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RESUMEN

En este trabajo fin de grado se estudian diversos procesos de degradacion de
tres antibibticos: sulfadiacina (SDZ), tetraciclina (TET) y ciprofloxacino (CIP)
para cuantificar su eliminacion y determinar los productos de degradacion
obtenidos.

Para ello, se desarrolla un estudio experimental en el laboratorio del Instituto
de Procesos Sostenibles (ISP) del Departamento Ingenieria Quimica vy
Tecnologia del Medio Ambiente en la Universidad de Valladolid. Se trabaja con
un tratamiento terciario como la fotocatalisis con TiO2 y un tratamiento
secundario biolégico (incluyendo los mecanismos de fotdlisis, hidrélisis,
biodegradacion y adsorcion) en reactores a escala de laboratorio donde se
estudia y controla el proceso de degradacion.

Para el analisis de las muestras de los reactores y la cuantificacion de la
degradacion de los compuestos se utiliza un equipo HPLC-QTOF-MS ubicado en
el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid. Se
obtiene una degradacion nula para la SDZ por hidrélisis y fotélisis, y mediante
adsorcion para los tres antibidticos. Ademas, se alcanza un porcentaje de
eliminacion del 99 % para la TET y el CIP, y un 25,3 % para la SDZ por
fotocatalisis. Y un porcentaje de eliminacion del 89,4 % para la SDZ, 99,9 %
para la TET y 67,2 % para el CIP por el tratamiento biolégico. Los productos
obtenidos por la degradacion de la sulfadiacina son: CioH10N4O3S,
C10H10N404S, Ci10HsN404S, CioHioNa y Ci0H10N402S; para la tetraciclina:
CsHe02, Ci9H18NOs, Ci9H19NO7 y, para el ciprofloxacino: Ci3H11FN20s3,
C14H16N303, C16H18FN303, C17H16FN30s, C17H19N304.

PALABRAS CLAVES

Contaminantes emergentes, degradacion, ciprofloxacino, sulfadiacina vy
tetraciclina.
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ABSTRACT

This final degree work is based on the degradation of three antibiotics:
sulfadiazine (SDZ), tetracycline (TET) and ciprofloxacino (CIP) to quantify their
elimination and determine the degradation products obtained.

For this, an experimental study is being carried out in the laboratory of the
Institute of Sustainable Processes (ISP) of the Department of Chemical
Engineering and Environmental Technology at the University of Valladolid. We
work with a tertiary treatment such as photocatalysis with TiO2 and a secondary
treatment such as biodegradation (including the mechanisms of photolysis,
hydrolysis and adsorption) in laboratory-scale reactors where the degradation
process is studied and controlled.

The HPLC-QTOF-MS equipment at the Instrumental Techniques Laboratory of
the University of Valladolid is use to analyze the samples collected from the
reactors. Zero degradation was obtained for SDZ by hydrolysis and photolysis,
and by adsorption for all three antibiotics. In addition, an elimination rate of
99% is achieved for TET and CIP, and 25.3% for SDZ by photocatalysis. Also, an
elimination rate of 89.4% for SDZ, 99.9% for TET and 67.2 % was attained for
CIP for biodegradation treatment. The products obtained from the degradation
of sulfadiazine are: Ci10H10N403S, C10H10N404S, C10HsN404S, CioH10N4 and
C10H10N402S; CsHe02, C19H18NOs and Ci9H19NO7 for tetracycline, and finally:
C13H11FN203, C14H16N303, Ci16H18FN303, C17H16FN3Os and Ci7H19N304 for
ciprofloxacino.

KEYWORDS

Emerging contaminants, degradation, ciprofloxacino, sulfadiazine and
tetracycline.
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CAPITULO I. INTRODUCION

Los contaminantes emergentes (CE) son un grupo de contaminantes no
regulados encontrados en el medio ambiente, responsables de causar danos
en la salud humanay los ecosistemas a pesar de la baja concentracion a la que
se encuentran (Li et al.,, 2023). Los CE incluyen una amplia variedad de
productos de uso diario con aplicaciones tanto industriales como domésticas,
entre ellos destacan retardantes de llama bromados (BFR), pesticidas,
esteroides, hormonas, productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP),
sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas (PFAS), o los
microplasticos, entre otros (Giri et al., 2023; Li et al., 2023). En la Tabla 1 se
resaltan los principales CE encontrados en aguas municipales, asi como sus
funciones y efectos (Maroneze et al.,, 2014; Rout et al.,, 2021). Los
contaminantes emergentes se encuentran principalmente en aguas residuales
domésticas e industriales, en los efluentes hospitalarios, asi como aguas de las
actividades agricolas y ganaderas. Una de las caracteristicas de los
contaminantes emergentes es que presentan altas tasas de transformacion, lo
que favorece la propagacion de contaminantes al medio ambiente.

La existencia de contaminantes emergentes en el ambiente no tiene que ser
ignorado, debido a la gran cantidad de efectos perjudiciales que producen a los
seres humanosy al resto de los seres vivos. Por ello se investiga y estudia sobre
su monitorizacion, regulacion y eliminacion de las aguas, siendo una de las
lineas de investigacion prioritarias de asociaciones como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente
(EPA), o la Comision Europea (Barcel6 y Lopez de Alda, 2007; Maroneze et al.,
2014)
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Tabla 1. Principales grupos de contaminantes emergentes en aguas
residuales municipales (Maroneze et al., 2014)

CE

Antibiéticos

Antiinflamatorios

Retardantes de llama

Reguladores de
lipidos

Anticonvulsivos
(carbamazepina)

Hormonas

Conservantes

Fragancias

Funcién

Detener la infeccion inhibiendo
el crecimiento bacteriano

Reduce el dolor, la fiebre y la
inflamacioén.

Se usa en diversos materiales
para que resulten dificiles de
quemar. Como plasticos,
pinturas, televisores, etc.

Regulan los triglicéridos y
colesterol en sangre.

Tratar los trastornos del estado

animico y las crisis epilépticas.

Regulacion del metabolismo,
control del desarrollo sexual.

Previenen la descomposicion
microbiana. Se usan en
cosmeética, alimentos

Se usa como ingrediente en
perfumes, cosméticos,
champdus,

Efecto adverso

Induce resistencia a los
antibidticos en cepas
microbianas, altera la
poblacion microbiana.

Riesgo de Ulceras
gastrointestinales,
enfermedades renales,
alteraciones branquiales.

Afecta el cerebro y el sistema
nervioso, la actividad
hormonal, la reproduccion y
la fertilidad.

Inhibicion del crecimiento de
microalgas.

Afecta el sistema nervioso
central del ser humano.

Afecta la reproduccién y la
fertilidad.

Debilitan la actividad
estrogénica.

Toxico para los seres vivos
acuaticos, dana el sistema
nervioso.
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Los productos de cuidado personal (PCPs) y farmacéuticos (PhACs) constituyen
en conjunto los PPCPs, por sus siglas en inglés, y son los CE que mas preocupan
debido al gran aumento de la poblacion, y con ello al incremento de su uso. En
la Tabla 2 y la Tabla 3 se recogen los compuestos activos farmacéuticos (Ortiz
et al., 2013a) y los productos de cuidado personal (Ortiz et al., 2013b) mas
consumidos en Espana.

Los productos farmacéuticos son usados en la nutricion de los seres vivos y en
el tratamiento, diagnostico y prevencion de enfermedades. Estos compuestos
y sus metabolitos llegan al medio ambiente mediante la excrecion posterior al
consumo, el vertido de medicamentos no deseados y la aplicacion agricola (Hu
et al., 2023). Se han encontrado farmacos en aguas superficiales y
subterraneas con una concentracion comprendida entre ng/L y upg/L. Asi
mismo, se han llegado a detectar concentraciones de hasta mg/kg en suelos y
sedimentos donde los farmacos pueden persistir durante largos periodos de
tiempo (Barceld y Lopez de Alda, 2007). En la Figura 2 se muestra el porcentaje
de deteccion de los compuestos farmacéuticos mas comunes en Espana en los
efluentes de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARs) (Olleros,
2013).
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Figura 1. Frecuencia de deteccion de PhACs en las aguas residuales tratadas en Espana (Olleros 2013).
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Tabla 2. Productos farmacéuticos mas consumidos en Espana (Ortiz et al.,

2013a).

Grupos terapéuticos

Antibiotico
Analgésico/Antipirético
AINE

Inhibidor de la agregacion
plaquetaria

Bloqueadores de los receptores de
angiotensina

Antiepilépticos

Ansioliticos y antidepresivos

Reguladores de lipidos en sangre

Inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina

Bloqueador de H2

Hormonas

PhAC

Amoxicilina.

Paracetamol.

Ibuprofeno.

Acido acetilsalicilico.

Valsartan, valsartan con diuréticos,
irbesartan, irbesartan con diuréticos.
Carbamazepina, dihidrodiol ,
carbamazepina 10, 11 epdéxido , 2-hidroxi
carbamazepina , 3-hidroxi

carbamazepina , gabapentina,

Alprazolam, bromazepam, lorazepam,
paroxetina, escitalopram.

Simvastatina,fluvastatina, atorvastatina.
Enalapril.

Omeoprazol, someprazol, lanzoprazol,
pantoprazol, esomeprazol.

Levonorgestrel.
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Categoria PCP

Desinfectante Triclosan

Fragancias Galaxolide ®, Iso-E-super ®: cetona de
almizcle, xileno de almizcle, phantolide
®, Tonalide ®.

Conservantes Etilparabeno, metilparabeno, acido p-

hidroxibenzoico, propilparabeno

Tensioactivo 4-nonilfenol

Uno de los grupos terapéuticos de los farmacos que a dia de hoy requieren
investigacion, debido a su elevado consumo y peligrosidad, son los antibiéticos.
Son capaces de desarrollar cepas bacterianas resistentes haciéndolos
ineficaces para el fin para el que fueron disenados. Ademas, generan mayor
preocupacion por haberse detectado antibidticos en aguas potables. Desde
1940, los antibidticos se utilizan ampliamente en humanos, veterinaria,
acuiculturay agricultura. Se usan para curary evitar enfermedades en los seres
vivos causadas por bacterias. Ademas, también se han incorporado en el
pienso para acelerar el crecimiento de los animales, sobre todo de los cerdos.
En 2008 el Instituto de Seguridad Animal emitidé un aviso en el que el 13% de
los antibiéticos vendidos en EE.UU. se utilizaron con el Unico fin de engorde de
animales (Cheng et al., 2020; Mojica y Age, 2011).

El aumento de la poblacion y de la industria conlleva a un incremento de la
demanda de los antibioticos, siendo los terceros farmacos mas empleados en
medicina humana (Barcel6 y Lopez de Alda, 2007). El consumo mundial de
antibioticos aument6é del ano 2000 al 2018, pasando de 9,8 a 40,2 dosis
diarias por 1000 habitantes y dia (DHD). Como se puede apreciar en la Figura
2, entre los anos 2000 y 2018 el consumo mundial de antibi6ticos en 204
paises experimentd un aumento continuo (Browne et al., 2021).
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Figura 2. Dosis diarias definidas (DDD) por 1000 habitantes y dia (DHD) de antibiéticos en diferentes
regiones del mundo (Fuente: Browne et al., 2021).
Por lo que respecta a Espana, es el cuarto pais de Europa con mayor consumo
de antibidticos para los seres humanos, con 327 toneladas vendidas en el ano
2014. Mientras que el total consumido en Europa fueron 3821 toneladas. Los
principales antibiéticos consumidos por los humanos en Europa son las
penicilinas, macroélidos y fluoroquinolonas (Martinez-Alcala et al., 2020), y en
Espana son las penicilinas, las quinolonas, los macrélidos y las cefalosporinas.

En cuanto al consumo mundial de antibiéticos para uso ganadero, fue de
131109 toneladas en 2013, siendo mayor que el uso para consumo humano
(Van Boeckel et al.,, 2017). En la Tabla 4 se muestran los antibi6ticos
veterinarios mas comunes usados en Europa (Schmerold et al., 2023). Espana
fue el pais con mayor consumo de antibioticos veterinarios de toda Europa en
2014, con un total de 2964 toneladas, mientras que el total consumido por
todos los paises europeos fue de 8927 toneladas (Navas et al., 2021). Los
antibiéticos con mayor presencia en el estiércol son las tetraciclinas (TET), las
fluoroquinolonas (FQ) y las sulfonamidas (SA) debido a su alta eficacia y su bajo
coste (Gaballah et al., 2023). En el ano 2015, se aproxima que el uso mundial
de antibiético por kilogramo de animal producido fue de 45 mg/kg para el
ganado ovino, 148 mg/kg para el ganado avicola, y 172 mg/kg para el ganado
porcino (Van Boeckel et al., 2015). Linfa et. al (2023) realizaron un analisis
basado en 134 estudios donde detectaron hasta 56 tipos de antibidticos con
concentraciones de hasta 7000 ug/kg en suelos agricolas, siendo los
antibidticos mas detectados: tetraciclinas, macrélidos, sulfonamidas vy
fluoroquinolonas (Fang et al., 2023).
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Tabla 4. Principales antibioticos de uso veterinario en Europa. (Schmerold et
al., 2023)

Antibiético Animal y tratamiento

Cefalosporinas Todos los mamiferos.
Tratamiento de neumonia y de mastitis
en lactantes

Polimixinas (colistina, polimixina B) Porcino, bovino, ovino, conejo, pollo.
Tratamiento de enfermedades causadas
por bacterias sensibles

Quinolonas: fluoro y otras quinolonas Todos los animales productores de
alimentos.
Tratamiento de infecciones y
enfermedades respiratorias.

Pleuromutilinas Porcino, conejo, pollo, pavo.
Tratamiento de disenteria, neumonia e
infecciones por micoplasmas en cerdos y
aves de corral.

Penicilinas Todos los animales productores de
alimentos.
Tratamiento en cerdos para el
tratamiento y control de la meningitis
estreptocécica y la septicemia.

Sulfonamidas, inhibidores del Todos los animales productores de
dihidrofolato reductasa y alimentos.
combinaciones Tratamiento de

enfermedades; infecciones bacterianas.

Tetraciclinas Todos los animales productores de
alimentos.
tratamiento de muchas enfermedades
bacterianas y por clamidia.
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Los antibioticos después de ser suministrados a los seres humanos son
excretados a través de la orina o de las heces llegando a las EDAR, donde
también llegan las aguas residuales de los hospitales, que son las que tienen
mayor cantidad de antibidticos. Sin embargo, las tecnologias usadas en las
EDAR convencionales no son capaces de eliminar estos contaminantes
expulsandolos al medio ambiente. Como se observa en la Figura 3, este tipo
de plantas dispone de un sistema de tratamiento primario con tratamientos
fisico-quimicos, y un sistema de tratamiento secundario, formado por un
reactor biol6gico, normalmente de lodos activos. Las trazas de antibiéticos que
llegan a las EDAR no son capaces de convertirse en metabolitos en el
tratamiento primario, ni por la accion de los microorganismos en el reactor
biolégico, siendo expulsados de nuevo al medio acuatico (Pérez et al., 2019).

Tratamiento fisico-
Agua residual quimico

A

Efluente

Desbaste Decantacion
primaria

Reactor biolégico

o Digestion silod »
Biogas «--- o -—-»| Deshidrataciénysecado | - - ilode | , Evacuacion
d a Y lodo de Lodos

Figura 3. Esquema general de una EDAR convencional (Pérez et al., 2019).
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Los animales también excretan los antibidticos por las heces y la orina,
liberandolos al medio ambiente cuando se usa el estiércol como abono y
fertilizante, o durante el almacenamiento de lodos, afectando a la calidad del
agua y del suelo, e incluso pueden llegar a ser absorbidos por las plantas. Se
considera que entre el 70% y 90% de los antibidticos que se suministran a la
ganaderia se eliminan a través de las heces y la orina sin cambios o en forma
de metabolitos (Cheng et al., 2020). Dos de los antibidticos mas usados debido
a su bajo coste y a su gran efectividad son la tetraciclina (TET) y la sulfadiazina
(SDZ). La cantidad de tetraciclina excretada al medio ambiente por los cerdos
es del 70 % - 90 % de la suministrada. En funcion del pH del suelo, las
tetraciclinas en el estiércol sufren modificaciones, siendo necesario conocer
los productos de degradacion del antibiético y sus niveles de toxicidad. Se ha
comprobado que las tetraciclinas forman cationes complejos con arcillas, por
lo que pueden permanecer en el suelo hasta 16 meses desde que se liberan al
medio ambiente. Asi mismo, los animales pueden excretar entre el 50 % - 100%
de las sulfonamidas que les fueron suministradas, presentando una gran
movilidad en el suelo por su alta solubilidad y baja adsorcion. En particular, las
sulfadiacinas son capaces de permanecer en el medio ambiente durante 35
dias, y su adsorcion depende del pH, la fuerza ionica y los cationes
intercambiables (Mojica y Age, 2011). Otra via de incorporacion de los
antibiéticos al medio ambiente se produce cuando se eliminan en vertederos
los medicamentos excedentes o proximos a caducar, y por lixiviacion llegan
hasta las aguas subterraneas.
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A modo de resumen, en la Figura 4 se muestran las vias de eliminacion de los
metabolitos, junto con las moléculas que no han sido transformadas, en el
medio acuatico, donde se podrian degradar en otros productos (Cheng et al.,
2020). La degradabilidad se ve afectada por la humedad, la temperatura, la
concentracion de materia organica del suelo (Solliec et al., 2016). Los
contaminantes eliminados al medio ambiente persisten en el tiempo y se
encuentran en diversos lugares, entre ellos granjas, suelo agricola, rios, aguas
subterraneas, aguas superficiales, en sedimentos de acuicultura (Cheng et al.,
2020; Solliec et al., 2016).
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Figura 4. Vias de contaminacion ambiental por antibiéticos (Calderon et al., 2012).
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Los antibiéticos, una vez que llegan al medio acuatico, sufren diferentes
procesos de transformacion y dispersion de caracter bidtico o abibtico, en
funcion de si intervienen o no los seres vivos. Entre los procesos bidticos
resaltan la bioconcentracion, biomagnificacion y biodegradacion. Entre los
abioticos se encuentran la sorcion, sedimentacion de particulas en suspension,
hidrélisis y fotolisis (Calderon et al., 2012).

