil)-acetillamino-

4-metil-7-oxo-2-tia-6-azabiciclo[4.2.0]octo-4-ene-5-carboxilico, pertenece a la
primera generacion de las cefalosporinas. La CDX, Figura 10, es ufilizada en el

15



tfratamiento de faringitis, tonsilitis, infecciones del tracto urinario e infecciones de la
piel (21).

HO o]
Figura 10.Cefadroxilo

4 Metodologia

4.1 Reactivos
Como antibidticos relevantes para el
norfloxacina (NOR), ciprofloxacina (CIP), levofloxacina (LEV), oxacilina

cloxacilina (CLX), cefalexina (CPX) y cefadroxilo (CDX).
Para el proceso foto-Fenton se usd peroxido de hidrégeno, sulfato ferroso
heptahidratado como fuente de hierro (ll) y dcido citrico como agente complejante,

presente estudio se consideraron:
(OXA),

en la Tabla 1 se detalla mds informacién de estos reactivos.

Tabla 1. Reactivos y medicamentos utilizados en el proceso foto Fenton

Peso
Reactivo Formula molecular PurgZg Proveedor
(%)
(g*mol-)
Pe.ro>§|o|o de H202 34.01 30 Panreac
hidrégeno
Sulfato ferroso
. >
heptahidratado FeSO47H20 278.02 =995 Panreac
Acido citrico CsHgO7 192.124 >99.0 Sigma
Ciprofloxacina Ci7H18FN3O3 331.35 95 Laproff laboratories
Norfloxacina Ci6H18N303 319.33 95 Laproff laboratories
Levofloxacina CigH2oN3FO4 361.37 95 Chemo.
laboratories
Oxacilina Ci9H19N30O5S 401.44 95 Sigma
Cloxacilina Ci9H18N3CIOsS 435.88 92.3 Syntofarma
Cefalexina CieH17N304S 347.39 95 Syntofarma
Cefadroxilo C16H17N305S 363.39 92.9 Syntofarma

En la Tabla 2 se registran los reactivos que se usaron para la preparacion del agua
residual hospitalaria (HWW) simulada.
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Tabla 2 Reactivos utilizados en la formulacion de agua residual hospitalaria simulada

Peso Concentracion del
. , Pureza . .,
Reactivo Formula molecular (%) reactivo en la solucion
(g*mol-) ° de HWW (g*L")
Cloruro de calcio
. >
dinidratado CaClz7H20 147.02 >99.0 0.0500
Sulfato de Sodio Na2SO4 142.04 > 995 0.1005
Fostato KH2PO4 136.086 >99.0 0.0500
monopotdsico

Cloruro de potasio KCI 74.55 >99.5 0.1000
Cloruro de amonio NH4ClI 53.49 >995 0.0500
Urea CH4N20 60.06 >995 1.2600
Cloruro de Sodio NaCl 58.44 > 995 2.9250

4.2 Condiciones operacionales y seguimiento a los contaminantes

Para cada experimento se trabajé con volumen de muestra acuosa de 100 mL,
con concentracion inicial de antibiético de 40 uM a pH 6.5. Para las reacciones de
foto-Fenton se utilizd una relacion de [Fe?*]:[H202] de 1 ppm:10 ppm. Se usé un Suntest
CPS+ Aflas como simulador de la radiacion solar a una intensidad de radiacion de

500 W/m?2.

La evolucién de los antibidticos durante cada experimentacion, se siguid mediante
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) usando un instrumento
Thermoscientific UHPLC Ultimate 3000 equipado con un detector DAD y una columna
Acclaim C18 4.6x150mm. Las condiciones de andlisis cromatogrdfico se resumen en

la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC)

Clase Antibidtico Fase movil: dacido | Longitud de | Flujo:
formico/acetonitrilo | onda de | modo
(% v/v) deteccion isocrdtico
(nm) mL min-’
Fluorogquinolonas e CIP 85/15 e 280 1.0
e NOR e 270
e LEV e 290
Isoxazolil- e CLX 50/50 o 22525|0.7
Penicilinas e OXA o 22525
Cefalosporina e CPX 80/20 e 205.26 0.5
e CDX e 230.26
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4.3 Procedimientos
Fotdlisis

