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DEGRADACION DE COMPUESTOS FARMACEUTICOS EN AGUA
POR OZONIZACION

Cristina Quispe*’, Luis Astudillo®, Jorge Villasefior’, Alvaro Delgadillo®

RESUMEN

Ladegradacion de dos &-bloqueadores atenolol y el nadolol (50 ppm) por ozonizacion fue
realizada. En las condiciones de trabajo utilizadas, a diferentes condicionesde pH 3,7y 9, se
logré una degradacién mayor al 90% para nadolol y alrededor del 60% para atenolol al cabo
de una hora de reaccion. Se determinaron los productos de degradacién mayoritarios siendo
éstos acidos organicos de bajo peso molecular. La toxicidad relativa de las soluciones fue
evaluada utilizando el ensayo de Daphnia magna. Latoxicidad de las soluciones tratadas, en
todas las condiciones de trabajo, fue menor que la toxicidad de la solucién inicial. EI mayor
descenso de toxicidad se obtuvoapH =9.
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DEAGRADATION OF PHARMACEUTICALS COMPOUNDS IN
WATER BY OZONATION

ABSTRACT

The degradation of two &-blockers, atenolol and nadolol (50 ppm), was conducted using
ozonation. At the working conditions, pH 3, 7 and 9, a degradation of 90% for nadolol and
about 60% for atenolol was achieved after one hour of reaction. The main degradation
products were identified as low molecular weight organic acids. The relative toxicity of the
solutions was evaluated using the Daphnia magna test. It was found that the toxicity of the
treated solutions, under all the working conditions, was lower than the toxicity of the initial
solution. The biggest decrease in toxicity was obtained at pH=9
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INTRODUCCION

Los compuestos farmacéuticos ahora son reconocidos como una nueva clase de
contaminantes y han sido objeto de una creciente preocupacion e interés cientifico’. La razon
por la que este tipo de compuestos pueden ser peligrosos para el medio ambiente es que estas
sustancias, generalmente desarrolladas con el objetivo de producir un efecto biolégico en los
seres humanos, pueden afectar también a otros organismos vivos de forma no predecible.
Estos compuestos ingresan al medio acuatico después de su ingestidn y posterior excrecién,
yasea sin ser modificados o en la forma de metabolitos del compuesto inicial’.
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Las aguas residuales urbanas y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales
(STP) se encuentran contaminados por la inadecuada eliminacion de diversos compuestos
farmacéuticos’. Diferentes investigadores** han reportado que algunos compuestos
farmacéuticos no son eliminados durante los tratamientos de aguas residuales ni
biodegradados en el medio ambiente, lo que significa su ingreso a una amplia gama de
matrices ambientales, incluida la superficie terrestre, agua potable, asi como suelos®.
Después del tratamiento, las aguas residuales que contengan residuos farmacéuticos y
productos de degradacién pueden ser descargadas directamente a los ambientes acuéticos,
donde los productos farmacéuticos han sido transformados o podrian generar otros
compuestos’.

Los residuos de compuestos farmacéuticos pueden tener un efecto sustancial en el medio
ambiente comparable o superior a la de los productos quimicos agricolas”. El modo de accion
desconocido de los compuestos farmacéuticos en organismos menores dificulta la prediccion
de su toxicidad. Sin embargo, la exposicion cronica a los productos farmacéuticos tiene el
potencial de ocasionar numerosos efectos sub-letales, como son cambios metabélicos o de
reproduccion en organismos no objetivo’.

Las técnicas utilizadas por las plantas de tratamiento de aguas residuales no son
adecuadas para garantizar una eliminacion significativa de las trazas de contaminantes. Por lo
tanto, el uso de tecnologias reforzadas como o0zonizacion, procesos de oxidacion avanzada
(AOPs) ofiltracion por membrana puede ser de gran relevancia para el futuro.

El proceso de ozonizacion es una poderosa herramienta para degradar los contaminantes
presentes en agua’. EI ozono puede degradar los contaminantes de una forma directa, es decir,
oxida la materia orgéanica por reaccion directa y de una forma indirecta®, la que implica su
descomposicion previa en agua para producir radicales hidroxilo, uno de los oxidantes™ mas
potentes empleados en el tratamiento de agua.

