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Resumen

La oxitetraciclina, considerada como un contaminante emergente, es uno de los
antibioticos més utilizados en la Industria Camaronera para el cuidado y control de
enfermedades bacterianas que afectan el desarrollo del cultivo de esta especie. El presente
trabajo tiene como objetivo evaluar la degradacion de la oxitetraciclina en una solucion
acuosa aplicando diferentes procesos oxidativos avanzados (POA). La cuantificacion del
farmaco fue realizada por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), utilizando un
detector PDA a una longitud de onda 354 nm y una columna C18. Se aplicaron tratamientos
POA homogéneos (UV/H20; y Foto-Fenton) y los heterogéneos (fotocatalisis con TiOy),
utilizando un reactor de bancada con lamparas ultravioletas de onda corta (UV-C). Las
condiciones evaluadas para los tratamientos UV/H>O, y Foto-Fenton fueron, la dosis de
H,0,, tiempo de exposicion a la radiacion de 120 minutos y adicion de 1 mg.L™* de Fe para
el proceso Foto-Fenton. Para el tratamiento heterogéneo se utilizé TiO2 adherido en cajas
Petri como catalizador, con tiempo de exposicion de 120 minutos. Se evalud la cinética del
proceso Y la toxicidad del tratamiento en las especies Lactuta sativa y Daucus carota. Los
mejores resultados se obtuvieron aplicando el tratamiento UV/H.0; alcanzando un 97% de
degradacion bajo las condiciones iniciales de una dosis de 8 pL de H20O2 y 120 minutos de
radiacion. |EI modelo cinético de pseudo-primera orden propuesto por Chan y Chu ajusto
adecuadamente los resultados experimentales. Los ensayos de toxicidad verificaron que para
las especies Lactuta sativa y Daucus carota presentaron una disminucion del crecimiento
radicular a medida que se aumentaba la concentracion de la solucién de tratamiento, los

cuales presentaban un comportamiento semejante a los controles negativos.

Palabras Claves: Oxitetraciclina, Farmacos, POA, contaminantes emergentes,
Degradacion, UV/H20..
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Abstract

Oxytetracycline, considered an emerging contaminant, is one of the most used
antibiotics in the shrimp industry for the care and control of bacterial diseases that affect the
development of the crop of this species. The objective of this work is to evaluate the
degradation of oxytetracycline in an aqueous solution by applying different advanced
oxidative processes (POA). The quantification of the drug was performed by high efficiency
liquid chromatography (HPLC), using a PDA detector at a wavelength of 354 nm and a C18
column. Homogeneous POA treatments (UV/H20. and Foto-Fenton) and heterogeneous
treatments (photocatalysis with TiO2) were applied, using a bench reactor with shortwave
ultraviolet lamps (UV-C). The conditions evaluated for the treatments UV / H20 and Foto-
Fenton were, the dose of H20., exposure time to radiation of 120 minutes and addition of 1
mg.L™? of Fe for the Photo-Fenton process. For the heterogeneous treatment, TiO2 adhered
in Petri dishes was used as a catalyst, with an exposure time of 120 minutes. The Kinetics of
the process and the toxicity of the treatment were evaluated in the species Lactuta sativa and
Daucus carota. The best results were obtained applying the UV / H20- treatment reaching a
97% of degradation under the initial conditions of a dose of 8 uL of H>O and 120 minutes
of radiation. The kinetic model of pseudo-first order proposed by Chan and Chu was adjusted
appropriately to the experimental results. The toxicity tests verified that for the species
Lactuta sativa and Daucus carota showed a decrease of the radicular growth as the
concentration of the treatment was increased, which presented a behavior similar to the

negative controls.

Key Words: Oxytetracycline, Drugs, POA, Emerging Contaminants, Degradation,
UV/H20,.
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1. Introduccidn

Los Contaminante emergentes generalmente puede referirse a compuestos de
distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en el medio ambiente no es
necesariamente nueva, pero si la preocupacion por sus posibles consecuencias, ya que
muchas veces en términos de concentracion pasan inadvertidos, pero no obstante hoy
en dia son de motivo de estudios por su persistencia y bioacumulacion que pueden
provocar un gran impacto ecoldgico asi como también efectos perjudiciales sobre la
salud (Stuart, Lapworth et al. 2012, Gil, Soto et al. 2013). Los contaminantes emergentes
pueden ser de origen industrial y como también domésticos entre los cuales podemos
mencionar los pesticidas, productos de cuidado personal y productos farmacéuticos.
Pudiendo contaminar acuiferos, aguas subterrdneas o quedarse retenidas en el suelo
(Barcel6 and Lopez 2008, Murray, Thomas et al. 2010).

Los productos farmacéuticos son utilizados en diversos campos de la medicina y
practicas veterinarias a nivel mundial. Siendo identificado residuos de estos
contaminantes en el medio ambiente. Resultando dificil predecir su impacto, sin
embargo, su presencia puede provocar alteraciones en la cadena trofica con una posible
bioacumulacion a largo plazo, seleccion de bacterias patogénicas resistentes,
genotoxicidad, entre otros posibles efectos, razones por la cual su presencia es
considerada un problema ambiental emergente a nivel mundial (Plascencia and Almada
2012).

La oxitetraciclina es uno de los antibi6ticos de mayor demanda en la acuicultura a
nivel mundial, siendo utilizada para el control y cuidados de las larvas de esta especie. El
aumento de produccion del cultivo de camarén ha generado un mayor consumo de farmaco,
incrementando la utilizacion de este antibidtico para combatir enfermedades. La
produccién de camardn en el Ecuador se ha convertido en uno de los principales recursos
econdmicos del pais. Segun informacion presentada por la Camara Nacional de Acuacultura
(CNA) las exportaciones en el afio 2017 alcanzaron una cantidad de 426 mil toneladas,
representando un ingreso de 2 mil 800 millones de dolares (Acuacultura 2018). EI aumento
de la produccion ha provocado un crecimiento en la acuicultura ecuatoriana, siendo la
Oxitetraciclina uno de los antibidticos mas usados. Uno de sus efectos de la oxitetraciclina
en medios acuaticos es la toxicidad para otros organismos como la inhibicion del

crecimientos de plantas acudticas, disminucion de la calidad del agua a nivel de



eutrofizacién, asi como también bacterias mas resistentes a estos antibidticas (van der
Grinten, Pikkemaat et al. 2010, Barrios, Sierra et al. 2016), razén por la cual la
preocupacion por la incidencia que tenga este farmaco en los sistemas acuético. Logrando
implementar nuevas tecnologias que permitan sus deteccion y tratamientos (Montoya,
Reyes et al. 2002, Santiago, Espinosa et al. 2009). Debidos a los efectos que tiene la
oxitetraciclina en el ambiente, varios trabajos han estado encaminado a la propuesta de
eliminacién de los mismos, ya que comunmente los procesos convencionales de
tratamiento no logran su depuracién, aplicandose tratamientos terciarios o avanzados,
como la utilizacion de carbdn activado, filtracion por membranas y de oxidacion
avanzada (Soler, Mifsut et al. 2013). De los tratamientos utilizados hoy en dia, los
procesos oxidativos avanzados (POA) se muestran como una alternativa para el
tratamiento de los farmacos en sistemas acuosos. Estos procesos tienen la capacidad de
degradar contaminantes mediante la oxidacion de compuestos organicos complejos a
compuestos mas simples, entre los procesos utilizados podemos destacar ozonizacion,
Fenton, Foto-Fenton con UV/H,0; y procesos fotocataliticos heterogéneos (Napoledo
2011, Loures, Alcantara et al. 2013).

Mediante lo expuesto, el presente trabajo tiene como objetivo general evaluar la
aplicacion de procesos oxidativos avanzados para la degradacion de oxitetraciclina

presente en soluciones acuosas.

Para llegar al cumplimiento de aquello, se establecieron también los siguientes objetivos

especificos:

e Validar la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia para la
determinacion de la oxitetraciclina.

e Evaluar los procesos oxidativos avanzados de fotocatalisis homogéneas
(UV/H.0, y Foto-Fenton) y fotocatalisis heterogénea (TiO2) para la degradacion
de oxitetraciclina en soluciones acuosas.

o Definir la cinética de la reaccion de los tratamiento fotocataliticos homogeneos
y fotocataliticos heterogéneos aplicados para la degradacion de la oxitetraciclina.

e Evaluar la toxicidad de la solucién acuosa antes y después de la aplicacién de

los tratamientos oxidativos avanzados.



2. Revision bibliografica

2.1.  Contaminantes Emergentes

Se define como contaminantes emergentes a los compuestos quimicos
desconocidos, cuya presencia en el medio ambiente ha pasado desapercibidos, pero hoy
en dia son de gran interés por los diversos problemas ambientales y riesgos para la salud
de los seres vivos. La calidad del agua es uno de los tdpicos mas relevantes en la quimica
ambiental y las concentraciones de estos contaminantes ha aumentado expresivamente
en los Ultimos afios. Encontrandose en su mayoria en concentraciones en el orden pgl”
Ly ng L haciendo dificil su deteccion, por lo cual se han desarrollados nuevos métodos

para su tratamientos y eliminacion. (Barcel6 and Lopez 2008, Gil, Soto et al. 2013).

Los contaminantes emergentes llegan a las matrices ambientales, como
resultados de actividades industriales y domésticas, por tales motivos hoy en dia ha
aumentado la preocupacion y el interés cientifico para su deteccion y andlisis de trazas
en el ambiente, estos contaminantes pueden llegar a ser persistente en el aire, el agua, el
suelo, los sedimentos y los receptores ecoldgicos. Por tales motivos requieren un mayor
control en las normativas que regulan e investigacion para su prevencion y eliminacion

del medio ambiente. (Gavrilescu, Demnerova et al. 2015).

Los contaminantes emergentes pueden comprender algunos compuestos
quimicos, aditivos industriales, farmacos, productos de cuidado personal, agentes
tensoactivos, plastificantes, aditivos industriales, antisépticos, aditivos industriales,
esteroides, hormonas y subproductos de la desinfeccién del agua, entre otros. También
existen algunos productos quimicos que informacion limitada los cuales se desconocen
los efectos que pueden provocar en el medio ambiente, asi como también si son
perjudiciales para la salud humana. (Garcia-Gomez, Gortares-Moroyoqui et al. 2011,
Gil, Soto et al. 2013).

Los farmacos, desreguladores endocrinos y contaminantes organicos persistentes
(COP) son clases de sustancias muy investigadas debido principalmente a sus efectos
en el medio ambiente. Una gran preocupacion relacionada con estas clases de sustancias
es que pueden producir efectos adversos a los organismos expuestos en concentraciones

realmente muy bajas. La caracteristica que los encierra a todos ellos en un solo grupo,
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es que no necesitan estar presentes en el medio durante mucho tiempo para causar
efectos negativos, y su remocidon y transformacion puede estar durante largos tiempos

en el medio ambiente (Becerril Bravo 2009).

2.1.1. Farmacos

Los farmacos son compuestos desarrollados con el objetivo de ayudar a
promover efectos bioldgicos causados por enfermedades en los organismos. Estos
compuestos activos al ser aplicados son metabolizados por el organismo del ser vivo,
actuando dentro del sistema, para tiempo después ser eliminados mediante la orina o los
excrementos (Barcelé and Lopez 2008, Aquino, Brandt et al. 2013, Gil, Soto et al.
2013).