Se determind la contribucién de la luz solar en el proceso de degradacion de los
antibidticos. Para cada uno de los 7 antibidticos se siguid la siguiente metodologia:

a) Se prepard la solucidon individual de cada antibidtico en agua destilada a pH
6.5.

b) Se llevd la solucion al reactor solar Suntest CPS+, Figura 11, bajo agitacion
continua; se irradid y tomaron muestras de 600 pl periddicamente para el
andlisis por HPLC.

Figura 11. Reactor solar Suntest CPS+

Efecto del H20:2

Se evalud el efecto del perdxido en la degradacion de los antibidticos. Para los 7
antibidticos se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

a) Se prepard la solucidon de antibidtico en agua destilada a pH 6.5.

b) Se adiciond perdxido de hidrogeno para alcanzar una concentfracion de 10
ppm en el volumen de reaccion.

c) Con agitacion continua y en oscuridad se tomaron muestras de 600 ul en los
tiempos 0 min (justo antes de adicionar el perdxido) y periodicamente para el
andlisis por HPLC.

Efecto del Fe (ll)

Se evalud el efecto del ion Fe?* en la degradacién de los antibidticos. Para los 7
antibidticos se llevd a cabo el siguiente procedimiento:
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a) Se prepard la solucion de antibidtico en agua destilada a pH 6.5.

b) Se adiciond una solucién de sulfato ferroso heptahidratado para alcanzar una
concentracién de 1 ppm en el volumen de reaccion.

c) Con agitacién continua y en oscuridad se tomaron muestras de 600 ul en los
tiempos 0 min (justo antes de adicionar el perdxido) y periddicamente para el
andlisis por HPLC.

Sistema foto-Fenton solar

Una vez evaluada la contribucién de cada componente individual (radiaciéon UV,
H202 y Fe?*) en la degradaciéon de los antibidticos estudiados, se llevd a cabo el
proceso foto-Fenton solar para los 7 antibidticos, segun el siguiente procedimiento;

a) Se prepard la solucidon de antibidtico en agua destilada a pH 6.5.

b) Se adiciond una solucidon de sulfato ferroso heptahidratado para alcanzar una
concentracion de 1 ppm en el volumen de reaccion.

c) Con agitacidn continua, se llevd la solucidn al Suntest CPS+ y en el momento
de encender la ldmpara del reactor, se adiciond el perdxido de hidrogeno.

d) Se tomaron muestras de 600 ul en los tiempos 0 min (justo antes de adicionar el
H202y periddicamente para la determinacion en el HPLC

Sistema foto-Fenton solar + acido citrico

Se siguid el mismo procedimiento descrito para el sistema foto-Fenton solar,
teniendo en cuenta que a la solucién inicial con antibidtico se le adiciond dcido
citrico hasta alcanzar una concentracion de 40 uM del dcido en dicha solucion.

Sistema foto-Fenton solar + acido citrico en una matriz simulada de HWW

Este experimento se realizé de forma andloga que en agua destilada, pero el para
dcido citrico se consideraron dos concentraciones (40 pM y 4 mM).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La actividad anfimicrobiana se determind usando como microorganismo S.
aureus, las muestras de antibidtico que se usaron para esta prueba, correspondian a
las obtenidas en el proceso foto-Fenton solar + dcido citrico en HWW. A continuacion,
se describe el protocolo aplicado;

a) 100 uL del microorganismo (S. aureus) crio-preservado en glicerol se adiciond a
5 mL de LB (Luria Bertani) y se activé en un Shaker a 37°C hasta que la
absorbancia alcanzé un valor de 0.6 medidos a 580 nm.

b) Se adicionaron 50 ul del microorganismo activo en 50 mL de agar nutritivo a
49°C y se homogenizo.

c) Sesirvieron 12.5 mL en cada caja Petriy se esperd que solidificara.
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d) Sesiembra la muestra a analizar sobre el agar e incuba a 37°C durante 24 horas.
e) Se mide el halo de inhibicién.