Figura 5. Procesos que afectan a la degradacion de los antibiéticos en el medio acuatico (Calderon et
al.,, 2012).

Adicionalmente, la presencia de antibidticos en el medio acuatico afecta a
cianobacterias, algas y peces. Estos organismos ocupan niveles troficos
importantes en la cadena alimentaria y son capaces de deteriorar el sistema
inmunolégico, el crecimiento y metabolismo de las personas. (Sarwar y Khan,
2022). Los antibidticos inhiben el crecimiento y afectan a la actividad
fotosintética y sistemas antioxidantes de las algas y cianobacterias. En los
peces los antibidticos inducen cambios fisioldgicos y originan efectos toxicos
en su reproduccion (Yang et al., 2021). La acumulacion de antibiéticos en el
suelo, causa problemas en el crecimiento de la vegetacion.
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La biodiversidad microbiana es necesaria para mantener los procesos
bioldgicos en el suelo y en el agua, y los antibidticos son capaces de matar
bacterias o inhibir su crecimiento al afectar procesos vitales especificos en las
células bacterianas. El abuso de los antibidticos es la principal causa del
desarrollo y la propagacion de bacterias y genes resistentes a los antibiéticos,
lo que representa una amenaza para el medio ambiente (Baran y Adamek,
2023). El riesgo viene originado por la transmision de bacterias y genes
resistentes a los antibiéticos que se suministran a los seres vivos (Kovalakova
et al.,, 2020; Yang et al., 2021). En un estudio realizado en 12 granjas en la
Region Auténoma Hui de Ninga (noroeste de China), donde se trataba a los
animales con antibioticos (aminoglucésidos, B-lactamasas, macrélidos,
quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas,) se observd la aparicion de
antibidticos en el suelo en un radio de 20 metros de la granja, y la disminucion
de genes de resistencia a los antibioticos al alejarse de la granja (Shen et al.,
2023). Las microalgas también pueden inducir el crecimiento de bacterias con
genes resistentes a los antibidticos (Wang et al., 2023; Zhou et al., 2023).

Por todo lo anteriormente expuesto, se hace necesario el tratamiento de las
deyecciones de los animales estabulados y de las aguas residuales domésticas
y hospitalarias para eliminar, o al menos reducir, la presencia de compuestos
farmacéuticos y sus metabolitos hasta unos limites aceptables. Para solventar
el problema, y asi evitar la acumulacion de los antibidticos en el medio
ambiente, se estan estudiando tratamientos fisicos, quimicos y/o biolégicos
que sean capaces de eliminarlos.

Las tecnologias de tratamiento fisico son las menos usadas, pudiendo
destacar, la separacion fisica por membranas (6smosis inversa, 6smosis
directa y nanofiltracion) para el tratamiento de aguas salinas y efluentes en las
EDAR, llegando a eliminar productos farmacéuticos, colorantes y pesticidas.
Como inconveniente resalta la alta demanda de energia y la contaminacion de
las membranas. La adsorcion con carbon activo, otro tipo de tratamiento fisico,
consiste en atrapar sustancias solubles en la superficie del sélido en unas
condiciones optimas de baja solubilidad, menor polaridad y bajas presiones.
Este método se usa de manera habitual después de un tratamiento biolégico
(Ahmed et al., 2017; Taheran et al., 2016).

Los procesos quimicos son los mas frecuentemente utilizados, incluyendo
métodos de oxidacion convencionales como Fenton, ozonizacion, fotdlisis
(Tabla 5), y procesos de oxidacion avanzada (POA) como fotocatalisis, Foto-
Fenton (Tabla 6) (Van Boeckel et al., 2015; Zambrano et al., 2023 ; Kim et al.,
2013; Ahmed et al., 2017).
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Las tecnologias de tratamiento biol6gico también son efectivas, y por lo tanto
bastante usadas, aunque algunos contaminantes organicos no biodegradables
no son eliminados por estos procesos. Podemos destacar los lodos activados,
humedales artificiales, biorreactores de membrana (MBR), biorreactores
aerObicos, biorreactores anaerdbicos, biorreactores de microalgas, filtros
percoladores, etc. Los tratamientos biolégicos se clasifican en procesos
convencionales (Tabla 7), y procesos no convencionales (Tabla 8) (Gaballah et
al., 2023; Ahmed et al., 2017). Se han desarrollado métodos combinados
llamados procesos hibridos, que se han establecido como una mejora para la
capacidad de eliminacion de este tipo de contaminantes (Kim et al., 2013).
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Tabla 5. Técnicas quimicas convencionales de eliminacion de antibiéticos.
(Ahmed et al., 2017)

Método Caracteristicas

Proceso Fenton Es un proceso de oxidacion, con reacciones de
peroxido de hidrogeno en presencia de Fe2+ o Fe3+*
para producir OH*. Las concentraciones de hierro
estan en el rango de 10-50 mg/L. La eliminacién
de antibiéticos con este proceso no es tan
satisfactoria como otros procesos de oxidacion.

Ozonizacion El ozono es un oxidante muy potente. Reacciona
con dobles enlaces y anillos aromaticos. Mejora la
biodegradabilidad. Este proceso consume mucha
energia, por lo que es costoso. Es un método eficaz
capaz de eliminar entre un 90% y un 100% de todo
tipo de CE.

Cloracién Hay una alta eficacia de degradacion para los CE
debido a la alta capacidad de oxidacion.

Fotolisis Es un proceso mediante el cual los antibidticos se
descomponen por la reaccion con la luz. Es comun
usar como fuente de luz rayos UV. Hay dos tipos,
fotdlisis, directa, en la que se produce la
degradacion mediante la absorciéon directa de los
fotones, y fotdlisis indirecta, que se realiza en
presencia de fotosensibilizadores.
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Tabla 6. Técnicas quimicas no convencionales de eliminacion de antibidticos:
Procesos de oxidacion avanzada (Ahmed et al., 2017)

Método Caracteristicas

Oxidacién electroquimica Tecnologia de eliminacién de contaminantes
guimicos mediante la degradacién oxidativa
por reacciones anédicas.

Proceso Foto-Fenton Este proceso necesita luz para producir
radicales mediante reacciones de peréxido
de hidrogeno en presencia de Fe2+ o Fe3.
Este proceso se desarrolla en condiciones
acidas o neutras.

Fotocatalisis heterogénea Proceso mediante el cual se oxidan
sustancias quimicas en presencia de un
catalizador (6xidos metalicos
semiconductores) y luz UV que proporciona
la energia necesaria. Mejora las desventajas
del método de fotdlisis, en especial la lenta
tasa de degradacion.
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Tabla 7. Tratamientos biol6gicos para degradacion de antibidticos. Métodos
convencionales (Ahmed et al., 2017).

Método Caracteristicas

Tratamiento con micro algas Este método se suele realizar con algas para
minorar los contaminantes de manera
rentable y efectiva con la biodegradacion. La
biodegradacion se lleva a cabo mediante las
enzimas que producen los microorganismos.
Es comUn tener reactores donde hay
simbiosis de algas y bacterias en el cual la
degradacion se produce por bacterias
heterétrofas que consumen oxigeno a partir
de la fotosintesis de las algas.

Lodos activados Este proceso utiliza protozoos y bacterias
para el tratamiento de aguas residuales
gracias al aire y fango activo. Se
transforman los antibiéticos en agua,
dioxido de carbono y compuestos
inorganicos. Es mas barato que los procesos
de oxidacion avanzada, pero su eficacia es
baja.

Nitrificacion biologica Este método consiste en la oxidacién
bioldgica del amonio a nitrito y nitrato. Este
proceso por si solo no tiene altas tasas de
degradacion. Se combina con procesos de
oxidacién avanzada para logar una mayor
eliminacion de los contaminantes
emergentes.

Digestion anaerobia Es un proceso microbiano en ausencia de
oxigeno que descompone la materia
organica en productos. Es utilizado debido a
su bajo costo y la poca energia consumida.
No se considera un método eficiente y
cuando hay una mezcla de antibiéticos su
rendimiento es bajo.
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Tabla 8. Tratamientos biol6gicos para degradacion de antibiéticos. Métodos
no convencionales (Ahmed et al., 2017).

Método Caracteristicas

Biorreactor de membrana (MBR) Este método se basa en la retencion de
contaminantes por las membranas del
reactor, y mientras se lleva a cabo la
degradacion microbiana. Este proceso
depende de la temperatura, el pH, la
conductividad, la concentracion.

Humedal artificial Es un sistema ingenieril de base
biolégica para reproducir los procesos
que ocurren en un humedal natural
controlado. Se controlan interacciones
biolégicas (biodegradacion), fisicas
(sorcién) y quimicas (oxidacion) entre el
suelo, sustrato y plantas.
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Considerando lo mencionado anteriormente, tanto en las reacciones naturales
que ocurren en el medio, como en el tratamiento de las aguas contaminadas
con antibidticos, se obtendran productos de degradacion, por lo que, en
cualquiera de los dos casos, ademas de conocer las eficacias de eliminacion
de los contaminantes, es Util conocer los productos de degradacion (natural o
forzada). La necesidad de investigar los productos de degradacion de los
antibidticos (un area hasta ahora generalmente bastante ignorada) es cada vez
mas recurrente, ya que en muchos casos estos productos de degradacion
pueden ser mas problematicos que los contaminantes de partida.

Investigaciones previas han demostrado que entre los tratamientos mas
efectivos para la eliminacion de contaminantes se encuentran la fotocatalisis y
el tratamiento bioldgico. En consecuencia, se ha optado en este trabajo fin de
grado por profundizar mas sobre estos tratamientos para la eliminacion de
antibidticos.

El tratamiento mediante fotocatalisis, es sostenible, eficiente y capaz de
solventar el problema de los antibi6ticos en el medio ambiente. El problema de
desinfeccion de efluentes, eliminacion de antibidticos veterinarios y
degradacion de material genético se puede llevar a cabo con el tratamiento
terciario de aguas residuales a partir de este método, que es capaz de
mineralizar los antibiéticos usando la luz ultravioleta como fuente de energia.
Este método tiene como ventajas el ahorro de energia, condiciones de reaccion
suaves, simplicidad y rentabilidad. La fotocatalisis se divide en dos grupos: la
fotocatalisis homogénea, en la que todos los componentes que reaccionan
estan en el mismo estado fisico, y la fotocatalisis heterogénea, en el que se
emplea un fotocatalizador que se encuentra en estado sélido. La fotocatalisis
heterogénea presenta una serie de ventajas como la estabilidad térmica, la
facilidad de separacion y recuperacion del fotocatalizador de la mezcla de
reaccion debido a que el fotocatalizador se encuentra en una fase distinta que
la del medio de reaccion. La fotocatalisis heterogénea esta basada en
reacciones de oxidacion en presencia de luz UV y un fotocatalizador. (Adamek
et al., 2016; Honarmand et al., 2022).

32



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

El tratamiento biolégico consiste en la descomposicion de los antibibticos en
sustancias mas sencillas debido a la actividad metabdlica y enzimatica de los
microorganismos. Durante el tratamiento con microalgas, los antibioticos
pueden degradarse también mediante hidrdlisis, biodegradacion,
fotodegradacion y adsorcion en diferentes productos, o en Ultima instancia,
mineralizarse por completo en H20 y CO2 (Wang et al.,2023). Perales-Vela et.,
al (2016) comprobaron que las microalgas son competentes para eliminar
distintos antibi6ticos, pudiendo indicarse que Chlamydomonas sp es capaz de
eliminar en 9 dias el 54,5% de tetraciclinas en una solucion de 10 mg/L y el
100% de sulfadiazina en una solucién de 10 mg/L; C. ovalisporum puede llegar
a degradar los siguientes antibidticos sulfadiazina, sulfametazina,
enrofloxacina y norfloxacina. También comprobaron que el ciprofloxacino es
eliminado hasta un 84% con Scenedesmus Obliquus. Como se ha demostrado,
este proceso es muy efectivo para la eliminacion de antibiéticos, tiene bajas
emisiones de CO2 al ambiente y, ademas, se puede producir biomasa algal de
manera eficiente para el desarrollo de biocombustibles, alimentos y piensos. El
anico inconveniente para la eliminacion de antibidticos con microalgas es que
no se sabe con certeza si los antibidticos afectan al crecimiento de las algas
mediante la inhibicién de sustancias quimicas (como la clorofila).
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CAPITULO II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Ya en trabajos previos de Zambrano et al., en el Instituto de Procesos
Sostenibles (ISP) se obtuvieron los porcentajes de eliminacion de 3 antibibticos
sometidos a tratamiento bioldgico con microalgas, asi como los porcentajes de
eliminacion de cada uno de los mecanismos involucrados. Asi, para el
mecanismo de fotdlisis se encontrd un porcentaje de eliminacion del 6,8 % para
la TET, 7,29% para el CIP y 3,94% para la SDZ. Mediante el mecanismo de
hidrodlisis se obtuvo un porcentaje de eliminacion del 1,03% para la TET, 1,39%
para el CIP y 2,94% para la SDZ. Para el mecanismo de adsorcion los
porcentajes de eliminacion fueron del 80% para la TET, 64% para el CIP, 28%
para la SDZ. Por altimo, el mecanismo de biodegradacion fue responsable de
un 14,29% de eliminacion para la TET, 0% para el CIPy 9,94% para la SDZ. Por
otra parte, cuando se aplicd un tratamiento de fotocatalisis heterogénea con
dioxido de titanio como catalizador y radiacion UV A, se alcanzd un porcentaje
de eliminacion del 99% para TET, CIP y SDZ.

En el presente trabajo fin de grado, se pretende investigar los productos de
degradacion obtenidos en un proceso de tratamiento terciario de fotocatalisis
con TiO2 y en un tratamiento secundario biolégico de tres antibioticos
especificos: tetraciclina, ciprofloxacino, sulfadiazina.
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2.2 Objetivos

Asi pues, este trabajo fin de grado tiene dos objetivos principales:

1. Evaluar experimentalmente la degradacion de tres antibidticos
(sulfadiacina, tetraciclina y ciprofloxacino) mediante un tratamiento
terciario: fotocatalisis, y un tratamiento secundario biolégico. Pare este
altimo, se estudia la eficacia de eliminacion relativa por los mecanismos
de fotolisis, hidrolisis y adsorcion.

2. Determinar los metabolitos intermedios de degradacion y proponer las
principales vias de transformacion de esos antibiéticos.

Estos dos objetivos se concretan en los siguientes objetivos especificos.

1.1 Estudio del tratamiento mediante fotocatalisis heterogénea, con
dioxido de titanio como catalizador y radiacion UV A, de los antibi6ticos
gue son sujeto de analisis.

1.2 Estudio biol6gico de los antibidticos que son sujeto de analisis, con
biomasa activa compuesta por un consorcio de microalgas y bacterias,
con presencia mayoritaria de Mychonastes homosphaera y Chlorella
vulgaris, y una radiacion de luces LED en el espectro visible durante 24
horas. Ademas, se realiza el montaje de los reactores para estudiar los
mecanismos de fotolisis, hidrolisis y adsorcion implicados en este
tratamiento.

2.1 Busqueda bibliografica de posibles productos de degradacion de los
antibiéticos seleccionados, obteniendo la formula molecular y sum/z.

