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1. Introduccion, antecedentes y justificacion del proyecto

La calidad del agua en la VIl Fase del Programa internacional hidrologico, PIH
(2014-2021), tiene alta prioridad que se refleja en el Tema 3 “Abordar la escasez y
la calidad del agua”.

Este tema contribuye a la Agenda 2030, Objetivo 6 para el Desarrollo Sostenible,
Meta 6.3, de mejorar la calidad del agua reduciendo la contaminacion, eliminando
el vertimiento y minimizando la emisiébn de productos quimicos y materiales
peligrosos, reduciendo a la mitad el porcentaje de aguas residuales sin tratar y
aumentando considerablemente el reciclado y la reutilizacion sin riesgos.

Uno de los principales objetivos de la Iniciativa Internacional sobre Calidad del
Agua (IIWQ por sus siglas en inglés) del PIH de la UNESCO es reforzar su
capacidad cientifica, técnica y politica para gestionar riesgos para la salud humana
y el medioambiente causados por contaminantes emergentes en agua
superficiales, subterraneas y aguas residuales, a través de la mejora de la calidad
del agua y gestion de aguas residuales y la promocion de la reutilizacion de aguas
residuales, contribuyendo a la seguridad hidrica y alimentaria.

La cromatografia de gases-masas-masas (GC-MS/MS) es una técnica que
combina la capacidad de separacion con la sensibilidad y capacidad selectiva del
detector de masas. Esta combinacion permite analizar y cuantificar compuestos
trazas en mezclas complejas con un alto grado de efectividad, sin embargo, para
la determinacion de los contaminantes emergentes (CE) las técnicas analiticas
son mas especificas. La extraccion se realiza en fase solida mediante cartuchos
(Oasis HLB®). Después, debido a la poca volatilidad de algunos CE y la presencia
de varios grupos polares en la molécula, ha sido necesario implementar el
procedimiento de derivatizacion para obtener productos mas volatiles y aumentar
la sensibilidad de la técnica. La derivatizacion es diferente para CE acidos y
neutros y se hace con diferentes derivatizantes, lo cual aumenta el tiempo y el
costo del método. La mayoria de los métodos analiticos propuestos en la literatura
aplican procedimientos con derivatizacion antes del analisis CG-MS/MS.

Recientemente se publicdé un método basado en extraccion y analisis directo del
extracto por GC-MS/MS, evitando el tedioso paso de derivatizacion. Los autores
son del Instituto de Diagndstico Ambiental y Estudios del Agua en Barcelona,
Espafia, con el cual en 2019 se propuso firmar un convenio de colaboracion.
Considerando las amplias ventajas que traera la implementacion de una técnica
analitica que evite el paso critico de derivatizacion en el equipo CG-MS/MS
Shimadzu del IMTA, se propone como primer objetivo de este proyecto el de
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desarrollar e implementar una técnica analitica similar para la determinacion de
CE &cidos y neutros sin derivatizacion.

Los CE son compuestos de diverso origen y naturaleza quimica, cuya presencia y
consecuencias en el medio ambiente han pasado inadvertidas durante mucho
tiempo ya que estan presentes en el agua en bajas concentraciones (ng L* a ug L
1). Estos contaminantes son considerados muy perjudiciales para la salud humana
y el medio ambiente, ya que pueden causar diversos efectos en los organismos,
tales como toxicidad crénica, disrupcion endocrina y bioacumulacion. Los CE
incluyen una gran variedad de productos; se pueden clasificar en: farmacos,
productos de higiene personal, tensoactivos, agentes industriales, retardantes de
llama bromados, plaguicidas polares y drogas entre otros. Actualmente las PTAR
convencionales estan disefladas para remover basicamente SST, materia
organica, nutrientes y patégenos. Debido a las bajas concentraciones y diversas
propiedades fisicoquimicas, los CE pueden pasar por las PTAR y terminar en el
medio ambiente. No es tarea sencilla remover estos compuestos, ya que poseen
diferentes propiedades fisicoquimicas (polaridad, solubilidad, estructura quimica) y
tienen diferentes reacciones a los procesos del tratamiento, sean estos abidticos
(sorcion, volatilizacion, fotodegradacion) o bioticos (biodegradacion).

Los impactos ambientales se evalian no solo con la toxicidad de los compuestos,
intervienen otros factores como la persistencia y la bioacumulacién en diferentes
organismos. Los compuestos de alta persistencia son dificiles de biodegradar y se
acumulan en el ambiente, en la flora y fauna. Se ha revelado que los productos
farmacéuticos y de cuidado personal pueden causar carcinogenicidad,
teratogenicidad, mutagenicidad, disruptores endocrinos y toxicidad para el
desarrollo reproductivo. Se ha demostrado que existe una relacion entre la
exposicion a estos contaminantes y las variaciones en el metabolismo, problemas
de crecimiento, fertilidad y la feminizacion en varios tipos de organismos, ademas
los CE pueden inducir la aparicion de genes de resistencia bacteriana, lo que
presenta efectos adversos irreversibles para el ecosistema y el ser humano. Los
estudios sobre el tema de la persistencia y bioacumulacion han revelado que una
gran cantidad de los CE son persistentes. Por lo cual se necesita desarrollar
meétodos adecuados para su remocion en el agua.

Un grupo de procesos que podria proporcionar solucion a estos problemas es el
de los procesos de oxidacion avanzada (POA). Estos son procesos fisicoquimicos,
gue se basan en la generacion de radicales y especies oxidantes en una
concentracion suficiente para degradar los contaminantes persistentes. Algunos
procesos POA son: ozonacion, oxidacion con oxidantes fuertes y catalizadores,
oxidantes con fotocatalizadores y radiacion ultravioleta (UV) o visible, procesos
electroquimicos entre otros. Se ha estudiado la fotocatalisis con TiO2, pero no se
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ha probado hasta el momento la fotocatdlisis usando peliculas delgadas con
estructura nanotubular de TI1O>, lo cual se propone realizar en este estudio.

Este trabajo se realizara con la participacion de la Dra. Cecilia Cuevas Arteaga del
CIICAP, UAEM, quien realizara este afio una estancia de investigacion en el IMTA,
ella es experta en sintesis de nanotubos y con la participacion de la alumna de
Doctorado Sandra Ortiz Gémez quien desarrolla su tesis en este tema.

Beneficios que genera el proyecto

Social y Ambiental: Desarrollo de tecnologia novedosa para el tratamiento del
agua residual que permita asegurar la proteccion de la salud publica y evitar
impactos negativos al medio ambiente.

Cientifico: Generacion de conocimientos para el desarrollo de nuevos procesos y
sistemas de tratamiento de aguas residuales para remover contaminantes
emergentes.

Tecnoldgico y econdmico: Generacion de tecnologia novedosa para el manejo
sostenible de aguas residuales.
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2. Objetivos

Objetivo general: Evaluar la remocion de compuestos emergentes
mediante la aplicaciobn de procesos avanzados en el tratamiento de las
aguas residuales.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar e implementar una técnica analitica que permite la
determinacién de microcontaminantes emergentes acidos y neutros sin
derivatizacion de las muestras.

2. Elucidar la degradacibn de compuestos farmacéuticos en agua
mediante oxidacién fotocatalitica usando peliculas con estructura
nanotubular de TiOo.
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3. Marco teodrico

3.1. Contaminantes emergentes

El agua es un medio que puede ser contaminado por la presencia de multiples
compuestos disueltos o suspendidos. Si bien hay compuestos que pueden estar
presentes en los cuerpos de agua sin afectar su calidad (materia organica, iones y
sales), hay compuestos que aun en concentraciones traza pueden originar dafios
en organismos y a la salud humana (Barcelé y Lopez, 2008). Muchos de estos
compuestos utilizados cominmente contienen componentes quimicos que pueden
persistir a través de las plantas de tratamiento de aguas residuales y entrar en el
medio acuatico como compuestos principales, metabolitos o subproductos.

Los contaminantes emergentes (CE) también llamados microcontaminantes, se
definen como productos quimicos sintéticos o0 naturales, o cualquier
microorganismo que no se monitorea en el medio ambiente pero que tienen el
potencial de entrar en él y causar efectos adversos a la salud humana y al
ecosistema (Rosales et al., 2019). En general. estos productos quimicos se
producen en gran escala a nivel mundial, tiene un vasto nimero de aplicaciones y
se han vuelto indispensables para nuestra sociedad moderna (Silva et al., 2011),
han sido detectados en el agua (tipicamente ng/L) y nuevas investigaciones
manifiestan que también se encuentran ligados a sedimentos y particulas plasticas
(tipicamente ng /g) (Wilkinson et al., 2016).

