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Abstract

The toxicity change of the drug Trimethoprim / sulfamethoxazole in aqueous solution (concentration of
200 mg / L) was evaluated, after its exposure to a non-thermal plasma at atmospheric pressure (=760
Torr). The exposure time of the solution of interest to the plasma was 150 minutes, evaluating samples
every 15 minutes. Two different conditions of exposure to the plasma treatment were considered (at rest
and in constant agitation) and in both treatments the plasma generation parameters were 3000 V at 30
mA. The toxicity change of the solution was determined by bioassays using lettuce seeds (Lactuca
sativa), concentration change and considering the change in Chemical Oxygen Demand (COD). In
general, the toxicity of the solution decreased according to the germination percentage and concentration
results. For the treatment without agitation, the maximum percentage of gemination (90%) was reached
at minute 150 of exposure to plasma, which corresponds to 9.08 mg / L concentration. For the treatment
exposed to constant agitation, the maximum value reached was 75% at minute 45 and corresponds to the
concentration value of 13.40 mg / L. Regarding the chemical oxygen demand, the treated solution
(constant agitation and at rest) showed an approximate percentage increase of 50% and 60% respectively.
It was observed that the difference between treatments generates specific changes in the solution.

Toxicity, Non-thermal plasma, Trimethoprim / Sulfamethoxazole, Water treatment

Resumen

Se evalu6 el cambio de toxicidad del farmaco Trimetoprima/sulfametoxazol en solucion acuosa
(concentracion de 200 mg/L), tras su exposicion a un plasma no térmico a presion atmosférica (=760
Torr). El tiempo de exposicion de la solucién de interés al plasma fue de 150 minutos, tomandose
muestras cada 15 minutos. Se consideraron dos condiciones diferentes de exposicion al tratamiento por
plasma (en reposo y en agitacion constante) y en ambos tratamientos los pardmetros de generacion del
plasma fueron de 3000 V a 30 mA. El cambio de toxicidad de la solucién se determiné mediante
bioensayos con semillas de lechuga (Lactuca sativa), cambio de concentracién y considerando el cambio
de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO). En general, la toxicidad de la solucion disminuyd de acuerdo
con los resultados de porcentaje de germinacion y de concentracién. Para el tratamiento sin agitacion el
porcentaje maximo de geminacion (90 %) se alcanzé al minuto 150 de exposicion al plasma, lo que
corresponde a 9.08 mg/L de concentracion. Para el tratamiento con agitacion, el maximo valor alcanzado
fue de 75 % al minuto 45 y corresponde a un valor de concentracién de 13.40 mg/L. Respecto de la
demanda quimica de oxigeno, la solucion tratada (con agitacion y sin agitacién) mostré6 un aumento
porcentual aproximado del 50 % y 60% respectivamente. Se observo que la diferencia entre tratamientos
genera resultados diferentes.

Toxicidad, Plasma no térmico, Trimetoprima/Sulfametoxazol, Tratamiento de aguas

1. Introduccién

El agua es un recurso natural vital, indispensable para la vida humana y el sostenimiento del medio
ambiente. El desarrollo humano y econdmico, asi como el uso inadecuado que se ha hecho de este recurso
como medio de eliminacion, ha provocado severos efectos ambientales (Orta, 2002, IMTA 2011). Entre
los numerosos contaminantes que afectan la calidad de las aguas, los contaminantes emergentes (o
microcontaminantes) han cobrado especial interés. Estos compuestos son de diverso origen y naturaleza
quimica, cuya presencia y consecuencias en el medio ambiente han pasado inadvertidas. Estan presentes
en aguas en bajas concentraciones de ngL! a pgL™, y son considerados muy perjudiciales para la salud
humana y el medio ambiente, ya que pueden causar diversos efectos en los organismos, tales como
toxicidad cronica, disrupcion endocrina y bioacumulacion.