2.2 Estudio de la cuantificacion de los antibioticos empleados mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucidon y espectrometria de
masas con analizadores de tiempo de vuelo cuadruplo (HPLC- QTOF-
MS)

2.3 Propuesta de posibles vias de degradacion. Se realiza un analisis
comparativo de los datos obtenidos experimentalmente con los
buscados bibliograficamente y se verifican los productos de
degradacion obtenidos experimentalmente. Ademas, se proponen las
posibles vias de degradacion de los productos obtenidos.
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3.1.1 Tetraciclina

La tetraciclina es un antibiotico de uso comun en animales y humanos. Tienen
un gran espectro de actividad que incluyen bacterias como Hlamydia sp,
Rickettsia sp, Micoplasma sp, Borrelia sp, Treponema pallidum, Helicobacter
pylori y Plasmodium sp. Este antibiético es competente contra micoplasmas,
protozoos, parasitos y organismos (Balakrishnan y Mahendra, 2023; Zhang et
al., 2024). En la Tabla 9 se recogen diversas tetraciclinas atendiendo al
momento de su descubrimiento.

Tabla 9. Clasificacion de las tetraciclinas (Jara, 2007).

Primera generacion (1948-1963) Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Tetraciclina
Demetilclortetraciclina

Segunda generacion (1965-1972) Metaciclina
Doxiciclina
Minociclina

Tercera generacion (1993) Glicilciclinas

Fisicamente, es un polvo cristalino, amarillo e inodoro. Es un material
combustible, pero no es inflamable. Su pH es de 2,5. Tiene una hidrosolubilidad
de 20 g/L a 20 °C. Es un material estable en condiciones ambientales
normales. Soluble en disoluciones de hidroxidos y carbonatos alcalinos,
practicamente insoluble en cloroformo y éter. Tienen un caracter anfotero,
actuando como acido o base, segin con la sustancia con la que reaccione
(Roth, 2022).
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De acuerdo con la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
la tetraciclina es reconocida como (4S,6S,12aS)-4-(dimethylamino)-1,4, 4a,5,
5a,6,11,12a-octahydro-3,6,10,12,12a-pentahydroxy-6-methyl-1,11
dioxonaphthacene-2-carboxamide. Su férmula quimica es C22H24N20s, y su
peso molecular es 444,4 g/mol. En la Figura 6 se puede ver la estructura
quimica del compuesto.

Figura 6. Estructura quimica de la tetraciclina.

El nombre de este antibiotico esta determinado por su forma tetraciclica. Esta
formado por un nucleo central de octahidronaftaceno y una gran variedad de
grupos funcionales que se unen a los cuatro anillos fusionados de la estructura.
(Vicente y Pérez, 2010).

Para la realizacion experimental de este trabajo se us6 como antibibtico,
tetraciclina > 95%, grado estandar analitico de la marca PanReac AppliChem.

3.1.2 Sulfadiazina

La sulfadiazina es un antibiético que se usa tanto en humanos como en
animales para el tratamiento de enfermedades infecciosas, especialmente
infecciones urinarias. Ocupa el tercer lugar del antibiético mas consumido en
la familia de sulfonamidas. Su funcionamiento se basa en la inhibicion de las
bacterias mediante la intervencion del acido p-aminobenzoico en el ciclo del
metabolismo del acido félico (Schauss et al., 2009; Zhu et al., 2023).

En la IUPAC, la sulfadiazina es reconocida como 4-amino-N-pyrimidin-2-yl-
benzenesulfonamide. Su formula quimica es C10H10N402S y su peso molecular
es 250,287 g/mol. En la Figura 7 se puede ver la estructura quimica del
compuesto.
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Figura 7. Estructura quimica de la sulfadiazina.

Fisicamente, es un polvo cristalino y blanco. Tiene una solubilidad acuosa de
0,074 mg/mL a 25 °C, y se caracteriza por tener una alta solubilidad en
metanol. En estado sélido, a temperaturas superiores a los 100 °C, y expuesto
al aire, es un antibidtico estable. Tiene baja toxicidad (Zhang et al., 2023).

Para la realizacion experimental de este trabajo se us6é como antibibtico,
sulfadiazina > 95%, grado estandar analitico de la marca Sigma.

3.1.3 Ciprofloxacino

Es un antibidtico de la familia de las fluoroquinolonas. Tiene un amplio espectro
contra las bacterias Gram-positivo y Gram-negativo. Se usa para prevenir y
tratar infecciones causadas por bacterias, entre ellas podemos destacar,
neumonia, gonorrea, fiebre tifoidea, diarrea, etc.

Su forma de actuar consiste en detener la replicaciéon bacteriana del ADN al
unirse a la enzima ADN girasa, bloqueandola. EI ADN girasa impide el
enrollamiento de la doble cadena de ADN y asi, otras enzimas pueden hacer la
replicacion (Kimmerer, 2009; Garcia et al., 1997).

En la IUPAC, el ciprofloxacino es reconocido como 1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-
7-piperazin-1-ylquinoline-3-carboxylic acid. Su formula quimica es C17H18N3FO3
y su peso molecular es 331,346 g/mol. En la Figura 8 se puede ver la estructura
guimica del compuesto.
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Figura 8. Estructura quimica del ciprofloxacino.

La fluoracion en posicion 6 y el anillo piperazinico en posicion 7 han mejorado
la actividad de este compuesto. Asi, el radical 1-piperazinico en posicion 7
potencia notablemente su actividad frente a Pseudomonas aeruginosa.

La absorcion de este antibidtico se produce rapidamente. La vida media de
eliminacion oscila entre 3 y 5 horas. La concentracion del ciprofloxacino en
orina alcanza concentraciones muy elevadas (Kimmerer, 2009; Garcia et al.,
1997).

Para la realizacion experimental de este trabajo se usdé como antibibtico,
ciprofloxacino > 95%, grado estandar analitico de la marca Sigma-Aldrich.
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3.2 Reactivos auxiliares

En la Tabla 10 se indica una lista de los reactivos auxiliares que se usaron
durante la etapa de experimentacion de este trabajo, junto a una breve
descripcion.

Tabla 10. Otros reactivos auxiliares empleados.

Reactivo Caracteristicas
Diéxido de Titanio Se us6 como fotocatalizador en el
TiO2 tratamiento terciario de fotocatalisis

heterogénea. Variante comercial Degussa P-
25 de la marca Sigma-Aldrich. Area
superficial especifica: 50+15 m2/g. Tamano
de particula: 21 nm. Energia de ancho de
banda: 3,2 eV.

Acido clorhidrico 37% Se uso6 para ayudar a disolver el
ciprofloxacino antes de iniciar la agitacion
para los mecanismos de fotocatalisis,
fotdlisis, hidrélisis y biodegradacion.
Suministrado por Sigma-Aldrich.

Metanol Se us6 como fase mévil en los analisis Q-
TOF. Suministrado por Merck.

Acido férmico 98-100% Se us6 como fase mévil en los analisis Q-

TOF. Grado: Reactivo analitico. Suministrado
por Merck.
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3.3 Equipos auxiliares

En la Tabla 11 se identifican los equipos secundarios que fueron usados
durante la experimentacion.

Tabla 11. Equipos secundarios usados en los experimentos.

Equipo Descripcion

pHmetro Basic 20, marca Crison:
calibrado con dos tampones 7,00
y 9,21. Precision + 0.002 pH. Se
usa para el control del pH de los
experimentos realizados.

Balanza analitica para laboratorio,
marca Sartorius. Precision + 0,1
mg. Se usa para pesar las
cantidades de antibiético,
catalizador y microalgas
inactivadas necesarias durante la
experimentacion.
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Tabla 12. Equipos secundarios usados en los experimentos. (Continuacion)

Placa de agitacion. Se usa para la
agitacion de los reactores.

Resistencia y sistema de control
de temperatura. Se acopla al
bano termostatico para mantener
la temperatura en los reactores
en que se estudia el tratamiento
biologico.

3

Bano termostatico. Se utiliza en el
estudio biolégico con el objetivo
de controlar la temperatura de los
reactores continuamente.

42



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

3.4 Materiales secundarios

Durante los ensayos que se realizaron para estudiar los tratamientos y
mecanismos de degradacion se usaron los materiales que se indican en la
Tabla 13. Materiales secundarios usados en los ensayos experimentales.

Tabla 13. Materiales secundarios usados en los ensayos experimentales.

Material Descripcion

Filtro jeringa de nylon, no
estéril. Capaz de retener
particulas de mas de 0,22 um
de tamano. Se usa para la
preparacion de las muestras
antes de analizarlas en el
HPLC-QTOF-MS.

Filtro jeringa de microfibra
vidrio. Retiene particulas de
mas de 0,7 um de tamano. Se
usa para la prefiltracion de las
muestras tras la agitacion.
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Tabla 13. Materiales secundarios usados en los ensayos experimentales.
(Continuacion)

Vaso de precipitados. Se utiliza

como reactor para los

= ' experimentos de fotocatalisis.

Pesamuestras. Se usa para
pesar las cantidades
requeridas de antibibticos en
los ensayos.

Botella ambar de 1 L de
capacidad. Se usa como
reactor para el estudio de los
mecanismos que requieren
ausencia de luz (hidrolisis y
adsorcion).
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Tabla 13. Materiales secundarios usados en los ensayos experimentales.
(Continuacion)

Botella de 1 L de capacidad.
Se usa como reactor para el
estudio de los tratamientos
que no requieren ausencia de
luz (biologico y su mecanismo
de fotdlisis).

Viales ambar para
cromatografia. Capacidad 2
mL. Se usa para las muestras
analizadas en el HPLC-QTOF-
MS.

Bomba de pecera. Se utiliza en
el tratamiento biolégico para
suministrar el aire a los
reactores a través de los
difusores.
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Tabla 13. Materiales secundarios usados en los ensayos experimentales.
(Continuacion)

Jeringa desechable estéril.
Capacidad 2 mL. Se usa para
la toma y traspaso de
muestras en los viales

Matraces aforados de vidrio.
Capacidades de 100 mLy 1 L.
Se usan para la preparacion de
las disoluciones de
antibioticos.

Difusor de pecera. Se utiliza en
el estudio del tratamiento
bioldgico. Su objetivo es
distribuir homogéneamente el
aire dentro de los reactores.
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Tabla 13. Materiales secundarios usados en los ensayos experimentales.
(Continuacion)

Agitador magnético de
laboratorio. Se usa para la
agitacion de las soluciones
preparadas con el objeto de
garantizar una disolucion
homogénea de los analitos
antes de los analisis en el
HPLC-QTOF-MS.
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3.5 Medio de cultivo Brunner modificado
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El medio Brunner es un medio de cultivo que se utiliza para el crecimiento,
desarrollo y multiplicacion de microorganismos. Se usa a escala de laboratorio
para tener controladas las condiciones 6ptimas de desarrollo. Este medio

puede ser modificado para favorecer a ciertos microrganismos.

En la Tabla 14 se muestra la composicion del medio de cultivo Brunner
modificado utilizado en el tratamiento biolégico, para cultivar el consorcio de

microalgas y bacterias empleado.

Tabla 14. Composicion del medio de cultivo Brunner modificado (Angeles et

al., 2021).

COMPUESTO CONCENTRACION
NasHPO4 2,44 g/L

KH2PO4 1,52 g/L
(NH4)2S04 1,0g/L

MgS04 - 7H20 0,2g/L

CaCl2- 2H20 0,05 g/L
Solucién madre (5 ml) EDTA=0,5 g/L

FeS04- 7H20= 0,2 g/L
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3.6 Biomasa utilizada en los tratamientos experimentales.

En el tratamiento secundario biolégico se utiliza una biomasa activa formada
por un consorcio de microalgas-bacterias crecido en el departamento de
Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente de la Universidad de
Valladolid (Espana). El reactor donde crecen es un fotobiorreactor tubular, con
un volumen de 50 L, que opera a 25 °Cy pH 7,8, con una radiacién media en
la superficie de los tubos de 1830-10° mW/cm2. Este consorcio esta formado
mayoritariamente por microalgas Mychonastes homosphaera (1,881010
um3L1) y Chlorella vulgaris (3,96 -1010 ym3.L-1).

Chlorella vulgaris es una microalga verde unicelular que pertenece al género
Chlorella. Tiene propiedades biolégicas y farmacoldgicas que la convierten en
un microorganismo importante para la salud humana. Estas microalgas son
comunes en ambientes dulces, por lo tanto, son capaces de desarrollarse en
entornos controlados como fotobiorreactores. Esta formada por proteinas,
acidos grasos poliinsaturados omega-3, polisacaridos, vitaminas y minerales.
Contiene mas de 20 vitaminas y minerales, como hierro, potasio, calcio,
fosforo, magnesio, provitamina A, inositol, biotina y acido félico. Las
caracteristicas mas representativas las encontramos en la Tabla 15.

Tabla 15. Caracteristicas Chlorella vulgaris (Moorthy et al., 2023; Talba et al.,
2018).

Condiciones 6ptimas de cultivo Temperatura 30 °C
pH 9,4
Aireacion continua
[luminacién continua

Caracteristicas fisicas Diametro 2-10 ym
Morfotipo esférica-elipsoidal
Color verde
Pared celular Rigida

Componentes principales Proteinas 61,1 %
Hidratos de Carbono 13,7 %
Vitaminas y minerales 12,7 %
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Mychonastes homosphaera, también conocida como Chlorella homosphaera,
es una microalga verde unicelular que pertenece al género Chlorella. Se ha
estudiado para diversos fines, como su potencial como fuente de azlcares
fermentables, su uso en la hidrélisis enzimatica para la degradacion, o su
potencial uso para la eliminacion de contaminantes emergentes de las aguas
residuales. Es una especie con alta tasa de crecimiento y considerable
capacidad oxidativa. Su contenido de lipidos es elevado, alcanzando el 40%;
también tiene alto contenido de proteinas (38%), lo que la convierte en una
alternativa prometedora para la produccion de complementos alimenticios.
Ademas, cuenta con 9 aminoacidos esenciales, entre ellos, triptéfano (Trp),
isoleucina (lle), leucina (Leu), valina (Val), metionina (Met), treonina (Thr),
histidina (His), fenilalanina (Phe) y lisina (Lys). Ademas, contiene acidos grasos
como, omega 3, 6, 7 y 9 (Rodriguez et al., 2011; Saadaoui et al., 2020 y
Sepulveda et al., 2022). Las caracteristicas mas representativas las
encontramos en la Tabla 16.

Universidad deValladolid

Tabla 16 Caracteristicas Mychonastes homosphaera.

Condiciones 6ptimas de cultivo Temperatura 20-30 °C
pH 7-9
Aireacion continua
[luminacién continua
Agitacion suave

Caracteristicas fisicas Diametro 2-10 ym
Morfotipo esférica u ovoide
Color verde intenso

Componentes principales Proteinas, 38 %
Lipidos, 40%

50



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

Para el estudio del mecanismo de adsorcion se utiliza una biomasa liofilizada,
consistente en un consorcio de microalgas-bacterias proporcionada por el
departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Almeria (Espana).
Principalmente esta formada por la microalga Scenedesmus almeriensis. Esta
biomasa se obtiene de un reactor de microalgas de alta tasa utilizado para
el tratamiento de aguas residuales porcinas con un volumen operativo de
11800 Ly una superficie terrestre de 80 m2. El reactor opera con una radiacion
solar entre 1500 y 1600 uE/m?2y una temperatura entre 30y 35 °C.

La microalga Scenedesmus es un género de microalgas verdes unicelulares
perteneciente a la familia Scenedesmaceae. Estas microalgas son comunes en
ambientes de agua dulce, como lagos y estanques. Ademas, tiene la capacidad
de crecer en sistemas controlados como fotobiorreactores. El tipo de
microalgas S. almeriensis es una cepa de rapido crecimiento y alta
productividad que esta adaptada a condiciones estresantes. Algunas de sus
caracteristicas mas relevantes se encuentran recogidas en la Tabla 17. La
biomasa de esta cepa es una fuente de moléculas como la luteina y la
zeaxantina, por lo que se utiliza en la acuicultura como harina de pescado; en
procesos de tratamientos de aguas residuales, produce lipidos que son usados
como biodiesel y, ademas, es usada en la agricultura como fuente de
biofertilizantes (Sanchez et al., 2008).
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Tabla 17. Caracteristicas de la microalga Scenedesmus almeriensis

(Zambrano et al. 2021; Sanchez et al., 2008).