La liberacion de los contaminantes emergentes al medio ambiente probablemente
ha ocurrido durante mucho tiempo, pero no se habian reconocido hasta que se
desarrollaron nuevos métodos de deteccion (Geissen et al., 2015). Se catalogan
segun el riesgo probable o real que pueda generar a la salud humana y/o al medio
ambiente. Su origen es distinto, que van desde el industrial o proveniente de
aguas residuales municipales, los compuestos quimicos agricolas, los hospitales y
laboratorios. Estos CE se clasifican principalmente en tres categorias:

e Compuestos farmacéuticos (CF),
e Productos de cuidado personal (PCP) ,
e Compuestos de alteracion endocrina (CAE).

Pero no se limitan a lo anterior, también incluyen nanomateriales (NM),
metabolitos de CE, drogas ilegales, organismos genéticos, entre otros. Los NM
afectan la biomasa bacteriana durante el tratamiento de aguas residuales y
disminuye su eficacia en la eliminacion de CE (Wang et al., 2012). Los CE estan
presentes en aguas superficiales, aguas subterrdneas e incluso en el océano; las
industrias, tormentas, descargas de aguas puntuales y no puntuales facilitan su
entrada al medioambiente, pero las PTAR municipales son consideradas como su
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principal fuente (Ternes et al., 2004). Actualmente existe una creciente
preocupacion por la gestion de lodos con altos niveles de CE presentes en ellos
(Figura 1), el disefio de las PTAR actuales no se encuentra hecho para
contencion y eliminacion de los CE y sus metabolitos, estas PTAR se han
disefiado para eficientar el desempefio de las tecnologias para la eliminacion de
nutrientes, originando que estos compuestos sean liberados en rios o arroyos con
alta biodiversidad (Gogoi et al., 2018).

Efluentes de
plantas de
tratamiento de
Aguas
residuales

£ :> Fotodegradacion
Sorcionia microplasticos /
( Sorcién al sedimento

Productos de transformacion

Descargas
industriales

Escorrentia
urbana

Medio acuatico

|:> Volatilizacion

Bioacumdlacion

Sorcién a material
articulado suspendido™, «

Precipitacion

Degradacion
microbiana

Lixiviacion de
vertederos

Figura 1. Fuentes y destino de compuestos emergentes en medio acuatico.

Algunos ejemplos de los CE son los compuestos perfluorados, antibioticos,
fragancias, conservadores antimicrobianos (parabenos) utilizados en cosméticos y
alimentos (Gogoi et al., 2018), subproductos de desinfeccion, protectores solares,
retardantes de llama, dioxano, pesticidas y sus subproductos de degradacion,
farmacos de uso veterinario, esteroides, hormonas y productos quimicos
(Inostroza et al., 2017). Las concentraciones encontradas en el agua van desde
unos pocos ng/L hasta ug/L. La baja concentracion y la diversidad no sélo
complica procedimientos de deteccidn y analisis, sino que también crean desafios
para el disefio de nuevos procesos de tratamiento de aguas contaminadas (Luo et
al., 2014), la efectividad en la eliminacién aplicando las técnicas tradicionales de
tratamiento de aguas residuales como la sedimentacién, la floculacion y el
tratamiento de lodos activados es en la mayoria de los casos muy baja (Santos et
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al.,, 2007). En la Tabla 1 se indican las concentraciones de algunos CE en
diversos medios ambientales.

Tabla 1. Concentracion de algunos CE en diversos compartimentos, Gogoi (2017).

A A Agua A
. guas gua subterranea gua
CE residuales tratadas superficial potable
Analgesicos y
antinflamatorios 60 g I 5ug It - 0.12 g I
Reguladores de
lipidos 5ug It 0.2 ug It 7.5ug It 0.17 pg I*
B-bloqueadores 9ug It 2ug It - 0.27 pg I*
Antibioticos 6 pug I 1.9 pg It 0.2 ug I* -
Antiepilepticos 22 ug It 1.8 ug I 1.1pgl? 0.05 pg I*
Estrona (E1) <0.1-19ng I <0.1-17 ng I - 0.2-0.6ng It
17B-estradiol
(E2) <0.1-650 ng I'* <0.1-6ngl? <13-80ngl! 0.2-2.1ngl*
Estriol (E3) 5-7.3ng It 1-25ngl? - --
Bisfenol A 4.8-258 ng I 0.5-250ng I 3-1410ngl* 0.5.44ngl?

Recientemente, la Union Europea establecié regulaciones de estas sustancias y
elabord una lista de vigilancia en comun acuerdo con la Directiva de Normas de
Calidad Ambiental (Environmental Quality Standards Directive), en esta lista, tres
sustancias pertenecientes a los CE fueron incluidas (Decision 2015/495), las
cuales son: la hormona natural estradiol, la hormona sintética etinilestradiol y el
antinflamatorio diclofenaco, con el objetivo de facilitar la determinacion de medidas
apropiadas para bordar el riesgo evidenciado por esas sustancias (Rosales et al.,
2019).

3.2.Compuestos farmacéuticos y de cuidado personal
Los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PFCP) se reconocen como
CE debido a su presencia persistente en medios acuaticos, son de interés
cientifico y publico, recibiendo una atencién considerable en la dltima década con
respecto a su destino ambiental y propiedades toxicologicas (Evgenidou et al.,
2015). El término PFCP se refiere a cualquier producto con fines médicos que se
usa para prevenir o tratar enfermedades y aquellos del cuidado de la salud
empleados para el bienestar, los PFCP pueden utilizarse tanto en humanos como
en animales (Yi et al., 2017). En los ultimos diez afios, el consumo anual global de
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estos compuestos ha aumentado, los principales paises consumidores son: Brasil,
Rusia, India, China y Sudéfrica. Hasta la fecha, se han producido mas de 3000
PPCP y el desarrollo constante de nuevos compuestos quimicos ha llevado a una
mayor abundancia y variedad de estos en el medio ambiente (Awfa et al., 2018).
La presencia de una pequefia concentracion de los PFCP se asocia a la toxicidad
cronica, la alteracion endocrina (Rosal et al., 2010). Esta serie de compuestos
incluyen pesticidas, hormonas naturales y sintéticas, productos quimicos
industriales (como retardantes de llama, plastificantes, aditivos alimenticios),
analgésicos, antibibticos, anticonceptivos, reguladores de lipidos, ademas de los
ingredientes activos de jabones, detergentes, perfumes y productos para la piel, el
cabello y el cuidado dental (Rizzo et al., 2019., Alharbi et al., 2017). En los ultimos
30 afios, el interés sobre la seguridad de estos compuestos se ha incrementado
(Schumock et al., 2014) por su presencia en los diversos compartimentos del
medio acuatico (agua, sedimentos y biota) a concentraciones capaces de causar
efectos perjudiciales (Ebele et al.,, 2017) en peces e invertebrados. Se ha
considerado que los PFCP también contribuyen al desarrollo de bacterias
resistentes a diversos antibioticos (Oliveira et al., 2015) y se ha demostrado que
existe una relacion entre la exposicion a estos contaminantes y las variaciones en
el metabolismo, problemas en el crecimiento, fertilidad y la feminizacion en varios
tipos de organismos (Pal et al., 2010). Los estudios sobre los efectos en humanos
han ido en aumento, encontrandose relaciones entre la exposicion durante el
embarazo o a edades tempranas y diversas afectaciones en el desarrollo de los
organos que podrian convertirse en afectaciones permanentes (Yi et al., 2017).

Estudios recientes han indicado la deteccion continua de esos compuestos en
ambientes acuaticos de agua dulce (Kuzmanovi¢ et al., 2015; Ebele et al., 2017)
registrando su presencia en agua subterranea y rios. Las rutas consideradas para
el ingreso de los PFCP (Figura 2) son la escorrentia agricola y urbana, los
efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Inostroza et al., 2017)
la disposicion de lodos y por derrames accidentales (Virkutyte et al., 2010).Un
creciente numero de comunidades tiene fuentes de abastecimiento de agua que
se suministra directa o indirectamente de efluentes provenientes de aguas
residuales, algunas concentraciones de ftalatos, bisfenol A, productos
farmacéuticos, desinfectantes y hormonas se han reportado en influentes y
efluentes de plantas de tratamiento (Deblonde et al., 2011).
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Figura 2. Rutas de distribucién de los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PFCP).
Adaptado de Yang et al. (2017).