Las principales fuentes de acceso al medio ambiente de estos contaminantes
emergentes son la excreta humana, uso veterinario, la eliminacién de productos
caducados y el uso agricola. Estos productos pueden llegar a formar parte del ciclo del
agua mediante las plantas de tratamiento de aguas residuales, las cuales en algunos casos
no alcanzan a degradar estos farmacos en su totalidad durante los procesos de
depuracion, siendo estos una problematica es que son descargados directamente al

ecosistema por no haber una legislacion que los regule (Gil, Soto et al. 2013).

A diferencia de otros contaminantes como los pesticidas y demas contaminantes
industriales, los cuales son regulados mediante legislaciones para disminuir los impactos
que estos pueden provocar al ser insertados en el medio ambiente, se espera que asi
mismo se regulen los contaminantes farmacéuticos ya que estan en constante
crecimiento debidos a sus efectos beneficiosos sobre la salud, pero al no ser tratados
adecuadamente una vez que son desechados, pueden ser altamente perjudiciales siendo
también bioacumulables (Tambosi 2008, Aquino, Brandt et al. 2013).

Los niveles de contaminacion de los farmacos estaran dados en funcion de
cuanto es usado y descartado inadecuadamente en general, siendo las principales clases
de farmacos utilizados: antibidticos, analgésicos, antiepilépticos, antipsicoticos,
antirretrovirales, antimicrobianos, entre otros (Verlicchi, Galletti et al. 2010, aus der
Beek, Weber et al. 2016, Lucena 2018).



Estos compuestos en muchas ocasiones han sufrido alteraciones ya sea por
transformaciones en plantas de tratamientos, o cambios durante su degradacion y
consumo dentro del organismo del ser humano, muchas veces todas estas alteracion han
dado lugar a nuevos metabolitos en el medio contaminado (Halling-Sgrensen, Nielsen
et al. 1998, Pacheco 2011). En la Figura 1 se muestran los principales compuestos
farmacéuticos utilizados comunmente por la poblacion mundial, asi como también los

detectados en el medio ambiente (Daughton and Ternes 1999).
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Figura 1: Principales compuestos farmacéuticos detectados en el ambiente (adaptado
de Pacheco, 2011)

Los farmacos tienen diferentes vias de acceso hacia el medio ambiente, uno de
ellos son las aguas residuales, en donde llegan los farmacos una vez que son
metabolizados por el organismo, al ser excretado sea por heces u orina contaminando
este medio. Otra forma de contaminacion por productos farmacoldgicos es el uso

veterinario, mediante la aplicacion directa en sistemas acuéticas como aditivos o



antibioticos para proteger la salud de ciertas especies. En la Figura 2 se destacan de
mejor manera las posibles fuentes de estos residuos farmacéuticos en el medio
ambiente(Pacheco 2011).
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Figura 2: Posibles fuentes de origen de residuos farmacéuticos en el medio acuatico
(adaptado de Pacheco, 2011).

Aunque existen otras formas de contaminacion al medio ambiente, en la Figura
2 se observa las posibles fuentes de acceso de estos contaminantes que perjudican al
medio acuatico, motivo de investigacion para proponer nuevos tratamientos que
permitan mitigar los efectos ambientales de estos contaminantes.

2.1.1.1. Oxitetraciclina

La oxitetraciclina es un antibiotio muy utilizado en la industria veterinaria, el
cual pertenece a la farmilia de las tetraciclinas, de color amarillento e inodoro, es soluble
en agua. Este compueste es fotosensible ya que al ser expuesto a la luz tiende a
degradarse cambiando su color caracteristico a uno mas oscuro, puede ser poco solubles

en pH &cido, pero se vuelven solubles al combinarse con sodio o clorhidrato.



El nombre IUPAC para la oxitetraciclina es
(4S,4aR,5S,5aR,6S,12aS)-4-(dimetilamino)-3,5,6,10,11,12a-hexahidroxi-6-metil-1,12-
dioxo-1,4,4a,5,5a,6,12,12aoctahidrotetraceno-2-carboxamida (Mateos 2016). Su
férmula quimica es C,,H,,N,04 Yy tiene un peso molecular de 496,89 g/mol, la forma

estructural se presenta en la Figura 3.

Figura 3: Férmula quimica de la oxitetraciclina (adaptado de Mateos, 2016).

En su estructura posee cuatro anillos fusionados lineales, ademas de tener
como caracteristica un hidroxilo en el C-12 permitiéndolo diferenciar de la tetraciclina.
Sus propiedades farmacocinéticas se presentan por la quelacion de los iones metalicos,
siendo el sitio de quelacion los sistema f-dicetona (posicion 11y 12), y los grupos enol
(posicion 1y 3) y carboxamida (posicion 2) del anillo A (Chopra and Roberts 2001,
Gbmez 2009).

La oxitetraciclina tiene una alta solubilidad en el agua (> 100 g.L™%), por lo que
sumovilidad en los sistemas acuosos es amplio (Kotodziejska, Maszkowska et al. 2013).
Algunos autores mencionan que del 70% a 80% de oxitetraciclina (OTC) ingerido es
excretado a través de la orina y heces al ambiente, en su forma no metabolizada (Sekkin
and Kum 2011, Romero, Feijoo et al. 2012, Daghrir and Drogui 2013).

La oxitetraciclina es muy utilizada en la acuicultura por lo que son promotores del
crecimiento, el cual se encuentra en la lista de antibioticos aprobados en los Estados
Unidos (Yang and Carlson 2003). El empleo de este farmaco se ha extendido, lo cual ha
generado que este en encuentre en rangos de 240 ng.L ™ en los efluentes de las plantas
de tratamiento de agua residuales, y los tratamientos convencionales aplicados como la

cloracion y biodegradacion no son efectivos, logrando degradar en minimas cantidades
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la presencia de la familia de este antibiotico (Batt, Kim et al. 2007, Choi, Kim et al.
2007).

La presencia de este antibidtico en el ambiente genera la aparicion de
microorganismos mas resistentes a estos farmacos, siendo esta una problematica para
los seres humanos. Al no ser eliminados en su totalidad por los tratamientos
convencionales, estos pueden tener presencia en aguas para el consumo, o la utilizacion
de estas aguas contaminadas en los riegos de sembrios de frutas y vegetales, lo cual
afectaria la salud de los seres humanos que lo consumen (Ternes, Meisenheimer et al.
2002, Stackelberg, Gibs et al. 2007).

Estudios realizados por diferentes autores han detectados concentraciones de
oxitetraciclinas hasta de 340 ng.L! en aguas superficiales, otros estudios sefialan la
presencia de concentraciones en rios de Estados Unidos en cantidades de 0,1 ug.L™ de
este antibidtico (Miao, Bishay et al. 2004, Karthikeyan and Meyer 2006).

2.2.  Tratamientos para la remocion de farmacos

La preocupacion por los impactos producidos por farmacos en el medio ambiente,
los cuales han sido detectados en sistemas acuaticos. Generando en los ltimos afios la
implementacién de los tratamientos fisicoquimicos y bioldgicos para la depuracion de
estos sistemas contaminados. Se ha determinado que dichos tratamientos muchas veces
no alcanzan la eliminacion de estos contaminantes en su totalidad. Por tales motivos el
aumento del interés por proponer nuevas tecnologias comenz6 a desarrollarse para
lograr una mayor eficiencia en los tratamientos, alcanzando la méxima depuracion junto

a los tratamientos convencionales(Dewil, Mantzavinos et al. 2017).

La falta de eficiencia de las tecnologias de tratamiento convencionales ha
justificado el interés de la comunidad cientifica por proponer procesos mas efectivos
cuyas condiciones de operacion sean capaz de mejorar su aplicabilidad y eficiencia.
Dentro de estos tratamientos terciarios tenemos la adsorcion/bioadsorcion sobre carbéon
activado, procesos de filtracién por membranas, intercambio ionico, sistemas bioldgicos
para la eliminacién de nitrégeno, procesos de oxidacion avanzados (POA), entre otros;
siendo estos tratamientos mas efectivos y especificos para reducir el impacto ambiental
(Domenech, Jardim et al. 2001, Pacheco 2011).



2.2.1. Procesos oxidativos avanzados

Los procesos de oxidacion avanzada también llamados POA, actian mediante la
oxidacion en medio acuoso, estos tratamientos han sido estudiados en los ultimos afios
ya que los tratamientos empleados convencionalmente como los fisicos, quimicos y
bioldgicos no logran degradar completamente contaminantes como los farmacos,
siendo alternativas que permitan degradar estos contaminantes (Klavarioti, Mantzavinos
et al. 2009, Rodriguez Solis 2017).

Los procesos oxidativos avanzados actian mediante la generacion de radicales
hidroxilos HOe, y son los que llevan a cabo la accion degradativa de los contaminantes
presentes en los medios acuaticos (Brandt et al., 2017). En la Figura 4 se observa el

proceso de formacién del radical hidroxilo.
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Figura 4: Proceso de formacion del radical hidroxilo (adaptado de Teran Soliz, 2016)

Siendo los radicales de hidroxilos que se forman durante la disolucién los
encargados de oxidar a los compuestos organicos (Teran Soliz 2016). Dependiendo de
las caracteristicas de la muestra a tratar y del objetivo del tratamiento en si, los POA se
pueden utilizar solos, o combinados con otros procesos fisicoquimicos y bioldgicos. La
integracion de los diversos tratamientos puede ser beneficiosa para aumentar la
eficiencia del proceso (Comninellis, Kapalka et al. 2008). Los POA son eficientes como

pre tratamiento de aguas residuales que contiene contaminantes resistentes a la
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biodegradacion tratadas con los procesos de tratamiento bioldgico (Scott and Ollis
1995).

Tabla 1: Sistema Tipico de los Procesos Oxidativos Avanzados (adaptado de Souza,
2010)

Proceso Homogénea Heterogénea
UV/O3
UV/H20; Fotocatalisis Heterogénea

Con radiacion
UV/03/H;0> (TiO2/ H202/UV)

Foto-Fenton

0O3/HOO3/H20,
Sin radiacion Ogs/catalizador
Fenton

Como podemos verificar en la Tabla 1 los sistemas tipicos que podemos clasificar
a los procesos oxidativos avanzados los cuales resultan de la intervencion de un agente
oxidante o catalizador, asi como de una fuente energética si es necesario. Los procesos
oxidativos avanzados estudiados hoy en dia como los de fotocatalisis homogénea, los
cuales actian por accion de un mecanismo que permite la generacion de radicales
mediante radiacion, ultravioleta (UV) y solar, radiacion con accion de composteos
quimicos, como UV/H202, ozonizacién, UV/H20,/03, reaccion Fenton y Foto-Fenton,
ademas de los procesos de fotocatalisis heterogénea los cuales actian mediante la ayuda
de un catalizador como TiO: el cual ayudara en la eficiencia del proceso (Klavarioti,
Mantzavinos et al. 2009).

2.2.1.1. Procesos oxidativos avanzados

homogéneos

La fotolisis es el proceso mediante luz artificial o natural que permite promover la
degradacion, esta puede actuar de manera directa mediante la intervencion de radiacion
ultravioleta. EI mecanismo de accion se debe a la generacion de fotones los cuales son
absorbidos por los compuestos, estos liberan energia la cual es utilizada para promover
una reaccion fotocatalitica que permite su degradacion (Oliveira 2013).
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Estas reacciones pueden ser efectuadas con radiacion ultravioleta, e inclusive
con radiacion solar, aunque esta Gltima es menos eficiente ya que no se puede controlar
de manera optima la generacién de fotones por diversas condiciones, una de ellas el

clima adecuado (Trovd, Nogueira et al. 2009, Carlson, Stefan et al. 2015).