5 Resultados y andlisis

5.1 Efectos degradativos del Fe (ll), H2O2, luz y foto-Fenton sobre los
antibioticos

Se evaluod el efecto degradativo que podia tener cada uno de estos componentes
del proceso foto-Fenton por si solos sobre los antibidticos. Se hizo uso de los datos
obtenidos a los 5 min de reaccidn y se calculd el porcentaje de remocion (ec. 5).

%Remocion = < - %) * 100 (5)

Donde [ ]: Concentracién. El subindice f e i, indican la condicién final e inicial
respectivamente.

A partir de la Figura 12 se observa que el Fe (ll) y el H202 por si solos no tiene efecto
de degradacion significativo sobre la degradacion de los antibidticos. Estos
resultados son coincidentes con lo reportado por Gupta y Garg, en su estudio sobre
la degradacion de la ciprofloxacina en el que también obtuvieron bajos porcentajes
de remociodn, 6% usando sélo Fe (ll) y 8% usando sélo H2O2 (23).

De ofro lado, se observa que la radiacion solar ejercidé un efecto degradativo
(fotolisis) importante para el grupo de las fluorogquinolonas, dando lugar a 18.39%,
13.71% y 8.97% de remociéon para la CIP, la NOR vy la LEV respectivamente. En los
procesos de fotdlisis, un compuesto se degrada directa o indirectamente por la luz,
provocando ruptura, reordenamiento o sustituciones de algunos enlaces, debido a
la excitacion electrénica que estos sufren al interactuar conla luz (24). Factores como
la potencia de radiacion y la longitud de onda de radiacién, son importantes en estos
procesos. El espectro UV-visible de las sustancias nos ayuda a entender en que
longitud de onda, estas interaccionan con la luz.

Debido a que el simulador solar emite luz con longitudes de onda mayores a los
300 nm, es necesario conocer los picos de absorbancia de cada antibidtico. La CIP,
la NOR y la LEV presentan absorbancias en un rango de 200 a 350 nm (25) (26). En las
figuras 13, 14y 15 se representan los espectros de la CIP, NOR y LEV respectivamente.
Esto sustenta el hecho de la degradacion de las fluoroquinolonas al interaccionar con
la luz solar. Se puede observar que la NOR presenta menor absorbancia que la CIP
para longitudes de onda mayores a los 300 nm, esto explicaria el menor porcentaje
de remociéon de la NOR respecto a la CIP. Por su parte la LEV presenta menor
absorbancia que la CIP y la NOR, Figura 15. Esto podria explicar el menor porcentaje
de remocion de la LEV. Los resultados de accién de la luz solar sobre las
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fluoroquinolonas indican que la estructura molecular de los antibidticos determina su
fotolisis.

La CLX y la OXA tiene absorcién antes de los 300 nm, presentando su mdximo pico
de absorbancia ~217 nm, Figura 16 y Figura 17 (27). O sea que las isoxazolil-penicilinas
consideradas no presentan absorciéon de la luz emitida por el simulador solar y esto
sustenta el hecho de no haber observado degradacion. De hecho, Eimolla y
Chaudhuri analizaron la fotolisis de la CLX a 365 nm, obteniendo muy bajas
remociones después de 5 h de reaccion (28). De manera similar a las penicilinas, la
CPX presenta absorciéon antes de los 300 nm, con pico mdéximo de absorcién a los 256
nm, Figura 18 (29). A su vez, la CDX tampoco tiene absorcidon antes de los 300 nm,
Figura 19, exhibiendo su pico mdximo de absorcion alrededor de los 230 nm (30). lo
que explica la no fotolisis de las cefalosporinas en agua destilada por luz solar (Figura
12). Cabe indicar que Bansal y Verma estudiaron la fotdlisis de la CPX a 365 nm,
obteniendo entre 6 y 7% de remocion después de 5 h de reaccion (31), lo que
respalda nuestros resultados.