Condiciones 6ptimas de
cultivo

Caracteristicas fisicas

Analisis elemental

Componentes principales

Temperatura

pH

Salinidad (g NaCl/L)
Fotoinhibicién

Diametro

Morfotipo
Agrupacion

Color

Pared de las células

Carbon
Oxigeno
Hidrogeno
Nitrogeno
Azufre

Proteinas
Carbohidratos
Lipidos
Ceniza

26-40°C

7,0-10,0

0-5

Sin signos hasta 1625
ME/m2

3um

Ovalo

De 6 a 10 individuos
Verde intenso
Gruesa y dura

36,5-47,9%
34,5-52,2%
5,3-6,6%
5,7-7,9%
0-0,8%

44,2-49,4%
24,6-25,2%
12,0-24,6%
2,0-19,4%

52



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

3.7 Equipo HPLC-QTOF-MS.

La espectrometria de masas es una técnica que se basa en la obtencion de
iones, los cuales se separan en funcion de su masa/carga y son detectados por
un dispositivo. El espectrometro debe constar de estas 4 partes para su
funcionamiento: sistema de introduccion de muestras, fuente de iones,
analizador (separa iones) y sistema detector. En la Figura 9 podemos ver su
estructura. Esta técnica se utiliza para identificar compuestos desconocidos,
determinar el contenido isotopico de diferentes elementos en un mismo
compuesto, y obtener informacion sobre la estructura y propiedades quimicas
de las moléculas.

Lente de

Catodo enfoque

incandescente
——

—_Corriente
de iones

Placa
aceleradora

9 Galvanémetro
de espejo

Figura 9. Esquema de un espectrometro de masas.

En funcioén de las técnicas utilizadas y de los componentes, existen diferentes
tipos de espectrometria de masas. Entre todos, se puede destacar el HPLC-
QTOF-MS, que es el que se ha utilizado. Los analisis se realizaron por el
Laboratorio de Tecnologia Instrumental (LTl) de la Universidad de Valladolid
(Figura 10).
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Figura 10. Equipo HPLC- QTOF-MS de la Universidad de Valladolid.

El Q-TOF es un espectrometro de masas denominado "tiempo de vuelo
cuadrupolar", en inglés Quadrupole Time-of-Flight. Este equipo combina dos
analizadores acoplados; primero los iones pasan por un filtro de masas de
cuadruplo (Q) y seguidamente por un analizador de tiempo de vuelo (TOF). Este
mecanismo proporciona una alta precision de masa, una sélida capacidad de
cuantificacion y aplicabilidad de experimentos de fragmentacion (Luczaj et al.,
2017).

El HPLC-QTOF-MS, funciona de la siguiente forma:

-Inyeccion de la muestra: la muestra se disuelve en la fase movil y llega
al sistema mediante un inyector de cromatografia liquida.

-Cromatografia liquida: la muestra se mueve por la columna y sus
componentes se separan en funcion de su interaccion con la fase movil
y estacionaria. Los compuestos que tengan mas afinidad con la fase
estacionaria seran los Ultimos en salir de la columna.

-lonizacién: la muestra se ioniza, se convierte en iones.

- Aceleracion: Los iones generados se aceleran mediante un campo
eléctrico.

- Separacion de masas: Los iones se separan en el analizador de masas
segln su relacion masa-carga (m/z). Se utiliza un cuadruplo para filtrar
y seleccionar los iones de interés.

- Colision y fragmentacion: los iones seleccionados colisionan con un gas
de colisién, lo que provoca su fragmentacion. Se utiliza para tener
informacion sobre los compuestos analizados.

54



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

- Entrada al Analizador (QTOF): los iones se aceleran aln mas por un
campo eléctrico, y la velocidad con la que se desplazan depende de su
masa. Los iones mas pesados viajaran mas lentamente que los mas
ligeros.

- Detector y Medicion: Un detector registra la llegada de los iones y mide
el tiempo que tardaron en llegar. Este tiempo se utiliza para calcular las
masas de los iones.

- Anélisis de Datos.

En el equipo, se emplea la técnica de electrospray para la ionizacién. Esta
técnica se caracteriza por ser una fuente de ionizacion suave, con varias
ventajas significativas: es adecuada para compuestos termolabiles y de alto
peso molecular, capaz de manejar iones multicargados, y ofrece una alta
sensibilidad. Sin embargo, presenta la desventaja de ser sensible a la
presencia de sales (Osorio et al., 2018; Gomez et al., 2018).

El analizador cuadruplo esta formado por cuatro barras cilindricas paralelas
gue actlan como electrodos y estan unidas dos a dos, a un polo positivo y a
otro negativo. Utiliza campos eléctricos para filtrar iones en funcion de su
relacion masa-carga, con lo cual selecciona y permite el paso de iones
especificos. Los iones que tienen una relacion m/z distinta a la seleccionada
colisionan con las barras cilindricas que constituyen el analizador de masas
impidiendo que lleguen al detector. En la Tabla 18 se recogen las principales
caracteristicas del cuadruplo.

Tabla 18. Caracteristicas del filtro cuadruplo (Luczaj et al., 2017).

Velocidad de adquisicion (Hz) 2-10
Exactitud de masa (ppm) baja
Rangos de masas (m/z) <3000
Resolucion Unitaria

Se utiliza ademas otro analizador del tipo TOF, el cual selecciona los iones en
funcion de las velocidades a lo largo del tubo de vuelo. A todos los iones se les
aplica la misma energia, siendo las velocidades que alcanzan inversamente
proporcionales a su masa En la Tabla 19 se indican las caracteristicas del
analizador TOF.
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Velocidad de adquisicion (Hz) 10-100
Exactitud de masa (ppm) 1-10 ppm
Rangos de masas (m/z) <100000
Resolucion <5000

Se pueden destacar las siguientes ventajas del Q-TOF, proporciona alta
resolucion, amplio rango de masas, deteccion de compuestos en cantidades
minimas (trazas), facilidad para acceder a la fuente de iones, rapidez en la
adquisicion de datos.

El analisis de los datos se lleva a cabo mediante un software SCIEX OS que
puede adquirir los datos de distintos modos, obteniendo el espectro MS o
MS/MS. En el modo Full scan se detectan los iones en su forma de ion
molecular con la masa exacta, seguidamente se produce la fragmentacion de
los compuestos, y, por Gltimo, se obtiene el espectro MS que es mas sencillo
de analizar. En el modo IDA (Information Dependent Acquisition) se obtiene el
espectro MS/MS de las moléculas en orden descendente, en funciéon de su
intensidad.
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CAPITULO IV. METODOS Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

4.1 Tratamiento terciario fotocatalitico heterogéneo.

La aplicacion de la fotocatalisis heterogénea para la degradacion de
antibidticos se basa en la absorcion de la energia ultravioleta (UV) por un
catalizador solido semiconductor, es decir, un material que modifica la
velocidad de reaccion quimica. Entre estos catalizadores soélidos, son
habituales el Alo03z, ZnO, Fe203, CuO, MnO y TiO2 (Centeno-Bordones, 2022). Y
entre todos ellos, el mas usado es TiO2 por su actividad y sus propiedades, ya
gue es considerado no toxico, es resistente a la corrosion, es econdémicamente
rentable, posee un buen rendimiento, y es abundante en la naturaleza. El TiO>
exhibe propiedades redox, es decir, tiene capacidad para intervenir
simultaneamente en reacciones de oxidacion y reduccion, facilitando la
transferencia de electrones entre dos especies quimicas. En este proceso, una
de las especies se oxida (pierde electrones) y la otra se reduce (gana
electrones) (Garcés et al., 2022; y Nevarez et al., 2017).

El tratamiento se basa en la iluminacion del semiconductor con luz de mayor
energia que la energia de la banda prohibida (Eg=3,2 eV para el TiO2), y como
consecuencia, se libera un electron desde la banda de valencia (BV) hacia la
banda de conduccion (BC), dejando un hueco positivo (h+) en la BV. Asi,
electron y hueco son los causantes de las reacciones redox. Por un lado, los
electrones son capaces de reaccionar con el antibiético rompiendo sus enlaces
guimicos, y por otro, los huecos generados son capaces de reaccionar con las
moléculas del medio de la solucion generando radicales hidroxilos (OH’). En la
Figura 11 se muestra el mecanismo de reaccion (Centeno et al., 2022; Gomez
et al., 2018; Nevarez et al., 2017; Zambrano et al., 2022).

@banda de conduccion
REDUCCION
Ox,+ne —Red, \\ 1 - 2
- s
" banda
\ ¢l m : prohibida
L . E=3,2eV
c| " (anatasa) K]
\ gl = : 2 >
- )
A =390 nm ¥ B recombinacién S
" w
C I
OXIDACION // -
Red,—Ox,+ne

Dimension de la particula

Figura 11. Mecanismo de fotocatalisis sobre la superficie de diéxido de titanio (Nevarez et al., 2017).
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El proceso fotocatalitico con TiO2, se describe mediante algunas de las
reacciones principales de la siguiente manera (Benancio et al., 2022):

El catalizador (TiO2) se irradia con luz UV y se produce la excitacion de
electrones en la BV, y como consecuencia se originan pares de electrones en
la BC y huecos de electrones en la BV.

TiO, + hv > TiO; + e~ + ht Ecuacion 1

ElI TiO2" se encuentra excitado, y puede reaccionar con oxigeno, para regenerar
el dioxido de titanio y, ademas, origina oxigeno excitado (O2*) que es capaz de
reaccionar con otras especies del entorno y contribuir al comportamiento
catalitico mediante reacciones redox.

TiO, + 0, - 05 +TiO, Ecuacion 2
Asi mismo, los electrones y los huecos participan en reacciones redox con las
especies que se encuentran en el agua o en el aire disuelto.
O,+e” - 0, Ecuacion 3

El ion superéxido formado es muy reactivo, y puede reaccionar formando el
radical hidroperoxilo.

0,”+ H* - HOy Ecuacion 4

Ademas, el ion superoxido es capaz de reaccionar con el agua para formar
peroxido de hidrogeno:

0, + H,0 - H,0,+ OH™ Ecuacion 5
También se pueden producir radicales hidroxilos, al reaccionar los huecos de

la banda de valencia y el ion superoxido con el agua:

H,0 + h* - OH + H* Ecuacion 6

0,” + H,0 - 20H + H* Ecuacion 7
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Los grupos aminicos presentes en antibidticos pueden ser oxidados por los
radicales hidroxilos:

R—-NH,+ OH - R—NH+ H,0 Ecuacion 8

Los grupos hidroxilo en fenoles pueden ser atacados por radicales hidroxilos,
formando radicales fenoxidos:

Ar—OH+ OH - Ar—0 + H,0 Ecuacion 9
Ar: anillo aromatico

Los radicales hidroxilos pueden atacar anillos aromaticos en antibioticos:

Ar—H+ OH - Ar—0OH+ H Ecuacion 10

Los grupos sulfanomidas, del antibiético SDZ, pueden ser oxidados:

R—-SO,NH, + OH -» R—-SO,NHOH + H,0 Ecuacion 11

En el antibidtico del CIP, el grupo carboxilo puede ser oxidado por radicales
hidroxilos, formando didxido de carbono y agua

R—-COOH + OH -» R—-C0O0 + H,0 Ecuacion 12

Los grupos cetona presentes en la tetraciclina pueden ser oxidados por los
radicales hidroxilos, formando intermediarios como radicales alquilo:

R—C(=0)—R' + OH - R—COH —FR' Ecuacién 13

En el laboratorio se realizan experimentos de fotocatalisis para la degradacion
de la SDZ, laTET y el CIP por separado. Para ello se utiliza un reactor recubierto
con tiras de diodos emisores UV- LED en el espectro del ultravioleta A (longitud
de onda 395-405 nm), cuya intensidad es de 13,45 mW/cm=2. Los reactores
son vasos de vidrio de 100 mL + 1 % que se encontraban en el interior una
estructura, que se utiliza como recubrimiento del sistema para evitar la
influencia de la luz externa. Durante toda la experimentacion se mantuvo una
temperatura constante de 25 °C, y un pH de 8,0.
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Las soluciones madre individuales de antibidticos se preparan de 1 g/L para
TET, SDZ y CIP en agua ultra pura Milli-Q. En el caso del CIP se anade 1 mL de
acido clorhidrico al 0,2 % para ayudar a disolver el antibiético. La preparacion
de las soluciones madre es idéntica en todos los experimentos llevados a cabo.

Para realizar el experimento se anaden en el reactor 50 mL de solucion 100
ug/L (preparada a partir de la solucion madre de 1 g/L) y se agita. Se ahade
dioxido de titanio hasta conseguir una concentracion de 1 g/L. Los reactores
son colocados en una placa de agitacion a 200 rpm, como se muestra en la
Figura 12. Seguidamente, se esperan 30 minutos hasta conseguir el equilibrio
de adsorciéon y se toma la primera muestra, para conocer la concentracion del
antibidético que se encuentra inicialmente (t=0) en nuestro reactor.
Posteriormente se encienden las luces LED UV y se toman tres muestras mas
a partir de este momento a los 60 min, 120 miny 180 min.

Figura 12. Reactores fotocataliticos empleados.

Para recoger las muestras, se realiza el siguiente procedimiento: 1) se toman
2 ml de la solucion del reactor y se filtra (con 0,7 um) para eliminar el
fotocatalizador, 2) el filtrado obtenido se filtra nuevamente (con 0,22 ym) y se
guarda el filtrado liquido (la muestra) en un vial ambar de 2 ml a -20 °C hasta
que es analizado en el HPLC-QTOF-MS para determinar los productos de
degradacion que se hayan formado. Esta forma de recoger y tratar las muestras
es idéntica para todos los experimentos llevados a cabo.
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4.2 Tratamiento secundario bioldgico.

El tratamiento biolégico es un proceso que consiste en la descomposicion de
compuestos organicos mediante la biotransformacion, dando lugar a productos
intermedios o una degradacion completa a CO2y H20. Durante este tratamiento
se llevan a cabo simultaneamente los mecanismos de fotdlisis, hidrélisis,
adsorcion y biodegradacion, por lo que se estudian aisladamente los tres
primeros para poder distinguir la eliminacion debida solamente a la
biodegradacion. El tratamiento de biologico se lleva a cabo por microrganismos
que contienen enzimas, las cuales son capaces de metabolizar los
contaminantes, incluidos los antibiéticos. Los microrganismos que se utilizan
dependen del contaminante a tratar y de las condiciones ambientales en las
que se lleve a cabo el proceso (Wang et al., 2017) . Entre todos ellos, podemos
destacar los siguientes: las bacterias se utilizan para descomposicion de
hidrocarburos, compuestos organicos o contaminantes mas complejos; los
hongos se utilizan para degradar compuestos organicos; las algas y microalgas
se utilizan para la eliminacion de contaminantes, especialmente en medios
acuaticos; también se utilizan enzimas especificas aisladas de estos
microorganismos e incluso microorganismos modificados genéticamente.

Las microalgas son microorganismos que degradan los antibi6ticos debido a
que contienen una gran cantidad de enzimas para metabolizar compuestos
xenobidticos, contaminantes toxicos de origen antropogénico (Wang et al.,
2017; Albert et al., 2023) . Aunque se pueden tomar medidas para controlary
gestionar las poblaciones microbianas, es dificil evitar completamente la
presencia de bacterias en condiciones normales de operacién con microalgas.
La clave suele ser aprovechar y gestionar estas interacciones biologicas para
lograr resultados positivos en el tratamiento de aguas residuales y en otras
aplicaciones. Ademas, la simbiosis microalgas-bacterias posee muchos
beneficios en los tratamientos de aguas residuales por varias razones:

1. Reciclaje de nutrientes: Las microalgas pueden absorber nutrientes
presentes en el agua, como nitrogeno y fosforo, para su crecimiento. Las
bacterias pueden ayudar a descomponer la materia organica presente,
liberando nutrientes que las microalgas pueden utilizar. Este proceso
contribuye al reciclaje de nutrientes en el ecosistema.

2. Mejora de la eficiencia del tratamiento: La coexistencia de microalgas y
bacterias puede aumentar la eficiencia global del tratamiento de aguas
residuales. Mientras que las microalgas pueden realizar la fotosintesis
y eliminar contaminantes organicos, las bacterias pueden contribuir a la
descomposicion de materia organica a productos mas simples que
sirven como nutrientes a las microalgas.
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3. Reduccion de sélidos en suspension: Las microalgas pueden ayudar en
la clarificacion del agua al absorber particulas suspendidas. Esto resulta
en una reduccion de los sélidos en suspension, mejorando la calidad del
agua tratada.

4. Generacion de oxigeno: Durante la fotosintesis, las microalgas liberan
oxigeno, lo cual es beneficioso para el tratamiento aerobico de aguas
residuales. El oxigeno generado por las microalgas puede favorecer el
crecimiento de bacterias aerdbicas que participan en la descomposicion
de materia organica. Adicionalmente las bacterias liberan diéxido de
carbono mediante la respiracion que es utilizado para la fotosintesis de
las algas.

5. Generacion de compuestos organicos: las algas producen carbohidratos
y aminoacidos que son capaces de apoyar el metabolismo heterétrofo y
proporcionar sustratos para la degradacion de antibioticos.

6. Produccion de biomasa: La combinacion de microalgas y bacterias
puede resultar en la produccion de biomasa, que puede ser cosechada
y utilizada con fines utiles, como la produccidon de biocombustibles,
bioplasticos o alimentos para animales.