Los contaminantes emergentes se pueden clasificar en seis grupos; retardantes de llama
bromados, parafinas cloradas, pesticidas polares, compuestos perfluorados, productos de higiene
personal, drogas y farmacos (Patifio et al., 2014).Los desechos de productos farmacéuticos son
contaminantes emergentes que merecen especial atencién. A pesar de que es dificil identificar las
caracteristicas de los efluentes provenientes de las industrias farmaceuticas, se infiere que las aguas
residuales, originadas en plantas de sintesis organica presentan una alta concentracion de demanda
quimica de oxigeno (DQO) y salinidad (Jaimes y Vera, 2020).
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Hay diferentes mecanismos de incorporacion de los productos farmaceuticos en los cuerpos de
agua, como los procesos de eliminacion de animales y humanos, los vertidos de la industria farmacéutica,
los residuos hospitalarios, la disposicién inadecuada de farmacos vencidos o no utilizados, y los vertidos
de instituciones de investigacion y desarrollo de farmacos, entre otros (Jiménez, 2011). Las plantas de
tratamiento de aguas residuales han sido disefiadas para la eliminacion de materia organica y ciertos tipos
de contaminantes, especialmente los que se especifican en la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-
SEMARNAT-1997), que establece los limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas
residuales tratadas. Sin embargo, los desechos de productos farmacéuticos requieren de tratamientos
avanzados para una segura incorporacion de las aguas residuales al medio ambiente. Existen diferentes
tipos de tratamiento para estos contaminantes como los tratamientos fisicoquimicos y biologicos (Gil et
al., 2012) sin embargo, en muchos casos no se genera una remocion significativa de estos contaminantes
(Garcia et al., 2011).

La tecnologia de plasma es una alternativa para tratar este tipo de contaminantes. EI plasma es un
gas ionizado parcial o complemente, que consiste en electrones, radicales libres, iones y neutrones, Puede
ser producido por una variedad de descargas eléctricas. Los sistemas de plasma se clasifican en dos
categorias, los Ilamados plasmas térmicos y los plasmas no térmicos en términos de densidad electrénica
o temperatura. Los plasmas térmicos (cominmente descargas de arco, antorchas o radiofrecuencia), estan
asociados con suficiente energia, para permitir a los constituyentes del plasma estar en equilibrio térmico.
Mientras que el plasma no térmico se obtiene usando menos energia (por ejemplo; descarga corona,
descarga dieléctrica) (Jiang et al., 2014). Este se genera mediante la aplicacion de un campo eléctrico o
electromagnético a un gas, en el que los electrones libres toman la energia del campo, lo que produce su
aceleracion hasta que sus energias se elevan lo suficiente para ionizar los &tomos o las moléculas del gas
con las que colisionan, liberando méas electrones que provocan a su vez nuevas ionizaciones. Los
electrones liberados en dicho proceso producen disociacién molecular, formandose atomos y radicales
libres, siendo capaces de excitar &tomos y moléculas a niveles superiores de energia que, al retornar al
estado mas estable, emiten el exceso de energia en forma de radiaciones electromagnéticas de amplio
espectro, incluyendo radiaciones en el rango ultravioleta (Soleno, 2015).

Un plasma no térmico, ofrece alta selectividad y eficiencia energética en reacciones quimicas. La
aplicaciéon del plasma eléctrico a presién atmosférica ofrece caracteristicas que son atractivas para
aplicaciones en quimica y disciplinas relacionadas. Esta tecnologia, emerge como una oportunidad para
el tratamiento de aguas, ya que permiten una intensificacién significativa de los procesos quimicos
tradicionales, incrementos esenciales de su eficiencia, y a menudo la estimulacién exitosa de reacciones
quimicas imposibles en la quimica convencional (Fridman, 2008; Jiang et al., 2014). En este contexto,
los antibidticos son farmacos de amplio uso en el mundo; su efecto contra microorganismos patégenos
en animales y humanos, asi como su uso para la preservacion de alimentos, ha incrementado su
produccion y consumo, permitiendo grandes descargas sobre los cuerpos de agua con manifestaciones
de resistencia microbiana en las zonas de estudio (Jiménez, 2011). Debido a su limitada
biodegradabilidad y propiedades de adsorcion, antibioticos como sulfametoxazol y trimetropina
presentan baja remocién en plantas de tratamientos de aguas residuales convencionales (Correia y
Marcano, 2015).