De la Figura 12, también se puede observar como al aplicar el proceso foto-Fenton
solar, aumenta notablemente el porcentaje de remocién de todos los antibidticos,
obteniendo un 38.15%, 48.41% y 30.74% para la CIP, la NOR y la LEV respectivamente
del grupo fluoroquinolonas, un 43.54% y 35.13% para la OXA y la CLX respectivamente
del grupo isoxazoli-penicilinas y un 31.45% y 31.99% para la CDX y la CPX
respectivamente del grupo cefalosporinas. Esto es debido a la produccion de radical
hidroxilo (ecs. 1y 2), que es poco selectivo y tiene alto poder oxidante, y por lo tanto
su inferaccidn con los compuestos problema lleva a su degradacion. En este punto
es importante remarcar la rdpida remocién de los antibidticos por el sistema foto-
Fenton solar (remociones mayores al 30% en tan solo 5 min de tratamiento).

I Fotolisis
| I Foto-Fenton
40 -
30 4
20 4
10 4
0 ik

CIP NOR LEVO OXA CLX CDX CPX

Remocion a los 5 de tratamiento (%)

Figura 12. Evaluacion del desempeno del proceso foto-Fenton solar y sus componentes
individuales (fotolisis, H2O2 y Fe(ll))en el porcentaje de remocidén a los 5 minutos de
tratamiento. Condiciones experimentales: Fe?+ (pH 6.5, 1ppm FeSOu), H202 (pH 6.5, 10ppm),
fotolisis (pH 6.5, 500 W/m2 y A>300nm) y foto-Fenton (pH 6.5, H2O2 10ppm, FeSO4 1ppm, 500
W/m2y A>300nm)
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Figura 13. Espectro UV de la CIP
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Figura 14. Espectro UV de la NOR
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Figura 15. Espectro UV de la LEV
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Figura 16. Espectro UV de la CLX
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Figura 17. Espectro UV de la OXA
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Figura 18. Espectro UV de la CPX
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Figura 19. Expectro UV de la CDX

5.2 Efecto del agente complejante

Una vez evidenciado el poder degradativo del proceso foto-Fenton, como
estrategia para mejorar la eficiencia de degradacion de los antibidticos se probo la
adicion de dcido citrico al sistema. La Figura 20 contiene la comparacion de la
remocioén de los antibidticos para el proceso foto-Fenton en presencia y en ausencia
del acido citrico (0 y 40 yM). De alli se observa un incremento en el porcentaje de
remocién al usar &cido citrico como agente complejante. Remociones del grupo
fluoroquinolonas del 71.89%, 77.46% y 75.12% para la CIP, la NOR vy la LEV,
respectivamente, fueron observadas. 57.28% y 58.12% de remocion para la OXA y la
CLX, respectivamente, del grupo isoxazolil-penicilinas, y 43.02% y 62.41% para la CDX
y la CPX, respectivamente, del grupo cefalosporinas, fueron obtenidas.

La significativa mejora en la degradacién de los antibidticos por la adicion del
dcido citrico es asociada a su habilidad complejante del hierro (lll). Estd bien
documentado que el proceso foto-Fenton tiene mayor efectividad a valores de pH
bajos, debido a que se evita la precipitacion de oxihidroxidos férricos, los cuales dejan
inactivo el hierro para su reduccion hacia Fe (ll). Sin embargo, con la adicidon de un
agente que forme complejos férricos solubles, es posible trabajar mds eficientemente
a valores de pH cercanos a 7. En el caso del dcido citrico (citrato a pH 6.5), éste forma
complejos con el Fe (lll) (ec. 6), los cuales son reducidos por la radiacién UV de la luz
solar formando iones Fe (ll) (ec. 7), superando la limitacion de formacién oxihidroxidos
férricos insolubles (32) (33). Asi, se mejora el ciclo catalitico del hierro en el sistema
foto-Fenton, y consecuentemente, se incrementa la eficiencia de degradacion de
los antibidticos.