La presencia y el destino de los compuestos farmacéuticos en las aguas
residuales urbanas es una preocupacion ambiental importante debido a su
presencia generalizada (Luo et al., 2014). Su estudio va en aumento en los ultimos
afos y el agua dulce se considera un sumidero de estos compuestos organicos
debido a las descargas directas en los diversos cuerpos de agua; estudios
recientes realizados en rios advierten la presencia de estos CF en peces,
sedimentos, particulas suspendidas , fase coloidal (5 kDa a 1 um) y fase disuelta
(<5 kDa), concluyendo que las particulas suspendidas y coloides pueden servir de
portadores de los CF en el sistema acuatico, exhibiendo un alto potencial de
bioacumulacion principalmente en los peces. Estudios demuestran que la
concentracion total mas alta de los CF en los peces se encontrd en el rifidn,
seguida del cerebro, el higado, las branquias y por ultimo en los masculos (Liu et
al., 2018). Los CF son moléculas complejas las cuales se han desarrollado y
utilizado debido a su actividad biologica especifica. EI consumo de CF en los
paises de la Unién Europea se cifra en toneladas por afio, de las cuales, cerca de
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3000 sustancias diferentes se utilizan como CF, entre los que destacan: los beta-
blogueadores, tranquilizantes, reguladores de lipidos y antibiéticos (Avisar et al.,
2013). Por otra parte, los antibioticos, se emplean en cantidades similares a las de
los pesticidas. Las primeras evidencias de la presencia de farmacos en el medio
acuatico se registraron en los afios 70 con la identificacion en aguas residuales en
EEUU del &cido clofibrico, que es el metabolito activo de varios reguladores de
lipidos en sangre (clofibrato, etofilin clofibrato, y etofibrato). Entre los CF mas
prescritos en medicina humana destacan los analgésicos/antiinflamatorios como el
ibuprofeno, el diclofenaco, el ketoprofeno y naproxeno los cuales se han detectado
en lagos, rios y efluentes de plantas de tratamiento en concentraciones de 5 a
3500 ng/L, los antiepilépticos como la carbamazepina, antibiéticos como la
amoxicilina, eritomicina, el sulfametoxazol, la ranitidina, la glibenclamida, el acido
clofibrico, los B- bloqueadores como el metoprolol y algunas estatinas utilizadas
para reducir los niveles del colesterol, ademas de encontrarse en rios se han
cuantificado en sedimentos (Ferreira da Silva., 2011). A éstos, cabe afadir los,
cada vez mas utilizados en veterinaria, en actividades como la acuicultura, la
ganaderia y la avicultura (Barcel6 y Lopez, 2008).

Después de su uso, los CF se liberan al medio ambiente a través de diferentes
rutas (Figura 3). Son liberados a través de multiples fuentes, pero la contribucion
humana que incluye principalmente la excrecidn en orina y heces es considerada
una de las principales fuentes de contaminacion, y en cierta medida, la eliminacion
inadecuada del medicamento no utilizado (Fick et al., 2009). Después de su
ingesta, estos compuestos farmacéuticamente activos se someten a procesos
metabdlicos en el organismo. Fracciones significativas del compuesto original se
excretan en forma no metabolizada o como metabolitos (activos o inactivos) en
sistemas de tratamiento de aguas residuales y aguas residuales sin tratar. Los
efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales se descargan a
cuerpos de agua o se reutilizan para el riego, los biosolidos producidos se
reutilizan en la agricultura o se desechan en vertederos (Ebele et al., 2017). Por lo
tanto, la metabolizacién y excrecion del cuerpo seguidas por el tratamiento de las
aguas residuales es considerada la principal via de los productos farmacéuticos
hacia el medio ambiente (Ruhoya, y Daughton, 2008).

Otros origenes son los residuos de plantas de fabricacion farmacéutica, los
residuos de hospitales, el uso de drogas ilicitas y el uso de drogas veterinarias
(especialmente antibidticos y esteroides). Los productos veterinarios y agricolas se
liberan al medio ambiente a través de la excrecién animal o durante la aplicacién
del estiércol en la tierra. El uso y posterior liberacion de CF en el medio ambiente
derivados del uso en animales son particularmente preocupantes, ya que
aproximadamente el 80% de todos los antibiéticos utilizados en los Estados
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Unidos se destina a la agricultura / acuicultura. (Yang et al., 2014). La basura es
otra fuente de entrada, pero se desconoce su importancia relativa con respecto a
los niveles generales de productos farmacéuticos en el medio ambiente.

Los CF ingresan al agua subterranea mediante la lixiviacion del suelo y por la
escorrentia de la tierra tratada con biosdlidos usados en la agricultura,
representando una amenaza para el agua potable (Nikolaou et al., 2007). Una
especial atencién recibe el tema de los compuestos veterinarios, que se liberan
cuando los desechos animales, ya sea en estado sdlido o liquido, se esparcen en
el campo agricola como fertilizante, la escorrentia agricola puede ingresar a los
sistemas de agua dulce vy lixiviar al agua subterranea (La Farré et al., 2008).

Acuncultura

Alcantarillado residuos domésticos

: ! | Disposicion de ! !
Excretas P ‘Ganaderia chultura

Sobre flujo

Sobre qujb

v

Agua potable

o

=~ O

Figura 3. Fuentes de contaminacién ambiental por uso de CF. Adaptado de Ebele et al., 2017

Tomando en cuenta las propiedades fisico-quimicas de los farmacos y sus
metabolitos, los productos de degradacion y las caracteristicas de los suelos,
estas sustancias pueden llegar a alcanzar las aguas subterraneas y contaminar
los acuiferos o bien quedar retenidas en el suelo y acumularse consiguiendo
afectar al ecosistema y a los humanos a través de la cadena trofica. (Focazio et
al., 2008) Analgésicos/antiinflamatorios,  antiepilépticos,  B-blogueantes,
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reguladores de lipidos, medios de contraste en rayos X, anticonceptivos orales,
esteroides y otros, como broncodilatadores, tranquilizantes. A pesar de que las
concentraciones son generalmente muy bajas en el medioambiente (ng/L a pg/l),
pueden inducir efectos téxicos (Hernando et al., 2006; Gogoi et al., 2018).

Las tetraciclinas son el grupo de antibioticos que con mas frecuencia se detecta en
las aguas residuales. Estos farmacos se han encontrado en el afluente de algunas
PTARs en los Estados Unidos en concentraciones de entre 0.1 y 0.6 mg/L. En
Canada, la concentracion de tetraciclinas en el efluente de una PTAR se identificd
en 1.0 mg/L. La eficiencia de eliminacion de estos compuestos en las PTARs es
de aproximadamente 68% (Castro et al., 2015). En China han reportado una
cantidad considerable de ofloxacino, eritromicina, claritromicina, roxitromicina,
sulfametoxazol y carbamazepina en el efluente de plantas de tratamiento (Lui et
al., 2017).

El acido clofibrico se ha estudiado ampliamente debido a su presencia en
efluentes de plantas de tratamiento y en agua subterranea, estudios en China y
Europa detectaron reguladores de lipidos tales como benzofibrato, gemfibrozil y
acido clofibrico. En Alemania, Italia Francia y Finlandia asi como Estados Unidos
se reportaron concentraciones de acido clofibrico entre 2.5 -734 ng L-1 (Yang et
al., 2017).

La carbamazepina y el diclofenaco son dos de los farmacos mas frecuentemente
detectados en efluentes de PTAR, agua superficial y agua subterranea, incluso se
ha encontrado en agua potable. La carbamazepina (CBZ) es ampliamente
prescripta para tratar varios desordenes psiquiatricos como la epilepsia, el
consumo per capita promedio mundial por afio se estima en 15 g y en regiones
industrializadas su consumo se encuentra entre los 50 g y 150 g (Zhang et al.,
2008). Se estima que su frecuencia en el medio acuatico (a menudo se encuentra
en 1-2 pug L) estd vinculado a su alta persistencia, continuo ingreso y al
inadecuado tratamiento en las PTAR, la eficiencia de eliminacion con los métodos
convencionales es estima en 10% (Ghasemian et al., 2017). El diclofenaco (DCF)
es un antinflamatorio no esteroideo considerado el méas utilizado en todo el mundo
para el tratamiento del dolor e inflamacion (32 toneladas/afio consumidas en
Espafia). Las concentraciones promedio detectadas estan en un rango de pg L
en influentes y efluentes de PTAR municipales y aguas superficiales en Austria,
Pakistan, Alemania y los Estados Unidos (Yu et al., 2013). Su toxicidad ha sido
estudiada mostrando efectos adversos incluso a bajas concentraciones en higado
y rifones (Martinez et al., 2011). La ruta metabdlica indica que el 1% de la dosis
administrada se elimina como DCF, 11% como DCF conjugado y el resto como
metabolitos (Vieno et al., 2014).

12
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Dentro de los nuevos compuestos que se estan estudiando se encuentra el
metilfenidato o italin, actualmente ya se ha determinado la presencia de su
metabolito principarl el acido ritalinico en concentraciones de 4- 23 ng L en
cuerpos de agua en Alemania, ademas, se observo la presencia en efluentes de
plantas de tratamiento con concentraciones de 50-170 ng L%, lo cual corresponde
a la carga per capita de 17.7 pug d* (Letzel et al., 2010).

