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RESUMEN

Introduccidn: los antibidticos en el medio acudtico son un problema importante
debido a la aparicién de resistencia bacteriana. Se desconoce el impacto ecolégico
a largo plazo en el medio ambiente acudtico. Muchas fuentes permiten la entrada
de antibiéticos al medio ambiente, incluidas las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR), la escorrentia agricola, los efluentes hospitalarios y los lixiviados de
vertederos. Objetivo: se presentaun estudio que evaltala degradacion dela sulfadiazina
(SD), sulfamerazina (SMR) y sulfametazina (SMT) al ser expuesta a condiciones de
estrés por radiacion UV, ozonificacién y UV + ozonificacion. Metodologia: todos
los andlisis se realizaron mediante espectrofotometria UV/Vis luego de verificar
mediante andlisis de HPLC que los productos de degradacién no interferfan de
manera significativa la absorbancia de los firmacos en estudio. Resultados: se
demostrd que las tres sulfonamidas son sensibles a todos los métodos de degradacion
estudiados, siendo el método més eficiente la combinacién de radiacién UV+O;, y

el menos eficiente el tratamiento con ozono.

Palabras clave: contaminantes emergentes, firmacos, tratamiento de aguas, ozoniza-

cién, radiacién UV.
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SUMMARY

FEvaluation of the use of UV radiation and ozone in the
degradation of some sulfonamides

Introduction: antibiotics in the aquatic environment are an important problem
due to the emergence of bacterial resistance. The long-term ecological impact on
the aquatic environment is unknown. Many sources allow antibiotics to enter the
environment, including wastewater treatment plants (WWTPs), agricultural runoff,
hospital efluent, and landfill leachate. Objective: a study is presented that evaluates
the degradation of sulfadiazine (SD), sulfamerazine (SMR) and sulfamethazine
(SMT) when exposed to stress conditions due to UV radiation, ozonation
and UV + ozonation. Methodology: all analyzes were performed by UV/Vis
spectrophotometry after verifying by HPLC analysis that the degradation products
did not significantly interfere with the absorbance of the drugs under study. Results:
it was shown that the three sulfonamides are sensitive to all the degradation methods
studied, the most efficient method being the combination of UV+O; radiation, and

the least efficient being the treatment with ozone.

Keywords: emerging contaminants, drugs, water treatment, ozonation, UV radiation.

REsumMoO

Avaliagao do uso da radiagio UV e do 0z6nio na degradacio de
algumas sulfonamidas

Introdugio: antibidticos no ambiente aqudtico sio um problema importante
devido ao surgimento de resisténcia bacteriana. O impacto ecoldgico a longo prazo
no ambiente aqudtico ¢ desconhecido. Muitas fontes permitem que antibiéticos
entrem no meio ambiente, incluindo estagoes de tratamento de dguas residuais
(ETEs), escoamento agricola, efluentes hospitalares e lixiviados de aterros sanitarios.
Objetivo: ¢ apresentado um estudo que avalia a degradagio da sulfadiazina (SD),
sulfamerazina (SMR) e sulfametazina (SMT) quando expostas a condi¢des de
estresse devido a radiagio UV, ozonizagio e UV + ozonagio. Metodologia: todas
as andlises foram realizadas por espectrofotometria UV/Vis apds verificagio por

andlise de HPLC que os produtos de degradagio nio interferiram significativamente
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na absorbéncia dos firmacos em estudo. Resultados: foi demonstrado que as trés
sulfonamidas sio sensiveis a todos os métodos de degradacio estudados, sendo o
método mais eficiente a combinagio da radiacio UV+Q;, e 0 menos eficiente o

tratamento com Ozonio.

Palavras-chave: contaminantes emergentes, drogas, tratamento de 4gua, ozonizagao,

Radiagiao UV.

INTRODUCCION

Ademis de tratamiento de patologfas en humanos, los antibiéticos se utilizan en sec-
tores como la acuicultura, la agricultura y la veterinaria [1, 2], lo cual ha causado un
aumento de la presencia de estas sustancias en aguas superficiales [3-5].