La fotodegradacion hoy en dia es un importante mecanismo para la eliminacion
de contaminantes farmacéuticos, combinada con otros tratamientos POA que permiten
mejorar los rendimientos y porcentajes de degradacion de estos compuestos. Uno de los

mecanismos utilizados es la accion de la UV/H,O; (Carlson, Stefan et al. 2015).

El proceso UV/H20; es uno de los procesos oxidativos avanzados mas utilizados
para degradar contaminantes los cuales han demostrado que pueden degradar
contaminantes farmacéuticos de los efluentes tratados (Zhang, Sun et al. 2015). Este
proceso se caracteriza por la capacidad oxidar contaminantes por la accién combinada
de la radiacion y la formacion de radicales hidroxilos por la intervencién del peréxido
de hidrégeno. Este proceso presenta como ventaja la no formacion de lodos (Jeric,
Bisselink et al. 2013).

El mecanismo de accion de este tratamiento se basa en la reaccion que tiene el
peroxido al ser excitado por la luz ultravioleta, formando asi radicales de hidroxilo, los
cuales rompen las ligaciones de oxigeno, generando dos radicales por cada molécula de
H>0>. La reaccion entre los radicales de hidroxilos y el hidroperoxido, se detallan en las
ecuaciones 1y 2:

H,0,+ hv — 2 0H oy
H,0, + ¢«OH — H,0 + HO, * (2)

Una serie de reacciones y combinaciones de los radicales hidroxilos con el
peréxido de hidrogeno, tienen la formacion de agua y oxigeno por el hidroperoxido,
terminando la etapa de propagacion. Esta reaccion es representada en la ecuacion 3:

HO, e+ H,0, — H,0 + 0, + «OH 3)

Los radicales formados (ecuacion 4) reaccionan con los compuestos organicos

segun las reacciones de abstraccion del hidrogeno:
RH + ¢« 0H — R ¢ +H,0 (4)
Uno de los aspectos fundamentales en los procesos con adicion de perdxido de

hidrogeno (H20-), se basan en el rapido consumo del reactivo durante el proceso, siendo
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importante emplear una adicién sucesiva para garantizar una mejor mineralizacion de
materia orgénica y la degradacién de los compuestos de interés (Tiburtius, Peralta-
Zamora et al. 2009).

Es importante sefialar que una dosis elevada de H2O: en el sistema puede llegar
a reaccionar con el radical hidroxilo de tal manera que lo convierten en un agente
inhibidor del proceso degradativo, siendo uno de los pardmetros de mayor importancia
en este proceso. Cantidades elevadas de dosis de H>O2 hace que el proceso oxidativo no

sea eficiente (Jung, Kim et al. 2012, Loures, Alcantara et al. 2013).

Nagel-Hassemer et al. (2012) realizaron estudios donde utilizaron el tratamiento
UV/ H20; en colorantes textiles con 96% de remocion del color, ademas de un 84% de
degradacion de compuestos aromaticos, Mientras que Kim et al. (2009) lograron
eliminar 90% de 39 productos farmacéuticos aplicando UV de 923 mJ / cm?, los cuales
mencionan que la remocion es mas efectiva al combinar la energia ultravioleta y H>O>

en el proceso (Kim, Yamashita et al. 2009, Nagel-Hassemer, Coral et al. 2012).

Urbano et al. (2017) mediante la aplicacién de UV/H20, durante un tiempo de
exposicion a la radiacion UV, lograron degradar el 99% de Sulfaquinolaxina y
ofloxacina (Urbano, Peres et al. 2017). Scheers et al. (2012) evalu6 varios procesos
oxidativos avanzados para la degradacion del ibuprofeno cuya concentraciones iniciales
del farmaco eran 22 mg.L ™ alcanzando 100 % de su degradacion durante tiempos de
exposicion a la radiacion de 60 minutos al aplicar el tratamiento UV/H20., la

concentracion de peroxido se encontraban en 0.024 y 0.03 mg.L™*.

En los tratamientos utilizando los procesos Fenton y Foto-Fenton interviene Fe?*
y su respectiva reaccion con el peréxido de hidrégeno, los cuales formaran radicales
hidroxilos. Estos radicales de hidroxilos son capaces de reaccionar rapidamente

oxidando a los sustratos organicos (RH) como se observan en las ecuaciones 5 y 6:
Fe?* + H,0, — Fe3* + OH™ + « OH (5)
RH + ¢« OH — R ¢ +H,0 (6)
La descomposicion de los sustratos organicos se debe a las altas concentraciones
de Fe?*, el cual acelera la produccion de radicales hidroxilos. A medida que se genere

Fe3* por el consumo del Fe?*, la produccion de radicales disminuira lo que la

descomposicion de los contaminantes también sera mas lenta. De tal manera podemos
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definir la reaccion del proceso como la disociacion del perdxido de hidrdgeno gracias a
la presencia de hierro como catalizados, la cual queda definida de la siguiente manera

(ecuacion 7).
Fe?* + H,0, + 2H* — Fe3* + 2H,0 (7)

Este tratamiento puede ser mejorado considerablemente mediante la utilizacion
de una fuente de irradiacion. Esta variable da nombre al tratamiento como Foto-Fenton
La irradiacién afecta la degradacion debido a la foto reduccion de los iones de hierro, a
partir de la formacion de radicales de hidroxilos, Gltimos se regeneran y reaccionan con

moléculas de H202 presentes en el sistema, como observamos en la ecuacion 8:

Fe3* + H,0 + hv — Fe?* + H* + « OH (8)

Autores sefialan que el hierro en su estado natural (Fe3*) no sufre cambios por
la fotolisis. Para que ocurra reaccion tiene de haber la formacién de complejos por
contacto con el agua como podemos verificar las en las ecuaciones 9 y 10 (Napoledo
2011).

Fe3* + H,0 — Fe(OH)** + H* (9)

Fe3* + H,0 — Fe(OH)} + 2H* (10)

La fotolisis de los complejos de hierro se lleva a cabo por la formacion de Fe?* y

la liberacién del radical hidroxilo, conforme se representa en la ecuacién 11y 12.

Fe(OH)?** + hv — Fe?t + « OH (11)

Fe(OH)3 + hv — Fe(OH)* + « OH (12)

La principal ventaja de este proceso es que mejora los rendimientos de los
tratamientos, ya que se generan una mayor cantidad de radicales hidroxilos los que va a
promover una mayor degradacion en el sistema. Una de las desventajas de este

tratamiento es la necesidad de remocidn de los oxihidratos de hierro y el costo adicional
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de la implementacion de la fuente de irradiacion. La aplicacion de este tipo de
tratamiento presenta excelentes resultados en la degradacion de contaminantes
farmacéuticos (Napoledo 2011, Michael, Frontistis et al. 2013, Lucena 2018).

Giri and Goler (2015) realizaron un estudio para la degradacion de la
degradacidn de tres compuestos farmacéuticos, cloranfenicol, ciprofloxacinay dipirona.
Aplicando el tratamiento Foto-Fenton durante tiempos de exposicion de 45 minutos,
logrando degradar el 96,4% de dipirona en una concentracion inicial de 50 mg.L™(Giri
and Golder 2015). La eficacia del tratamiento Foto-Fenton permitio la degradacion del
antidepresivo venlafaxina, logrando el 95% de degradacion aplicando un tratamiento de
180 minutos (Giannakis, Hendaoui et al. 2017).

2.2.1.2.  Procesos oxidativos avanzados

fotocataliticos heterogéneos

Se denomina fotocatélisis a la reaccion fotoinducida acelerada por la presencia
e intervencion de un catalizador como el TiOz, siendo definido por la [UPAC como “la
aceleracién de una reaccion quimica por la actuacion de un catalizador solido, activado
mediante excitacion electronica al incidir sobre €l radiacion luminosa de un determinado
contenido energético”. Basicamente para que ocurra este tipo de reaccidon se necesita de
tres componentes bésicos; una superficie catalitica fotosensitiva, siendo este un
semiconductor inorganico, una fuente de fotones como la radiacién de lampara UV y un
agente oxidante adecuado, comunmente utilizado perdxido de hidrogeno (Escorcia
Gomez, Florez Arrieta et al. 2013, Fernandez Lopez 2016).

La reaccion fotocatalitica se lleva a cabo mediante la activacion del
semiconductor a través de la radiacion de una fuente energética, este semiconductor se
caracteriza por sus bandas de valencia y conduccion, y el area entre ella es denominada
banda prohibida. La absorcién de fotones con energia superior a la energia de banda
prohibida resulta en el salto de un electron desde la banda de valencia hasta la banda de
conduccidn, generando simultdneamente un hueco en la banda de valencia. (Homem and
Santos 2011, Escorcia Gomez, Florez Arrieta et al. 2013). La reaccion fotocatalitica

heterogénea esta definida por (ecuacion 13):
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TiO, + hv — TiO,(e” + h') (13)
En esta etapa la oxidacién aumenta por lo que se produce una generacion
de los radicales hidroxilos de las moléculas de agua o los iones de hidréxido del

semiconductor (ecuaciones 14y 15).

TiO,(h*) + H,044s — TiO, + HO 4o + HF (14)

El oxigeno disuelto es reducido por los electrones que se generaron, formando un

ion radical superoxido, el cual es convertido en H2O; (ecuaciones 146, 17 y 18).

TiO,(e™) + 0, — TiO, + 05~ (16)
03~ + H,0 — HO; + HO™ (17)
2H0; — H,0, + 0, (18)

El peroxido de hidrégeno aumentara la formacion de radicales hidroxilos en la

reaccion, ecuacion 19.
TiO,(e™) + Hy0, — TiO, + HO™ + HO* (19)

Como resultado el sustrato adsorbido es directamente oxidado debido a la

trasferencia de electrones, ecuacion 20.
TiO,(h*) + RXgqs — TiO, + RX:H (20)
Los semiconductores que pueden actuar como excelentes catalizadores son TiOa,
Zn0O, Fe 03, CdS y ZnS, los cuales tienen como caracteristica una banda de valencia
llena los cuales van a generar una mayor produccién de radicales oxidantes. La

fotocatalisis heterogénea puede emplearse para tratar mezclas complejas de

contaminantes organicos (Galvez, Rodriguez et al. 2001, Llanes, Yaneth et al. 2011).

La aplicacion de Fotocatalisis puede eliminar una gran variedad de compuestos
contaminantes organicos e inorganicos y asi como también la eliminacién de

compuestos persistentes o refractarios (Ramos 2017).

Papamija & Sarria, 2010 realizaron estudios aplicando procesos oxidativos
avanzados heterogéneos permitié eliminar concentraciones de ibuprofeno de 50 mg.L*

en un 80,64%, durante tiempo de 240 minutos, evaluando la cantidad de TiO2 en
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suspension, teniendo mejores resultados al aplicar 200 mg.L}(Papamija and Sarria
2010)

2.3 Métodos analiticos para la determinacion de farmacos

El aumento de contaminantes emergentes como son los residuos farmacéuticos, y su
incidencia en las matrices ambientales, han despertado el interés por proponer nuevas
metodologias que permitan evaluar y detectar estos tipos de contaminantes de manera
mas efectivas, cuantificando su presencia para asi proponer mecanismos para

contrarrestar sus efectos.

