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OZONIZACI(')N DEL ANTIBIOTICO TRIMETOPRIM: )
EVOLUCION DE LA TOXICIDAD DURANTE LA DEGRADACION

Cristina Quispe*a, Luis Astudillo®, Jorge Villasefior", Alvaro Delgadillo*b

RESUMEN
En el presente trabajo se reporta la degradacion del compuesto farmacéutico Trimetoprim
(TMP) por ozonizacién en medio acuoso. Este proceso presentd una cinética de pseudo-
primer orden y los productos de degradacion fueron identificados usando espectrometria de
masas acoplado a cromatografo de gases (GC-MS) y cromatografia liquida (HPLC). Enbase a
los compuestos detectados se propone una ruta de degradacion. La evolucion de la toxicidad
durante las reacciones de ozonizacion se siguié midiendo la toxicidad aguda con Daphnia
magna. Interesantemente, se observo un aumento de la toxicidad en la solucion después de los
60 minutos de reaccion, probablemente debido a la generacion de productos toxicos durante la
degradacion.
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OZONATION OF THE ANTIBIOTIC TRIMETHOPRIM:
TOXICITY EVOLUTION DURING THE DEGRADATION
REACTIONS

ABSTRACT
Herein we report the degradation of the pharmaceutical compound trimethoprim (TMP) in
water using ozonation. This process was described by a pseudo first order reaction kinetics
and the main degradation products were identified using Gas Chromatography- Mass
Spectrometry (GC-MS) and HPLC. Based in the detected compounds, a degradation pathway
was proposed. The evolution of the toxicity along with the ozonation reaction was followed
measuring acute toxicity with Daphnia magna. An increase in the toxicity of the solutions was
observed after 60 minutes of reaction time, probably due to the generation of the toxic
degradation products.
Key words: ozonation, pharmaceuticals compounds, degradation, toxicity.

INTRODUCCION
La presencia de compuestos farmacéuticos en el medio ambiente acuoso ha atraido la atencion
de muchos investigadores en los tltimos afios' . Esta clase de compuestos se ha encontrado en
plantas de tratamiento (STP) de efluentes, producto de la eliminacion o excrecion del
consumo humano’”, y en aguas naturales debido al uso en la crianza de animales". Entre los
medicamentos los antibidticos generan gran preocupacion debido a la posibilidad de inducir
resistencia en las cepas bacterianas' Diversos estudios han demostrado que las bacterias en las
aguas residuales son mas resistentes a los antibidticos que las bacterias encontradas en otros
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lugares . Ademas, muchos antibi6ticos son perjudiciales para los organismos acuaticos, como
las algas y crusticeos de agua dulce y marinos”. La presencia de este tipo de compuesto en
efluentes de aguas residuales y aguas superficiales, son un claro indicio de la ineficiencia de
las tecnologias de tratamiento convencionales.

El proceso de ozonizacion es una poderosa herramienta para degradar contaminantes
recalcitrantes en el agua". El ozono puede degradar los contaminantes por una via directa e
indirecta. El primero implica la reaccion del ozono molecular con grupos funcionales de la
molécula a degradar™'’, mientras que en el segundo caso se involucra la descomposicion del
ozono en el agua para producir radicales hidroxilo"”, uno de los oxidantes conocidos mas
poderosos. La eficiencia del radical hidroxilo ha sido demostrada en la degradacion de
diferentes xenobidticos, como los pesticidas”, colorantes’ y diversos compuestos organicos
persistentes”.

Si bien la mayoria de los estudios de ozonizacidén se han centrado en la cinética de
degradacion, menos atencion se ha dado a los productos de degradacion y su toxicidad
relativa. En general, la velocidad de oxidacion de los compuestos organicos es calculada
siguiendo la desaparicion del compuesto a degradar en funcién del tiempo. Este enfoque
puede proporcionar valiosa informacion acerca del proceso de oxidacion; sin embargo,
debido a la posibilidad de formacion de especies intermediarias persistentes, la degradacion
total del compuesto de partida no siempre corresponde a la mineralizacion total de los
compuestos organicos a CO, y H,0O. Por lo tanto, es importante investigar en detalle el
mecanismo de oxidacion e identificar los posibles compuestos intermediarios.

El principal objetivo de nuestra investigacion fue observar la ozonizacién del antibidtico
trimetoprim (TMP) (utilizado en la acuicultura y en seres humanos para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario, FDA™), identificar posibles especies transitorias generadas
durante su destruccion y proponer una via de degradacion.