Se esperarfa que una vez ingeridos, los antibiéticos sean totalmente metabolizados, sin
embargo, una fraccién de los mismos es excretados sin cambios [5-8]. Asi, inicialmente,
una vez los antibidticos lleguen al sistema de drenajes y posterior entrada a plantas de
tratamiento (PTAR) pueden tener tres destinos: Biodegradacion, adsorcién en lodos
o salida sin cambios [9-11], por lo cual tanto la principal entrada de antibiéticos a los
ecosistemas acudticos es la fraccion no metabolizada que pasa a través de las PTAR sin
sufrir cambios, debido a que los sistemas de tratamientos no cuentan con tecnologfas
que eliminen completamente los antibiéticos [12].

Otras fuentes de contaminacién por antibiéticos son los lixiviados vertederos de basura
y la eliminacién inadecuada de medicamentos no consumidos [13, 14], al ingresar al
medio ambiente, el destino de los antibidticos estd condicionado a las propiedades fisi-
coquimicas del medio, como pH, composicién del suelo, ademas de las condiciones
ambientales del entorno, teniendo el potencial de transformarse en metabolitos lo que
dificulta predecir el comportamiento y destino final de los antibiéticos [6, 13].

Los antibidticos se clasifican de manera general en agentes bactericidas y agente bacte-
riostaticos, los primeros destruyen las bacterias y los bacteriostaticos evitan la prolifera-
cién bacteriana impidiendo su divisién [15].

Dentro del grupo de los agentes bactericidas, las sulfonamidas (Figura 1) son unos de
los antibidticos més utilizados sobre todo en medicina veterinaria; sin embargo, debido
al aumento de la resistencia bacteriana a los antibidticos de primera linea, las sulfami-
das han vuelto a tomar protagonismo en tratamientos en humanos [16, 17], lo que a
su vez ha generado alertas ambientales por la presencia de estos firmacos en sistemas
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acudticos, a tal punto que organizaciones como la red NORMAN, haya clasificado ala
Sulfadiazina (SD), la sulfamerazine (SMR) y la sulfametazina (SMT) como contami-
nantes emergentes de alta peligrosidad ambiental [18].

N\ > N—
O

Figura 1. Formula quimica de las sulfonamidas (Sulfadiazina: R;: H, R,: H; Sulfamerazina: R;:
CH,;, R,: H; Sulfametazina R;: CH;, R,: CH,).

En este contexto, el objetivo de la presente investigacion es evaluar el uso de la radia-
cion UV y el ozono en la degradacion de la SD, SMR y SMT como alternativa de
tratamiento adicional de aguas residuales, dos métodos de bajo costo y de facil imple-
mentacién en PTAR ya construidas.

METODOLOGIA

Reactivos

Sulfadiazina, sulfamerazina y sulfametazina (Sigma—Aldrich), Metanol, Etanol

(Merck), Acetonitrilo (Merck). Agua destilada
Equipos

Espectrofotémetro UV-Vis (EMC-11- UV), Equipo de HPLC (Agilent 1200 Series),
con automuestrador Agilent 1260 Infinity, desgasificador Agilent 1200 Series, bomba
cuaternaria Agilent 1200 Series, Detector UV-Vis con arreglo de diodos e integrados
Agilent 1200 Series, Columna Eclipse XDB-C18 (150 mm X 4,6 mm, 3,5-5 um).
Reactor ozono, Lampara UV ECOFILTER, bomba de recirculacidn, Bafo de recircu-
lacién (Medingen K22/T100), Balanza analitica (RADWAG AS 220.R2, sensibilidad
10,1 mg).