Asi pues, la colaboracion simbibtica entre microalgas y bacterias en un
consorcio en el tratamiento de aguas residuales ofrece una serie de beneficios
gue van desde una mayor eficiencia en la eliminacion de contaminantes hasta
la generacion de recursos valiosos y la mejora general de la calidad del agua
tratada.

En el presente trabajo fin de grado se llevan a cabo experimentos biolégicos de
laSDZ, la TET y el CIP por separado. Se usa una biomasa activa de un consorcio
mayoritariamente de microalgas Chlorella vulgaris y bacterias, y un medio de
cultivo Brunner modificado. Los reactores, como se observa en la Figura 13, se
sitan en el interior de una estructura cerrada para evitar la influencia de la luz
externa. Se dispone de tres reactores que son botellas de vidrio ambar (para
protegerlos de la luz externa) de 1 L, y en cada reactor se introduce un
antibiético distinto. Estan situados en el interior de un bano termostatico que
es calentado, con ayuda de una resistencia, a una temperatura constante de
25 °C durante todo el proceso, y son mantenidos a un pH de 9,2, operando en
condiciones de luz LED en el espectro visible durante 24h.
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Figura 13. Reactores empleados en el tratamiento biolégico.

Para llevar a cabo el experimento, se anade en cada reactor 1 L de la solucion
del medio de cultivo Brunner modificado que contiene biomasa activa del
consorcio microalgas-bacterias, a una concentracion de 2,5 g/L, enriquecido
con el antibiético correspondiente hasta una concentracion final de 100 ug/L.

Se toma la primera muestra en el instante en el que se realiza la mezcla, para
conocer la concentracion de antibidtico inicial en nuestro reactor, y se continda
recogiendo una muestra al dia durante los 4 dias que dura el experimento. Se
emplea el mismo procedimiento para recoger y tratar las muestras que el
descrito previamente para el tratamiento fotocatalitico. La diferencia radica en
que, en esta ocasion, se lleva a cabo un primer filtrado um con el fin de eliminar
la mayor cantidad posible de microalgas ya que este tratamiento no se tiene
fotocatalizador.
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4.2.1 Mecanismo de hidrélisis.

El mecanismo de hidrélisis conduce a la eliminacién de antibiéticos presentes
en agua descomponiendo las moléculas en sustancias mas simples y polares.
Este mecanismo es capaz de degradar muchas moléculas organicas que se
encuentran en el medio ambiente, variando el tiempo medio de degradacion
varios dias o incluso semanas en condiciones normales. Las moléculas que
contiene un grupo funcional como las amidas han experimentado una buena
degradacion por este mecanismo debido a la alta polaridad, al igual que los
ésteres (Abramovic et al., 2021; Zambrano et al., 2023y Yi et al., 2017).

La hidrélisis depende, entre otros factores, de la naturaleza del compuesto, de
la concentracion, de la presencia de otros compuestos quimicos, de la
temperatura, de la presion, del pH. Feng et al. (2023) han mejorado el
rendimiento de este mecanismo para el tratamiento de aguas residuales
alterando la temperatura y el pH. Observaron que la degradacion de
oxitetraciclina en condiciones normales (25 °C y pH=7,0) tiene una vida media
de 173,17 h, mientras que si se trabaja a una temperatura de 85 °C y un
pH=7,0, la vida media se puede reducir hasta 0,19 h, por lo que un incremento
de la temperatura reduce el tiempo de eliminacion de la oxitetraciclina.

Asi pues, durante el tratamiento biologico con microalgas, de aguas que
contienen microcontaminantes antibidticos, también se produce la
degradacion hidrolitica de los antibidticos, por lo que se hace necesario
conocer la influencia y participacion que tiene el mecanismo de hidrélisis en el
conjunto del tratamiento biolégico.

En este trabajo fin de grado, se llevan a cabo experimentos en el laboratorio
para investigar el mecanismo de hidrélisis de la SDZ, la TET y el CIP por
separado, empleando tres reactores agitados a 200 rpm, como se observa en
la Figura 14. Los reactores son botellas de vidrio ambar de 1 L para protegerlos
de la luz externa. En cada reactor se anade 1 L de agua Milli-Q enriquecida con
el antibiético correspondiente hasta una concentracion final de 100 ug/L.
Durante toda la experimentacion los reactores se mantienen a una
temperatura de 25 °Cy a un pH de 7,0. Ademas, se trabaja en condiciones de
oscuridad, para evitar reacciones fotoquimicas no deseadas.
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Figura 14.Reactores empleados en el estudio del mecanismo de hidrdlisis.

La primera muestra se toma nada mas introducir el antibiético y mezclar (t=0).
La duracion del experimento es la misma que la del tratamiento biolégico, 4
dias, y cada dia se toma una muestra. La toma y tratamiento de las muestras
se realiza de la misma forma a como se ha descrito previamente para el resto
de experimentos.
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4.2.2 Mecanismo de fotdlisis.

La degradacion de antibiéticos mediante fotdlisis, se produce de forma natural
cuando estos contaminantes se encuentran en las aguas superficiales o
residuales. La fotdlisis directa se basa en la absorcion directa de la luz por el
antibidtico seguido de las reacciones quimicas correspondientes. Por otro lado,
la fotdlisis indirecta se basa en la absorcion de la energia luminica por otras
sustancias suspendidas en el medio de estudio y su posterior transmision al
antibiético. (Huertas y Bustos 2023; Octavio et al., 2017).

La fotolisis emplea luz en el espectro visible para eliminar antibiéticos. Este
mecanismo depende, entre otros factores, de la estructura quimica de la
sustancia, del rendimiento de las reacciones fotoquimicas, de la radiacion
luminica, etc. Para producirse la degradacion, las moléculas tienen que ser
capaces de absorber fotones y producir energia suficiente para originar roturas
en los enlaces (Huertas y Bustos, 2023; Ruiz et al., 2001) .

Durante el tratamiento biolégico con microalgas, de aguas que contienen
microcontaminantes antibiéticos, también se produce la degradacion fotolitica
de los antibiéticos, por lo que se hace necesario conocer la influencia y
participacion que tiene el mecanismo de fotolisis en el conjunto del tratamiento
biolégico.

En este trabajo fin de grado, se llevan a cabo experimentos en el laboratorio
para investigar la influencia del mecanismo de fotdlisis en la degradacion de la
SDZ, la TET y el CIP. Se realizan ensayos independientes, en ausencia de
biomasa, para lo que se utilizan tres reactores agitados a 200 rpm, como se
observa en la Figura 15. Los reactores se encuentran protegidos de la luz
externa, y estan Unicamente irradiados con unas luces LED en el espectro
visible. Los reactores son botellas de vidrio cristalinas de 1 L, y en cada reactor
se anade 1 L de agua Milli-Q enriquecida con el antibidtico correspondiente
hasta una concentracion final de 100 pg/L.
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Figura 15. Reactor empleado en el estudio del mecanismo de fotélisis.

A continuacion, se encienden las luces y se toma la primera muestra (t=0).
Posteriormente, se recoge una muestra al dia durante los 4 dias que dura el
experimento. Durante toda la experimentacion los reactores se mantienen a
una temperatura de 25 °Cy a un pH de 8,0, y se irradian con luz durante 24h.

El resto de las muestras se toman y se tratan de la misma manera a como se
ha descrito en los tratamientos previamente descritos.

Adicionalmente, en estos ensayos durante el mecanismo de fotélisis también
se produce el mecanismo de hidrolisis. Por lo tanto, para determinar los

metabolitos producidos exclusivamente por la fotdlisis, se debe sustraer las
cantidades de metabolitos que se han determinado previamente en la

hidrolisis.
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4.2.3 Mecanismo de adsorcion.

La adsorcion es un proceso mediante el cual atomos, iones o moléculas de los
contaminantes encontrados en las aguas residuales se adhieren a la superficie
de otras sustancias. Entre ellos se pueden destacar bacterias, plantas, algas,
hongos, etc.

Este mecanismo es respetuoso con el medio ambiente y eficaz para la
eliminacion de algunos farmacos, metales, compuestos organicos y otros
contaminantes. La adsorcion de antibidticos se ve afectada, entre otros, por
mecanismos hidréfobos (intercambio catidénico, enlaces de hidrogeno), la
atraccion electrostatica, el pH, la carga del antibi6tico, la solubilidad del
antibidtico, la estructura quimica del antibiético. Implica la interaccion fisica y
guimica entre los sitios activos del adsorbente y el contaminante. Los sitios
activos pueden ser grupos funcionales en las paredes de los microorganismos
0 en la estructura de las plantas (Deyris et al., 2023 y Eheneden et al.,2023) .

Asi mismo, durante el tratamiento biol6gico con microalgas, de aguas que
contienen antibidticos, también se produce la eliminacion por adsorcion de los
antibidticos, por lo que se hace necesario conocer la influencia y participacion
gue tiene este mecanismo en el conjunto del tratamiento biolégico.

En este trabajo fin de grado, se llevan a cabo experimentos en el laboratorio
para investigar el mecanismo de adsorcion de la SDZ, la TET y el CIP por
separado. Se dispone de tres reactores que son botellas ambar de vidrio de 1
L, para protegerlos de la luz del medio, agitados a 200 rpm, como se muestra
en la Figura 16. Se mantiene una temperatura constante de 25°C, un pH de
8,9. Ademas, se lleva a cabo en condiciones de oscuridad, para evitar
interferencias de reacciones fotoquimicas y a garantizar que la adsorcion
ocurra exclusivamente debido a las interacciones entre las moléculas de los
contaminantes y la superficie del material adsorbente.
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Figura 16. Reactores empleados para estudiar el mecanismo de adsorcion.

Para realizar el experimento se anaden en el reactor 1 L de agua Milli-Q
enriquecida con el antibiético correspondiente en cada reactor, hasta una
concentracion final de 100 ug/L. Se toma la primera muestra en el instante
t=0, para conocer la concentracion en disolucion de antibibtico.
Posteriormente, se anade biomasa inactiva liofilizada, formada por un
consorcio de microalgas (Scenedesmus almeriensis) y bacterias, hasta
alcanzar una concentracion de 1 g/L. Se utiliza biomasa inactiva liofilizada para
evitar procesos biolégicos no deseados. Por Gltimo, se recoge una muestra al
dia durante los 4 dias que dura el experimento. El tratamiento y la recogida de
las muestras se realiza de la misma forma que en el resto de experimentos.

Adicionalmente, en estos ensayos durante el mecanismo de adsorcion también
se produce el mecanismo de hidrolisis. Por lo tanto, para determinar los
metabolitos producidos exclusivamente por adsorcion, se debe sustraer las
cantidades de metabolitos que se han determinado previamente en la

hidrolisis.
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4.3 Muestras recogidas experimentalmente.

A lo largo de todos los experimentos realizados en el laboratorio por los
distintos tratamientos y mecanismos se recogieron las muestras para ser
analizadas en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales, del Departamento de
Analisis Instrumental de la Universidad de Valladolid mediante la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion y espectrometria de masas con
analizadores de tiempo de vuelo cuadruplo (HPLC-QTOF-MS).

Para estudiar el tratamiento de eliminaciéon de los antibidticos mediante
fotocatalisis heterogénea con TiO2, se recogieron 4 muestras por cada
antibiético ensayado, con un total de 12 muestras. Para el tratamiento
biolégico y los potenciales mecanismos involucrados, se recogieron 5 muestras
por antibiético y mecanismo. Algunas muestras no se pudieron coger.
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4.4. Determinacion del rendimiento de eliminacion de los antibidticos.

La cuantificacion de los antibidticos se lleva a cabo mediante el equipo HPLC-
QTOF-MS. Este equipo proporciona el cromatograma de cada muestra, en el
gue aparecen como picos separados, en funcion del tiempo de residencia y su
intensidad, los diferentes componentes. Para obtener el porcentaje de
eliminacion de los antibidticos lo ideal es preparar estandares y realizarlo
mediante una técnica de calibrado, pero por razones de tiempo y disponibilidad
de los equipos, no es posible realizar este calibrado y se emplea un método
aproximado. El area bajo el pico estd directamente relacionada con la
concentracion del analito en la muestra, es decir, es una medida de la cantidad
total de analito presente en la muestra. Por lo tanto, el porcentaje de
degradacion se puede calcular comparando el area bajo el pico del analito, al
comenzar y finalizar el tratamiento de degradacion. Para calcular el porcentaje
de degradacion se hace uso de la Ecuacion 14. Para poder utilizar esta
ecuacion se asume que las condiciones de cromatografia y las caracteristicas
del analito no cambian durante el experimento.

(%) = (1- Afinal) * 100 Ecuacion 14

inicial

Donde:

e Aiiciai: €S el area bajo el pico del analito antes de comenzar el
tratamiento.

e Arfinai: €S el area bajo el pico del analito al finalizar el tratamiento.
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4.5. Método de identificacién de productos de degradacion.

Las muestras son inyectadas en el equipo HPLC-QTOF-MS, permitiendo la
separacion de los analitos en un tiempo de 17 minutos en modo positivo para
cada muestra. Al final de la inyeccion el equipo realiza una buUsqueda
automatica de los compuestos incluidos en la relacion de compuestos de su
base de datos, y proporciona datos de interés como el tiempo de retencion, la
masa exacta teorica, la composicion elemental exacta y el espectro de masas.

Para identificar los metabolitos se puede realizar de tres maneras.

1) Comparando el tiempo de retencién del metabolito obtenido con el
tiempo de retencibn de un patron previamente analizado. Esta
metodologia no resulta Gtil debido a que los metabolitos a obtener son
desconocidos; por lo tanto, no es posible realizar comparaciones con
patrones de dichos metabolitos desconocidos. Ademas, es una forma
poco selectiva de identificacion, debido a la gran cantidad de picos que
se obtienen en el espectro.

2) Comparando el espectro de masas obtenido de cada metabolito con una
libreria de espectros, y observando si coinciden los fragmentos. El
software utilizado por la Universidad de Valladolid no contiene una
libreria de espectros para los metabolitos, con lo cual de esta forma no
se pueden identificar.

3) Comparando la masa buscada bibliograficamente con la masa obtenida
por el método analitico. Si las masas coinciden, y ademas también
coincide la composicion elemental, el compuesto analizado
corresponde al compuesto comparado. Este Ultimo método es el que se
emplea en este proyecto.

El analizador TOF destaca por la medida exacta de los iones del compuesto
padre y de sus fragmentos. Tiene una elevada resolucion y precision de la masa
exacta, con un margen de error de 7 ppm, lo que proporciona la verificacion de
la masa elemental exacta. El sistema Q-TOF utilizado para este trabajo fin de
grado proporciona valores de masa exacta con errores <7 ppm.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cuantificacion de la eliminacion.

Para observar la evolucion de la eliminaciéon de los antibiéticos a lo largo de la
duracion de los experimentos, se representa la senal medida por el equipo, es
decir, el area bajo el pico que esta directamente relacionada con la cantidad
del componente en funcion del tiempo de duraciébn de cada experimento.
Ademas, se hace uso de la Ecuaciéon 14 para calcular el porcentaje de
degradacion de los antibiéticos. En el Anexo se recopilan los cromatogramas
de todas las muestras analizadas.

En la Figura 17 se observa que mediante fotocatalisis, la TET y el CIP se
eliminan mas facilmente que la SDZ. Para la degradacion de la TET y el CIP se
obtiene un porcentaje del 99%, mientras que el obtenido para la SDZ es del
25%, al cabo de 3 horas. Se ha comprobado que el tratamiento mediante
fotocatalisis heterogénea con TiO2 es muy efectivo para los antibiéticos TET y
CIP, pero poco para la SDZ.

Zambrano et al. (2022) realizaron un estudio de degradacion para la TET, la
SDZ y el CIP mediante el mecanismo de fotocatalisis con TiO2. Los resultados
que se alcanzaron con este tratamiento, en un reactor discontinuo a una
temperatura de 25°Cy un pHde 8.0, es de 99-100% para la TET y el CIP en un
tiempo de 4 h, mientras que la SDZ alcanz6 un porcentaje del 99-100 % en 7,1
h. Para la TET y el CIP los resultados que se han obtenido son parecidos, en
cambio, para la SDZ se observa una gran diferencia debido a que el ensayo
realizado en este trabajo tuvo una menor duracion.

Tratamiento de fotocatalisis heterogénea con TiO,
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Figura 17. Eliminacion de los antibiéticos por fotocatalisis.
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En la Figura 18 se aprecia una notable eliminacion de los tres antibiéticos
mediante el tratamiento bioldgico usando una biomasa activa de un consorcio
mayoritariamente de microalgas Chlorella vulgaris y bacterias, y un medio de
cultivo Brunner modificado Los porcentajes obtenidos durante 96h de
experimentacion son: 89 % para la SDZ, 99 % para la TET y 67 % para el CIP.
Todos los porcentajes son bastante elevados, pero la eliminacién del CIP es
menos efectiva mediante este tratamiento.