Desde tal perspectiva, en el presente estudio se considera al farmaco Soltrim
(Trimetoprima/sulfametoxazol) como agente contaminante. Este farmaco esta siendo investigado junto
con varios mas, respecto de la mejor forma de degradar en solucion acuosa. En particular, en este trabajo
se estudid el efecto en el cambio de toxicidad del farmaco Soltrim (Trimetoprima/sulfametoxazol) en
solucion acuosa, al ser expuesto a un plasma frio a presion atmosférica. El proposito de esta investigacion
es el de examinar experimentalmente como se reduce el grado de toxicidad con las caracteristicas propias
de cada tratamiento por plasma utilizado. Conseguir la disminucion gradual del porcentaje de toxicidad
en la solucion de interés, permitird conocer una metodologia para el tratamiento mediante el uso de
plasmas frios de aguas residuales, con estas caracteristicas. Las técnicas utilizadas para la degradacion
del farmaco o para especificamente generar el cambio de toxicidad en la solucion de estudio, se detallan
en la seccion de metodologia. Asi mismo se presenta un esquema del dispositivo experimental
implementado y las partes que lo conforman. La seccion de resultados muestra mediante graficos de
bioensayos de toxicidad realizados con semillas de lechuga (Lactuca sativa) los porcentajes obtenidos
del cambio generado. Estos cambios se expresan en términos de porcentaje de germinacion, curvas de
degradacion, cambio de concentracion y DQO. Finalmente en la seccion de conclusiones se presentan
las observaciones mas relevantes pero no Gnicas de lo obtenido mediante cada estudio.
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2. Metodologia Experimental.
Preparacion de la solucion de estudio

Se elabor6 una solucion madre cuya concentracion fue de 12000 mg/L. Para ello se coloco una pastilla
del farmaco Soltrim (480 mg: 80 mg de Trimetoprima, 400 mg de Sulfametoxazol) en 40 ml de agua
destilada y se mantuvo en agitacion hasta disolverse. Dado que el nivel de toxicidad era muy alto para la
germinacion de las semillas de lechuga, se realiz6 una segunda dilucién a partir de la primera. Se aforaron
8.33 ml de la primera dilucion del farmaco a 500 ml de agua destilada, quedando en una concentracion
final de 200 mg/L del farmaco. Esta fue la concentracion con que se trabajé. EIl valor elegido de 200
mg/L responde al estudio de toxicidad que se realizd con semillas de lechuga. Valores mayores de
concentracion del farmaco no permite la germinacion de semillas.

Sistema Experimental

Para llevar a cabo el tratamiento por plasma se utiliza el dispositivo mostrado en la Figura 2.1. Este
dispositivo consiste en una camara de vidrio de 1000 ml de capacidad y dos electrodos de tungsteno
colocados a través de una tapadera movil situada en la parte superior de la camara de reaccion. Ambos
electrodos estan insertados en tapones de hule para evitar el movimiento. EIl extremo inferior de uno de
los electrodos se coloca dentro de la solucion a tratar, mientras que el extremo del electrodo restante (que
es un electrodo ajustable en distancia) se encuentra al borde de esta sin tocarla. Es en este ultimo en el
que se lleva a cabo la generacion de plasma. El sistema cuenta con un termometro situado dentro de la
solucion con contaminante para verificar la temperatura mientras se lleva a cabo el tratamiento.