Ensayos de toxicidad aguda, de las muestras recogidas en diferentes intervalos de tiempo
durante el proceso de ozonizacion, se llevaron a cabo mediante la medicion de inmovilizacion
del microcrustaceo Daphnia magna. Los resultados obtenidos son discutidos, teniendo en
cuenta que, en determinadas circunstancias, el proceso de oxidacion de los compuestos
organicos puede producir compuestos mucho mas toxicos que el compuesto de partida.

PARTE EXPERIMENTAL
Reactivos
El compuesto farmacéutico trimetoprim (98%) (TMP) fue provisto por Aldrich. Todos los
solventes usados fueron grado HPLC, el alcohol terbutilico fue provisto por Merck. Las
soluciones de reaccion fueron preparadas con agua destilada-desionizada.

Reacciones de ozonizaciéon

Las reacciones de ozonizacion fueron realizadas en un reactor tipo Batch provisto de una
doble camara con circulacion externa de agua, a 25 °C, con un sistema de toma de muestras
para liquidos. El reactor fue cargado en cada reaccion con 90 mL de solucion acuosa de TMP a
una concentracion de 50 mg/L + 2 mg/L y alimentado con ozono a una concentracion de
16 + 1 mg L" a un flujo de 50 = 2 mL min". La concentracién de ozono fue monitoreada
espectroscopicamente a una absorbancia de 254 nm con un coeficiente de extincion molar (€)
de 2900 M" cm™. El tiempo de reaccion 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.
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Métodos analiticos

La concentracion de TMP durante el proceso de ozonizacion fue monitoreada por HPLC
Perkin Elmer 200 autosampler, a A 220 nm UV-Vis, columna MERCK Chromolith
Performance RP-18e 100-4.6 mm, con una fase movil H,O:MeOH, 70:30 a un flujo de 0,6 mL
min’'. El agua fue previamente acidificada a pH 3 usando H,PO,.

Los acidos organicos fueron cuantificados usando una columna especifica para acidos
TRANSGENOMIC ORH-801 (6,5 mm x 300 mm), H,SO, 0,01 N como fase movil a un flujo
de 0,8 mL min". Los intermediarios fueron identificados utilizando un cromatégrafo de gases
(GC) Perkin Elmer con una columna capilar Quadrex acoplado a un espectrometro de masas
de impacto electronico (EI). El carbono organico total (TOC) fue determinado en un equipo
Shimadzu 5000.

Ensayo de ecotoxicidad

Los ensayos de toxicidad se realizaron de acuerdo a normas internacionales ISO 6341 para la
determinacion de inhibicién de la movilidad del microcrustaceo 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 (24 h), al término del cual
se cuentan el nimero de dafnidos muertos. Se reporta la inmovilizacion como EC,,,,
expresando en porcentaje de mortandad de los organismos expuestos, asumiendo dicha
respuesta fisiologica, como equivalente a mortalidad o muerte ecologica de los ejemplares.

RESULTADOS Y DISCUSION

La degradacién de la solucion acuosa de TMP (50 + 2 mg L") se logré con ozono a un flujo
constante de 16 +1 mg L" a pH 7. La figura 1 muestra la disminucion de la concentracion de
TMP versus el tiempo de reaccion, asi como la cantidad de carbono orgénico total (TOC)
durante la reaccion de degradacion. La degradacion completa del antibiotico se logrd durante
la primera hora de ozonizacion (90% de TMP se degrad6 después de 30 minutos). Debido a
que el flujo de 0zono se mantuvo constante, la disminucidn de la concentracion correspondio a
un modelo de pseudo-primer orden, con una constante de 8,6 x 107 calculada a partir de los
datos experimentales.
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Figura 1. Evolucion de TMP/TMP, y TOC/TOC, en
presencia de O, durante 60 min. de reaccion.
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El mecanismo de degradacion del ozono puede ocurrir por dos vias: una via directa y una via
indirecta a las condiciones empleadas en estos experimentos. Con el objetivo de investigar la
contribucion de los dos mecanismo posibles durante la degradacion se realizaron
experimentos en presencia de un atrapador de radicales libres, como lo es el alcohol
terbutilico. Este atrapador reacciona lentamente con el 0zono a una velocidad constante de <3
x 10° m’ mol™ sy rapidamente con los radicales hidroxilos a una velocidad de < 7,6 x 10° m’
mol's™”.