Fe3* + citrato — [Fe3* — citrato]complejo (6)
[Fe3* — citrato] complejo + LUz solar — Fe?* + citrato? e - (7)
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Junior et al. también estudiaron el efecto de adicionar un agente complejante
(33), citrato y oxalato, al proceso foto-Fenton para la degradacién de ciprofloxacina
a un pH de 6.5; obteniendo, a los 30 min de reaccién, 0% de remocidon para una
relaciéon de Fe(ll)/Citrato de 1:4 y 95% de remocion para una relacion de Fe(ll) /oxalato
de 1:12. Estos resultados apoyan el uso de agentes complejantes, a pH cercanos al
neutro, como via para alcanzar mayores eficiencias en la degradacion de
contaminantes orgdnicos por foto-Fenton.

I Foto-Fenton
I Foto-Fenton + Ac.Citrico

Remocion a los 5 min de tratamiento (%)

CIP NOR LEVO OXA CLX CDX CPX

Figura 20. Evaluacion de la eficiencia de los procesos foto-Fenton solar y foto-Fenton
solar con dcido citrico para la remocion de 7 antibidticos. Condiciones
experimentales: foto-Fenton solar (pH 6.5, H202 10ppm, FeSO4 1ppm, 500 W/m?2y
A>300nm) y foto-Fenton solar + Ac. Citrico (pH 6.5, H202 10ppm, FeSO4 1ppm, CesHsO7
40uM, 500 W/m?2 y A>300nm)

5.3 Evaluacion del sistema foto-Fenton solar con presencia de acido
citrico como agente complejante en una matriz de agua residual
hospitalaria

Levofloxacino (LEV) es un anfibidtico frecuentemente enconfrado en aguas
residuales hospitalarias (34) y es una de las sustancias cuya degradaciéon fue
mejorada en mayor grado por la adicion de d&cido citrico (Figura 20). Asi, LEV fue
seleccionada como sustancia representativa para esta etapa del trabajo. Como una
aproximacion hacia una matriz real compleja, se considerd un agua hospitalaria
simulada (HWW, Tabla 2). Entonces, se tratdé la LEV por el sistema foto-Fenton en
presencia de dacido citrico a dos concentraciones (40 uM y 4 mM) y los resultados
fueron comparados con los obtenidos en agua destilada y foto-Fenton sin el
complejante. La Figura 21 presenta la evolucidon de LEV para estos sistemas.

Se puede notar que la degradacion del antibidtico en el agua hospitalaria es
ligeramente menor que en agua destilada (DW), lo cual es légico puesto que los
componentes de matriz del HWW pueden competir por los radicales, afectando la
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degradacién de LEV. De manera interesante, la presencia del dcido citrico a 40 uM
acelera la remocion de levofloxacina en el agua hospitalaria simulada.
Adicionalmente, el incremento en la cantidad de dcido citrico a 4 mM hace mucho
mds eficiente la degradacién del contaminante. Estos resultados indican la alta
eficiencia y la gran potencialidad del sistema foto-Fenton solar en presencia de dcido
citrico para el tratamiento de antibiéticos en aguas complejas.
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Figura 21. Desempeno del proceso foto-Fenton solar en la degradacion de la LEV,
para una matriz simulada de HWW con dcido citrico a baja y alta concentracion