Otros productos farmacéuticos que se estan introduciendo en el entorno y se
consideran dentro de los mas abundantes es la metformina, debido a que se
consume en altas dosis y se excreta sin alteracion o parcialmente metabolizado
(Markiewicz et al., 2017), se ha registrado en el efluente de los sistemas de las
plantas de tratamiento en concentraciones de 1 pug L' a 47 ug L' y en aguas
superficiales a concentraciones de 0.06 ug Lt a 3 ug /L (Blair et al., 2013;
Oosterhuis et al., 2013).

Los clofibratos son otros farmacos que se han utilizado desde los afios 60’s como
drogas antilipidemicas, posteriormente fueron desarrollados el gemfibrozil,
benzafibrato y fenofibrato. Los fibratos y sus derivados (clofibrato) son farmacos
que se utilizan para el tratamiento de la hipertrigliceridemia, la prevencion de
arterosclerosis y para reducir los niveles de triglicéridos. En Meéxico, la
hipertrigliceridemia es la dislipidemia mas comun y esta asociada con la diabetes
tipo 2 ya que el 74% de los casos tiene triglicéridos sanguineos por arriba de 150
mg-Lt. Para prevenir y controlar esta enfermedad se utilizan los farmacos
reguladores de lipidos, también son considerados como CE (Yunlong et al., 2014).

Estudios realizados en el Valle del Mezquital ubicado en Hidalgo, han revelado
gue el agua residual contiene CF y posibles discruptores endocrinos. Los
farmacos como el ibuprofeno, naproxeno, y diclofenaco estaban en presencia
constante, mientras otros como el gemfibrozil, el acido clofibrico y ketoprofeno se
encontraban por debajo del limite de deteccién (Gibson et al., 2010). A su vez,
otros estudios reportaron una acumulacion de bisfenol-A, triclosan y
carbamezapina en sedimentos tomados de diversos puntos a lo largo del Valle del
Mezquital. El riego de los suelos con aguas residuales no tratadas en este Valle,
realizado desde hace varias décadas da como resultado una acumulacion de
sulfametoxazol, ciprofloxacina, y carbamezapina, sin embargo, durante los ultimos
19 a 28 afos se alcanz6 un limite superior reflejo de las condiciones entre la
entrada y la disipacion de los farmacos asi como también por la emision de las
aguas residuales durante largos periodos de tiempo, reportandose
concentraciones de ciproflaxina de 1.2 mg-kg?' en el suelo (Gutiérrez, 2015;
Chéavez et al., 2011).
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3.3.Validacion de métodos analiticos

De acuerdo con ISO 9000, la validacion de un método se define como la
confirmacion a través de la aportacion de evidencia objetiva, de que se han
cumplido los requisitos para un uso o aplicacién especifico previsto. Por lo tanto,
validar un método es basicamente el proceso para definir un requisito analitico, y
la confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
requeridas (Eurolab, 2016). El trabajo de validacion de un método puede también
implicar el concepto de la adaptacion de un método ya existente realizando
cambios menores para adecuarlo a una nueva aplicacion.

Para un método farmacéutico, lo que se valida generalmente son los siguientes
conceptos: selectividad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, intervalo de
trabajo (linealidad), veracidad (sesgo) y precision (repetibilidad y precision
intermedia).

3.3.1. Conceptos para validacion de un método
a) Blancos. Permiten evaluar la sefial del analito, se clasifican en:

Blancos de reactivo. Son los reactivos estandar que incluyen analitos y
disolventes.

Blancos muestra. Son muestras sin presencia del analito de interés.

b) Soluciones fortificadas. Son soluciones donde el analito de interés ha sido
agregado a una concentracibn conocida a una muestra, lo cual permite
incrementar la respuesta del analito a determinar en la muestra.

c) Selectividad analitica. Se relaciona con “el grado en el que un método puede
ser utilizado para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin
interferencias de otros componentes de comportamiento similar” (Selectivity in
analytical chemistry (IUPAC recommendations 2001), Pure Appl. Chem., 2001,
73(8), 1381).

d) Limite de deteccion (LD). El objetivo de la determinacién del limite de
deteccion (LD) es, establecer la concentracibn mas baja del analito presente en
una muestra, que puede ser detectada utilizando un procedimiento de medida
dado, con un nivel de confianza especifico. Para fines de validacién de un método
se recomiendan de 6-15 réplicas para estimar la desviacion estandar. Para el LD,
se aplica la siguiente ecuacion (Flores, 2017):

LD = 5T{n-1),1-alfa=n99

Donde,
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t= t(n-1, 1- aifa =0.09)= valor para la funcién de distribucién de t de Student a 99% de
confianza para n-1 grados de libertad,

S= desviacion estandar de las réplicas,
n= numero de réplicas.

Para obtener el limite de deteccion de un método, el LD debe basarse en el
analisis de muestras que hayan sido sometidas a todo el proceso de medicién
obteniendo resultados calculados con la misma ecuacion que para las muestras
de ensayo. El dato mas util para la validacion del método es el limite de deteccion.

e) Limite de cuantificacién (LC). Es establecido a una concentracion que es
mayor de tres veces el limite de deteccion o mediante la concentracion en la curva
de calibracion a la cual la relacion sefal-ruido sea mayor de cinco o diez veces la
desviacion estandar usada para detectar el limite de deteccion (Flores, 2017)

LC=10(S)+x
Donde,
S= desviacion estandar de las réplicas
x= promedio de las réplicas (soluciones fortificadas

f) Intervalo de trabajo (linealidad). Es el intervalo en el cual el método
proporciona resultados con una incertidumbre aceptable. El extremo inferior del
intervalo de trabajo estd determinado por el limite de cuantificacion (LC). El
extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por las concentraciones a
las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad analitica.
Cuando una muestra requiere ser procesada antes de la medicién en el equipo, se
tienen dos intervalos de trabajo: el intervalo de trabajo del método (dado en el
alcance del método) y el intervalo de trabajo del instrumento que esta definido en
términos de la concentracién de una solucion estandar procesada.

g) Exactitud. Proximidad de un resultado a un valor de referencia, se expresa
como sesgo. Para determinarla se utiliza el término de recuperacién relativa en
porcentaje:

%R = concentracidn promedio / concentracion teérica x 100

h) Precisiéon. Es una medida de cuan cerca estan los resultados entre si, se
expresa como la desviacion estandar, calculada a partir de los resultados
obtenidos mediante la realizacion de mediciones repetidas en un material
adecuado en condiciones especificas.

CV=desviacion estandar / %R x 100

15



MEDIO AMBIENTE ((g IMTA

i) Robutez. Un "ensayo de robustez" implica hacer cambios deliberados en el
método, e investigar el efecto subsiguiente en el desempefio. Permite identificar
variables que podrian tener un efecto significativo en el desempefio del método.
Por ejemplo, la estabilidad de las soluciones estandares bajo diferentes
condiciones (temperatura, preparacion), o de las muestras.

3.3.2. Métodos de deteccién y cuantificacién de compuestos
emergentes

El rapido desarrollo de la instrumentacion analitica muy sensible y automatizada
en la ultima parte del siglo XX, ha significado que en el siglo XXI podamos ver un
gran numero de sustancias en el medio ambiente acudtico que antes eran
indetectables, a pesar de haber sido potencialmente presentes por muchos afos
(Taylor y Senac, 2014). El rapido desarrollo y la mejora de estos métodos durante
los dltimos afios ofrece la oportunidad no sdlo de determinar niveles trazas de
contaminantes emergentes en muestras ambientales, sino también identificar y
detectar sus productos de transformacion. Esto es particularmente un paso
importante hacia la proteccion de la calidad ambiental y la salud humana (Sharma,
2012).

Parametros fisicoquimicos como el coeficiente de distribucién octanol /agua (Kow),
la constante de Henry y la constante de disociacion permiten describir su equilibrio
guimico y dinamico, y proporcionan informacion sobre el procedimiento analitico
ideal para su identificacion (Jiménez, 2011). Para el analisis de farmacos se han
empleado fundamentalmente la cromatografia de gases y de liquidos, pero la
tendencia es emplear, tanto en una como en otra, la espectrometria de masas
para poder diferenciar entre posibles isdmeros (Tejada et al., 2014).