Los resultados obtenidos en este trabajo son comparables con estudios
previos. Zambrano et al. (2023) realizaron un tratamiento biologico durante 96
h a unas condiciones de temperatura de 25 °C, iluminacion en ciclos de 12 h
de luz/12 h de oscuridad. Se us6 biomasa activa de un consorcio bacterias-
microalgas (Scenedesmus almeriensis) en el medio BG11 para la tetraciclina,
la sulfadiacina y el ciprofloxacino. Los resultados obtenidos fueron: 52 % para
la SDZ, 99 % para la TET y 78 % para el CIP. Debido a que cambia el medio
utilizado y las microalgas en el tratamiento, se puede considerar que las
microalgas Scenedesmus almeriensis presentan mas afinidad por el CIP,
mientras que las microalgas Mychonastes homosphaera y Chlorella vulgaris
muestran mayor eficacia para la SDZ.

Se observa que el tratamiento fotocatalitico heterogéneo con TiO2 necesita
emplear menos tiempo para alcanzar resultados proximos al tratamiento
biolégico. Incluso en el tratamiento biolégico se obtiene un porcentaje de
eliminacion menor para el CIP.

Tratamiento secundario bioldgico
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Figura 18. Eliminacion de los antibioticos por tratamiento biolégico.
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En la Figura 19 se muestran los resultados de los ensayos de fotdlisis,
observandose que la SDZ no se elimina, mientras que la TET y el CIP apenas lo
hacen. Los porcentajes obtenidos durante los 4 dias de realizacion de
experimentos mediante el mecanismo de fotdlisis son: 1.7 % para la SDZ, 12.2
% para la TET y 8.6 % para el CIP. Este mecanismo no tiene tasas altas de
eliminaciéon para un periodo corto de tiempo.

Comparando los resultados obtenidos experimentalmente en este trabajo con
estudios anteriores sobre el mecanismo de fotélisis se observan semejanzas.
Zambrano et al. (2023) realizaron un estudio de degradacion durante 4 dias.
Los resultados que se alcanzaron fueron: la SDZ tuvo un porcentaje de
eliminacion del 3,94%, la TET 6,83 % y el CIP del 7,29 %. Es decir, observaron
que, para completar la eliminacion de estos antibiodticos, la TET necesitaria 162
dias, el CIP 125 dias y la SDZ 311 dias. Xie et al. (2020) después de 9 dias de
tratamiento obtuvo un porcentaje de 35,6 % para la SDZ y de 27,1 % para el
CIP. Por tanto, este mecanismo por si solo no alcanza objetivos de eliminacion
tan eficientes como otros mecanismos.

Mecanismo por fotdlisis
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Figura 19. Eliminacion de los antibiéticos por mecanismo de fotélisis.
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En la Figura 20 se muestran los resultados de hidrélisis. Hay una pequena
eliminacion del CIP, pero no de la TET ni de la SDZ, por lo que este mecanismo
no es significativo en la eliminacion de los antibidticos. Los porcentajes de
eliminacion obtenidos por el mecanismo de hidrélisis durante los 4 dias que
duran lo experimentos son: 2,6 % para la SDZ, 0,6 % para la TET y 6,0 % para
la CIP.

Zambrano et al. (2023) realizaron un estudio de degradacion durante 96 h y
los resultados que se alcanzaron en condiciones de oscuridad fueron: 2,94 %
para la SDZ, 1,03 % para la TET y 1,39 % para el CIP. Norvill et al. (2017)
indicaron que la hidrélisis no fue significativa para los mecanismos de
degradacion de la TET. Xie et al. (2020) obtuvo eliminacion para la SDZ de 2,4
% y para el CIP de 1,3%. Los resultados experimentales de este trabajo son
semejantes a los obtenidos en investigaciones previas.

Mecanismo por hidrolisis
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Figura 20. Eliminacion de los antibiéticos por mecanismo de hidrélisis.
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En la Figura 21 se muestran los datos de eliminacion de los antibiéticos
ensayados obtenidos mediante el mecanismo de adsorcion. Los porcentajes
obtenidos por este mecanismo son: 14 % para la SDZ, 26 % para la TETy 20 %
para la CIP. Por lo tanto, podemos concluir que este mecanismo contribuye
moderadamente en la eliminacion de los antibiéticos.

Zambrano et al. (2021) realizaron un estudio de biosorcion, con masa liofilizada
de un consorcio de microalgas (Scenedesmus almeriensis) y bacterias. Los
resultados obtenidos para una concentracion de 100 pg/L de antibidtico
fueron; 26 % para la SDZ, 80 % para la TET, 64 % para el CIP. Norvill et al.
(2017) realizaron un estudio para la TET observaron una eliminacion del 70 %
para la TET a una concentracion de 1 mg/L después de 14 h. Xie et al. (2020)
estudiaron la eliminacion de la SDZ y el CIP a una concentracion de 10 g/L con
microalgas Chlamydomonas sp y los resultados después de 9 dias fueron: 0,5
%y 5,5 % respectivamente. Se observa que, la naturaleza del adsorbente juega
un papel importante. Los resultados tan diferentes entre los ensayos realizados
y los de Zambrano et.al (2021) se debe a la temperatura. La temperatura puede
afectar a la cinética de adsorcion y a la capacidad de adsorcion debido a
cambios en la energia de activacion de las interacciones entre contaminante y
adsorbente.

Mecanismo por Adsorcion

2500000
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Figura 21. Eliminacion de los antibiéticos por mecanismo de adsorcion.
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Si a los porcentajes de eliminacion obtenidos en el tratamiento biologico global
para cada antibidtico (considerando todos los mecanismos implicados) le
restamos los porcentajes obtenidos en los mecanismos de fotdlisis, hidrolisis y
adsorcion, se obtiene el porcentaje correspondiente al mecanismo de
biodegradacion. Se puede destacar que el mecanismo de biodegradacion,
teniendo en cuenta que estuvo recibiendo luz durante 24 h al dia en vez de 12
h de luzy 12 h de oscuridad, es el que mas contribuye a la eliminacion biologica
de antibiéticos, con un porcentaje del 67 % para la SDZ, 57 % para la TET y 32
% para el CIP. Esto es debido a que las microalgas tienen un papel importante
en la descomposicion de antibiéticos a productos mas simples.
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Cuando los antibiéticos se han eliminado del agua por los diferentes
tratamientos, una parte de ellos se degrada, resultando en la formacion de
metabolitos. Estos metabolitos pueden ser diferentes en estructura vy
comportamiento del compuesto original. Por lo tanto, deben identificarse y
cuantificarse, si es posible, porque podrian presentar incluso mayor toxicidad
que los compuestos progenitores

Las muestras obtenidas experimentalmente han sido sometidas a un analisis
para poder identificar los productos de degradacion. Para ello, se ha realizado
una busqueda bibliografica con el fin de encontrar los productos que se pueden
obtener al someter a la SDZ, la TET y el CIP a los tratamientos mencionados
anteriormente. En la Tabla 20 se detalla la relacion de posibles metabolitos que
se han investigado para introducirlos en la base de datos del equipo analitico.

Tabla 20. Relacion de posibles metabolitos sometidos a busqueda. (Fang et
al., 2023; Gandamalla et al., 2021; Gutiérrez et al., 2023; Honarmand et al.,
2022; Hunge et al., 2023; Li et al., 2023; Liu et al., 2023; Namrata et al.,
2023; Wang et al., 2022; Yang et al., 2021; Xialong et al., 2022; Zhao et al.,
2023; Zheng et al., 2023; Castanheira et al., 2023; Li et al., 2022; Xiang et
al., 2021; Zhao et al., 2023) .

Compuesto m/z

Antibi6tico: SDZ

C10H10N403S 267,06
C10H10N404S 283,05
CeH7NO4S 190,02
C10H9N202S 236,05
C10H9N303S 252,04
CeH7NO3S 172,9
Cs4H7N3 96,0
C4HaN202 112,5
C10H10N307S 318,2
CsH7N306S 274,3
CsH11N303S 231,1
CeH7NO6S 222,2
C4HsN303 110,8
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Tabla 20. Relacion de posibles metabolitos sometidos a blisqueda. (Fang et
al., 2023; Gandamalla et al., 2021; Gutiérrez et al., 2023; Honarmand et al.,
2022; Hunge et al., 2023; Li et al., 2023; Liu et al., 2023; Namrata et al.,
2023; Wang et al., 2022; Yang et al., 2021; Xialong et al., 2022; Zhao et al.,
2023; Zheng et al., 2023; Castanheira et al., 2023; Li et al., 2022; Xiang et
al., 2021; Zhao et al., 2023) . (Cont)

C10HsN404S 281,4
CsHgN40sS 320,6
CsHsN204 194,7
C10H10N4 187,09
C10H11N402 219
CeH7N 94,13
C4HsN303S 175,6
C10H10N306S 301,6
C10H7N404S 280,2
CsHsNO3S 174,0
CsHe04S 175,0
CsHe03S 159,1
C7H10N202S 187,4
CeH10N402S 215,2
C4HsN303S 176,2
CeH7NO3 108,0
C7H10N202S 187,01
CeHsNO2S 156,0

Antibidtico: TET

C21H23NOs 400,0
C15H1704 263,0
CsHe02 135,0
C22H2sN20s 449,0
C21H22NO7 414,0
C10H10NO7 387,0
C22H28N20g 467,0
CooH23N20g 437,0
C3Hs5NO3 104,0
C21H21N207 415,0
CooH17NO7 397,0
C18H2007 360,0
C1sH1305 274,0
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Tabla 20. Relacion de posibles metabolitos sometidos a blisqueda. (Fang et
al., 2023; Gandamalla et al., 2021; Gutiérrez et al., 2023; Honarmand et al.,
2022; Hunge et al., 2023; Li et al., 2023; Liu et al., 2023; Namrata et al.,
2023; Wang et al., 2022; Yang et al., 2021; Xialong et al., 2022; Zhao et al.,
2023; Zheng et al., 2023; Castanheira et al., 2023; Li et al., 2022; Xiang et

al., 2021; Zhao et al., 2023) . (Cont)

C14H1203
CoHs0o
C16H2007
C18H1507
C17H1606
C17H130s5
C14H1605
C13H100s
C22H25N20g
C20H19N20g
C1o0H18NOs
C1oH19NO7
C11H1404
C20H20N207
C20H19NOs
C10H1807
C20H24N2012
C20H18NO14
C19H14013
C21H23N209
C21H23N40sg
C20H21N20sg
C20H16NOs
C20H17NO7

Antibiético: CIP

C16H18FN302
C16H18FN303
C17H16FN30s5
CoH11FN203

C11H11FN203
C12H19FN303
C13H16FN304

288,0
149,0
338,0
334,0
318,0
301,0
282,0
249,0
445,0
434,0
390,0
374,0
209,0
417,0
402,0
359,0
525,0
496,0
451,0
459,0
431,0
417,0
427,0
410,0

304,0
319.0
362,0
263,0
278.0
303,0
334,0
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Tabla 20. Relacion de posibles metabolitos sometidos a blisqueda. (Fang et
al., 2023; Gandamalla et al., 2021; Gutiérrez et al., 2023; Honarmand et al.,
2022; Hunge et al., 2023; Li et al., 2023; Liu et al., 2023; Namrata et al.,
2023; Wang et al., 2022; Yang et al., 2021; Xialong et al., 2022; Zhao et al.,
2023; Zheng et al., 2023; Castanheira et al., 2023; Li et al., 2022; Xiang et
al., 2021; Zhao et al., 2023) . (Cont)

C7HsFNO2 156,0
CeHeFN 112,0
C16H17N303 314,0
C16H17N303 284,0
C14H16N303 274,0
C17H19N304 330,0
C1sH14FN303 306,0
C13H11FN203 262,0
C16H18FN303 288,0
C11H11FN20s 270,0
C11H11FN204 291,0
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5.3. Identificacion de los productos

Teniendo en cuenta el método de trabajo explicado anteriormente para la
identificacion de productos y comparando las masas exactas de los
compuestos obtenidas en el Q-TOF con las masas de los compuestos buscados
bibliograficamente (que se encuentran en la Tabla 20), se obtienen los
productos de degradacion de este trabajo cuyas caracteristicas se muestran en
la Tabla 21. En el Anexo se encuentran los cromatogramas de los antibiéticos
y de los metabolitos obtenidos.

La SDZ (C10H10N402S) es identificada con una m/z=251,06 en un tiempo de
retencion de 7,36 min. En el tratamiento de fotocatalisis se obtienen cuatro
productos (P1, P2, P3y P4), todos los productos nombrados en esta seccion se
encuentran en la Tabla 21, y en el tratamiento biolégico, uno (P5). No se
obtienen productos de degradacion por los mecanismos de fotdlisis, hidrolisis
y adsorcion. El P1 y el P2 aparecen transcurridos 1 hora de reaccion, y la
intensidad de la senal aumenta con el tiempo, con lo cual a medida que
trascurre la reaccion aumenta la concentracion de estos productos. Con el P3
ocurre a la inversa, la intensidad disminuye, con lo cual hay menos
concentracion de producto con el paso del tiempo. El P4 aparece transcurrido
una hora de reaccion, y el P5 aparece al tercer dia de reaccion.

Los productos de degradacion de la SDZ obtenidos experimentalmente en este
trabajo también se han contrastado con estudios previos. Fang et al. (2023)
obtuvieron los productos: P1, P2 y P5 en la eliminacion de SDZ por plasma de
descarga de barrera dieléctrica. Zheng et al. (2023), mediante un proceso
guimico de oxidacion de persulfato, obtuvieron los metabolitos P1, P3 y P4,
Xiang et al. (2021), mediante un tratamiento de fotocatalisis con TiO2,
obtuvieron P1, P2, P3 y P4. Castanheira et al. (2023) obtuvieron el metabolito
P4 en un proceso de fotodegradacion apoyada con sensibilizadores organicos.

La TET (C22H24N20s) es identificada con una m/z=445,16 en un tiempo de
retencion de 9,27 min. Todos los productos mencionados y sus caracteristicas
se encuentran en la Tabla 21. Con el tratamiento de fotocatalisis se obtiene el
producto de degradacion P10 que aparece antes de la primera hora de
reaccion. Ademas, este metabolito aparece también en el tratamiento biologico
de la TET y, especificamente, en los mecanismos de fotdlisis e hidrélisis, antes
del primer dia de reaccion. El producto de degradacion P11 se aparece por el
mecanismo de hidrélisis, transcurrido el primer dia de reaccion.
Adicionalmente, el compuesto de transformacion P12 se forma en el
tratamiento de fotocatalisis antes de la primera hora de reaccion. El
mecanismo de adsorcion de este antibiético no dio lugar a ningin metabolito.

83



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Los productos de degradacion de la TET obtenidos en este estudio han sido
comparados con los obtenidos en estudios previos. Zhao et al. (2023)
obtuvieron el P10 mediante un proceso de eliminacion de la TET por oxidacion
con ozono y persulfato. Yang et al. (2021) obtuvieron el P11 y P12 utilizando
un proceso de Photo-Fenton con fotocatalizadores de Ce407,BisMog.
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El CIP (C17H18FN303) es identificado con una m/z=332,1394 a un tiempo de
retencion de 9,29. Todos los productos de degradacion del CIP encontrados, y
sus caracteristicas, se encuentran recogidos en la Tabla 21. En el tratamiento
de fotocatalisis heterogénea con TiO2 se obtienen los metabolitos P20 y P21,
gue aparecen antes de dos horas de reaccion, y el P22 que aparece antes de
la primera hora de reaccion. En el tratamiento biolégico se obtienen los
intermedios P20 y P23, a los 3 dias de reaccion. Y especificamente, por el
mecanismo de fotolisis se obtienen los metabolitos P20, P22 y P24, que
aparecen antes del primer dia de reaccion; por el mecanismo de hidrélisis se
obtiene el P21; mientras que por el mecanismo de adsorcion de este antibidtico
no se detecta ningun metabolito.