En los experimentos de degradacion de TMP, en presencia y ausencia del alcohol terbutilico,
la constante de reaccion observada estuvo dentro de los errores experimentales. Los
resultados anteriores sugieren que la degradacion de TMP con ozono ocurre principalmente
por la via directa. La figura 1 también indica el TOC medido a diferentes tiempos de reaccion,
observando que éste se mantiene practicamente constante durante todo el proceso de
ozonizacion. Estos resultados indican que la mineralizacion del antibiotico, es decir la
completa conversion del TMP a CO, y H,0, no se llevé a cabo, durante el tiempo de reaccion
estudiada. Existen referencias bibliograficas que indican que en algunos casos la
mineralizacion completa de algunos contaminantes no se consigue™. Algunos compuestos,
como el acido formico y el acido oxalico, conocidos como compuestos recalcitrantes, son muy
resistentes a la degradacion y permanecen en la solucion®.

Ruta de degradacion

El analisis cromatografico de la solucion de degradacion, a diferentes intervalos de tiempo,
muestra una mezcla compleja de productos de degradacion. La caracterizacion completa de
estas soluciones requiere un detallado analisis quimico y es complejo identificar a cadauna de
ellas. Sin embargo, en el presente estudio se ha podido detectar los principales productos de
degradacion usando GC-MS y HPLC. La estructura quimica del TMP posee grupos
funcionales capaces de reaccionar directamente con el 0ozono molecular. Se sabe que el 0zono
reacciona con grupos amino, anillos aromaticos y grupos éter que estdn presentes en la
molécula de TMP. La reaccion del ozono con los grupos amino es mas rapido que con los
grupos aromaticos o éter. Por lo tanto, el sitio mas probable para el ataque del ozono seria
sobre el anillo de pirimidina. Oxidaciones sucesivas del anillo conducen a la formacion del
3,4,5-trimetoxibenzaldehido, productos de degradacion de éste y la formacion de acidos
organicos de bajo peso molecular, como los acidos férmico, oxalico y glioxilico. El ataque del
ozono a lamolécula organica con grupos amino es similar al reportado en la degradacion de la
cafeina® (figura 2).
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Figura 2. Ruta de degradacion propuesta para el trimetoprim
(TMP) en presencia de ozono.

Ensayo de ecotoxicidad

Con el objetivo de conocer la toxicidad relativa del TMP en solucion durante el proceso de
degradacion se realizaron experimentos utilizando el bioindicador Daphnia magna a
diferentes intervalos de tiempo. En el presente estudio se encontrd que la toxicidad del TMP
fue > 100 mg L. Nuestros resultados fueron similares a los encontrados por Kim y
colaboradores'” donde reportaron un EC,,,, = 176,7 mg L. En el presente estudio la figura 3
muestra la evolucion de la toxicidad relativa de la solucion de TMP (expresado como
porcentaje de sobrevivencia de los dafnidos) durante el proceso de ozonizacion. La solucion
inicial de TMP a una concentracion de 50 mg L™ no provoca muerte de los dafnidos a las
condiciones de trabajo. A medida que ocurre la reaccion de degradacion la solucion generada
provoca una disminucion en el porcentaje de sobrevivencia de los dafnidos, observandose la
muerte completa de la poblacion en estudio a los 20 minutos de reaccion. EIEC,, ,,,, expresado
como el porcentaje de la dilucion de la muestra a los 60 minutos de reaccion, es de 11%. Un
mayor tiempo de ozonizacion de la reaccidn, en las mismas condiciones no muestra una
mejora sustancial en la toxicidad de la solucion (EC,,,,, = 9%) asi como en la evolucion del
TOC. El incremento de la toxicidad de estas soluciones podria atribuirse a la degradacion del
antibidtico en moléculas mas pequefias y mas toxicas, como 3,4,5-trimetoxibenzaldehido y
sus correspondientes derivados fendlicos.
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Figura 3. Evolucion de la toxicidad durante el
proceso de ozonizacion.

CONCLUSIONES
- EITMP es degradado eficientemente por el 0zono a estas condiciones de trabajo, con un
grado de mineralizacion escaso, observandose una mezcla compleja de productos de
degradacion.
- La solucion con los productos de degradacion muestra una mayor toxicidad que la
solucién inicial de TMP, para el bioindicador Daphnia magna.
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