5.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Cuando se realiza el fratamiento de antibidticos, ademds de seguir el decaimiento
de la concentracién, es necesario determinar la evolucién de la actividad
antimicrobiana, puesto que algunos casos aun si el antibidtico ha sido degradado
completamente la actividad bactericida permanece (35); incluso algunas
transformaciones podrian dar lugar a sustancias con mayor potencia antibidtica que
el compuesto padre. Estos hechos de permanencia de la actividad antimicrobiana
contribuyen al desarrollo y proliferacion de la resistencia antibidtica. Por lo tanto, para
establecer el alcance del tfratamiento, ademds del seguimiento a la concentracion
del antibidtico, se evalud la evolucidon de la actividad antimicrobiana al HWW tratada
mediante foto-Fenton solar en presencia de 4 mM de dcido citrico. Para dicha
evaluacion se usdé como microorganismo indicador Staphylococcus aureus (que es
una bacteria comensal Gram-Positiva que reside en la piel y la mucosa. Puede
sobrevivir en ambientes secos durante horas y hasta meses, dependiendo de la sepa.
(36).
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Como se menciond en el marco tedrico, la LEV se caracteriza por poseer alta
actividad ante una gran variedad de estreptococos; por esto, se evalta la actividad
antimicrobiana del agua que contenia la LEV. Del andlisis se puede observar la
disminucion completa del didmetro del halo inhibitorio a los 90 min de tratamiento,
Figura 22. Esto indica que al llevar la degradacion de la LEV hasta altos niveles (> 90%),
Figura 21 es suficiente para anular la actividad antimicrobiana de la LEV.

Cabe resaltar que la remocion de la dicha actividad bioldgica estd asociada a
cambios estructurales en la molécula inducidos por la accidon del proceso (35). El
radical hidroxilo puede inducir una accién oxidativa en el anillo de piperazilo y la
sustitucion del dtomo de F mds la descarboxilacion de LEV (37) (38). La oxidaciéon de
piperazilo altera la especiacion dcido/base y, en consecuencia, la permeabilidad
celular (39). Las modificaciones al piperazilo también reducen la unién a la
topoisomerasa de ADN bacteriana o a la girasa de ADN (es decir, el mecanismo de
accion de los antibidticos de fluoroquinolona) (40). El dGtomo de F en LEV favorece la
permeacion de las células bacterianas (39) e inhibe la actividad de enzimas
fundamentales para la replicacion del ADN (41) (42) (43). Mientras tanto, el grupo
carboxilico estd involucrado en el enlace fluoroquinolona-enzimas para ejercer el
blogueo. Esto justificaria la eliminacion de la actividad antibiética de LEV mediante
el fratamiento aplicado.

0,8+

0,6 +

D/Do

0.4 -

0,2+

0,0 . . . . . ; . . - .
0 20 40 80 80 100

Tiempo (min)

Figura 22. Evaluacién de la actividad antimicrobiana de la LEV, durante de
fratamiento con foto Fenton solar y acido citrico (4 mM).

5.5 Reactores potenciales para la aplicacién del sistema foto-Fenton
a aguas cargadas con antibidticos

En las secciones previas se discutieron factores fundamentales, intrinsecos
involucrados en el proceso foto-Fenton, que son base conceptual para la aplicacion
a gran escala de estos sistemas; sin embargo, el salto del laboratorio a campo
demanda un conocimiento sdlido de los reactores adecuados para sistemas foto-
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quimicos. Por lo cual, en la parte final del presente trabajo, como proyeccién hacia
la aplicacion, se hace un andlisis global (considerando generalidades) de
potenciales reactores para el sistema foto-Fenton (sistema foto-catalitico) y el
tratamiento de aguas cargadas con antibidticos tales como aguas hospitalarias.

Entre los agentes que participan en una reaccion asistida con luz, son los fotones
los que caracterizan el mecanismo de reaccion asociado (Ver ec. 2 por ejemplo). La
absorcién de fotones en estos procesos, hace que la ingenieria de reactores foto-
cataliticos sea diferente respecto a la ingenieria de los reactores quimicos habituales
(44). En los Ultimos anos, debido a la alta eficiencia de los procesos de oxidacion
avanzada para el tfratamiento de aguas con contaminantes orgdnicos, se han
estudiado diferentes reactores que buscan mejorar el desempeno o aprovechar
todas las caracteristicas del proceso foto-Fenton.