La cuantificacién y deteccion de los contaminantes emergentes implica la utilizacion
de instrumentos avanzados y de la aplicacion de metodologias analiticas que permitan
identificarlos, ya que esta gama de contaminantes se encuentra en concentraciones y
niveles muy bajos, lo cual hace que su cuantificacion y deteccion en dichas matrices sea
una tarea dificil. Actualmente existen algunos métodos analiticos que permiten llevar a
cabo la determinacion de estos contaminantes mediante la utilizacion de equipos de alta
precision como la espectrofotometria de ultravioleta visible (UV/Vis) y la cromatografia

liquida de alta eficiencia.

La Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) es una de las técnicas
analiticas que permiten la deteccion y cuantificacidn de los contaminantes emergentes
en diferentes matrices ambientales. La sensibilidad, la posibilidad de separar especies
no volatiles y térmicamente inestables, han permitido que esta técnica analitica mas
utilizadas en la actualidad (Collins 2009, Zaidan 2015).

En la cromatografia liquida de alta eficiencia, la conforman una fase movil la cual
es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija. La separacion
cromatografica en CLAE es el resultado de las interacciones especificas entre las

moléculas de la muestra en ambas fases, movil y estacionaria.

Existen una variedad fases estacionarias, o que permite la determinacion e
interacciones selectivas y mas posibilidades para la separacion para el analisis de
compuestos especifico, estas interacciones quimicas, determinan la separacion de los
contenidos en la muestra. Los detectores utilizados en la cromatografica liquidan de alta
eficiencia lo conforman un detector UV, cuya determinacion de longitud de onda puede

ser especificada segun el andlisis, el detector de fluorescencia y el detector de indice de
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refraccion. La utilizacién de estos detectores dependera del tipo de muestra que se vaya

analizar (Miyamoto, Hara et al. 2008).

Algunos de los campos de aplicacion de la CLAE:

Farmacos: Antibidticos, sedantes esteroides, analgésicos

Bioquimica: Aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

Productos de alimentacion: Edulcorantes artificiales, antioxidantes,
aflatoxinas, aditivos

Productos de la industria quimica: Aromaticos condensados, tensoactivos,
propulsores, colorantes

Contaminantes: Fenoles, pesticidas, herbicidas, PCB

Quimica forense: Drogas, venenos, alcohol en sangre, narcéticos
Medicina clinica: Acidos biliares, metabolitos de drogas, extractos de

orina, estrégenos.

La aplicacién de metodologia via cromatografia liquida de alta eficiencia ha

permitido identificar diversos contaminantes. Olivares A. (2007) logro detectar 23 tipos

de contaminantes farmacéuticos en matrices acuéticas. Ashfaq et al. (2017) desarrollo

una metodologia que le permitid identifica dos grupos de contaminantes farmacéuticos

los cuales consistian en farmacos como paracetamol, diclofenaco, ibuprofeno,

ciprofloxacina, gemifloxacino entre otros. Por otro lado, mediante las fases moviles y

longitud de ondas especificas para cada farmaco fue posible la cuantificacion de estos

farmacos (Afonso-Olivares, Sosa-Ferrera et al. 2017, Ashfaq, Khan et al. 2017).
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3. Metodologia

3.1.  Preparacion de la solucion del farmaco

Se empleo Oxitetraciclina clorhidrato > 95%, grado HPLC de la marca Sigma-Aldrich
(Merck), el cual se utiliz6 para la preparacion de una solucién acuosa del antibidtico en
una concentracion de 100 mg.L™* disuelta en agua ultra pura. A partir de esta solucion
se procedio a efectuar las diluciones para la elaboracion de la curva analitica, con 10

concentraciones diferentes siendo los valores 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 mg.L™.

3.2.  Procedimiento de identificacion y

cuantificacion de la oxitetraciclina

Una vez que fueron preparadas las diluciones para la curva analitica, se procedio
analizar cualitativamente una de las diluciones en el espectrofotdmetro de UV/Vis
(Thermo Scientific), realizando un scanner, de modo de poder identificar la longitud de

onda de méaxima absorbancia (4,,4,) de la oxitetraciclina de una solucion de 20 mg.L™*

La cuantificacién y deteccion de la oxitetraciclina fue llevada a cabo con ayuda
de las soluciones preparadas para la realizacion de la curva analitica mencionadas en el
epigrafe 3.1, para lo cual se empled un equipo UHPLC ACCELA de la marca
ThermoFisher Scientific, el mismo que estaba equipado con una columna C18 en fase
reversa (5um; 4.6 x 100mm) y detector espectrofotométrico UV/Vis. En la Figura 5 se

muestra el equipo utlizado para realizar la determinacion de oxitetraciclina.
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Figura 5: Equipo UHPLC utilizado para la determinacion de Oxitetraciclina

Para el sistema cromatografico empleado en el equipamiento se utilizé una fase
movil que estaba compuesta de acetonitrilo y agua acidificada con acido férmico a un
pH 2, en una razon de 20:80 respectivamente. Para la identificacidn de la oxitetraciclina
se efectud mediante la longitud de onda maxima, concretamente 354 nm. La temperatura
del sistema fue de 25°C y un flujo de 900 puL/min. Procedimiento idéntico o aplicado
por (Leal 2017).

Para validad la metodologia empleada en la investigacion se determind los
parametros: linealidad, precision, limite de deteccién y limite de cuantificacion.
(Ternes, Meisenheimer et al. 2002)

Linealidad - la construccién de la curva analitica fue realizada con diez puntos,
conforme a lo expuesto en el item 3.1. Se determino mediante regresion lineal y
calculando el coeficiente de regresion lineal (R?), recurriendo a los softwares Microsoft
Excel 2016 y OriginPro 8.

Precision - la precision del método se evalu6 en base al desvio padrén relativo y del

coeficiente de variancia (CV), se utiliz6 la ecuacion 21.

CV (%) = (21)

s
X
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En donde s es el desvio padron y % es la media de los valores analizados en la curva.

Para método de cuantificacion de compuestos es necesarios valores de CV (%)
inferior al 2%, autores citan que, para analisis de trazas y muestras de mayor
complejidad, como los farmacos, también son aceptados valores hasta 20%, este analisis
se realizé a partir de los datos obtenido de la curva analitica. (Ribani, Bottoli et al. 2004,
Napoledo 2011).

Limite de cuantificacion (LQ) - el limite de cuantificacion se determiné mediante
la estimativa del desvio padron y la pendiente de la curva analitica como se demuestra

en la ecuacion 22 (Instituto Nacional de Metrologia 2011).
LQ=10§ (22)
Siendo:
s= estimativa del desvié padron;
S= pendiente de la curva analitica del método.

Limite de deteccion (LD) - el limite de deteccion se evalu6 utilizando la estimativa
del desvio padron y la pendiente a partir de la curva analitica, mediante el uso de la
ecuacion 23 (Ribani, Bottoli et al. 2004, Instituto Nacional de Metrologia 2011).

LQ =3 (23)

3
S

En donde:

s= estimativa del desvio padron;

S= pendiente de la curva analitica del método.

Ademas, la reproducibilidad de los datos fue determinada mediante el analisis de las
réplicas de las diferentes concentraciones utilizadas en la curva analitica, para la

elaboracion de las muestras se emple6 a dos diferentes analistas.

La dispersion de los datos fue evaluada de acuerdo con el test de Grubb’s, como lo

sefiala las ecuaciones 24 y 25.

Go = (24)

Gs = (25)
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Siendo:
x4 el valor menor de la serie de datos analizados

x, el valor mayor de la serie de datos analizados

3.3.  Procesos oxidativos avanzados aplicados

En esta etapa fueron realizados ensayos preliminares para conocer cuales eran las
condiciones mas adecuadas para el proceso de degradacion del farmaco en estudio, para
lo cual se aplico los tratamientos de fotolisis: UV/H20. y Foto-Fenton (Fe?*/UV/H;0,).
Los ensayos experimentales se realizaron en dos reactores de bancaras para determinar
cudles de ellos presentaban mejores resultados al aplicar cada uno de los tratamientos,
el primer reactor de bancada empleo lamparas sunlight de 300 W, el esquema del reactor
es representado en la Figura 6, y el segundo reactor de bancada fue acondicionado con
tres lAmparas UV-C con una potencia de 30 W cada una, ubicadas en paralelos y en la

parte superior del reactor como se muestran en la Figura 7.
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Figura 6: Esquema del reactor de bancada sunlight (adaptado de da Rocha
Santanaetal., 2017).
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Figura 7 Esquema del reactor de bancada UV-C (adaptado de Diaz & Palacios, 2018)

La cuantificacion de las muestras antes y después de la aplicacion de los diferentes
tratamientos de degradacién, fueron analizados en un espectrofotdmetro de UV/Vis
determinando su longitud de onda méaxima caracteristica del farmaco, la cual permitié
evaluar la eficiencia de los tratamientos oxidativos avanzados en funcion del porcentaje

de degradacion del farmaco en estudio.

Los ensayos preliminares se llevaron a cabo por triplicado en los dos reactores de
bancada. Se utilizaron cajas Petri conteniendo 50 ml de la solucién acuosa del farmaco
en una concentracion de 20 mg.L™?. Se utilizo sulfato de hierro heptahidratado
(FeSO4.7H.0) extra puro al 98,5% de la marca Loba Chemie, para este ensayo
preliminar se emple6 2 pl en una concentracion de 1 mg.L™ en cada caja Petri. Se
empled 2 pl de peroxido de hidrogeno al 30% de la marca reactivos El periodo de

exposicion de las muestras fue de 90 min.

3.3.1. Reaccion UV/H,0; y reaccion Foto-Fenton

Con el objetivo de evaluar especificamente cada uno los procesos oxidativos
avanzados homogeneos para la degradacion del farmaco en estudio, se procedié a
realizar experimentos en los sistemas homogéneos Fe?*/UV/H.0. (Reaccion Foto-
Fenton) y en el sistema UV/H202, se empled el reactor de bancada que presento los

mejores resultados en los ensayos preliminares. Las condiciones de los ensayos
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experimentales fueron 50 ml de la solucion acuosa con el farmaco oxitetraciclina. Para
el tratamiento Foto-Fenton se adiciono 2 pl de la solucion de FeSO4.7H20 en una
concentracion de 1 mg.L™ y 2 pl de solucion de peroxido de hidrégeno al 30%, y para
el sistema UV/H20- se utilizd 2 pl de solucion de perdxido de hidrogeno al 30%. El

tiempo de radiacion del experimento fue de 120 minutos.

Las muestras fueron cuantificadas antes y después del experimento para conocer el

porcentaje de degradacion que presentaba cada uno de los tratamientos aplicados.

3.3.2. Influencia de la dosificacion de peroxido de

hidrégeno

Una vez establecidas las condiciones y variables significativas en los tratamientos
oxidativos avanzados aplicados, se procedio a evaluar la influencia en la dosificacion
de perdxido de hidrogeno aplicado en el proceso de degradacion del farmaco. Se evalud
las dosis de 2, 4, 6, 8 y 10 pl de H20- al 30% para la degradacion de la solucion acuosa
con 50 ml de solucidn de farmaco, concentracion de 20 mg.L™ en cada una de las cajas
Petri.

La influencia de la dosificacién de perdxido de hidrégeno también se evalud
aplicando una sola dosis o fraccionando en 3 etapas del proceso en los tiempos 0, 10 y
20 minutos hasta completar la dosis adecuada.