La eficacia de este método ha sido demostrada en la degradacion de diferentes
xenobiGticos, como los plaguicidas®, tintes™** 0 compuestos organicos persistentes™. Si bien
lamayoria de los estudios de 0zonizacion se han centrado en la cinética de degradacion de los
compuestos a degradar, existe poca atencion e informacion de los productos de degradacion y
su toxicidad relativa, antes y al final del tratamiento.

En el presente trabajo presentamos la ozonizacién de los compuestos farmacéuticos
atenolol y nadolol utilizados como modelo de compuestos &-bloqueadores y detectados en los
recursos de agua, al igual que la deteccion de los principales productos de degradacion y la
evaluacién de latoxicidad de las soluciones acuosas después del tratamiento.

PARTE EXPERIMENTAL
Reactivos

Los compuestos farmacéuticos nadolol (NAD) y atenolol (ATE) fueron provistos por
Sigma. Todos los solventes usados en este trabajo fueron grado HPLC provistos por Merck.
Las soluciones de reaccion fueron preparadas con agua destilada-desionizada.
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Reacciones de ozonizacion

Las reacciones de ozonizacién fueron realizadas en un reactor provisto de una doble
camara con circulacion externa de agua, para mantener la temperatura constante™, provisto de
un sistema de toma de muestras para liquidos y gases. El reactor fue cargado en cada reaccion
con 90 mL de solucién acuosas de nadolol (NAD) y atenolol (ATE) a una concentracion de 50
mg/L 2mg/L.

El O,como agente oxidante, fue producido por un generador OZOCAV a partir de aire,
llegando al reactor a un flujo constante de 50 1 mL/min”. La concentracion de ozono fue
monitoreada espectroscopicamente a una absorbancia de 254 nm con un coeficiente de
extincion molar de 2900 M™ cm™. E1 O,, ingresa al reactor por medio de una frita colocadaen el
fondo del reactor *".

El tiempo de reaccidn total fue de 60 min durante el cual se tomaron alicuotas a diferentes
intervalos de tiempo, para posteriormente ser analizadas de acuerdo a la metodologia analitica
establecida.

Métodos analiticos

Para determinar la concentracion de ATE y NAD durante el proceso de ozonizacién, se
utiliz6 un equipo de HPLC Perkin Elmer 200 autosampler, a & 220 nm UV-Vis, columna
MERCK Chromolith Performance RP-18e 100-4.6 mm, fase movil metanol/agua sistema
isocratico, a un flujo (0,6 ml/min); el agua fue previamente acidificada hasta pH 2,7 usando
HCI, volumen de inyeccidn (20 1l), temperatura (20 °C), tiempo de corrida (20 min).

Respecto a la determinacién de los compuestos acidos, éstos fueron monitoreados
utilizando una columna TRANSGENOMIC Organic acid columns ORH-801, fase movil
H,SO, 0,01 N, a un flujo (0,3 mL/min), volumen de inyeccién (20 1L), temperatura (35 °C),
tiempo de corrida (20 min) aé =200 nm Uvis.

Ensayo de ecotoxicidad

Los ensayos de toxicidad se realizaron utilizando el microcrustaceo Daphnia magna, de
acuerdo a laNorma Chilena®. La metodologia empleada, permite determinar o medir el efecto
inhibitorio de una sustancia bajo condiciones de prueba, sobre la movilidad de neonatos de
Daphnia magna. Para ello se utilizan los neonatos (menos de 24 h de edad) los cuales son
expuestos bajo condiciones de laboratorio a diluciones de las muestras, en un tiempo
determinado (48 h), al término del cual se cuentan el nimero de daphnidos muertos.
Expresando el porcentaje de mortandad de los organismos expuestos (no presentan
movilidad), asumiendo dicha respuesta fisiolégica, como equivalente a mortalidad o muerte
ecoldgicade los ejemplares.

RESULTADOS Y DISCUSION

La estructura de los compuestos estudiados se encuentra en la tabla 1. Utilizando estos
compuestos se prepararon soluciones acuosas a pH 3,5y 9, cada una de ellas de concentracion
50 + 2 mg/L. Estas soluciones fueron luego degradadas por reaccién con un flujo constante de
0zono 50+ 1 mL/minde concentracién 16 +1 mg/L.
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Tabla 1: NUmero de registro de CAS, estructura quimica y uso/origen del
compuesto farmacéutico.