Evaluacion de técnicas en la degradacion de fairmacos

Se preparé una solucién acuosa de 25 pg/mL de cada una de las sulfonamidas evaluadas
(SD, SMR y SMT) teniendo en cuenta la solubilidad de cada firmaco 2 20 °C (Tempe-

ratura de laboratorio 25 °C) garantizando una sola fase [19-23]
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Cada firmaco fue sometido a tres métodos de degradaciéon 1) Radiacién UV, 2)
Ozonificacién y 3) Radiacién UV + O;. Para el primer andlisis, en un erlenmeyer de
1000 mL se tomaron 500 mL de cada una de las soluciones, los cuales fueron recircu-
lados continuamente por un sistema comercial de lampara de luz ultravioleta, el cual
consiste en un contenedor de acero inoxidable de 52 cm de largo por 7 cm de didmetro,
con dos conexiones de ¥ pulgada, el cual contiene en su interior un tubo de vidrio de
46 cm de largo y 2,5 cm de didmetro el cual a su vez contiene una lampara que irradia
luz UV entre 200 y 295 nm de acuerdo a especificaciones comerciales. El segundo
andlisis, en un frasco de color &mbar de capacidad de 1000 mL, se depositaron 500 mL
de cada una de las soluciones y se burbujeo 0zono mediante un generador ozono, final-
mente para el tercer ensayo, se acoplé el generador de ozono al sistema de ldmpara UV
y se recirculd la solucidn de cada una de las sulfonamidas estudiadas [24].

La degradacién de cada uno de los firmacos se evalu6 contrastando la concentracién de
la solucién de cada sulfonamida en funcién del tiempo de exposicién a cada uno de los
factores, es decir luz UV, ozono, y UV + ozono. Debido a que la exposicién de las sulfo-
namidas a la radiacién UV y/o al ozono puede generar productos de degradaciéon que
interfieran en la cuantificacion del fArmaco, se evaluaron dos técnicas para la determi-
nacién del cambio de concentracién. La primera técnica de cuantificacién fue HPLC,
se determind la concentracién cada muestra de muestras sometidas a radiacion + ozo-
nificacién durante 5, 15, 30 y 60 minutos a 268 nm, evaluando la altura de pico, el
tiempo de retencién y la pureza de pico.

La segunda técnica analitica, fue la de espectrofotometria UV-Vis, una técnica rapida,
sencilla y que requiere menos recursos en comparacién al HPLC, sin embargo, no es
posible identificar de forma precisa la interferencia de posibles productos de degrada-
cién. En este ensayo la concentracion se determind a 268 nm sin realizar diluciones de
acuerdo al método reportado por Delgado ez al. [25].

Condiciones HPLC

Se empled un cromatégrafo liquido modular Agilent 1200 Series, con automuestrea-
dor Agilent 1260 Infinity, desgasificador Agilent 1200 Series, bomba cuaternaria Agi-
lent 1200 Series, detector UV/VIS con arreglo de diodos e integrador Agilent 1200
Series, asi como una columna Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm, 3,5-5 um) cuya
temperatura de operacion fue de 25 °C. El volumen de inyeccion fue de 10 pL; la fase
movil utilizada fue sistema de gradiente lineal de dos solventes con agua/acetonitrilo,
ambos con 4cido trifluoroacético (TFA) al 0,05% cuya composicién de partida fue
90/10 a cero minutos, luego se cambié a 85/15 alos diez minutos. La velocidad de flujo
fue de 2,5 mL/min, y la longitud de onda de cuantificacion fue de 268 nm.

1396



Efecto de la radiacién UV y ozono en la degradacién de sulfonamidasa

RESULTADOS Y DISCUSION

La degradacién de cada una de las sulfonamidas se evalu6 analizando los cambios de
concentracién en funcion del tiempo de exposicion de cada farmaco a las diferentes
condiciones de estrés. En principio, para evaluar el uso de espectrofotometria UV en el
andlisis de degradacién se realizé un estudio de degradacién mediante radiacién UV +
ozonificacién, la cuantificacidn de cada fairmaco se realizé median HPLC con el fin de
identificar posibles interferencias de los productos de degradacién en la cuantificacion.
Asi, se tomo una solucién de 25 pg/mL de cada sulfonamida y se someti6 a estrés por
radiacién UV + Ozonificacién.