Establecida la dosis perdxido de hidrogeno y su influencia en el proceso, se
analizo la degradacion del farmaco empleando a diferentes concentraciones, para las
cuales se utilizd concentraciones de 20 mg.L?, 15 mg.L?, 10 mg.L y 5 mg.L?, las
mismas que se llevaron a cabo mediante la mejor dosis de peroxido de hidrégeno, y un

tiempo de exposicién de radiaciéon de 120 minutos.

3.3.3 Fotocatalisis heterogénea

Se desarrollo un estudio sobre la eficiencia que tiene la fotocatalisis heterogénea
empleando TiO2 como catalizador, aplicando este tratamiento en la solucion de farmaco
analizada. El objetivo de realizar este estudio es verificar la eficiencia que tiene aplicar

este tipo de tratamiento frente a los tratamientos homogéneos.
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Se procedi6 a realizar los ensayos experimentales en base a las mejores
condiciones establecidas en los tratamientos homogéneo (50ml de la solucién acuosa,
120 minutos de exposicion a la radiacion, mejor dosis de perdxido de hidrégeno), con
la variante de que este tratamiento se modificd utilizando un catalizador (TiO) el cual

estaba impregnado en las paredes de las cajas Petri.

El procedimiento para impregnar las paredes de las cajas Petri, fue realizando una
suspension acuosa (m/v) de diéxido de titanio (TiO2) al 99% de Merck, preparada
pesando 5 g de dioxido de titanio en 250 ml de agua, esta suspension fue colocada en
las cajas Petri dejandose en durante 30 minutos. Se procedi6 a retirar la suspensién con
dioxido de titanio quedando una pequefia capa impregnada en la caja Petri, esta se dejé

secar a temperatura ambiente durante 24 horas (Freire Davila and Gémez Lopez 2017).

La experimentacion del tratamiento fotocatalitico heterogéneo (UV-
C/H202/TiO,) se llevé a cabo cuantificando las muestras iniciales y después del aplicar
el tratamiento, para asi analizar el porcentaje de degradacion de este tratamiento.

3.4. Estudio cinético

Una vez determinado las mejores condiciones experimentales para cada uno de los
tratamientos fotocatalisis homogénea y el tratamiento con fotocatalisis heterogénea
aplicados a la solucion acuosa con oxitetraciclina, se realizaron experimentos para
determinar la cinética de degradacion de la oxitetraciclina, este se realizd en el
cromatografo liquido de alta eficiencia, bajo las condiciones de operacion mencionados
en el epigrafe 3.2. Fueran empleando procesos oxidativos avanzados (UV-C/H.0, foto-
Fenton y TiO2/UV-C/H203) y estudiando el comportamiento degradativo en los tiempos
5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90 y 120 minutos.

Una vez determinada la concentracion en cada punto analizado durante la cinética,
se procedid a realizar el modelado del proceso, para lo cual se tomé como referencia el
desarrollado por Chan & Chu (2003), los cuales sefialan que para procesos de

degradacion se puede emplear modelo de pseudo-primer orden.

En la ecuacion 26 se indica el modelo aplicado.
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C=6-(1-—) (26)

p+ot

En donde C es la concentracion final de la solucion con oxitetraciclina (mg.L™)
después de aplicar el proceso oxidativo avanzado en un determinado tiempo, t, Co es la

f e e . . , , 1 1
concentracion inicial de la solucion con el farmaco (mg.L™?) y los pardmetros p y-
representan a la constante de velocidad degradativa (min™) y la capacidad oxidativa del

tratamiento respectivamente. Los valores de estos parametros fueron encontrados

mediante la linealizacién de la ecuacion 26, conforme la ecuacion 27.

=p+ot (27)

(1-2;)

-z . t .
La elaboracion del grafico ——= versus tiempo, de la cual se pueden obtener los

(1‘3)

coeficientes angular y lineal respectivos de los parametros o y p (Lucena 2018).

3.5.  Estudio de toxicidad

Para el estudio de la toxicidad se realizacion bioensayos de germinacion utilizaron
semillas de lechuga (Lactuta sativa) y zanahoria (Daucus carota), las cuales permitieron
evaluar la toxicidad de los tratamientos. Las semillas fueron expuesta durante un tiempo
de 120 horas a la solucion acuosa en difetentes concentraciones antes y despues de ser

aplicados los POA.

Fueron utilizadas cajas Petri de vidrio de 10 cm de diametro y papel filtro cualitativo
marca Macherey-Nagel MN625 y diametro 12,5 cm como medio de soporte, las
concentraciones utilizadas en el ensayo fueorn 1 %, 5%, 10%, 50%, 70% y 100%,
preparadas a partir de la solucion con la oxitetraciclina una vez aplicado el tratamiento
POA y agua. Se utilizo como control negativo agua y como control positivo una solucion
de acido borico al 3%.

Se colocaron 10 semillas en cada caja petris de las diferentes especies de semillas
analizadas, y se los coloco 2 ml de la soluciones con las concentraciones y controles

antes mencionados, todos estos ensayos fueron realizados por triplicado.
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La temperatura que se llevo a cabo este ensayo fue de 25+1°C, siendo almacenadas
las cajas Petri con las diferentes especies de semillas de los tratamientos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. Una vez transcurrido las 120 horas del ensayo, se
procedio a evaluar la cantidad de semillas germinadas en cada caja Petri, ademas de
calcular el indice de crecimiento relativo (ICR) y el indice de germinacion (1G),

mediante las ecuaciones 28 y 29 (Napoledo 2011, Lucena 2018).

ICR = &4 (28)
CRC

IG = ICR-22.100 (29)
SGC

En donde:

CRA corresponde a la longitud de la raiz de la muestra, CRC es la logitud de la raiz
del control negativo, SGA es el numero de semillas germinadas de las muestras y SGC

es el nimero de semillas germinadas del control negativo.
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4. Resultados y discusion

4.1.

espectrofotometria de UV/Vis.

Identificacion de la Oxitetraciclina por

La oxitetraciclina fue analizada cualitativamente por espectrofotometria de

ultravioleta visible (UV/Vis), para la determinacién de longitud de onda méxima

absorbancia (1,4, ). En la Figura 8 podemos observar el espectro del farmaco en estudio

realizado en el UV/Vis.

Oxitetraciclina
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Figura 8 Scan espectrofotémetro de UV/Vis para Oxitetraciclina entre 190 a

400nm.

La solucion con el farmaco presenta dos longitudes de ondas bien definidas que

exhiben valores maximos de absorbancia de 276 nm y 354 nm, seleccionandose el pico
con longitud de onda de 354 nm. Autores como Oliveira (2013) y Leal (2017)

encontraron longitudes de onda similares de 354 nm y 350 nm respectivamente.
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4.2.  Determinacion de la Oxitetraciclina por

Cromatografica Liquida de Alta Eficiencia

La Oxitetraciclina fue detectado en la longitud de onda de 354 nm, bajos las
condiciones (fase movil de acetonitrilo y agua acidificada con acido formico a un pH 2,
en una razon de 20:80 respectivamente. La temperatura del sistema fue de 25°C y un
flujo de 900 pL/min. Los tiempos de retencion de 2,23 min. La Figura 9 muestra el

cromatograma de la Oxitetraciclina.

.

Figura 9: Cromatograma de la oxitetraciclina, para una concentracion de 20 mg.L™? .

Después de establecer la longitud de onda méxima de absorbancia (1), se realiz6
la curva analitica para la cuantificacion de la oxitetraciclina, la cual se realizé para las

concentraciones de 2 a 20 mg.L™.
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4.3. Validacion

Una vez establecidas las condiciones cromatogréaficas del farmaco, fue validado el
método analitico utilizado. Realizando varias réplicas para la elaboracion de la curva
analitica, para las concentraciones (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 mg.L™?) que serviran
de base para la validacion del método. EL analisis de las curvas analitica se realizo en
el equipo CLAE, teniendo como resultado las areas para cada concentracion del farmaco

en estudio.

A partir de estos resultados se procedié a calcular las medias de las areas de cada
concentracion y su respectivo desvio padron. Se determind la dispersion de los datos
mediante el test de Grubb’s con el uso de las ecuaciones 25 y 26, para un nivel de

confianza del 95%. En la Tabla 1 se muestran los resultados de este analisis.

Tabla 2: Media de las areas, desvio padron y test de Grubb’s para la
determinacion de oxitetraciclina.

Teste de Grubb’s

Concentracion Medias de las Desvi6 95% de
(mg.L?) areas padrén confianza
G< G>
2 31248,67 667,55 1,328 0,901
4 59516,00 570,26 1,787 0,905
6 89275,17 4934,25 0,988 1,015
8 120750,67 3246,67 1,189 0,977
10 151649,17 223451 0,958 1,198
12 181019,33 5730,73 0,985 0,986
14 206042,17 7653,15 0,940 0,984
16 245533,67 1705,97 1,126 1,583
18 274562,83 7283,15 1,075 0,957
20 307735,00 6016,93 1,161 1,066

Los resultados expuestos en la Tabla 2 los cuales nos sefialan que los datos estan
de acuerdo para los valores equivalentes para las 6 mediciones con un nivel de confianza
del 95%. Podemos comprobar estos resultados ya que los valores del Test de Grubb’s
realizados muestran G<y G> inferiores a 1,822, los cuales se encuentra son aceptables

para los datos analizados. (Grubbs and Beck 1972).
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4.3.1. Linealidad

El analisis de linealidad del método fue elaborado mediante la construccion de la
curva analitica para las concentraciones de 2 a 20 mg.L™, determinando el coeficiente

de regresion lineal, como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10: Curva Analitica de la Oxitetraciclina para concentraciones
2a20mg.L?,

La curva analitica fue realiza en los softwares Microsoft Excel 2016 y OriginPro
obteniendo valores similares de coeficiente de correlacion (R?) de 0.99903 y una
ecuacion de la recta de y=15334,06x-1941,46. Los valores de R? obtenidos préximos a
1 demuestran la linealidad del método. Organismos de Regulacion como como
ANVISA e INMETRO determinan coeficiente de correlacion superiores a 0,99 y 0,90
respectivamente para su aceptabilidad (Napoledo 2015).

Determinada la linealidad del método, se procedio a calcular la precision, para lo

cual se realizd mediante el analisis del coeficiente de varianza, estos calculos se
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realizaron mediante la utilizacion de la ecuacién 21, los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 3:

Tabla 3: Coeficiente de varianza para la curva analitica para determinacion de la
Oxitetraciclina.

Concentracion Coeficiente de

(mg.L?) varianza (%)
2 2,1363
4 0,9582
6 5,5270
8 2,6887
10 1,4735
12 3,1658
14 3,7144
16 0,6948
18 2,6526
20 1,9552

Varios autores sefialan que para un método tener una adecuada precision el CV
debe ser < 20% (Horwitz and Albert 2006, Napoledo 2015). Los resultados del
coeficiente de varianza, mostrados en la Tabla 2, los cuales se encuentran por debajo

del 20% demostrandose entonces que el método presenta una adecuada precision.

4.3.2.  Limites de deteccion y cuantificacion

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion del método
analizado, se consider6 la pendiente y el desvio padrén del menor punto de la curva
analitica, esta relacion a través de las ecuaciones 22 y 23 permiten calcular los limites

de cuantificacion y deteccion respectivamente del método.