Figura 2.1 Esquema del dispositivo experimental

Termdémetro >
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Electrodo >
P Electrodo
< Plasma
Fuente de voltaje 1
—’__
—_ Camara  de
‘ [ vidrio
TN
Cable conductor —»
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Parrilla de contaminante
saitacic > )
gitacion

Fuente de Consulta: Imagen propia

Colocada la solucion en estudio dentro de la camara de reaccion, se cierra hermeéticamente y se
fijan los parametros de generacién del plasma, para ello; se conecta el sistema y se ajustan los valores
correspondientes de diferencia de potencial y corriente eléctrica en la fuente de alto voltaje (SPELLMAN
SL600). Esto se hace para cada tratamiento (T1: Tratamiento en reposo, T2: Tratamiento con agitacion
constante). Se realizaron tres repeticiones para cada tratamiento. Los resultados finales que se presentan
son el valor promedio de las medidas realizadas. Los parametros para cada uno de los tratamientos se
muestran en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1 Pardmetros considerados para la realizacion del presente experimento

Tratamiento | Tiempo de exposicién Concentracion = Voltaje | Corriente (mA)
(minutos) (mg/L) \Y
T1 150 200 3000 30

T2 150 200 3000 30

Los parametros mostrados en esta tabla son los utilizados para la realizacion de los experimentos
de las dos soluciones en estudio. Volumen de solucion utilizada: 500 ml.

Toma de muestras y medidas de pardmetros de interés

Colocada la solucidn en estudio dentro de la camara de reaccion, se aplica el tratamiento de plasma.
Transcurridos 15 minutos de exposicion de la solucion al plasma se detiene el tratamiento y se procede
a obtener una muestra para monitorear el cambio de toxicidad de la solucién. Realizado lo anterior se
reanuda la exposicion de la solucién al plasma no térmico repitiendo este procedimiento hasta alcanzar
150 minutos y concluir el experimento.

La DQO se mide al inicio y final de los tratamientos (Espectrofotometro Hach DR 3900). Se
utiliz6 el método de Hach y viales de alto rango (20 - 1500 mg / L). Todas las soluciones fueron hechas
con productos quimicos de grado analitico.

El cambio de toxicidad se determina en términos del porcentaje de germinacién de semillas de
lechuga (bioensayos de toxicidad) y la curva de calibracion de concentracion.

Para los bioensayos de toxicidad se hicieron tres repeticiones por cada tratamiento. Se utilizé un
control negativo (agua destilada) y un control positivo (solucion de Trimetoprima/sulfametoxazol a una
concentracion de 200 mg/L sin exponer al plasma).

Se utilizan semillas sin curar (sin fungicidas o plaguicidas) de lechuga de la especie Lactuca
Sativa, con un porcentaje de germinacion mayor al 90 %, y cajas Petri de 100 mm de diametro con papel
filtro (Whatman No. 3) (Sobrero et al., 2004).

El porcentaje de degradacién es calculado mediante la Ecuacién 1.

% Degradaciéon = (1 - c%) x 100 % (1)

Donde C es la concentracion del farmaco de interés a un cierto tiempo de tratamiento y Co es la
concentracion inicial del farmaco sin tratamiento. Los valores de porcentaje de germinacion se
relacionaron con las concentraciones del farmaco respectivas mediante una funcion potencial, obtenida
a través de la curva de calibracion, Ecuacion 2.

y = 252.84x~0-468 (2)
Curva de calibracion

En el Gréfico 2.1 se presenta la curva de calibracion utilizada. Con esta es posible relacionar los valores
del porcentaje de germinacion de semillas de lechuga con las concentraciones en mg/L del contaminante
Trimetoprima/sulfametoxazol en solucion acuosa. Esta curva se obtuvo realizando 14 diferentes
diluciones de una solucion con concentracion conocida del farmaco. En el Gréafico 2.1 se observa también
la curva asociada al ajuste potencial de los valores obtenidos experimentalmente y cuya ecuacion
asociada es: y = 252.84x 0468
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Grafico 2.1 Curva de calibracion
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Fuente de Consulta: Imagen Propia
3. Resultados y Discusion
Porcentaje de Germinacién

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos de los porcentajes de germinacion para cada uno
de los tratamientos en funcion del tiempo de exposicion. Grafico 2.2.