Los dos métodos mas comunes para la cuantificacion de farmacos en muestras
ambientales acuosas son la cromatografia de gases acoplada a un detector
selectivo de masas (GC/MS por sus siglas en inglés) y la cromatografia de liquidos
con detector selectivo de masas (LC/MS por sus siglas en inglés). Se ha
determinado que ambos sistemas LC/MS y GC/MS hay un efecto de matriz. Sin
embargo, el sistema LC/MS es mas susceptible a este tipo de interacciones. Otra
ventaja de la CG/MS es que se puede hacer un andlisis de varios compuestos al
mismo tiempo en una sola muestra. En cambio, en la LC/MS, se requieren
diferentes condiciones de andlisis para cada compuesto, lo que eleva el costo, el
namero de muestras y el tiempo. Sin embargo, antes de la GC/MS, las técnicas de
preparacion de muestras deben ser cuidadosamente seleccionadas y optimizadas
pues las bajas concentraciones de los farmacos y sus metabolitos pueden
dificultar la deteccion de estos en las matrices ambientales de estudio (Campos et
al., 2017).
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3.3.2.1. Cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo
de masas

El equipo de GC/MS consta de un cromatdgrafo de gases con un inyector, una
columna capilar, una camara de ionizacion y un analizador méasico (Badillo, 2010).
Una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases se separa en
la columna cromatografica (Gutiérrez y Droguet, 2002), en este proceso la muestra
se somete a una temperatura suficientemente elevada como para producir un
vapor molecular (Cengage Learning Editores, 2008). El efluente (vapor molecular)
de la columna cromatografica del GC es ionizado y fragmentado por un
bombardeo de electrones en la camara de ionizacion (Badillo, 2010).Los
electrones son emitidos por un filamento caliente de wolframio o de renio y se les
acelera mediante la aplicacion de alrededor de 70 V entre el filamento y el &nodo.
Las trayectorias de los electrones y las moléculas son perpendiculares entre si y
se cruzan en el centro de la fuente, donde chocan y tiene lugar la ionizacion
(Cengage Learning Editores, 2008). Los iones son acelerados y dirigidos hacia el
analizador masico, en donde el analizador permite separar los fragmentos segun
su relacion masa/carga (m/z) (Badillo, 2010). Es decir, el producto principal son
iones con una Unica carga positiva que se forman cuando los electrones de
elevada energia se acercan lo suficiente a las moléculas para hacerles perder
electrones por repulsion electrostatica (Cengage Learning Editores, 2008).
Posteriormente el detector transforma los iones separados en sefales eléctricas,
capaces de ser medidas e interpretadas por un software informatico. Cada uno de
estos compuestos se registra en forma de pico cromatografico y se identifica
mediante su respectivo espectro de masas (Gutiérrez y Droguet, 2002). En la
Figura 4, se muestra el esquema de un sistema de GC/MS.

ﬁ Puerta para inyeccion

AN —
Silice fundida Regién  Region del
de la fuente analizador Multiplicador
Entrada . ]
de iones de masas  de electrones
del gas
tad P 1 1
portador U'IJ ] I !
I Sistema
Columna de CG 1 || ———= Ij de datos
Horno del cromatografo \
de gases N\

Linea de Lentes
transferencia de enfoque

Figura 4. Esquema de un sistema de GC/MS (Cengage Learning Editores, 2008).
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La técnica de GC/MS es bastante sensible que puede alcanzar limites de
deteccion de picogramos, sin embargo, en el caso de mezclas complejas, el
cromatograma obtenido puede presentar muchos picos, algunos de ellos muy
préximos, resultando dificil la identificacién rapida y fiable de algin compuesto de
interés (Gutiérrez y Droguet, 2002).Por lo cual, el modo de analisis puede ser un
barrido total de iones (SCAN por sus siglas en inglés) o un monitoreo selectivo de
iones (SIM por sus siglas en inglés). Sin embargo, existen otros andlisis que
complementan a estos dos, los cuales permiten confirmar al compuesto que se
desea identificar.

Barrido completo (SCAN): El primer cuadrupolo hace un barrido completo y
registra los espectros de masa de cada uno de los analitos que emergen de la
columna GC, se ionizan y se fragmentan en iones moleculares y sus diferentes
iones-producto. Los otros cuadrupolos solo operan en modo de transmision de
iones (Stashenko y Martinez, 2010). Este analisis muestra un Cromatograma
I6nico Total (TIC siglas en inglés) (Gutiérrez y Droguet, 2002).

lon seleccionado (SIM: Selected lon Monitoring). Una vez obtenido el analisis
SCAN, se selecciona un ion caracteristico (m/z) del compuesto, la recomendacion
es seleccionar un ion que presente peso molecular similar al compuesto para
poder realizar los diversos analisis que permiten verificar que la procedencia de
ion efectivamente es del compuesto. El primer cuadrupolo deja pasar un ion o
iones seleccionados (Mm/z), caracteristicos del compuesto que se busca, los otros
dos cuadrupolos solo transmiten estos iones filtrados por el primer cuadrupolo.

lon producto (Product ion scan). Consiste en la seleccion de un ion precursor
(ion-padre) en el primer cuadrupolo, que opera en modo de ion seleccionado, SIM
(solo filtrando iones de interés). El ion-padre seleccionado por el primer
cuadrupolo se dirige a la celda de colisién, el segundo cuadrupolo opera con
radiofrecuencia aplicada que permite transmitir los iones desde el primer
cuadrupolo al tercer cuadrupolo. El gas de colisiéon, suministrado a la celda
(generalmente, He, Ar o N2), por medio de choques con los iones seleccionados
en el primer cuadrupolo les proporciona la energia adicional (proceso de
excitacidon de iones); un potencial aplicado en el segundo cuadrupolo permite
acelerar los iones y convertir parte de su energia cinética en la energia interna
adicional (rotacional, vibracional y electrénica). El incremento de la energia interna
de los iones, verbigracia, su “activacién”, conduce a su disociacion y a la
formacion de diversos iones-fragmento (iones-producto), que se dirigen luego al
segundo analizador. En este analizador, se hace el barrido (scan) de los
componentes U y V de las corrientes directa y alterna, en el rango de masas (m/z)
menores que la masa del ion-padre seleccionado (m/z)

lon precursor (Parent ion scan). Permite encontrar en un espectro de masas a
todos aquellos iones (precursores) que pueden generar un ion-fragmento (ion-
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producto) dado. En este caso, el primer cuadrupolo opera en el modo de barrido
completo (scan) desde la masa superior a la del ion-producto seleccionado,
mientras que el tercer cuadrupolo trabaja en monitoreo del ion seleccionado (SIM).
Este ion seleccionado es el ion-producto, cuyos precursores precisamente se
buscan. Estos iones, atraviesan la celda de colision activada, donde se
fragmentan, generando, entre otros, los iones-producto de interés, que se filtran
luego por el triple cuadrupolo operado en el modo SIM.

Pérdida de carga neutra. El primer cuadrupolo opera en modo scan dejando
pasar los iones a la celda de colisién activada, donde éstos se “activan” y se
fragmentan; los iones-producto se analizan en el segundo cuadrupolo, también
operado en modo full scan, pero los barridos en el primer cuadrupolo y segundo
cuadrupolo se hacen de forma enlazada, de tal manera que mientras el primer
analizador deja pasar los iones con masas mo, el segundo analizador hace el
barrido de fragmentos con masas (mo — Am). Como resultado final, se registran
todos los iones que se disocian con la pérdida de un fragmento neutro (Am) de
masa predeterminada.

Monitoreo de reaccion maualtiple (Multiple reaction monitoring). Registran las
reacciones de transicion entre los pares de iones (precursor y producto). En el
primer cuadrupolo se filtran iones precursores seleccionados F1 (operacion en
modo SIM), mientras que en el segundo cuadrupolo se dejan pasar solo iones-
producto F2 de la transicion o reaccion de disociacion F1 —F2. Ambos iones, F1y
F2, deben ser estables y, por lo general, abundantes en el espectro de masas del
analito. El monitoreo de la reaccion de transicion de iones precursor e hijo (ion-
producto), anula casi completamente la probabilidad de coincidencias de sefiales
del analito con los del fondo. Tipicamente, el registro de dos transiciones
independientes, junto con la retencion cromatografica (tR), permiten confirmar
inequivocamente la ocurrencia de un analito-target en una mezcla compleja.

3.3.2.2. Extraccién en fase sdélida

La baja concentracién de los compuestos farmacéuticos y de sus metabolitos en
las muestras ambientales dificulta su deteccion. Por esta razén, la extraccion en
fase solida (EFS) es una de las técnicas mas usadas para efectuar una
preconcentracion de contaminantes en muestras ambientales. En ella tiene lugar
la distribucién de los analitos entre un material adsorbente o absorbente sdlido, y
la fase liguida donde estan disueltos. Los analitos quedan retenidos en el material,
del cual son eluidos, tras una etapa de lavado, con un volumen relativamente
pequefio de un disolvente adecuado (Ruano, 2009). Las ventajas de la EFS son:

* Elevado factor de preconcentracion de los analitos.
* Facil automatizacion.
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+ Bajo consumo de disolventes organicos.