Para la curva analitica de la oxitetraciclina de la presente validacion se obtuvieron

valores de limite de cuantificacion de 0,435 mg.L ! y limites de deteccion de 0,144 mg.L"
1
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4.4. Evaluacion de los reactores de bancada para el

proceso de degradacion.

Para aplicar los procesos oxidativos avanzados (POA), se realizaron ensayos
preliminares con dos reactores de bancada (Reactor de bancada sunlight y Reactor de
bancada UV-C) para determinar la mejor eficiencia entre ellos para la degradacion de la
oxitetraciclina. Los ensayos se realizaron siguiendo la metodologia descrita en el

epigrafe 3.3. Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Evaluacion preliminar de los reactores sunlight y UV-C

Degradacion (%o)

. Reactor sunlight Reactor UV-C
Farmaco
o Foto- o Foto-
Fotolisis UV/H202 | Fotolisis UV/H202
Fenton Fenton
ND ND ND 27,90 49,16 48,98
Oxitetraciclina ND ND ND 24,83 49,49 48,58
ND ND ND 26,21 49,35 49,16

ND = No hubo degradacion

A partir de los resultados mostrados en la tabla 4 se puede concluir que no hubo
degradacidn de la oxitetraciclina utilizando el reactor de bancada para los 3 procesos
estudiados empleando el reactor de bancada sunlight. La longitud de onda caracteristicas
de este tipo de lamparas oscila 544 y 476 nm no generando la suficiente energia para la
formacion de la cantidad de radicales de hidroxilo capaces de degradar este farmaco.
Con el empleo del reactor de bancada UV-C se logré degradar el farmaco en los 3
tratamientos empleados, con menores porcientos de degradacién para el proceso de
fotolisis. La ineficiencia en este proceso se debe a que la utilizacién de perdxido de
hidrogeno asociado a algun tipo de radiacion resulta en una reaccion indirecta mas
enérgica, siendo el potencial de oxidacion del radical hidroxilo (EO = +2,80 V) més
elevado que el del peréxido de hidrogeno molecular (EO = +1,78 V).

Se obtuvieron resultados de degradacion en los tratamientos Foto-Fenton vy
UV/H,0, alcanzado rendimientos de 49,33% + 0,1656 y 48,91% = 0,2968 de

degradacion respectivamente.
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Por tales motivos se optd por realizar un estudio méas detallado aplicando los
tratamientos UV/H20: y Foto-Fenton en el reactor de bancada UV-C. Evaluando los

parametros mas importantes del proceso.

4,5. Tratamiento de Oxitetraciclina utilizando
Procesos Oxidativos Avanzados por Fotocatalisis

Homogénea

Los estudios para la degradacion de la oxitetraciclina de una solucion acuosa
aplicando procesos oxidativos avanzados se llevaron a cabo utilizando fotocatélisis
homogénea UV/H202 y Foto-Fenton. Los resultados nos permiten comparar los

procesos aplicados en términos de eficiencia en la degradacion del farmaco.

45.1. Proceso UV/H-0,

4.5.1.1. Influencia de concentracion de perdxido de
hidrégeno (H20,)

Una vez establecido el reactor mas adecuado para la degradacion del farmaco
oxitetraciclina, se evalud la dosis adecuada de H20- en el tratamiento UV/H20> debido
a la importancia de este parametro en el proceso. Los resultados de este analisis se

presentan en las Figuras 11.
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Figura 11: Dosis de Peroxido de Hidrogeno (H202) en el tratamiento UV/H20>

para la degradacion de oxitetraciclina.

Se observa en las Figuras 11 al aumentar la dosis de peréxido de hidrégeno,
incrementa también el proceso de degradacion del farmaco, siendo la dosis de 8 L de
peroxido la cantidad necesaria para degradar aproximadamente el 97% de la

concentracion inicial de 20 mgL* de la oxitetraciclina.

Una vez determinada la dosis adecuada de perdxido de hidrégeno, 8 pl H2O> para el
UV/H-03, se procedi6 a evaluar el comportamiento de dicha dosis en el proceso, y su
incidencia, verificando si era mejor aplicarlo en una sola etapa o fraccionandola en los
tiempos 0, 10 y 20 minutos siendo las dosis de los tiempos de 3 pL, 3 uL y 2 pL
respectivamente hasta completar la dosis de 8 ul H2O2 La Figura 12 muestra la

influencia de la adicion del perdxido de hidrogeno en el proceso como dosis unica y

fraccionada.
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Figura 12: Comportamiento de la aplicacion de la dosis de perdxido de hidrégeno en
el tratamiento UV/H20x.

El comportamiento de la dosificacion de perdxido de hidrdgeno, tiene una mejor
eficiencia si la dosificacion es realizada de manera Unica que fraccionada. En la dosis
Unica al haber mayor cantidad de perdxido en la solucion, habrd mayor generacién de
radicales hidroxilos inicialmente, los cuales tendran una mayor excitacion durante los
primeros 30 minutos (Figura 12), alcanzando entonces rendimientos éptimos en menor
tiempo en comparacion a la dosificacion fraccionada. Al alcanzar 80 minutos los valores
de degradacion eran de 90% sin tener diferencias significativas hasta alcanzar los 120
minutos. El andlisis de la Figura 12 indica que la dosificacion fraccionada hara que la
velocidad de la reaccion sea mas lenta, por lo que las pequefias dosis de perdxido de
hidrégeno no generaran la cantidad adecuada de radicales de hidroxilo, ya que este se
consumira en etapas, haciendo que el proceso ocurra en mayor tiempo. Ante esta
evidencia es mas factibles realizar el proceso con una dosis Unica del perdxido de
hidrégeno y no fraccionada, haciéndose necesario entonces un estudio mas detallado del
tiempo, demostrandose que el tiempo es una variable importante en el proceso la cual

debe ser estudiada.
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4.5.1.2. Estudio de la concentracion del

farmaco

Determinando la mejor condicién en la dosificacion de peroxido de hidrégeno
(8uL), ademas de la evaluacion del comportamiento que tiene esta variable en el
proceso, siendo mejor la dosis Unica ya que alcanza mejores rendimientos en la
degradacion de la oxitetraciclina. Para conocer el efecto de las condiciones evaluo el
tratamiento a diferentes concentraciones de la solucion acuosa inicial (5 mg.L?, 10
mg.L?, 15 mg.L y 20 mg.L™?). Este experimento se llevé a cabo, ya que los ensayos
anteriores fueron realizado a condiciones extremas de concentracion (20 mgL™), y
sabiendo que en la mayoria de las ocasiones estos contaminantes se encuentran en
concentraciones bajas.

Tabla 5: Degradacién de la Oxitetraciclina utilizando el tratamiento UV/H20>
variando concentraciones iniciales

Concentracion inicial de la Oxitetraciclina
Tiempo 5mg.L? 10 mg.L*? 15mg.L? 20 mg.L?

min Degradacion Degradacion Degradacion Degradacion

(%0) (%0) (%0) (%0)

0 0,00 0,00 0,00 0,00
30 67,40 72,12 55,52 65,22
60 91,71 92,80 93,40 83,09
90 97,05 96,16 95,62 87,54
120 98,53 97,85 96,41 95,85

En el analisis de la Tabla 5 se evidencia que el aumento de la concentracion
inicial de la oxitetraciclina hace que el proceso sea menos efectivo, disminuyendo los
porcentajes de degradacion del 98,53% a 95,85% en un tiempo maximo de estudio de
120 minutos. Indicandose entonces la efectividad del proceso a bajas concentraciones
(5 mg.LY), pudiendo ser aplicado en el tratamiento de aguas contaminadas con este
farmaco, conociéndose que las concentraciones reportadas en la literatura de 340 ng.L"
! en aguas superficiales y 240 ng.L en efluentes de aguas residuales (Miao, Bishay et
al. 2004, Karthikeyan and Meyer 2006, Choi, Kim et al. 2007)
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En la Figura 13 se muestra el cromatograma de la determinacion de la

oxitetraciclina antes (A) y después (B) del proceso aplicado.
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Figura 13: Cromatograma de la Oxitetraciclina aplicando el tratamiento UV/H20- (5
mg.L* de concentracion, 8 uL de dosis de H20- y exposicion a la radiacion de 120
minutos)

En el cromatograma se puede analizar que una vez transcurrido los 120 minutos
del tratamiento UV/H20, el farmaco era practicamente indetectable, observandose una
desaparicion del pico cromatogréafico (B) correspondiente al farmaco al final del
tratamiento. El andlisis cuantitativo de la sefial analitica cromatografica arrojé un
97,76% degradacion aproximada del farmaco. Ademas, se observd la posible no
existencia de productos intermediarios formados en el tratamiento que deben ser

verificados con el empleo de un detector de espectrometria de masas.

4.5.2. Reaccion Foto-Fenton

El proceso Foto-Fenton fue realizado bajo las mismas condiciones del proceso
UV/H20,. Una vez establecidos la dosis de peroxido de hidrogeno (8 uL), la
concentracion inicial del farmaco (5 mg.L™?) y el tiempo de exposicion a la radiacion
UV (120 min). Se procedio a evaluar el uso del catalizador en el proceso Foto-Fenton
(Fe?*/UV/H20,) mediante su influencia al aplicar diferentes dosis de FeSO4.7H20. Este
estudio se llevé a cabo evaluando el uso del catalizador en 3 niveles (1 mg.L™t, 3 mg.L-

1y 5 mg.L?), los resultados de este estudio se muestran en la Figura 14
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Figura 14: Concentracion de Hierro en el tratamiento Foto-Fenton (5 mg.L™;
8 uL H202 y 120 minutos de exposicion).

Como se observa en la Figura 14, los porcentajes de remocién variaron entre 96,16
y 97,89% para las concentraciones del catalizador utilizadas (1 mg.L?, 3 mg.Lty 5
mg.L?). Estos resultados indicaron que no existia una gran variacion entre los
porcentajes de degradacién, concluyéndose que el empleo de la concentracion de 1
mg.L? seria adecuada para llevar a cabo el tratamiento, evitdndose entonces altas
concentraciones de hierro en el proceso, una vez que se conoce que el mismo es un metal
pesado con propiedades toxicas. En la Figura 15 se muestra el cromatograma de la
determinacion de la oxitetraciclina antes (A) y después (B) de aplicar el proceso Foto-

Fenton.
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Figura 15: Cromatograma de la Oxitetraciclina aplicando el tratamiento
Foto-Fenton (1 mg.L™? de Fe, 8 uL de H20 y siendo expuestos a 120 minutos de

radiacion)

El andlisis del cromatograma mostrado en la Figura 15 se presenta el mismo
comportamiento del proceso UV/H.0>, donde a los 120 minutos se observa la casi
desaparicion del pico cromatografico de la oxitetraciclina (B) analizado en la
concentracion inicial del farmaco (A) correspondiente. El porciento de degradacion
alcanzado mediante la aplicacion de este proceso fue de 97,17%. A pesar de que en este
proceso se alcanzaron porcentajes de degradacion similares al proceso UV/H20-, este
presenta el inconveniente del uso de hierro (metal pesado) como catalizador. Ademas,
se observo la posible no existencia de productos intermediarios formados en el
tratamiento que deben ser verificados con el empleo de un detector de espectrometria

de masas.
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4.6 Tratamiento de Oxitetraciclina utilizando Procesos

Oxidativos Avanzados por Fotocatalisis Heterogénea

Se realizaron los respectivos analisis en el cromatdgrafo liquido de alta eficiencia
de la oxitetraciclina, al iniciar y después de aplicar el proceso oxidativo avanzado por
fotocatalisis heterogénea. EI mismo consistia en la aplicacion de un catalizador (TiO3)
en el sistema, para lo cual se procedid a impregnar en las cajas Petri el dioxido de Titanio
(TiOy), se realizé un anélisis de la dosificacion de H20. a 50 ml de la solucion acuosa
de oxitetraciclina, con una concentracion de 20 mg.L*?, colocados en cajas Petri
impregnadas con TiO2y 120 minutos de exposicion. Los resultados de este analisis se
muestran en la Figura 16.