Sustancia CAS RN Estructura

Atenolol 29122-68-7 CHy

Hac)\NH @/YNHZ

OH

Nadolol 42200-33-9 o mw

Reacciones de degradacion

Las figuras 1ay 1b grafican las curvas de degradacion para NAD y ATE, respectivamente.
En estos gréaficos se representa la relacion de la concentracién del compuesto bajo estudio
respecto a su concentracion inicial (C/C,) durante las reacciones de ozonizacion, para las tres
condiciones de pH utilizadas.

Como se puede observar en la figura 1a, en los tres casos una virtual degradacion total de
NAD se logro a los 60 minutos de reaccion. Una grafica semejante se obtiene para el caso de
ATE, figura 1b, salvo que al cabo de una hora de reaccion el porcentaje de degradacién
alcanza, en promedio, el 80 %.

En general, la influencia del pH de la solucion es relativamente moderada. Es conocido
que el ozono degrada los contaminantes organicos por dos vias diferentes: una viadirectaen la
que el ozono ataca directamente grupos funcionales reactivos de las moléculas organicas y una
via indirecta en donde el ozono se descompone en agua para generar radicales hidroxilo, que
son oxidantes poderosos.

cle,

0min Smin 10min  15min  20min  30min  40min 60 min 0min 5min 10min  15min  20min  30min  40min 60 min

tiempo, min tiempo, min

Figura 1. Ozonizacion del compuesto farmacéutico (a) nadolol(NAD) y (b)
atenolol(ATE) ambosapH 3 (@ ),pH7 (0 )y pH 9 (?).
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La descomposicion del O, para dar radicales hidroxilo es una reaccion compleja, que sucede

envarias etapas:

0,+0H ™
0,+HO’
0,+Ho,
2HO,

HO,+ 0O, 1)
0, +HO; 7
20, + HO® ©)
0,+ H,0, (4)

Una de las reacciones iniciales, ecuacion (1) es dependiente del pH ya que es controlada
por laconcentracion de los iones hidroxilo®.

La escasa influencia del pH en la velocidad de degradacion de estos compuestos, sugiere
que el principal mecanismo de degradacion es la reaccién directa, la cual es independiente del

pH.

Ruta de degradacion

Los resultados cromatograficos de los experimentos realizados muestran que, en paralelo
a la degradacion de los compuestos iniciales, se producen una serie de reacciones de
degradacion en las que se descomponen a su vez los intermediarios de reaccion. Todas estas
reacciones de degradacion, en total, generan una mezcla compleja de productos, en los que
destacan los &cidos organicos de bajo peso molecular.

La figura 2 muestra una posible
ruta para la formacion de los acidos
organicos detectados durante el proceso
de ozonizacion del NAD. La oxidacion
del compuesto y sus mayores
intermediarios, debido a la accion de la
molécula de O, y de los radicales
hidroxilo, produce la ruptura del anillo
bencénico del compuestoy laformacion
de acidos carboxilicos de bajo peso
molecular, como el acido oxalico, acido
glioxilico y &cido formico. El &cido
oxalico y écido glioxilico, a su vez,
podrian generar la formacion del acido
férmico.

o POH

B
OH WOH
/Vo

pKa=9,67

l O4/OH’

apertura de los anillos

103/OH'
I
O\KKOH
\ / !
&cido glioxilico

o]

PN

H OH
4cido férmico

I

acido oxalico

OH

Figura 2: Ruta de reaccion del nadolol con ozono
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CHg
chXNH e En el caso de la degradacion del
OD/ 0 ATE los resultados cromatograficos
OH muestran que en paralelo a la

103’°H degradacion, se generaron una mayor

cantidad de acidos organicos de bajo

(X peso molecular. La figura 3 muestra la

rutade degradacion de ATE basadaen la

RO identificacion de intermediarios por
medio de HPLC.

apertura del anillo aromético

103/OH'

)O O\\
HOOC CHO Ho OH
4cido glioxilico H,C———=CH——COOH
Ho O 4cido acrilico

4cido tartarico
HooC COOH HyC COOH
4cido oxalico 4cido acético

\o/

H)\OH
4cido férmico

CO,+ H,0 + NOs Figura 3: Ruta de reaccion del atenolol con o0zono

Al igual que para el NAD, los primeros intermediarios se producirian por la ruptura del
anillo bencénico generando, entre otros, acido tartarico, acido acrilico, acido acético, acido
formico, &cido glioxilicoy &cido oxalico.