Graéfico 2.2 Porcentaje de germinacion
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Fuente de Consulta: Imagen Propia

El control positivo indica que la solucion de Trimetoprima/sulfametoxazol en solucion acuosa es
toxica. Solo el 20% de las semillas germinaron en promedio para todas las muestras. Sin embargo, la
toxicidad disminuye a medida que la solucién se expone al plasma y con el paso del tiempo, ya sea en
reposos o0 en agitacion constante. En general el cambio del porcentaje de germinacion es diferente para
cada tratamiento. Se observa que a medida que aumenta el tiempo de exposicion al plasma, el porcentaje
de semillas germinadas aumenta hasta alcanzar un maximo.
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Por otra parte, el control negativo asegura la viabilidad de germinacién de las semillas utilizadas.
En todos los experimentos germinaron entre el 90 y 100% de semillas hidratadas con agua destilada. En
particular, para el tratamiento T1 el porcentaje maximo de geminacion (90 %) se alcanza al minuto 150
de exposicion, lo que equivale a una concentracion del farmaco utilizado de 9.08 mg/L y corresponde a
una degradacion del 95 %. Sin embargo, es a partir del minuto 60 desde donde se obtienen valores
mayores al 80 % de germinacion (85 %). Estos valores son los que se podrian considerar como aceptables
segun los criterios preestablecidos de germinacion (Iguales o mayores a 80 %) y corresponden a una
concentracion y degradacion del farmaco respectivamente de 11.68 mg/L y 94 %.

Para el tratamiento T2, el maximo valor alcanzado fue de 75 % al minuto 45, corresponde a una
concentracion de 13.40 mg/L y a una degradacion del 93 %. Todos los demas valores estan por debajo
de este, pero por arriba del control positivo. Es decir, al igual que para el tratamiento en reposo, los
valores de toxicidad disminuyen y por ende se podria decir que la concentracion del farmaco en la
solucion también.

Porcentaje de degradacion

El Grafico 2.3 muestra el comportamiento del porcentaje de degradacion en funcién del tiempo de
exposicion de la muestra al plasma y las caracteristicas de cada tratamiento (Reposo / Agitacion
constante). El porcentaje de degradacion aumenta de manera especifica a medida que el tiempo de
exposicion al plasma es mayor para cada tratamiento, asi como en funcion del tratamiento.

Se observa que para ambos tratamientos el porcentaje de degradacion es muy rapido en los
primeros 30 minutos de exposicion, alcanzando valores de 92 % y 80 %. El resto del tiempo de exposicion
el cambio del porcentaje de degradacion se mantiene relativamente estable. De manera general, es el
tratamiento en reposo (T1), el que muestra mayor eficiencia en la degradacion durante la mayor parte del
tiempo de exposicion.

Gréfico 2.3 Porcentaje de degradacion
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Fuente de Consulta: Imagen Propia

Utilizando la Ecuacion 2 de la curva de calibracion y los valores de porcentaje de germinacion de
semillas de lechuga obtenidos para cada tratamiento en los diferentes tiempos de exposicion, es posible
obtener la curva de concentracién del farmaco Trimetoprima/sulfametoxazol en la solucion de interés,
como se muestra en el Gréafico 2.4.
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Grafico 2.4 Concentracion del farmaco
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En general, es en los primeros 30 y 45 minutos de exposicion al plasma, donde de acuerdo con la
ecuacion de ajuste considerada para ambos tratamientos, la concentracion del farmaco logra disminuir
notoriamente. Disminuye de 200 mg/L a valores de 15.53 mg/L y 13.40 mg/L para el tratamiento T1y
T2 respectivamente. El resto del tiempo de exposicion el cambio es minimo en ambos tratamientos. Los
valores de la concentracion del farmaco determinados mediante la ecuacion 2, tienen asociado un
intervalo maximo de incertidumbre de + 10 %.