100 +
Degrdacion

80
<
<

= 60
5=
|53
[}
<
S

&b 40—
j5)
a

20

0 I L I I § I ? 1
2 4 6 8 10

Dosis de H O, (uL)

Figura 16: Dosis de Peroxido de Hidrégeno (H20z) en el tratamiento de

fotocatalisis heterogenea (TiO2/UV/H20.) para la degradacion de oxitetraciclina.

Este tratamiento posee un comportamiento similar a los tratamientos oxidativos
avanzados por fotocatalisis homogénea, para lo cual se procedié a seleccionar la dosis
de 8 pL de H202 ya que no existia variacion significativa entre la dosis de 10 uL, para
los posteriores ensayos experimentales del proceso oxidativo avanzado heterogéneo con
catalizador TiO2. Se evalud el comportamiento de dicha dosis en el proceso, y su
incidencia, verificando si era mejor aplicarlo en una sola etapa o fraccionandola en los

tiempos 0, 10 y 20 minutos hasta completar la dosis de 8 ul H2O>. Se realizo un analisis
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del tratamiento aplicando la dosis con mejor eficiencia, para asi verificar el
comportamiento degradativo que tiene este tratamiento. En la Figura 17 muestra la
influencia de la adicion del peroxido de hidrogeno en el proceso como dosis Unica y

fraccionada.
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Figura 17: Comportamiento de la aplicacion de la dosis de peroxido de hidrogeno

en el tratamiento de fotocatalisis heterogénea (TiO2/UV/H20y).

El comportamiento de la dosificacion de perdxido de hidrégeno tiene una mejor
eficiencia si se realiza la aplicacion Unica de la dosis, ya que al haber mayor cantidad de
peroxido en la solucion habra mayor generacion de radicales hidroxilos los cuales
tendran una mayor excitacion durante los primeros 30 minutos (Figura 17), alcanzando
rendimientos del 80% en menor tiempo. Al alcanzar 90 minutos los valores de
degradacion son de 96% sin tener diferencias significativas hasta alcanzar los 120
minutos. Como se puede verificar en la Figura 17, la dosificacion fraccionada hara que
la velocidad de la reaccion sea mas lenta por lo que las pequefias dosis de peroxido de
hidrégeno no generaran la cantidad adecuada de radicales de hidroxilo, ya que este se
consumira en etapas haciendo que el proceso se lleve a cabo en un mayor tiempo. Ante
esta evidencia es mas factibles realizar el proceso con una dosis unica del peréxido de

hidrégeno y no fraccionada.

Se evidencian una degradacion del farmaco aplicando el POA por fotocatalisis

heterogénea, similares a los obtenidos aplicando los tratamientos por fotocatalisis
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homogénea. A diferencia de lo esperado, este proceso muestra tiempo degradativos
similares a los otros tratamientos Foto-Fenton y UV/H.05, esto se debe a que el didxido
de titanio al estar impregnado en las paredes de las cajas Petri, no logra efectuar una

accion fotocatalitica adecuada, mejorando sus rendimientos degradativos.

En la Figura 18 se muestra la accion de este tratamiento aplicado a la solucion
acuosa con el farmaco.
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Figura 18: Cromatograma de la Oxitetraciclina aplicando el tratamiento de

fotocatalisis heterogénea (8 pL de H202,120 minutos de radiacion, TiO2 soportado).

En la Figura 18 se verifica la efectividad de la aplicacién del tratamiento por
fotocatélisis heterogénea, el cual se puede verificar la disminucion del farmaco a medida
que transcurre el tiempo de exposicion del tratamiento. A diferencia de los tratamientos
por fotocatalisis homogénea se puede observar la aparicion de picos a menores tiempo
de retencion que el pico correspondiente a la oxitetraciclina. Estas evidencias indican la

posible formacion de compuestos intermediarios.

Concluyendose entonces que a pesar de presentar un porciento de degradacion del
97,22% de la oxitetraciclina, existe la posible aparicion de compuestos intermediarios,
o verificAndose entonces que el proceso mas viable de los estudiados es el proceso
UV/H-0:.
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4.7. Estudio Cinético

Evaluada las mejores condiciones para el tratamiento de la oxitetraciclina
empleando procesos oxidativos avanzados, UV/H20., Foto-Fenton y UV/TiO2/H20, se
procede a la evaluacion de la influencia del tiempo y el modelaje cinético. El estudio se
realizo variando los tiempos de exposicidn a los procesos oxidativos avanzados entre 5
y 120 minutos. El comportamiento de la influencia del tiempo para cada uno de los

tratamientos se refleja en la Figura 19.
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Figura 19: Evolucion de la degradacion de la oxitetraciclina en funcion del

tiempo, para tratamientos UV/H>0>, Foto-Fenton y Fotocatalitico Heterogéneo.

La figura 19 el proceso UV/H20- alcanza los porcentajes de degradacion a los 40
minutos ocurriendo en menor tiempo, mientras tantos los procesos Foto-Fenton y el
proceso fotocatalitico heterogéneo alcanzan su mayor porcentaje de degradacion a los 60
minutos. Por tanto y demas como se menciona anteriormente el proceso UV/H;0 es el

mas adecuado, una vez que la degradacion se alcanza en menores tiempos.
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Una vez estudiado el tiempo donde ocurre la mayor degradacion del proceso, se

procede a realizar el ajuste del modelo cinético de los datos experimentales los cuales

se muestran en las Figuras 20,21y 22
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Figura 20: Ajuste del modelo propuesto por Chan & Chu (2003) para el
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Figura 21: Ajuste del modelo propuesto por Chan & Chu (2003) para el

tratamiento Foto-Fenton.
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Figura 22: Ajuste del modelo propuesto por Chan & Chu (2003) para el
tratamiento UV/H202/TiOs.

Tabla 6: Pardmetros del modelo cinético de Chan & Chu (2003) para los
tratamientos utilizados en la degradacion de oxitetraciclina.

Degradacion (%) después Up

Tratamiento 1/o R?
de 120 min (min?)
UV /H;0; 97,76 0,1504 1,0469 0,9975
Foto-Fenton 97,16 0,0526 1,2277 0,9837
UV/H202/TiO, 97,21 0,0516 1,2112 0,9757

En las Figuras 20 21 y 22 se puede observar que el modelo cinético propuesto
representa un ajuste adecuado de los datos experimentales, confirmandose a través de
los valores de R? mostrados en la Tabla 6 con valores de 0,9975; 0,9837 y 0,9757 para
los tratamientos UV/H20-, Foto-Fenton y fotocatalitica heterogéneo, respectivamente.

Las constantes de los parametros 1/p (min~1) representa fisicamente la tasa de

degradacion durante el proceso, mientras que 1/o es la capacidad oxidativa maxima del
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proceso conforme lo indica (Chan and Chu 2003). A partir de los resultados expuestos
en la tabla 4 podemos observar que la mayor tasa de degradacion de la OTC ocurre en
el proceso 1/p = 0,1504 min~1, mientras que no existe variabilidad entre los procesos
con adicién de catalizadores Foto-Fenton y Fotocatalitico heterogéneo. Estos datos
confirman que el tratamiento méas adecuado para la degradacion de la OTC es UV/H20-
porque se alcanza a mayores tiempos y con mejor tasa de degradacion. La capacidad

oxidativa es semejante para los otros dos tratamientos, Foto-Fenton y fotocatalitico

heterogéneo.
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Figura 23: Comparacion entre los valores experimentales y los obtenidos
del modelo de pseudo-primera orden aplicando el tratamiento UV/H;05.
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Figura 24: Comparacion entre los valores experimentales y los obtenidos del modelo

de pseudo-primera orden aplicando el tratamiento Foto-Fenton.
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Figura 25: Comparacion entre los valores experimentales y los obtenidos del

modelo de pseudo-primera orden aplicando el tratamiento UV/TiO2/H,05.
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La comparacion de los datos experimentales con los datos obtenidos en los
modelos expuestos en las Figuras 23, 24 y 25 para los tratamientos aplicados para la
degradacion de la oxitetraciclina, confirman que el modelo cinético de pseudo primera
orden propuesto, se ajustan a los tratamientos que se llevaron a cabo para la degradacion

de la oxitetraciclina.

4.8. Estudios de toxicidad

Una vez determinada la eficiencia da los procesos oxidativos avanzados en las
muestras de aguas sintéticas, se realizaron ensayos de toxicidad a cada uno de los

tratamientos bajo las mejores condiciones de cada proceso.

Con objeto de verificar los efectos toxicos de los compuestos que se pueden
formar durante la aplicacion de los procesos oxidativos avanzados usados en el presente
estudio, realizando bioensayos con semillas de las cuales se seleccionaron las especies
lechuga (Lactuta sativa) y zanahoria (Daucus carota). Se evalud la capacidad de
germinacion de las semillas en estudio colocando las semillas en agua (control negativo)
y en acido boérico (control positivo), cada uno de estos ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados obtenidos en la evaluacién de los controles negativo y
positivos permitieron determinar el crecimiento medio de las raices (CR) como son
expuestos en la Tabla 7.

Tabla 7: Longitud medio de las raices de las semillas lechuga (Lactuta sativa) y
zanahoria (Daucus carota).

Lactuca Sativa Daucus Carota
Controles
*CR *CR
Agua (negativo) 4,29cm 2,44cm
Acido boérico(positivo) 0,0cm 0,0cm

*CR: Crecimiento medio de las raices.

Analizando los datos que se muestran en la Tabla 7, en el control positivo no hubo
germinacion de las semillas estudiadas mostrando una inhibicion total del crecimiento
de la raiz, mientras que en el control negativo la germinacion de las semillas y el

crecimiento radicular va a depender de la especie en estudio.
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Los analisis de toxicidad, para cada uno de los tratamientos, se llevaron a cabo
colocando las semillas Lactuca sativa y Daucus Carota en contacto con las muestras de
aguas sintéticas sometidas al proceso de tratamiento Foto-Fenton, evaluando el
crecimiento de la raiz de cada semilla por medio del indice de crecimiento de la raiz

(ICR) y del indice de germinacién (IG) como podemos observar en la Tabla 8.
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Tabla 8: Longitud medio de las raices, indice de Crecimiento Relativo (ICR) e indice de Germinacion (IG) de las semillas lechuga (Lactuta
sativa) y zanahoria (Daucus carota) en funcion a la concentracion de la solucion acuosa de oxitetraciclina variando de 1 a 100% y antes de aplicar

el tratamiento Foto-Fenton (Fe?*/UV/H20,).