Tres reactores convenientes para la aplicacion del proceso foto-Fenton son: 1) El
reactor por lotes en secuencia (Sequencing Batch Reactor, SBR), 2) El colector
parabdlico compuesto (Compound Parabolic Collector, CPC) y 3) El estanque tipo
pista de carreras (Raceway Pond Reactor, RPR). A continuacién, se detallan las
caracteristicas de cada uno.

Reactor por lotes en secuencia (Sequencing Batch Reactor, SBR)

Este tipo de reactor ha sido utilizado desde los anos 70 en el tratamiento de aguas.
Su principal aplicacién es el tratamiento bioldgico de aguas y puede ser combinado
con el proceso foto-Fenton. Es un reactor que opera por lotes y consiste en uno o una
serie de tanques o piscinas, conectadas en paralelo, la(s) cual(es) opera(n) en 5
etapas: llenado, reaccion, asentamiento, descarga y tiempo muerto, Figura 23 (45)
(46). Es un reactor abierto, un sistema sencillo de facil control y mantenimiento. Su
principal desventaja es el elevado recurso energético que se requiere para mantener
una buena agitaciéon del sistema y el bombeo del lodo formado después de la
reaccion.

Figura 23. Representacion de un sequencing batch reactor. Tomado de:
http://www.fluidynecorp.com/wastewater-freatment/SBR.aspx
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Adishkumar et al. en su tfrabajo sobre el fratamiento de aguas contaminadas con
medicamentos a través de un proceso bioldégico acoplado con foto-Fenton solar (47);
mostrd el uso de un sistema SBR, donde el proceso foto-quimico fue aplicado como
paso previo al fratamiento bioldégico del agua, para mejorar la biodegradabilidad de
tales aguas (debido a que las aguas con contenido de medicamentos poseen un
alto valor de demanda quimica de oxigeno y un bajo valor de demanda bioquimica
de oxigeno, lo cual dificulta el fratamiento biolégico de estas). Tal sistema logré un
porcentaje de remociéon de 98.26% de la demanda quimica de oxigeno (47), lo que
evidenci¢ la alta eficiencia de tal acople para el tratamiento de aguas con farmacos
en un SBR involucrando el proceso foto-Fenton.

Colector parabdlico compuesto (Compound Parabolic Collector, CPC)

A diferencia del SBR, el CPC lleva menor tiempo siendo aplicado (Alrededor de
1990), y puede ser operado en continuo. El CPC, es un sistema cerrado y estdtico que
consiste de una superficie reflectante enfocada hacia un foto-reactor cilindrico
siguiendo una involuta, Figura 24 y Figura 25. Gracias al diseno de su superficie
reflectante, casi toda la radiacion que llega al drea de apertura del colector puede
serrecogida y estar disponible para el proceso foto-catalitico en el reactor. Contrario
ocurre en el SBR donde toda la luz solar puede no llegar a iluminar la totalidad del
fluido, dependiendo mucho de una buena agitacién del sistema, la radiaciéon
reflejada por el CPC es distribuida alrededor de |la parte trasera del tubo foto-reactor
y como resultado casi la totalidad del tubo se encuentra iluminada. Su principal
desventaja radica en que su costo de instalacion es moderado (48) (49).

Figura 25. Representacion de un compound parabolic collector.
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Trabajos previos como el de Hinojosa Guerra et al. (50), sobre la degradacion de
amoxicilina (antibidtico) y paracetamol (analgésico) por foto-Fenton solar, donde
estudiaron la degradacion de medicamentos haciendo uso de un reactor CPC, han
mostrado que este sistema logra alto porcentajes de remocién (~80%) de los
farmacos tratados.

Estanque tipo pista de carreras (Raceway Pond Reactor, RPR)

El RPR tiene como principal aplicacion el cultivo de algas, pero recientemente ha
empezado a tomar fuerza para procesos foto-cataliticos como el foto-Fenton (51).
Estos reactores son abiertos y consisten de dos canales abiertos por los cuales el agua
es recirculada, actua con flujo continuo y cuenta con un sistema de agitacion que
puede variar las condiciones de flujo. Ademds, la profundidad del liquido puede ser
cambiada de acuerdo a la disponibilidad de la luz solar, Figura 26 (52) (53). Debido a
que es un sistema abierto, y a pesar de tener menores eficiencias para la
concentraciéon de luz solar que el CPC, esta desventaja se ve compensada por su
relacion volumen de liquido tratado/superficie expuesta a la luz que hace muy
aprovechables los fotones que le llegan; ademds se estima que su costo de
construcciéon es bajo (49) (51).