Demanda Quimica de Oxigeno

En el Gréfico 2.5 se muestra el comportamiento de la demanda quimica de oxigeno de la solucion de
Trimetoprima/sulfametoxazol antes y después de ser sometida a un tratamiento de plasma. Los datos
registrados corresponden al tiempo o intervalo final de cada tratamiento, es decir después de haber
transcurrido 150 minutos de exposicion al plasma. Los valores corresponden al promedio de las medidas
realizadas de tres repeticiones experimentales.

Grafico 2.5 Demanda Quimica de Oxigeno
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El valor de la DQO para la solucion sin tratar (TO) es de 126 mg/L. Se observa que al finalizar
los tratamientos se alcanzan valores de DQO de 202 mg/L y de 189 mg/L para los tratamientos en reposo
y con agitacion constante respectivamente.

En general, los valores de Demanda Quimica de Oxigeno aumentan en ambos tratamientos,
obteniéndose un valor porcentual de aumento del 60 % y 50% aproximadamente, lo cual es negativo en
términos de tratamiento de aguas. Esto puede ser debido a la transformacion de los compuestos propios
de la pastilla (tras su dilucion y exposicion al plasma) en compuestos intermediarios, los cuales requieren
mas oxigeno para oxidarse.

Con estos datos, los valores indican que el tratamiento menos negativo tomando en cuenta el
aumento de DQO, es el tratamiento con agitacion.
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5. Conclusiones

Se evalud el cambio generado en una solucion de Trimetoprima/sulfametoxazol expuesta a un plasma de
aire a presion atmosférica respecto de la concentracién y la toxicidad. Se hizo para la solucion en reposo,
asi como en agitacién constante y bajo las mismas condiciones de generacién del plasma. Lo anterior se
verificd mediante la evaluacion de los valores de toxicidad y concentracion; antes, durante y al finalizar
el procedimiento experimental.

La demanda quimica de oxigeno para la solucién tratada en reposo y con agitacion constante
mostré un aumento porcentual aproximado del 60 % y 50% respectivamente. Esto es debido a la
transformacion de los compuestos propios de la pastilla del farmaco utilizada tras su dilucion y
exposicion al plasma.

En relacion con la evaluacion del cambio de toxicidad de la solucién, se observé que conforme
va aumentando el tiempo de exposicidn al plasma, también lo hace el porcentaje de germinacion hasta
llegar a un maximo para después decrecer. En particular, para el tratamiento en reposo el porcentaje
méaximo de geminacion (90 %) se alcanzo al minuto 150 de exposicion, lo que corresponde a 9.08 mg/L
de concentracion. Para el tratamiento con agitacion constante el maximo valor alcanzado fue de 75 % al
minuto 45 y corresponde a un valor de concentracion de 13.40 mg/L. Para ambos tratamientos los valores
de toxicidad disminuyen y por lo tanto la concentracién del farmaco en la solucién también

Se concluye que este procedimiento es una opcion viable para disminuir la toxicidad y la
concentracion del farmaco de interés en la solucién. Es decir, los plasmas no térmicos a presion
atmosférica son una buena opcion para el tratamiento de agua contaminada con el farmaco
Trimetoprima/sulfametoxazol.

Sugerencia de investigacion

Dados los valores de cambio (DQO en particular) en la solucion de interés bajo el intervalo de tiempo
realizado (150 min), se plantea la implementacion de iguales experimentos a intervalos de tratamiento
mayores (350 min). Asi mismo, la utilizacion de valores generadores del plasma de mayor potencia
eléctrica. Esto permitira determinar como es el cambio de los valores de DQO en funcion del tiempo de
exposicion al tratamiento y de la potencia del plasma.
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