La formacidn del acido formico es posible que pueda ser por ruptura del acido oxalico, acético
odeunarupturainicial de lamolécula.

Ensayos de ecotoxicidad

Uno de los objetivos de este estudio es verificar que la mezcla de los subproductos
generados no presente una toxicidad mayor que la de los compuestos a degradar. Si bien esto
sucede en la mayoria de los casos, nosotros como también otros autores, hemos encontrado
sistemas en los que la toxicidad de las soluciones degradadas, a un tiempo de reaccion
determinado, es mayor que lade los productos iniciales.

Por ejemplo, hemos encontrado que en el caso de la ozonizacién del compuesto

farmacéutico trimetoprim, genera mayor toxicidad los subproductos a similares condiciones
de flujo de O, comparado con el compuesto de partida®.
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Para estudiar la evolucién de la toxicidad durante la degradacion de los compuestos en
estudio, se evalué latoxicidad al inicio y al término de la reaccion.

Se determinaron valores de Cl.,,, de 21,6 £ 3 mg/L para NAD y de 25,3 + 3 mg/L para
ATE en su forma pura. A medida que la reaccién de degradacién procede, se genera una
mezcla compleja de productos de degradacion. Por esta razon, el Cl,, de la mezcla de
productos se reporta como el porcentaje de muestra en una solucion diluida que produce la
muerte del 50 % de los daphnidos.

La tabla 2, contiene los resultados de los experimentos de ecotoxicidad para los
compuestos NAD y ATE. La concentracidn inicial de los dos compuestos farmacéuticos en las
condiciones de trabajo empleadas, 50 mg/L, es mayor al Cl,, del compuesto puro. Debido a
esto, al inicio de lareaccion de degradacién el porcentaje de sobrevivencia de los daphnidos es
0%. Yaque el Cl,, de estos compuestos es aproximadamente el doble de la concentracion de
trabajo, una dilucién de aproximadamente 50 % es necesaria para alcanzar el 50 % de muerte
de los daphnidos. En ambos casos se puede observar que la degradacion de los compuestos
bajo estudio produce un descenso en latoxicidad.

Tabla 2. Ecotoxicidad con Daphnia magna de la solucién inicial y final de los
compuestos farmacéuticos NAD y ATE. Se reporta como Cl,, expresado en %
en base a las diluciones de la muestra.

Solucion después de 60 minutos de

Muestras Solucion inicial reaccion
pH 3 pH7 pH9
No se observé
NAD 43+3% 75+3% 92+3% muerte de
déaphnidos
No se observé
ATE 50+4% 82+3% 85+3% muerte de
déaphnidos

*Solucion inicial a 50mg/L.
Cly,.s, = Estimacion de la concentracion de la muestra que inmoviliza el 50% de los
organismos en 48h, expresada en porcentaje de muestra.

En latabla 2 se puede observar que el descenso de la toxicidad es mayor en soluciones
béasicas, mientras que en condiciones acidas el descenso de la toxicidad es menor. Si bien no se
observé una gran influencia del pH en la velocidad de degradacion de los compuestos bajo
estudio, estos resultados sugieren que el pH si tiene influencia en la composicion de las
mezclas de productos de degradacion.

Esto estd en concordancia con estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacién acerca de la 0zonizacion del pesticida pentaclorofenol, donde se observo que la
composicioén y naturaleza de la mezcla de productos de descomposicion podian ser
influenciados por el pH de la solucion inicial™.
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Una de las razones que puede explicar las diferencias en la toxicidad respecto al pH es
unamayor participacion de laruta indirecta de degradacion, es decir lageneracion de radicales
hidroxilo. En condiciones basicas se favorece su produccion, por lo que, la degradacion de los
intermediarios, causantes de la toxicidad, deberia transcurrir en mayor extension.

CONCLUSIONES
- Ambos compuestos farmacéuticos se degradan eficientemente aplicando dosis bajas de
0zono.

- Elanalisis cromatogréafico indica la produccién de una mezcla compleja de productos de
degradacion; pese aello, el ensayo de Daphnia magna indica que la toxicidad, luego de
unahorade reaccion, es menor que la de los compuestos iniciales.
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