Figura 26. Representacion de un raceway pond reactor. Tomado de:
https://www.solarsurge.in/energy-daily/global-algae-innovations/.

La aplicacion de RPR usando foto-Fenton a pH neutro para la degradacién de
contaminantes de preocupacion emergente ha sido reportada por Molina et al.,
donde estudiaron el desempeno del proceso, sobre efluentes de 5 plantas de
tratamiento de aguas municipales de Espana; encontrando una remocioén mayor del
80% para mas de 45 contaminantes después de solo15 min de reaccioén (53).

Se debe indicar que la construccién y desarrollo de un reactor foto-quimico
depende de factores como la naturaleza del agua a tratar, volumen de agua y
disposicién de recursos econdmicos. Sin embargo, una sintesis (Tabla 4) de las
caracteristicas de los reactores considerados podria ser una guia Util para la seleccion
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de un reactor a implementar en el tratamiento de aguas residuales hospitalarias por
foto-Fenton en futuros trabajos.

Tabla 4. Comparacion de los reactores considerados.

Reactor SBR CPC RPR

Concentracion | Sin Con Sin

delaluz solar | concentracién | concentracidn | concentracion
solar solar solar

Tipo de | Batch Batch/Continuo | Continuo

proceso

Costo de | 25 (54) 400 10

instalacién

(€/m?)

Velocidades Se puede variar | Se puede variar | Se puede variar
de flujo (L/s)

Tipo de flujo | Laminar Turbulento Laminar
favorable
Principal Altos costos | Altos costos de | Baja eficiencia
desventaja energéticos instalaciéon de
asociados  al concentracion
fransporte  de de la luz solar
fluidos

6 Conclusiones

El desarrollo del presente frabajo, permite concluir que los componentes
individuales (fotolisis, Fe (Il) y H2O2) del proceso foto Fenton solar no son tan eficientes
en la degradacion de los antibidticos considerados, mientras que el proceso foto-
Fenton solar muestra mayor remocién de estos contaminantes de preocupacion
emergente. De otfro lado, el uso de un agente complejante (dcido citrico) hace mds
eficiente el proceso foto-Fenton a pH cercanos al neutro, obteniendo altos
porcentajes de remocién para la CIP, NOR, LEV, OXA, CLX, CDX y la CPX
respectivamente. Ademdads, se pudo observar que el incremento en la concentracion
del agente complejante, puede mejorar mds el desempeno del proceso foto-Fenton
a pH cercanos al neutro en una matriz compleja (agua residual hospitalaria
simulada), permitiendo la remocion de la actividad antimicrobiana (lo cual
representa un impacto ambiental positivo). Resultados que motivan hacia la
aplicacién del proceso foto-Fenton a escala real para el tratamiento de aguas
residuales hospitalarias donde podrian usarse reactores tipo SBR, CPC o RPR.
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7 Recomendaciones

Para trabajos futuros trabajos, se recomienda el estudio de los subproductos
formados del tratamiento de los antibidticos, con el fin de entender los mecanismos
de reaccién que se dan durante el proceso. También se recomienda un estudio
sistemdtico de condiciones operacionales (ejemplo: variacién de la relacién Fe
(I)/H202, uso de ofros agentes complejantes y variacion de la concentracion del
agente complejante) que aumenten el porcentaje de remocién de cada antibidtico.
Finalmente, se recomienda el estudio de la aplicaciéon de este proceso a nivel de
sistemna piloto y con aguas hospitalarias reales, para evaluar su viabilidad vy
proyeccion a escala industrial.
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