Una desventaja que presenta el método de EFS es que se requiere de grandes
volumenes de muestra, los cuales deben ser filtrados para evitar la saturacion del
cartucho 0 membrana utilizados en esta técnica. La filtracibn consume tiempo,
especialmente en el caso en que la muestra contenga altos niveles de particulas
suspendidas (Badillo, 2010).

El material adsorbente o absorbente sélido se denomina cartucho, el cual es un
polimero constituido por silica o resina organica.

En la Tabla 2 se muestran ejemplos de cartuchos aplicados a compuestos
organicos.

Tabla 2. Ejemplos de cartuchos aplicados para la extracciéon en fase solida (EFS) de acuerdo con
tipos de compuestos en matrices acuosas.

Tipo de cartucho Compuestos pH
Oasis MXC® Compuestos organicos polares | 1.5-3.0
Omeprazol 7.0-75
Licholt EN® Compuestos organicos polares | 3.0-9.0
Bakerbond C18® Amoxicilina 8.0-9.0
Oasis HLB® Omeprazol 7.0
Amoxicilina 8.5-9.0

Fuente: Modificado de Ortega, 2017.

3.3.2.3. Derivatizacion
La etapa de derivatizacion consiste en hacer reaccionar las especies polares con
un agente quimico que transforme al analito en un compuesto menos polar. Las
reacciones de derivatizacion se han empleado durante afios, aunque han ido
evolucionando los reactivos derivatizantes, haciéndolos mas especificos (Pindado
et al., 2006). La naturaleza quimica, asi como la reactividad de los analitos, van a
fijar el tipo de derivatizacion que se ha de llevar a cabo.

Las ventajas importantes de la derivatizacion:

* Mejoran la separacion y detectabilidad de los analitos.

* Aumenta la volatilidad y disminuye la polaridad de compuestos polares
* Mejora la estabilidad térmica de los analitos.

Las principales reacciones de derivatizacion se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Principales reacciones de derivatizacion.

Reaccion de | Definicion Ventajas Reactivos
derivatizacién
Sililacién Un hidrégeno activo | Capacidad para BSA (N,O-bis (trimetilsilil)
es reemplazado por | silanizar un amplio Acetamida)
grupo alquilsilii como | nimero de :BSTFA (N,O-bis
por ejemplo el | compuestos. (Trimetilsilil)
trimetilsilil (TMS) o el Trifluoroacetamida)
t-butildimetilsilil (t- | Gran ndmero de | -HMDS
BDMS). reactivos disponibles | (Hexametildisilazano)
Estos agentes ‘MSTFA (N-Metil-N-
dervatizantes son | Facilidad para | (Trimetilsilil) .
capaces de | prepararlos Trifluoroacetamida)
derivatizar grupos - -TMCS (Clorotrimetilsilano)
OH, de acidos vy -TMSDEA  (N-(Trimetilsilil)
alcoholes. Dietilamina)
-TSIM (N-(Trimetilsilil)
Imidazol)
Metilacion Reemplaza los Disponibilidad de -DMF (Dialquilacetales)
(alquilacion) hidr6genos activos reactivos -TBH (Hidroxido de
por grupos alquilo. Condiciones de tetrabutilamonio)
Modifica compuestos | reaccion muy -BF3 en metanol / butanol
con algun hidrogeno | amplias (medios muy | -PFBBr  (Pentafluorobencil
acido, (acidos | acidos a medios muy | de Bromo)
carboxilicos y | basicos)
fenoles). Finalmente | Algunas de las
se generan ésteres, | reacciones pueden
éteres, alquil aminas | realizase en medios
y alquil amidas. acuosos
Derivados muy
estables.
Acilacion Reduce la polaridad | Aumento de la sefial | -Anhidridos fluorados:

de los grupos amino,
hidroxilo, tioles vy
adiciona
funcionalidades
halogenadas

en un detector de
captura electronica
Estabilidad en medio

acuoso
Incremento en la
sensibilidad al
aumentar el peso
molecular

- TFAA (Anhidrido
trifluoroacético)

- PFPA (Anhidrido
pentafluoropropionico)

- HFBA (Anhidrido

heptafluorobutirico)
-Fluoro acil imidazoles:

- TFAI (Trifluoroacetil
imidazol)
- PFPI (Pentafluoroacetil
imidazol)
- HFBI (Heptafluorobutil
imidazol)
‘MBTFA (N-

metilbis(trifluoroacetamida))
‘PFBCI  (Pentafluorobencil
cloruro)

-PFPOH
(Pentafluoropropanol)

Fuente: Modificado de Pindado et al., 2006.
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De las reacciones de derivatizacion que se mencionan en la tabla anterior, la
reaccion de

sililaciébn es la mas aplicada para los compuestos farmacéuticos. La reaccién
general se muestra en la siguiente ecuacion:

Muestra—OH+R3Si—-X—Muestra—0-Si—-R3+HX

La ecuacion anterior implica un ataque nucleofilo sobre el atomo de silicio del
donante de sililo, produciendo un estado de transicion molecular.

Los factores para considerar de la derivatizacion mediante sililacién son:

* Los derivados del sililo son sensibles a la humedad. La humedad descompondra
tanto los reactivos trimetilsili como los derivados. El uso de un exceso de reactivo
de derivatizacion y disolvente puede ayudar a minimizar los problemas de
interferencia de humedad u otras impurezas de la muestra. El agua reacciona con
el reactivo y se elimina quimicamente de la reaccion. Los disolventes adecuados
pueden no contener atomos de hidrogeno activos.

La sililacion requiere calentamiento.

* El tiempo de derivatizacion varia en funcion del compuesto a derivatizar.
Compuestos con baja solubilidad requieren calentamiento para derivatizarse.
Alcoholes primarios sin impedimentos estéricos se derivatizan a temperatura
ambiente inmediatamente.

* El reactivo de sililo a menudo sirve como disolvente. Los disolventes organicos
no polares, como el hexano, el éter, el benceno y el tolueno son excelentes
disolventes para el reactivo, ya que sus subproductos de reaccion no aceleran la
velocidad de reaccion.

* Los derivados de sililo tienen la propiedad indeseable de los detectores de
ionizacion de llama incrustante con depdsitos de silice, especialmente cuando las
muestras se inyectan en exceso de reactivo. Estos depdsitos se reducen mediante
el uso de reactivos que contienen flior, como BSTFA.

* Use un revestimiento de puerto de inyeccion de vidrio o inyeccidn directa en la
columna cuando trabaje con reactivos de sililacion.

* Los derivados de TMS y los reactivos de sililacion reaccionan y son sensibles a
los atomos de hidrégeno activos. Deben evitarse las fases estacionarias que
contienen estos grupos funcionales. Las fases basadas en siloxano son las mas
Utiles para los derivados de TMS: combinan la inercia y la estabilidad con
excelentes caracteristicas de separacion para estos derivados.
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» Pueden surgir multiples picos debido a las condiciones de derivacién empleadas.
Para eliminarlos, el método de sililacion debe ser optimizado. Los factores para
considerar en la optimizacion serian solventes, reactivo de derivatizacion,
catalizador, temperatura y tiempo de reaccién. Los aldehidos y las cetonas pueden
formar picos. Usar un exceso de un reactivo o sustituir otro reactivo de sililo puede
reducirlos. Multiples picos pueden indicar que la reaccién de sililo no se completé.

Los derivatizantes mas usados son el MSTFA (N-Metil-N-
(Trimetilsilil) Trifluoroacetamida) y el BSTFA (N,O-bis (Trimetilsilil)
Trifluoroacetamida).

3.4.Procesos de oxidacién avanzada

Tradicionalmente se consideraban el uso de tratamientos terciarios como proceso
de afino para sustraer contaminantes que no podian eliminarse en las fases de
tratamiento anterior. Ademas, los tratamientos terciarios a utilizar dependian
mucho del uso posterior del agua ya depurada. Sin embargo, en la actualidad los
tratamientos terciarios se han generalizado y en el caso de las aguas industriales,
muchas veces es el Unico que se realiza para eliminar contaminantes especificos.
Los sistemas de tratamiento terciario actuales usados en las plantas de
tratamiento de agua residual incluyen microfiltracion, ultrafiltracion, osmosis
inversa, adsorcion en carbon activado vy filtros de arena. Sin embargo, ninguno de
esos meétodos es suficientemente eficaz para producir agua con niveles aceptables
de contaminantes organicos persistentes (COP). Una etapa de tratamiento
adicional es necesaria para conseguir este objetivo. Esta etapa puede implicar la
aplicacién de procesos de oxidacion avanzada (POA) que proporciona una opcion
de tratamiento debido a la oxidacion y atenuacion viable y efectiva de una amplia
gama de productos quimicos organicos en cantidades trazas que se encuentran
presentes en agua (Miklos et al, 2018).