También en estudios previos se han identificado los productos de degradacion
del CIP obtenidos experimentalmente en este trabajo. Gutiérrez et al. (2023)
obtuvieron los compuestos intermedios P22 y P23 mediante oxidacion
avanzada. Hunge et al. (2023) obtuvieron los compuestos P21 y P24 en la
degradacion fotocatalitica de aguas residuales usando como catalizador ZnO.
Honarmand et al. (2022) obtuvieron los intermedios de degradacion P20y P23
mediante fotodegradacion de desechos de cebada y camarones con luz solary
bio-nanocompuestosde Ni/NiO. Como en el caso de la SDZ y la TET, para el CIP
tampoco se ha obtenido ningln producto de degradacion por el mecanismo de
adsorcion. Este resultado es indicativo de que el antibidtico se une fisicamente
a la superficie de la biomasa liofilizada, no produciéndose posteriores
reacciones quimicas en la superficie. Es decir, el antibidtico no es sometido a
reacciones quimicas que pueden provocar su degradacion durante el
mecanismo de adsorcion.
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Tabla 21. Productos de degradacion obtenidos y sus caracteristicas.

m/z

buscada

Composicion
elemental
buscada

Antibidtico: SDZ (C10H10N402S)

P1

P2

P3

P4

P5

251,06

267,06

283,05

281,4

252,04

187,09

C10H10N402S (SDZ)

C10H10N403S

C10H10N404S

C10H8N404S

C10H9oN303S

C1oH10N4

RT
(min)

7,36

5,83

8,3

8,29

8,26

12,1

lon

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

m/z
Q-TOF

251,06

267,054

283,05

281,41

252,044

187,09

Composicion
elemental
Q-TOF

C10H10N402S

C10H10N403S
C10H10N404S
C10HsN404S
C10HoN303S

C10H10N4

Tratamiento/
Mecanismo

Fotocatalisis
Biologico
Adsorcién
Fotocatalisis
Fotocatalisis
Fotocatalisis

Fotocatalisis

Biologico
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Antibiotico: TET (C22H24N20s)

445 C22H24N20s
(TET)
P10 135 CsHsO2
P11 390 C19H18NOs
P12 374 C19H10NO7

9,27

9,26

13,27

10,33

Universidad deValladolid

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

445,16

135,0441

389,111

372,1072

C22H24N20g

CgHeO2

C19H18NOs

C19H19NO7

Fotocatalisis
Biologico
Fotolisis
Hidrolisis
Adsorcion
Fotocatalisis
Biologico
Fotolisis
Hidrolisis

Hidrolisis

Fotocatalisis
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Antibiético: CIP (C17H18FN303)

P20

P21

P22

P23

P24

332

262

362

319

274

330

C17H18FN303
(CIP)

C13H11FN203

C17H16FN30s

C16H18FN303

C14H16N303

C17H19N304

9,29

10,59

8,415

8,973

11,079

9,135

Universidad deValladolid

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

332,1394

263,0824

362,114

320,1403

275,1254

330,1415

C17H18FN303

C13H11FN203

C17H16FN30s5

C16H18FN303

C14H16N303

C17H10N304

Fotocatalisis
Biologico
Fotolisis
Hidrolisis
Adsorcion
Fotocatalisis
Biologico
Fotolisis

Fotocatalisis

Fotocatalisis
Fotélisis

Biologico
Hidrolisis

Fotélisis
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5.4 Posibles rutas de degradacion

En esta seccion se proponen posibles vias de degradacion de los tres
antibidticos investigados, teniendo en cuenta los productos de degradacion
identificados en el apartado previo, y recogidos en la Tabla 21.

La SDZ sometida a los tratamientos descritos anteriormente da lugar a 5
productos de degradacion. En la Figura 22 se proponen las vias de degradacion
que darian lugar a estos 5 compuestos. Mediante una reaccion de hidroxilacion
de la SDZ se forman dos productos, es decir, se anade un grupo hidroxilo en la
posicion del grupo amino para formar un producto monohidroxilado (P1), y un
producto dihidroxilado (P2).

1. Hidroxilacion para generar un producto monohidroxilado

R—NH,+ O0—-> R— NHOH Ecuacion 15

2. Hidroxilacion para generar un producto dihidroxilado

R—-NH,+ O0—-> R—NHOH, Ecuacion 16

Este Ultimo metabolito, P2 sufre un proceso de deshidrogenacion mediante el
cual se elimina los dos tomos de hidrogeno en la posicion del grupo amino para
formar el P3.

1. Deshidrogenacion grupo amino

R—-NH, > R—NH+ H, Ecuacion 17

La escision y oxidacion del grupo -CN del anillo del benceno de la SDZ es otra
via de degradacion de la SDZ, ademas se producen reacciones de hidroxilacion
originando el P4.

1. Oxidacion del grupo -CN

R—CN+0—-> R—COOH Ecuacion 18

2. Hidroxilacion del grupo -COOH

R — COOH + 4[H] » R — CH,0H + H,0 Ecuacion 19
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Adicionalmente, la SDZ sufre un proceso de desulfuracion, es decir la
eliminacion de un grupo - SO», obteniéndose el intermedio P5.

1. Desulfuracion

R—SH+H, > R—CH+H,S Ecuacion 20

Estudios previos también apoyan las vias de degradacion propuestas en este
trabajo. Fang et al. (2023) atribuyeron a las reacciones de hidroxilacion la
formacion de los intermedios P1 y P2 mediante un tratamiento de la SDZ con
plasma de descarga de barrera dieléctrica, y también concluyeron que se forma
P4 mediante la oxidacion y rotura del grupo amino del anillo del benceno. Zheng
et al. (2023) investigaron las vias de degradacion de la SDZ y determinaron que
el intermedio P3 se formd mediante reacciones de hidroxilacion. Xiang et al.
(2021), mediante fotocatalisis con TiO2, concluyeron que los compuestos P1,
P2y P3 se formaron por reacciones de hidroxilacion del grupo amino del anillo
bencénico. Asi mismo, establecieron que el intermedio P5 se forma por
desulfuracion, por la adiciébn nuclednica y reordenacion del anillo de anilina.
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—— - m/z=281,4
o ‘ — /2= 267,06 . )\\\ m/z= 283,05 /
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Figura 22. Vias propuestas de degradacion de la SDZ.
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En la Figura 23 se ilustran las dos vias de degradacion de la TET que se
proponen, a la vista de los metabolitos identificados en este trabajo. Una de las
vias es la oxidacion inicial de la TET en la cual los grupos hidroxilos son oxidados
a grupos cetonas. Adicionalmente se produce la escision oxidativa proceso en
el cual se rompen los enlaces C-C de los anillos By C de la TET. Se produce la
fragmentacion de la TET en compuestos mas simples que contienen grupos
funcionales como cetonas y aldehidos. Seguidamente, se producen procesos
de descaboxilacion para eliminar el grupo carboxilo y deshidratacion para
eliminar moléculas de agua y facilitar la formacion de dobles enlaces y anillos
aromaticos. Por ultimo, se produce la ciclacion para formar un anillo con los
fragmentos y la formacion del grupo aldehido y cetona en las posiciones
adecuadas mediante oxidacion originando se el P10.

1. Oxidacion de la TET

TET —OH+0, - TET-C =0 Ecuacion 21

2. Escisiéon oxidativa

TET — Anillo Ay anilloD Ecuacion 22

3. Fragmentacion de la estructura policiclica

Fragmento1:A— CHO Ecuacion 23

Fragmento2:D —C =0 Ecuacion 24

4. Descaboxilacion

R—-COOH - R—H+CO, Ecuacion 25

5. Deshidratacion

R—CO(OH)—R -» R—C(=0)—R+H,0 Ecuacion 26

6. Ciclacion
Formacion del grupo aldehido y cetona

~
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Mediante el proceso de descarboxilacion se pierde el grupo cetona (C=0) y
también se produce una reaccion de desamidacion perdiendo el grupo amida
del ultimo anillo de la TET. Ademas, se pierden los dos grupos -CHz de la amina
terciaria de la molécula de TET formando este producto, P11.

1. Descarbonilacion

R—-C(=0)-> R—H+CO Ecuacion 27

2. Desaminacion:

R—- NH, - R—H+ NH, Ecuacion 28

El P12 se forma a partir del producto anterior. Mediante un proceso de
deshidroxilacion el P11 pierde un grupo (-OH) originando el P12.

1. Proceso de deshidroxilacion

R—0OH - R+ OH Ecuacion 29

Las vias de degradacion propuestas en este trabajo para la TET también han
sido sugeridas en estudios previos. Asi, Zheng et al. (2023) identificaron en un
estudio de degradacion de la TET el metabolito P10, este se generd a través de
un proceso de desacetilacion donde el oxigeno atacd la TET inicialmente,
formando un producto intermedio que experimentd apertura de anillos y
reordenamiento molecular hasta convertirse en P10. Yang et al. (2021)
observaron, en un tratamiento Photo-Fenton con catalizadores que se
sintetizaron mediante una estrategia de sintesis asistida por sales fundidas
para el antibiotico de la TET, que las moléculas de TET podian transformarse
en los intermedios P11 y P12 mediante el ataque de especies activas (h*, -OH
y O2) el P11 pierde dos grupos metilos(-CHz) y la aislacion del grupo formamida.
El P12 se form6 por la deshidroxilacion del P11.
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TET
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P11 P12
m/z= 389,11 m/z= 371,10

Figura 23. Vias propuestas de degradacion de la TET.

En la Figura 24 se muestran las 4 vias de degradacion del CIP que se proponen,
en las que aparecen los 5 productos de degradacion identificados en este
trabajo. En la primera via, se produce la escision del anillo de piperazina del
CIP y se produce una oxidacion escalonada dando lugar al metabolito P21.

1. Desaminacion

C—N->C—-H+N-H Ecuacion 30

2. Hidroxilacion y apertura del anillo

3. Oxidacién

R—0OH+0 - R—- C(=0)+H,0 Ecuacion 31

El metabolito P21 pierde el nitrégeno secundario y los grupos formaldehidos
transformandose en el producto de degradacion P20.

1. Pérdida nitrégeno

R — NH, + oxidante > R+ NH Ecuacion 32

2. Pérdida formaldehidos

R—-CHO+ H, » R+ CH,0H Ecuacion 33
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Por otro lado, el CIP es sometido a un proceso de descarboxilacion e
hidroxilacion originando el P22.

1. Descarboxilacion

R—COOH - R—CHO + 0, Ecuacion 34

2. Hidroxilacion

R+0,—-> R—-O0OH+ H,0 Ecuacion 35

Otra via de degradacion observada puede ser la defluoracion del CIP donde se
pierde la molécula de fldor. También se produce un proceso de
descarboxilacion del grupo -~-COOH. También se produce la escision del anillo
de la piperezina. Finalmente se produce la union del compuesto CO(NH2) (NH)
denominado carbamoil amina para dar lugar al P23.

1. Defluoraciéon

R—F—-> R+F Ecuacion 36

2. Descarboxilacion

R—COOH - R—CHO + 0, Ecuacion 37

3. Escision del anillo de la piperezina y unioén carbamoilo amina
e Una vez roto el anillo, se tiene el siguiente grupo funcional unido
al C-7 de la quinolina: NH2-CH2-CH2-N(CH2-CHs)-quinolina

R—COOH - R—CHO + 0, Ecuacion 38

e Ahora tendra que transformarse ese grupo en NH2-CH>-NH-
quinolina y finalmente oxidarse a NH>-CO-NH-quinolina

1. Oxidacion del grupo etil:

NH, — CH, — CH, — N(CH, — CH3) — quinolina Ecuacion 39
~ NH,— CH, — CH, — N( CH, — COOH)
— quinolina

93


https://www-sciencedirect-com.ponton.uva.es/topics/chemistry/defluorination
https://www-sciencedirect-com.ponton.uva.es/topics/chemistry/defluorination

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

2. Decarboxilacion del grupo carboxilo:
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- NHZ - CHZ - CHZ - N( CHZ - H)
— quinolina

3. Oxidacién del grupo terminal -CH2-H a aldehido:

NH, — CH, — CH, — N( CH, — H) — quinolina Ecuacion 41
~ NH,— CH, — CH, — N(CHO)
— quinolina

4, Oxidacion adicional del aldehido a acido carboxilico:

NH, — CH, — CH, — N(CHO) — quinolina Ecuacion 42
~ NH,— CH,— CH, — N(COOH)
— quinolina

5. Decarboxilacion:

NH, — CH, — CH, — N(COOH) — quinolina Ecuacion 43
- NH, — CH, — CH, — NH — quinolina

6.Escision de la cadena -CH2-:

NH, — CH, — CH, — NH — quinolina Ecuacion 44
— NH, — CH, — NH — quinolina

7.Conversion del carboxilo en carbamoil:

NH, — CH, — CH, — NH — quinolina Ecuacion 45
- NH, — CH, — NH — quinolina

8. Ya solo faltaria pasar de NH2—CH2 —NH-quinolina a NH2—CO —NH-quinolina.
Una posible ruta de degradacion seria:
e Oxidacion del grupo -CH>— a —CHO:

NH, — CH, — NH — quinolina Ecuacion 46
— NH, — COH — NH — quinolina
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e Oxidacion del grupo —CHO a —COOH:

NH,; — COH — NH — quinolina Ecuacion 47
— NH, — COOH — NH — quinolina

e Conversion del carboxilo en carbamoil:

NH, — COOH — NH — quinolina Ecuacion 48
— NH, — CO — NH — quinolina

En la dltima via observada, el grupo -F del CIP se elimina mediante un proceso
de defluoracion y posteriormente se produce descarboxilacion del grupo
carboxilo originando el metabolito P24.

1. Defluoracién

R—F-> R+F Ecuacién 49

2. Descarboxilacion

R—COOH - R—CHO + 0, Ecuacion 50

Las vias de degradacion propuestas para el CIP en este trabajo son
coincidentes con las propuestas en estudios previos. Asi, Honarmand et al.
(2022) mediante un tratamiento de fotodegradacion a partir de desechos de
cebada y camarones obtuvieron los productos P21 y P20. En primer lugar, se
produjo la rotura del anillo de la piperazina y una escisidon oxidativa
observandose el P21. Posteriormente, los grupos amida se reducen a amina, y
luego se pierde la etilamina obteniendo el P20. Gutiérrez et al. (2023) llevaron
a cabo un tratamiento de oxidacion catalitica utilizando catalizadores a base
de lodos. Por un lado obtuvieron el metabolito P22 mediante la
descarboxilacion e hidroxilaciéon de la molécula CIP. Por otro lado, obtuvieron
los productos P21 por rotura del anillo de la piperazina, y posteriormente, con
la perdida de los grupos formaldehidos y etilamina, se forma el P20.

Hunge et al. (2023) obtuvieron también el metabolito estable P23 después de
obtener varios productos intermedios. En primer lugar, el CIP sufre la
defluoracion, un proceso descarboxilacion y, por Gltimo, se produce la escision
del anillo de la piperezina y la formacion e union de la molécula carbamoilo
amina transformandose en el metabolito P23. Ademas, también obtuvieron el
metabolito P24 mediante la defluoracion del C6 de la quinolina y por la
decarboxilacion y posterior hidroxilacion del C3 de la quinolina.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El trabajo experimental llevado a cabo en el laboratorio ha permitido concluir
que es posible la degradacion de los antibidticos estudiados. La SDZ se
degrada por tratamiento biol6égico con un consorcio de microalgas-bacterias en
un 89 % en 5 dias, y fotocataliticamente con TiO2 en un 25 % en 3 h. Con este
Gltimo tratamiento para alcanzar un porcentaje del 99 % de eliminacion se
necesitaria un total de 7 h de experimento. La TET se elimina por los
tratamientos de fotocatalisis con un 99 % durante 3 y biolégicamente con un
99 % durante 5 dias. La CIP se elimina por fotocatalisis un 99 % durante 3 h, y
biolégicamente, un 67 % durante 5 dias.

Las microalgas Mychonastes homosphaera y Chlorella vulgaris son efectivas
para la eliminacion de los antibidticos objeto de ensayo, se ha demostrado que
la concentracion de los antibidticos en presencia de estas microalgas
disminuye considerablemente en 96 horas.

El método analitico HPLC-QTOF-MS utilizado en este proyecto resulta ser
efectivo, preciso y sensible para la determinacion de los antibioticos estudiados
a concentraciones del orden de pg/L. Con el uso de esta técnica se ha
demostrado la eficacia y exactitud del equipo para proporcionar una masa
exacta.

Se ha demostrado que los tratamientos de fotocatalisis heterogénea con TiO>
y biolégicos con microalgas y bacterias son efectivos para la degradacion de los
antibioticos estudiados. Por el contrario, si los antibidticos estan sometidos
solamente a los mecanismos de fotdlisis, hidrdlisis, adsorcion y biodegradacion
la eliminacion de los antibidticos es baja y lenta. En el tratamiento biologico el
mecanismo mas efectivo es la biodegradacion con un mayor porcentaje de
eliminacion debido al consorcio de microalgas-bacterias y al estar irradiado por
luz durante 24 h, en vez de estar sometido a 12 h de luzy 12 h de oscuridad,
dichos porcentajes son 67 % para la SDZ, 57 % para la TET y 32 % para el CIP.