En la tabla 1 se muestran los resultados, a partir de los cuales se pude demostrar que
los tres firmacos son sensibles a radiacion UV + Ozonificacién, puesto que a medida
que aumenta tiempo de exposicion el drea de pico se reduce manteniendo el tiempo de
retencion, indicando degradacién del farmaco, en los primeros 5 minutos de exposi-
ci6n aradiacién UV y ozono, la SD, se degrada en un 12%,la SMR 21% y la SMT 17%,
a los 15 minutos de exposicion la SD aumenta su degradacién a 28%, la SMR 37% y
la SMT 33% siendo nuevamente la SMR el firmaco que presenta mayor porcentaje de
degradacion. A los 30 minutos, la SD alcanza el 57% de degradacién, la SMR 63% y
la SMT 53%, pasados 60 minutos, la SD se degrada 71%, la SMR 76% y la SMT 73%,
demostrado la eficiencia del tratamiento UV + Ozonificacién en la degradacién de los
tres farmacos; otro andlisis importante es la pureza de pico, la cual en el caso de la SD
pasa de 99,9% a 98,7% variando tan solo 1.2%, en cuanto al SMR, factor de pureza de
pico varia 1,1% y en la SMT 1,6%, porcentajes que permiten concluir que los produc-
tos de degradacién no interfieren de forma significativa en la cuantificacién del firmaco
luego de someterlo a estrés por radiacién UV + Ozonificacion, por lo que el estudio
de degradacién por radiaciéon UV, O3, o ambas técnicas combinadas, puede realizarse
mediante espectrofotometria UV-Vis. Si bien mediante espectrofotometria UV-Vis o
HPLC no es posible identificar los productos de degradacién, Garceia-Galan ez 4/. indi-
can que muchos de estos productos de degradacion son el resultado de la ruptura de los
anillos aromdticos por lo no tienen grupos croméforos que permitan su cuantificaciéon
mediante técnicas espectrofotométricas [5], lo cual es respaldado por Li ez al. [26].
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Tabla 1. Areas, tiempo de retencién (TR) y factor de similitud o de pureza de pico del estindar de
cada sulfonamida y de las muestras expuestas a condiciones de estrés (radiacién UV + Ozonificacién;
solucién 25 pg/mL).

Firmaco Tiempo d.e exposicion Area /mAU Tiemp c.)/de Pureza de pico
/minutos retenciéon

0 745 3,52 999,21+0,85

S 652 3,41 995,25+0,58

Sulfadiazina 15 532 3,65 992,54+0,25
30 321 3,55 989,14+0,21

60 213 3,42 987,15+0,12

0 801 4,32 999,78+0,75

625 421 997,45+0,32

Sulfamerazina 15 502 4,35 993,47+0,95
30 298 4,42 990,64+0,75

60 189 4,25 988,85+0,37

0 754 5,12 999,56+0,28

625 5,21 996,18+0,24

Sulfametazina 15 498 5,24 991,75+0,69
30 351 5,28 985,72+0,74

60 201 5,32 983,78+0,45

Evaluacién de métodos de degradacién

Se analizaron tres métodos para degradar las sulfonamidas, el primero consistié en irra-
diar la muestra mediante una lampara de UV, recirculando la muestra mediante una
bomba a una rapidez de flujo 4 L/min, por entre un reactor UV; el segundo método,
consistié en burbujear O; ala muestra y el tercer método consistié en una técnica com-

binada de radiacién UV + O,.

En todos los casos de tomaron 500 mL de solucién de 25 pug/mL de cada una de las
sulfonamidas estudiadas. Cada muestra se sometié a estrés durante 80 minutos, una
vez se inici6 el proceso de degradacion se tomaron muestras cada 5 minutos durante los
primeros 30 minutos y cada 10 minutos durante los restantes 50 minutos.

En la Figura 2, se muestra el porcentaje de degradacién en funcién del tiempo, el trata-
miento con ozono, mostro ser el método menos eficiente, sin embargo, la SMRy SMT
alcanzan porcentajes de degradacién cercanos al 50%, y en cuanto a la SD solo se logra
degradar aproximadamente un 30%.
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Al irradiar las muestras con luz ultravioleta, se alcanzan porcentajes de degradacién
entre 62-65%, mayores a las alcanzadas mediante burbujeo de ozono en donde el por-
centaje de degradacién no supera el 50% para la SMR y SMT vy tan solo llega a un
30% en la SD, sin embargo, al someter las muestras a la técnica combinada UV + O,
el porcentaje de degradacién de las tres sulfonamidas alcanzan valores entre el 80 y el
83%. Al analizar el porcentaje de degradacion de las tres sulfonamidas en funcién de su
estructura molecular solo se notan diferencias en el tratamiento por Os, posiblemente
debido a que la longitud de onda de méxima absorbancia de las tres sulfonamidas es
similar (263-264 nm), por lo que en los métodos de radiaciéon UVy UV + O; los resul-
tados sean mas homogéneos en relacién al tratamiento por Os.