Tratamiento

Lactuca sativa

Daucus carota

Foto-Fenton (%) *CRzDP ICR *SG 1G (%) *CRzDP ICR *SG 1G(%)
Control Negativo
(Agua) 4,29 +0,33 1,00 10 100 2,44 +0,15 1,00 10 100
1 3,91 +0,26 0,91 10 91 1,24 +0,18 0,55 8 44
5 3,85 +0,57 0,90 10 90 1,13 +0,21 0,46 8 37
10 3,76 +0,33 0,88 10 88 1,09 +0,19 0,44 7 31
50 3,63 +0,22 0,85 10 85 1,03 +0,35 0,42 7 30
70 3,45 +0,19 0,80 10 80 0,91 0,16 0,41 7 27
100 3,07 +0,41 0,72 10 72 0,83 0,23 0,37 7 26
Sin tratamiento 2,68 +0,37 0,62 10 63 0,68 10,22 0,36 6 21

*CR: longitud de las raices en centimetros, DP: desviacion padrén, *SG: semillas germinadas
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Evaluando la Tabla 8 se puede verificar que las semillas de Daucus carota
sufrieron un mayor impacto, estas presentaron un crecimiento radicular menor despues
de la aplicacion del tratamiento al 100% en comparacion al control negativo, de manera
que permite comprobar que el tratamiento presenta cierta toxicidad para esta tipo de
especie de semillas por lo cual su indice de germinacion disminuyo aproximadamente
un 72% en comparacion al control negativo y mejorando apenas 9% al realizar la
comparacion la solucion acuosa sin tratamiento. Las semillas de Lactuta sativa
presentaron un menor impacto al tratamiento efectuado, el cual presento apenas una
pequefia disminucion del crecimiento radicular de las semillas y un indice de
germinacion mayor comparado con la otra especie. Vale recalcar que a medida que la
concentracion del tratamiento aumentaba iba disminuyendo la longitud de la raiz de las
semillas y el indice de gemacion. Observando de esta manera que a medida que se iban
realizando diluciones del tratamiento, el impacto iba minorado, para las concentraciones
de 1, 5 y 10% tenian un porcentaje de indice de germinacion mas cercano al control

negativo para la especie de Lactuta sativa.
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Tabla 9: Longitud medio de las raices, indice de Crecimiento Relativo (ICR) e indice de Germinacion (IG) de las semillas lechuga (Lactuta
sativa) y zanahoria (Daucus carota) en funcién a concentracion de la solucion acuosa de oxitetraciclina variando de 1 a 100% y antes de aplicar el

tratamiento UV/H-0,.

Tratamiento

Lactuca sativa

Daucus carota

UV / H202 (%) *CRDP ICR *SG IG (%) *CR+DP ICR *SG IG (%)
Control Negativo
(Agua) 4,29 +0,33 1,00 10 100 2,44 +0,15 1,00 10 100
1 3,54 +0,27 0,83 10 83 2,36 +0,20 0,97 9 87
5 3,28 +0,38 0,76 10 77 2,31 +0,20 0,95 9 85
10 3,19 +0,58 0,74 10 74 2,11 +0,20 0,87 9 78
50 2,84 +0,46 0,66 10 66 2,03 +0,41 0,83 8 67
70 2,79 +0,31 0,65 10 65 1,50 +0,30 0,61 8 49
100 2,75 +0,22 0,64 10 64 1,34 +0,18 0,55 8 44
Sin tratamiento 2,6 +0,24 0,61 10 60 1,30 +0,42 0,53 7 37

*CR: longitud de las raices en centimetros, DP: desviacién padrén, *SG: semillas germinadas
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Como se puede observar en la Tabla 9 las semillas de la especie Lactuca sativa
tuvieron una germinacion de todas sus semillas, mostrando un impacto menor en el
crecimiento radicular, ademas de un indice de germinacién del 64% con ligero aumento
en comparacion a la solucion acuosa con el farmaco el cual tiene un indice de
germinacion del 60%. Estos resultados indican que el tratamiento mejora un poco en
comparacion al efluente inicial, de manera que se permite comprobar que el tratamiento
presenta cierta toxicidad, esto puede presentarse debido a la formacion de algun tipo de
intermediario toxico durante el proceso de degradacion. Las semillas de Daucus carota
presentaron un mayor impacto al tratamiento efectuado, el cual presento una
disminucion aproximada de 1 cm del crecimiento radicular de la semilla del tratamiento
al 100% en comparacion al control negativo. El indice de germinacion disminuye a
medida que aumenta la concentracion de las diluciones del tratamiento, para las
concentraciones de 1% y 5% tenian un porcentaje de indice de germinacion mas cercano
al control negativo, siendo las semillas de Daucus carota mas sensibles al momento de

la aplicacion del tratamiento.
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Tabla 10: Longitud medio de las raices, indice de Crecimiento Relativo (ICR) e indice de Germinacion (IG) de las semillas lechuga (Lactuta
sativa) y zanahoria (Daucus carota) en funcién a concentracion de la solucion acuosa de oxitetraciclina variando de 1 a 100% y antes de aplicar el

tratamiento fotocatalitico heterogéneo (UV/TiO2/H20,).

Tratamento Lactuca sativa Daucus carota
UV/TiO2/H202 (%) *CR+DP ICR *SG IG (%) *CR+DP ICR *SG 1G (%)
Control Negativo

(Agua) 4,29 +0,33 1,00 10 100,00 2,44 +0,15 1,00 10 100,00

1 3,63 0,27 0,85 10 84,62 2,18 0,34 0,89 8 71,31

5 3,32 +0,38 0,77 10 77,39 1,96 0,25 0,80 8 64,34

10 3,26 +0,58 0,76 10 75,99 1,89 0,29 0,77 8 61,89

50 3,07 +0,46 0,72 10 71,56 1,79 0,36 0,73 8 58,61

70 2,66 +0,31 0,62 10 62,00 1,61 +0,47 0,66 7 46,31

100 2,43 0,22 0,57 10 56,64 1,34 +0,33 0,55 7 38,52

Sin tratamiento 1,73 +0,24 0,40 10 40,33 0,99 0,28 0,40 7 28,28

*CR: longitud de las raices en centimetros, DP: desviacidn padrén, *SG: semillas germinadas
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Los datos de la Tabla 10 sefialan que las semillas de la especie Lactuca sativa
(Lechuga) tuvieron una germinacioén de todas sus semillas, mostrando un impacto menor
en el crecimiento radicular, ademés de un indice de germinacion del 57% en su
tratamiento al 100%, aumentando 17% el indice de germinacion de la muestra con
solucién acuosa sin tratamiento la cual apenas alcanza 40% aproximadamente, lo que
indica que el tratamiento mejora un poco en comparacion a la solucién acuosa inicial,
de manera que permite comprobar que el tratamiento presenta cierta toxicidad. Esto
puede presentarse debido a la formacion de algun tipo de intermediario durante el
proceso de degradacion. Las semillas de Daucus carota presentaron un mayor impacto
al tratamiento efectuado, el cual muestra una disminucion aproximada de 1 cm del
crecimiento radicular de la semilla del tratamiento al 100% en comparacion al control
negativo. El indice de germinacién disminuye a medida que las diluciones son mas altas
aproximandose al control negativo, siendo las semillas de Daucus carota mas sensibles

al momento de la aplicacion del tratamiento.
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5. Conclusiones

En este estudio se establecieron las condiciones cromatogréficas optimas para la
deteccion y cuantificacion de la oxitetraciclina mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia, obteniéndose valores adecuado de linealidad, precision y limites de

cuantificacion y deteccion.

El estudio para la degradacion de oxitetraciclina en soluciones acuosa mediante la
utilizacion de procesos oxidativos avanzados homogéneos (UV/H20. y Foto-Fenton) y
heterogéneos (TiOz), fueron eficientes para la degradacion de este farmaco,
obteniéndose valores de degradacion superiores al 96%, siendo el tratamiento UV/H;0>
el més adecuado, ya que presenta rendimientos similares a los otros tratamientos, pero
con la ventaja de que este no utiliza un catalizador para aumentar la eficiencia del

proceso.

La cinética del modelo propuesto tuvo un buen ajuste a los datos experimentales
para cada uno de los procesos en estudio, demostrando que el proceso UV/H20: ocurria
a menores tiempos de exposicion con mayores tasas de degradacion.

El analisis de toxicidad aplicado a los tratamientos no presenté mayor incidencia
en la germinacién y crecimiento radicular aplicando el tratamiento UV/H20; para la
especie de semilla Lactuca sativa siendo mas resistente a estos tipos de tratamiento,
mientras que las semillas de la especie Daucus carota mostro un porcentaje inhibicion
en el crecimiento y germinacion a medida que diluciones del tratamiento eran mas altas,
indicando la presencia de sustancias toxicas que se pueden generan durante la etapa de
tratamiento. El porcentaje de germinacion en las especies de semillas estudiadas fue
mayor en las muestras mas diluidas, disminuyendo la presencia de sustancias toxicas a

medida que aumenta la dilucion.
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ANexos

Anexo 1: Valores de las areas obtenidas en las 6 curvas para la elaboracion de la

curva analitica

CONCENTRACION  AREA AREA AREA AREA AREA AREA
(mg.L?) CURVA1l CURVA2 CURVA3 CURVA4 CURVA5 CURVAG

30934 31850 30362 30691 31839 31816

94282 92997 93972 84533 84402 85465

2
4 60020 59594 60032 59647 58497 59306
6
8

123924 123763 123308 118625 116891 117993

10 154081 154325 152365 149508 149893 149723
12 186671 185673 186367 175375 176196 175834
14 212503 212984 213575 198850 199248 199093
16 245895 246568 248234 244399 243613 244493
18 281231 280773 281536 268591 266734 268512
20 313030 314147 312158 304083 300749 302243
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Anexo 2: Estudio Cinético, aplicando el tratamiento UV/H202 para degradacion para la

degradacion de oxitetraciclina

Tiempo Concentracion C/Co Degradacion (%)
(min) (mg.L?) (1-C/C0)*100

0 11,42 1 0,00

5 7,65 0,6695968 33,04

10 3,76 0,32906821 67,09

15 3,21 0,28084426 71,92

20 2,71 0,23689363 76,31

25 2,47 0,21635756 78,36

30 1,02 0,08948327 91,05

45 0,83 0,07242116 92,76

50 0,61 0,05317849 94,68

60 0,58 0,05075018 94,92

90 0,36 0,03110808 96,89
120 0,26 0,02235082 97,76
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Anexo 3: Estudio Cinético, aplicando el tratamiento Foto-Fenton para degradacion para

la degradacion de oxitetraciclina

Tiempo Concentracién C/Co Degradacion (%o)
(min) (mg.L?) (1-C/C0)*100

0 10,06 1 0,00
5 7,93 0,7878546 21,21
10 6,70 0,66630067 33,37
15 5,64 0,56024956 43,98
20 4,96 0,49266042 50,73
30 3,62 0,35999398 64,00
40 1,94 0,19306874 80,69
50 1,43 0,14227073 85,77
60 0,17 0,0168087 98,32
90 0,12 0,01170587 98,83

120 0,28 0,02833146 97,17
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Anexo 4: Estudio Cinético, aplicando el tratamiento Foto-Fenton para degradacion para

la degradacion de oxitetraciclina

Tiempo Concentracién c/Co Degradacion (%o)
(min) (mg.L?) (1-C/Co)*100

0 10,06 1 0,00
5 8,18 0,81323201 18,68
10 7,29 0,72479971 27,52
15 4,62 0,45885506 54,11
20 3,83 0,38056364 61,94
30 3,00 0,29862324 70,14
40 2,83 0,28146505 71,85
50 1,20 0,11892293 88,11
60 0,38 0,03824923 96,18
90 0,31 0,03094405 96,91

120 0,28 0,02781326 97,22
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