Los POA constituyen una tecnologia prometedora para la eliminacion de PFCP; se
recomiendan cuando los contaminantes tienen una alta estabilidad quimica y/o
baja biodegradabilidad (Poyatos et al., 2010). Son métodos capaces de
mineralizar productos quimicos organicos y transformarlos en CO2, H20 y sales
inorganicas e incluso inactivar bacterias. El nivel de mineralizacién generalmente
se expresa mediante la disminuciéon de la cantidad de carbono organico total
(COT). Una mineralizacibn completa implica un 100% de eliminacion de COT
(Canle et al., 2017).

Estas tecnologias se basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir
cambios profundos en la estructura quimica de los contaminantes, su principio
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basico consiste en la generacién in situ de oxidantes fuertes como son los
radicales HOe, principalmente pero no exclusivamente (Comninellis et al., 2008).
Generando a su vez otras especies reactivas de oxigeno (ROS), que son
altamente oxidantes y no selectivas (Martinez et al., 2011), las cuales incluyen los

radicales sulfatos y las especies cloradas (Miklos et al, 2018).

El radical puede ser generado por varios medios y es comunmente acelerado por
la utilizaciobn de reactivos quimicos como ozono (Os), peroxido de hidrégeno
(H202), diéxido de titanio (TiO2) y radiacion UV (Huerta, 2015), todos ellos
producen radicales HOe« (ecuacion 1). Estos radicales son muy reactivos, atacan la
mayoria de las moléculas organicas y no son selectivos (Poyatos et al., 2010). La
siguiente reaccién nos muestra de forma general.

POA > HOe

» CO; + H,0 +iones inorganicos (1)

En la Tabla 4 se muestran los agentes oxidantes mas conocidos.

Tabla 4. Potencial redox de algunas especies oxidantes
(Brillas et al., 2009., Metcalf y eddy, 2003)

Oxidante Reaccion de reduccidn Potencial (E°/V vs. SHE)
lGor (F2) Fog+2H+2e" — 2HF 3.05
Fog+ 260 — 2F 2.87
Radical hidroxilo (OH¢) HO«+ H" + e — H20 2.80
Radical sulfato (SO4™) SO4" +e — S04~ 2.60
lon ferrato (O2) FeO.s? +8H" +3e” —Fe3* +4H.0 2.20
Ozono (03) O3(g) +2H++2e" — Oz + H20 2.075
lon peroxodisulfato (S20s%) S208% + 267 — 2S04% 2.05
Peréxido de hidrégeno(H202) H202+2H"+2e” — 2H20 1.763
lon permanganato (I) MnOs+4H*+3e" — MnOzs+2H20 1.67
lon hidroperoxil (1) HO2 +3H+3es — 2H2:0 1.65
lon permanganato (I1) MnO4+8H++5e° — Mn2*+4H20 1.51
lon hidroperoxil (I1) HO2 - +H*+e® — H20:2 1.44
lon dicromato Cr.07%+14H*+6e" — 2Cr3z*+7H20 1.36
Cloro Clag + 260 — 2CI 1.358
Oxigeno Oz + 4H*+4e” — 2H20 1.229
Bromo Brgy + 20 —» 2Br 1.065
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Después del fluor el radical HO® presenta un poder de oxidacion muy alto
presentando una velocidad de reacciéon de 10°® — 102  mas rapida que otros
oxidantes alternativos como el Os.

Todos los POA comprenden dos pasos, la formacion in situ de especies oxidativas
y la reaccion de las estas especies con los contaminantes objetivo. Los
mecanismos de la formacién de los radicales dependen de los pardmetros
especificos del proceso y se ve afectada por el disefio del sistema y la calidad del
agua.

Varios autores clasifican a los POA en dos bloques: procesos homogéneos y
heterogéneos tomando en cuenta el sistema generador de radicales HO® (Miklos et
al., 2018; Bin et al., 2012; Poyatos et al., 2010). Dentro de esta clasificacion
encontramos los que incluyen fotocatalisis homogénea y heterogénea basados en
radiaciéon ultravioleta (UV) o visible, electrdlisis, ozonizacion, reactivo de Fenton,
ultrasonido (US), procesos electroquimicos y de oxidacion en aire humedo (Dewil
et al., 2017), mientras que es menos convencional (y por lo tanto menos
estudiada) pero que va evolucionando aquellos procesos fotocataliticos que
incluyen vy-radiacion, microondas, plasma pulsado y ferroreactivo. Aunque el
tratamiento aguas residuales es el area mas comun de trabajo, los POA también
han encontrado aplicaciones diversas como el tratamiento de aguas subterraneas,
la remediacion de suelos, el acondicionamiento de las aguas residuales
municipales, la produccion de agua ultrapura, tratamiento de compuestos
organicos volatiles y control de olores (Comninellis et al., 2008).

En la Figura 5 se muestra una clasificacion de los POA tomado en cuenta la fase
de trabajo empleada en la degradacion de contaminantes. Los procesos
heterogéneos presentan la ventaja de una facil separacion de los productos del
medio de reaccion, posee la limitacion de la transferencia de materia inherente a
los sistemas con mas de una fase, problema que no existe en el caso de los
procesos homogéneos. Una de sus principales ventajas en comparacion con las
tecnologias convencionales es que degradan de manera efectiva los componentes
recalcitrantes sin generar una corriente de desechos secundaria como es el caso
de los procesos de membrana. Ademas, en la mayoria de los casos, la formacién
de especies peligrosas en el efluente es limitada. Este es un beneficio
especificamente importante sobre las tecnologias competidoras, como por ejemplo
la oxidacién con cloro de compuestos organicos, durante el cual se forma especies
organocloradas (Pablos et al., 2013).
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Figura 5. Clasificacion de los procesos de oxidacién avanzada. Adaptado de Poyatos et al (2010).

Los POA presentan limitaciones y ventajas, en la siguiente tabla se presentan de
forma general, muchos autores coinciden en las que se enlistan a continuacion

(Tabla 5):
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Tabla 5. Algunas ventajas y desventajas de los POA (Metcalf y Eddy., Zaragoza, 2018., Chong et

al., 2010).

Ventajas

DE TECNOLOGIA DEL AGUA

Desventajas

Generacion in situ de especies transitorias

altamente reactivas (OH", Os, H,0,) y poco
selectivo para degradar materia organica.
Transforma quimicamente los contaminantes
y no solo lo cambia de fase o los concentra
como en la coagulacién o adsorcion.
Eficientes para degradar contaminantes en
concentraciones bajas y no hay generacién de
lodos.

Eficientes en |la degradacion de compuestos
organicos refractarios, que otro método como
el bioldgico resiste su degradacion

Eliminacién de la toxicidad a causa de
desinfectantes y oxidantes residuales como el
cloro.

Mineralizacidn de compuestos orgdnicos,

patdgenos del agua y subproductos de
desinfeccion.

Se requieren pruebas piloto para evaluar su
factibilidad técnica.

Los costos operacionales son elevados cuando
se utilizan reactivos como el H,0, y Os.

Altas concentraciones de carbonatos y
bicarbonatos pueden reaccionar con los

radicales OH" reduciendo la eficiencia del
proceso.

El material suspendido, pH la materia organica
puede afectar la eficiencia del tratamiento.

La vida media de los radicales OH" es de corto
tiempo (nanosegundos).

No son econémicamente viables para
efluentes con DQO superiora 5 g/L.

3.4.1. POA utilizados en la degradacion de los CF

3.4.1.1. Fenton

En 1876, el trabajo pionero de Fenton sefialod el posible uso de una mezcla de
H.O y Fe?* para destruir el acido tartarico, esta reaccién de oxidaciéon es conocida
como “proceso Fenton”, pero no fue hasta 1930, cuando Haber y Weiss sugirieron
un mecanismo radical para la descomposicion catalitica del H>O2 por las sales de
hierro. Por esta razon, la reaccién también es conocida como Haber-Weiss (Brillas
et al., 2009). Desde entonces, es ampliamente usada y estudiada.

El proceso Fenton se basa en la combinacién de peréxido de hidrogeno y Fe?* (o
Fe3") que actua como catalizador, para la formacion de radicales HOs. Esta
reaccion puede tener variaciones, como el uso de radiacién UV, proceso que es
llamado foto-Fenton que en comparacion con el método Fenton convencional o la
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fotolisis UV puede tener una mayor eficiencia en la degradacion de contaminantes
organicos, este incremento en la velocidad de reaccion es atribuido principalmente
a la fotoreduccion de los iones ferrosos (Gonzalez et al. 2011).

El mecanismo del proceso de Fenton se inicia generalmente con la formacién de
un radical hidroxilo de acuerdo con la reaccion clasica de Fenton (reaccion 2).