100

90

% Degradaciéon

Tiempo (min)

Figura 2. Porcentaje de degradacién de la SD (A: Ozono, 0: Radiacién UV, 0: Radiacién UV +
Ozono.) SMR (e®: Ozono, ¢: Radiacién UV, 0: Radiacién UV + Ozono.) SMT (+: Ozono, =: Ra-
diacién UV, A: Radiacién UV + Ozono).

Al determinar la cinética de degradacién (Tabla 2, Figura 3) se puede establecer queel
mejor orden que describe la degradacién de las sulfonamidas es la cinética de orden 2.
Indicando dos principios importantes, el primero es que la velocidad de degradacién
depende la concentracién inicial, y el segundo, la vida media de los agentes terapéuti-
cos aumenta a medida que la concentracién disminuye, es decir, para eliminar trazas es
necesario mayor tiempo de tratamiento [27].

Esto demuestra la dificultad relacionada con la eliminacién total de estos firmacos, més
atin cuando se ha demostrado que concentraciones del orden de 2,9 ng/mL presentan
efectos bioldgicos graves [1, 28-30].
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Al verificar los datos de r* para la cinética de las sulfonamidas expuesta a radiaciéon
UV, se observa un posible seudo orden 2, a diferencia de los tratamientos con ozono y
radiaciéon UV + O; en donde se obtienen tendencias lineales con r* aproximados a 1,0
conservandose claramente una cinética de orden 2.

Tabla 2. Cinética de degradacién de la SD, SMR y SMT expuestas a diferentes condiciones de

estrés.

Tratamiento Sulfonamida Ecuacién R?

SD 1/C(ug/mL)=0,00022 t(min) + 0,04027  0,9794

Ozono SMR 1/C(ug/mL)= 0,00050 t(min) + 0,03860 0,9933
SMT 1/C(ug/mL)= 0,00050 t(min) + 0,03962  0,9982

SD 1/C(ug/mL)= 0,00093 t(min) + 0,04447  0,9495

Radiacién UV SMR 1/C(ug/mL)=0,00103 t(min) + 0,04384 0,9560
SMT 1/C(pg/mL)= 0,00092 t(min) + 0,04004  0,9796

SD 1/C(ug/mL)= 0,00189 t(min) + 0,04323 = 0,9953

Radiacién UV + O, SMR 1/C(ug/mL)= 0,00249 t(min) + 0,03765 0,9981
SMT 1/C(ug/mL)= 0,00207 t(min) + 0,03819  0,9976

1/pg

Tiempo (min)

Figura 3. Cinética de degradacién dela SD (A: Ozono, 0: Radiacién UV, ¢: Radiacién UV + Ozono.)
SMR (A : Ozono, ®: Radiaciéon UV, 0: Radiacién UV + Ozono.) SMT (+: Ozono, =: Radiacién UV,
¢: Radiaciéon UV + Ozono).
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CONCLUSIONES

Las tres sulfonamidas son sensibles a la degradacién por radiacién y ozono, en todos
los casos, se muestra un minimo del 50% de degradacién en un lapso de tiempo de 80
minutos. El método de tratamiento menos eficiente es la ozonificacién sin embargo al
combinar este método con radiacién UV se obtienen mejores resultados.

Sibien los tres métodos permiten degradar las sulfonamidas (SD, SMR y SMT), el que
el proceso siga un orden cinético de segundo orden sugiere que la eliminacién del 100%
de residuos de estos farmacos es un proceso complejo, puesto que la vida media de los
firmacos aumentaria a medida que su concentraciéon disminuye como consecuencia de
la degradacion.
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