Se han identificado los siguientes metabolitos en los tratamientos
fotocataliticos y biologicos de CIP, SDZ y TET, asi como en los mecanismos de
hidrolisis, fotdlisis, adsorcion y biodegradacion de estos antibidticos. Los
productos obtenidos por la degradacion de la SDZ son: CioH10N403S,
C10H10N404S, C10HsN404S, CioH10N4, C10H10N402S. Para la TET son: CgHeO2,
C19H18NOsg y C19H19NO7. Por ltimo, para el CIP son: C13H11FN203, C14H16N303,
C16H18FN303, C17H16FN30s y Ci7H10N304. Ademas, se han propuesto las
posibles vias de transformacion de los antibidticos estudiados en los
metabolitos previamente identificados.
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ANEXO. RESULTADOS EXPERIMENTALES
En el anexo se muestra el cromatograma obtenido y el espectro MS de cada
muestra que se ha analizado en el HPLC-QTOF-MS. El anexo se encuentra
organizado de manera especifica, con cada antibidtico dispuesto en orden

correspondiente al

tratamiento aplicado, seguido de

Universidad deValladolid

los mecanismos

realizados para el tratamiento biolégico. Seguidamente después de cada
antibiotico, se detallan los productos obtenidos a partir de los tratamientos

respectivos.

l.SULFADIACINA Y PRODUCTOS DE DEGRADACION OBTENIDOS
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Figura 25. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo Oh.
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Figura 26.Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 27. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 28. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 29. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
Od.
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Figura 30. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
2d.
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Figura 31. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo

3d.
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Figura 32. Cromatograma y espectro MS de la SDZ en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
4d.
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Figura 33. Cromatograma y espectro MS del metabolito P1 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 34. Cromatograma y espectro MS del metabolito P1 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 35. Cromatograma y espectro MS del metabolito P1 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 36. Cromatograma y espectro MS del metabolito del P2 del mecanismo de fotocatalisis a tiempo

1h.
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Figura 37. Cromatograma y espectro MS del metabolito P2 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 38. Cromatograma y espectro MS del metabolito P2 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 39. Cromatograma y espectro MS del metabolito P3 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 40. Cromatograma y espectro MS del metabolito del P3 del tratamiento de fotocatalisis a tiempo

2h.
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Figura 41. Cromatograma y espectro MS del metabolito P3 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 42. Cromatograma y espectro MS del metabolito P4 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 43. Cromatograma y espectro MS del metabolito P4 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Area: 1141098, Height: 27635, RT: 8.30 min
N

2565 8299

2065
5 15
i
E  10e

5084

0080

2 4 6 & 10 12 4 16 18 20
Time, min

¥ Pesk Detalls
Precursor m/z Mass Error (ppm) Retention Time (min) lon Ratio
252.044 -01 830 NA

= @ Spectrum from photocatalisis_POS.... - 1000) from 8.289 to 8322 min
@ [C10HINIO3S+H]+

252.0437
Sed i
de4
.
g
z 24
251.0599
Ted 2510004 BINTZ rsq0u07
h
0e0 ! -
250 251 252 253 254 255 236
Mass/Charge, Da
¥ Formula Finder Results B
Mame Formula  Score m/z(Da) Error (ppm) Error MSM
Q CIOHIN3O3S 948 25204374 01 13
: v

Spectrum from photocatalisis POSwiff2 ... min Precursor: 252.0 Da, +1, CE: 35.0
100%

96.0556

136.9956  186.0661

'
2520437
93.0337

% Intensity (of 3922.0)

205
10%
0%
100 150 200 250
Mass/Charge, Dz
¥ Library Search Results
Name CAS# Formula MM(Da) Ft RevFit Purty CE

Figura 44. Cromatograma y espectro MS del metabolito P4 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 45. Cromatograma y espectro MS del metabolito P5 tratamiento biolégico a tiempo 3d.
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Figura 46. Cromatograma y espectro MS del metabolito P5 tratamiento biolégico a tiempo 4d.
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Il. TETRACICLINA Y PRODUCTOS DE DEGRADACION OBTENIDOS
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Figura 47. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo Oh.
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Figura 48. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 49. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.

105



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

DA TET 3h POS - Tetracycline (Unknown) 445,1595 - 445._.a-Maria\fotocatalisis\TET_POS.wifi2), (sample index: 1)
Arex 5.299¢2, Height: 1,115¢2, RT: 9.09 min

G 150
B 9.089
z 100
:
E 50

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time. min

Figura 50. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 51. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
Od.

1DA TET BIO 1d POS - Tetracycline (Unknown) 445.1595 - 445.1615 - (Path: D:\Analyst Data\Projects\IPS-QTOF\Johana-Maria\biodegradacion\TET_POS.wiff2), (sample index: 5)
Area: 1.485e3, Height: 3.242¢2, RT: 9.03 min

Intensity, cps

Figura 52. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento biologico con microalgas tiempo
1d.

IDA TET BIO 2d POS - Tetracycline (Unknown) 445.1595 - 445.1615 - (Path: D:\Analyst Data\Projects\IPS-QTOF\Johana-Maria\biodegradacion\TET_POS.wiff2), (sample Index: 2)
Area: 1.125e3, Height: 2.748#2, RT: 9.03 min

Intensity, cps

Figura 53. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
2d.
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IDA TET BIO 3d POS - Tatracycline (Unknown) 445.1595 - 445.1615 - (Path: D:\Analyst Data\Projects\IPS-QTOF\Johana-Maria\biodegradacion\TET_POS.wiff2), (sample Index: 3)
Area: N/A, Height: N/A, RT: N/A min
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Figura 54. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
3d.

IDA TET BIO 4d POS - Tetracycline (Unknown) 445,1595 - 445.1615 - (Path: D:\Analyst Data\Projects\IPS-QTOF\Johana-Maria\biodegradacion\TET_POS.wiff2), (sample Index: 4)
Area: N/A, Height: N/A, RT: N/A min
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Figura 55. Cromatograma y espectro MS de la TET en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo
4d.
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Figura 56. Cromatograma y espectro MS TET mecanismo de fotdlisis del tratamiento biologico a tiempo
Od.

107



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

10& TET FOTC 1d POS - Tetracychine (Unkmown) 445....0v2 Pfotolisis\ TET_POSwitf2), [saeple index: 4)
Area: 3195 Height: 34982 AT: 10060 min
4e5
185
.
£ e
4
E
168
Joe
020 -
F4 4 [} & 10 12 14 14 18 20
Teme_smin
¥ Peai Details

Figura 57. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 1d.

10 TET FOTO 2d POS « Tetracyclime (Unkrown) 445, ovd Ffotolisis\ TET_POS witf2], [renple index: 3)
Ares: 281, Hiighte: 1A5Ted BT 1085 min
Jeb
g
g 265
]
E
1e5
10,647
e l LL'
F3 4 L H] il 12 14 14 1B
Teme min
¥ Peaic Details

Figura 58. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 2d.
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Figura 59. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 3d.
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Figura 60. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.

Full TET HIDRO 0d POS - Tetracycline (Unkne...rolisis\TET_POS.wiff2), (sample Index: 11)
Area: 1.337e5, Height: 3.403e4, RT: 9.02 min
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Figura 61. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo Od.

Full TET HIDRO 1d POS - Tetracycline (Unkno...rolisis\TET_POS.wiff2), (sample Index: 10)
Area: 1.102e5, Height: 2.726e4, RT: 9.03 min
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Figura 62. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo 1d.

Full TET HIDRO 2d POS - Tetracycline (Unkno...idrolisis\TET_POS.wiff2), (sample Index: 9)
Area: 1.160e5, Height: 2.732e4, RT: 9.01 min
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Figura 63. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de hidrdlisis del tratamiento biologico a
tiempo 2d.
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IDA TET HIDRO 3d POS - Tetracycline (Unkno...drolisis\TET_POS.wiff2), (sample Index: 2)
Area: 1.126eb, Height: 3.076e5, RT: 9.03 min
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Figura 64. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo 3d.

IDATET HIDRO 4d POS - Tetracycline (Unkn...drolisis\TET_POS.wiff2), (sample Index: 1)
Area: 1.493e6, Height: 2.972e5, RT: 9.02 min
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Figura 65. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.
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Figura 66. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de adsorcion del tratamiento biolégico a
tiempo Od.

— — _—
IDA TET ADS 2d POS - Tetracycline (Unknown) 445.1505 - 445.161._.atal Johanna\06nov23\adsorcion\ TET_POS.witf2), (sample Index: 3)
Area: 428867, Height: 1.101¢5, RT: 9.03 min

~ @ Spectrum from TET_POS.wiff2 (sample 3) - IDA TET ADS 2d F... - 1000) from 9.018 min Precursor: 445.2 Da, +1, CE 35.0
@ Library Spectrum: Tetacycline (60-54-8), CE=35215
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Figura 67. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de adsorcion del tratamiento biolégico a
tiempo 2d.
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Figura 68. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de adsorcion del tratamiento bioldgico a
tiempo 3d.
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| Ares: 478656, Height: 1.123e5, RT: 9.03 min

= @ Spectrum from TET_POS.wiff2 (sample 1) - IDA TET ADS 4 P.. - 1000) from 9.016 min Precursor: 445.2 Da, +1, CE 35.0
@ Library Spectrums: Tetracycline (60-54-8) , CE=35215
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Figura 69. Cromatograma y espectro MS de la TET mecanismo de adsorcion del tratamiento biologico a
tiempo 4d.
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Figura 70. Cromatograma y espectro MS del P10 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 71. Cromatograma y espectro MS del P10 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 72. Cromatograma y espectro MS del P10 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 73. Cromatograma y espectro MS del P10 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 1d.
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Figura 74. Cromatograma y espectro MS del P10 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 3d.
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Figura 75. Cromatograma y espectro MS del P10 tratamiento biol6gico con microalgas a tiempo 4d.
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Figura 76. Cromatograma y espectro MS delP10 mecanismo de hidrélisis del tratamiento biologico a
tiempo 1d.
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Figura 77. ¢ Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de hidrdlisis del tratamiento biolégico a

tiempo 2d.
104 TET HIDAO 3d POS - 3 <TET (9. TET_FORwIt2), sarmp 2) | Spectrum trom TET_POSwifi2 (sample 2) - 1D TET..rcm 8,256 min Precursce: 135.0 Ds, +1, CE 35,0
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Figura 78. Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de hidrélisis del tratamiento bioldgico a
tiempo 3d.
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Figura 79. Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de hidrdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.

113



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

SN - —
DA TET FCTO 1d POS « €3 «TET (9.226) (Unknown) ..v23\forcliss\TET_POSwiff2), (sample index: 4)
Arex: 17806, Height: 4.565¢3, AT: 9.25 mn
\9 251

4000 5
3 3000
% 2000
z

1000

° ~ o ol ss woinerst, pima
2 4 6 8 10 12 14 6 18 20
Tirme, min

Spectrum from TET_POS wiff2 {sample 4) - IDA TET._rom 9.259 min Precursor; 135.0 Da, +1, CE: 35.0
100%
preée 770386
0% 135.0439
s 0% 790847
T %
&
R
g 4on{sios
£ i
I
s | 509155
%W 630389 849593 1070406 1330286
% 71951 | '
llLJI_l ul 1 o
® 70 80 9 100 110 120 130 140 150
Mass/Charge. Oa
- - - [ -~ |

Figura 80. Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a

tiempo 1d.
. — -
104 TET FOR0 24 POS - €3 =TET (9.226) (Unknown).. 23 otelisis\ TET_POSwift2), (sampl 2} | Spectrum from TET_POSwitf2 (sample 3] - IDA TE._from 5251 min Precursor: 135.0 Da, +1, CE 35,0
Aven: 26661, Height: 6.28%e3, RT: 5.26 men 100%
770388
5000 Toze3 .
8%
5000
g
g 4000 T e
. L 135.0439
£ 510231
H g b 790847
= I f
20%4| 500153 849597
1000 10% J153.0389 75.0261 |otos4s 1070408 RO e
" A PN | YT * R 1l . Lk,
: 4 46 & 10 12 W 16 18 20 0 10 80 90 100 110 120 130 140 1%
Tirese, frie Muss/Charge, Dy
¥ Peak Details  Library Search Results B

Figura 81. Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a

tiempo 2d.
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Figura 82. Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biologico a
tiempo 3d.
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Figura 83. Cromatograma y espectro MS del P10 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biologico a
tiempo 4d.
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Figura 84. Cromatograma y espectro MS del P11 mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a

tiempo 1d.
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Figura 85. Cromatograma y espectro MS del P11 mecanismo de hidrdlisis del tratamiento bioldgico a

tiempo 2d.
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Figura 86. Cromatograma y espectro MS del P11 mecanismo de hidrdlisis del tratamiento biolégico a

tiempo 3d.

115



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

l IC4, TET HIDRS 3o P05 - £24 » TET (13.781) fUnkno. 2 Vihideolmis\ TET_POSwitiZ], [sample Incle: 2)
s NArsa 3207, Heaght: 385242, AT: 13.73 min
13728
300
£ &
B 200 -
£ i
z
0
o
z 4 ] ] 10 12 4 16 18 20
Time, min
* Pank Details v

Figura 87. Cromatograma y espectro MS del P11 mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.

— — —
DATET 1hPOS - €25 » TET (10,354) (Unknown) 37..\fotocatalsis\ TET_POSwiff2), (sample index: 3) | Spectrum from TET_POS.wiff2 (sample 3) - IDA TET_om 10,333 min Precursor: 374.1 Da, +1, CE: 35.0
Aren: $94407, Height: 1.165e5, RT: 10.35 mn 100% 3110574
374.1248
10.354 el
1065 80%
g 70%
g S0t T ex
2 60t = 50% 1630403 2270717
£ £
H H 40%
= doed 5 0%
20% 1490232
2064 2
10% 121.0297
0060 0% 4
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 100 150 200 %0 300 350 400
Tirwe, min Mass/Charge. s
¥ Peak Details ¥ Library Search Results [ Q|

Figura 88. Cromatograma y espectro MS del P12 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 89. Cromatograma y espectro MS del P12 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 90. Cromatograma y espectro MS del P12 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.

116



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid
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Figura 91. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo Oh.
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Figura 92. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 93. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 94. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.

108 C1P BIKD 1d POS - Ciprofloxacin (Unkmown) 33, edegradacion' CIP_POSwitf2), (sample Index: 4]
Andic 303047, Hinght: 831784, AT RIT mn

9.269

Inkerdity, cps

2 4 L] B Ll . 4 16 18
Time, mn

¥ Peaic Details

= @ Spectrum from CIP_POS.wIFf2 (sample 4) - D231 min Precursor: 132.1 Da, +1, CE 35.0
@ Library Spectrum: Giproflaacin. ISP | CE=35:10

100% .
3141296
50%
310564
E Hs0e8 33237
3 r/ 2881508 | !
= 0% . |
g | 1 1
5
E
- «50%
100 130 200 2% 300 150
Mass/Change, Da
¥ Library Seaech Resulis B

Figura 95. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo Od.
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Figura 96. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo 2d.
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Figura 97. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo 3d.
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Figura 98. Cromatograma y espectro MS del CIP en el tratamiento biolégico con microalgas tiempo 4d.
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Figura 99. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de fotélisis del tratamiento bioldgico a
tiempo Od.
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Figura 100. . Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a

tiempo 3d.
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Figura 101. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de fotdlisis del tratamiento bioldgico a
tiempo 4d.
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Figura 102. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de hidrdlisis del tratamiento bioldgico a
tiempo Od.
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Figura 103. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo 1d.
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Figura 104. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de hidrdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 2d.
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Figura 105. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de hidrdlisis del tratamiento bioldgico a
tiempo 3d.
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Figura 106. Cromatograma y espectro MS del CIP mecanismo de hidrélisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.
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Figura 107. Cromatograma y espectro MS del P20 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 108. Cromatograma y espectro MS del P20 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 109. Cromatograma y espectro MS del P20 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 2d.
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Figura 110. Cromatograma y espectro MS del P20 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 3d.
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Figura 111. Cromatograma y espectro MS del P20 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 4d.
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Figura 112. Cromatograma y espectro MS del P20 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 1d.
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Figura 113. Cromatograma y espectro MS del P20 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 2d.
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Figura 114. Cromatogramay espectro MS del P20 mecanismo de fotdlisis del tratamiento bioldgico a
tiempo 3d.
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Figura 115. Cromatograma y espectro MS del P20 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.

Figura 116. Datos P21 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 117. Cromatograma y espectro MS del P21 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 118. Cromatogramay espectro MS del P21 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 119. Cromatograma y espectro MS del P22 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 1h.
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Figura 120. Cromatograma y espectro MS del P22 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 2h.
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Figura 121. Cromatograma y espectro MS del P22 tratamiento de fotocatalisis a tiempo 3h.
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Figura 122. Cromatograma y espectro MS del P22 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 1d.
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Figura 123. Cromatograma y espectro MS del P22 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 2d.
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Figura 124. Cromatograma y espectro MS del P22 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 3d.
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Figura 125. Cromatograma y espectro MS del P22 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
tiempo 4d.
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Figura 126. Cromatograma y espectro MS del P23 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 3d.
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Figura 127. Cromatograma y espectro MS del P23 tratamiento biolégico con microalgas a tiempo 4d.
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Figura 130. Cromatograma y espectro MS del P24 mecanismo de fotdlisis del tratamiento biolégico a
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