Fe + H,O> — Fe3* + HO + HO- ko= 63 M1s1 2

Como esta reaccion tiene lugar en un medio &cido (reaccion ), puede escribirse
como:

Fe?* + H,O2 + HY = Fe® + H,0 + HO- 3

La generacion de HO-« en el proceso de Fenton se confirman utilizando pruebas
quimicas y técnicas denominadas “atrapamiento de espin” (spin trapping), en
conjunto con la espectroscopia de Resonancia de Espin Electronico (REE) han
permitido la deteccion de estas especies (Barriga, 2011). La técnica se vuelve
operativa si la solucién contaminada esta a un pH oOptimo de 2.8-3.0, donde se
propaga por el comportamiento catalitico de la pareja Fe3*/Fe?* y con solo una
pequefia cantidad catalitica de Fe?*, la participacion del ion ferroso Fe?* en la
reaccion es catalitica, debido a que la especie oxidada Fe3®' reaccionara
nuevamente con el H20O, generando a su vez radicales hidroperoxilo (HO2¢), de
menor poder oxidante (E = 1.76 V). En el proceso regresaria a su forma reducida,
para dar comienzo de nuevo a la reaccion anterior (Bautista et al., 2008).

Fe3* + H,0, — Fe?* + HOp + *OH + H*

Sin embargo, en la practica los iones Fe3* formados en la reaccién [I], mucho mas
rapidamente que la reaccion [Il], se acumulan progresivamente en solucion acuosa
hasta alcanzar su producto de solubilidad, dando lugar a la aparicion de
precipitados de hidroxido ferrico Fe(OH)s de un caracteristico tono pardo-rojizo y
aspecto coloidal (Sanchez, 2015).

3.4.1.2. Foto-Fenton
Otra modificacion de proceso Fenton se basa en utilizar energia luminosa para
lograr la fotorreduccion del Fe3* generado como resultado de la produccion de
radicales *OH, estudios pioneros demostraron que el i6n [Fe(OH)J?*, la forma
preeminente de la especie de hierro (Ill) a pH 2.8-3.5, juega un papel importante
cuando el proceso Fenton realizado en la oscuridad es asistido por radiacion UV.
Este procedimiento puede utilizar como fuente de energia de luz UVA (A) 315-400
nm, UVB (A) 285-315 nm y UVC (A <285 nm), pero se debe de considerar que la
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intensidad y la longitud de onda de la radiacion tienen una influencia significativa
en la tasa de destruccion de contaminantes organicos.

La accion de los fotones en el proceso de foto-Fenton es compleja. Al igual que el
proceso Fenton convencional los *OH se producen a partir de la reaccion de
Fenton. Como en el proceso Fenton convencional, el pH éptimo del proceso foto-
Fenton se sitia en el rango comprendido entre 2 y 4. En este rango de pH la
especie de hierro (lll) predominante en solucién acuosa es el cation FeOH?* que
presenta una banda de absorcion entre los 200 y los 410 nm (entre el UV medio y
el visible). En presencia de radiaciéon UV, el cation [Fe(OH)J]** da lugar a la
generacion de *OH (reaccién XX), la desventaja es la gran acumulacion de
especies de hierro (lll) que desaceleran el tratamiento, sin embargo se puede
evitar a partir de la fotolisis reductiva del [FeOH]?*, regenerando de esta forma el
Fe?* y catalizando la reaccion 1 para producir mas cantidad de HO-.

FeOH?* + hv - Fe?" + HO-

El rendimiento cuantico maximo de la reaccion anterior se obtiene en torno a los
313 nm, en la region UV-C, lo que condiciona la seleccion de las lamparas UV
empleadas en los procesos foto-Fenton.

La fotolisis del H2O2 de las siguientes reacciones también puede ocurrir si se
utilizan lamparas de arco Xe/Hg o lamparas de Hg de baja presion en la region
UVC, con 90% a 253.7 nm y 10% a 184.9 nm. Estas dos radiaciones son Uutiles
para aplicaciones de POA debido a que se encuentran dentro de los espectros de
absorcion de muchos contaminantes (Brillas et al., 2009).

H2O2 + hv = 2HO-
H2O2 + hv — He + HO»*

3.4.1.3. Sonoelectroquimica

La sondlisis se basa en el efecto producido por la propagacion de ultrasonido con
frecuencias entre 20 kHz y 2 MHz. En este rango de frecuencia se produce una
cavitacidén acustica que se produce cuando un campo de ultrasonidos se propaga,
generando pequefas burbujas (Rosales et al., 2019) que se expanden en el
campo ultrasonico hasta que colapsan en un tamafio critico. Al colapsar, se
producen puntos calientes con temperaturas de hasta 5000 K y presiones de
aproximadamente 1000 bar. En estas condiciones extremas, el enlace homolitico
presente en la molécula del agua conduce a la generacién de radicales hidroxilo y
atomos de hidrégeno (reaccion 1).

H.O —* HO-++H- 1
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La formacion electroquimica de radicales hidroxilos tiene lugar en la superficie del
electrodo (dnodo) mediante una transferencia de electrones (reaccién 2) y se
asocia con la formacion de perdéxido de hidrogeno, ozono y oxigeno, como
reacciones secundarias.

BDD + HZO —> BDD('OH)adsorbido+ He + e 2

Otros oxidantes, como los peroxicompuestos o el cloro, podrian producirse a partir
de los electrolitos utilizados, mediante la oxidacién directa en el anodo y/o
procesos de recombinacién, por ejemplo, la formacién de un radical sulfato del
anion sulfato (reaccién 3) y una recombinacion adicional a los oxidantes estables,
como los peroxisulfatos (reaccion 4).

S04 —» (SO04?) +e 3
(SO4%)s + (SOs¥)e—> S,08% 4

Por otra parte, la formacion de peréxido de hidrégeno se genera por la reduccion
catddica del oxigeno, en un potencial bajo de aproximadamente 0.7 vs. SHE
(reaccion 5), aumentando con esta formacion la concentracion del oxidante en el
sistema.

O2+2H*"+2ec —>» H0O; 5

Las especies oxidativas que son producidas por procesos sonoquimicos y
electroquimicos oxidan los contaminantes organicos. Al combinar la irradiacion
ultrasénica y la oxidacion electroquimica, se genera efectos sinérgicos tanto
fisicos como quimicos. Los efectos fisicos de los ultrasonidos, como son la
transmision y las ondas de choque contribuyen a aumentar la transferencia de
masa, reduce la pasivacion de los electrodos y minimiza la acumulacion de
burbujas de gas en los electrodos. Mientras que los efectos electroquimicos
activan las reacciones (Finkbeiner et al., 2015).

3.4.1.4. Oxidacién anddica o electrooxidacion
Es uno de los POA mas utilizado en el tratamiento de aguas residuales. La idea
basica de estos procesos es la oxidacion total (mineralizacién) o parcial
(conversiéon de la materia organica a compuestos mas sencillo mas facilmente
degradables y menos contaminantes) de la materia organica utilizando la corriente
eléctrica. Fundamentalmente, los métodos electroquimicos estan constituidos por
dos medios diferentes: el primero ocurre en el anodo, en donde la oxidacién se
produce en la superficie del electrodo (electrdlisis directa), y el segundo, cuando la
oxidacion se produce continuamente en la solucion a través del mediador en la
superficie anddica (electrdlisis indirecta). En el primer caso, el contaminante se
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oxida directamente mediante una reaccion de transferencia de carga. En cambio,
OA indirecta el contaminante se oxida gracias a la accion de especies oxidantes
formadas durante la oxidacion del agua en el anodo (M) dando lugar a radicales
hidroxilos fisioadsorbidos y protones (reaccion 6).

Mg + H20p  —>  M(OHe)(@dsorbido) + H¥ac) + € 6

En la electrdlisis directa, la velocidad de oxidacion depende de la actividad del
electrodo, la velocidad de difusiébn de los contaminantes y de la densidad de
corriente. Por el otro lado, la temperatura, el pH y la velocidad de difusion de los
oxidantes generados determinan la velocidad de oxidacion en la electrolisis
indirecta (Brillas, 2009). En esta Ultima, es una practica comun adicionar sales
como el NaCl o el KCl a las aguas residuales para mejorar su conductividad y para
generar iones hipoclorito beneficiosos para la degradacion.

El anodo puede ser de diferentes materiales y su naturaleza condiciona en gran
medida la eficiencia del proceso. Los electrodos se pueden englobar en dos
grandes grupos. activos y no activos. Los electrodos activos, cuando el potencial
anaddico sobrepasa la formacion del Oz (E°=1.23 V), reacciones con los radicales
*OH fisioadsorbidos (reaccion 7), M(*OH), dando Ilugar a superoxidos
guimiadsorbidos. Estos superoxidos poseen menor poder oxidante, lo que da lugar
a que el contaminante inicial se degrade sélo hasta acidos carboxilicos de cadena
corta. Un ejemplo de electrodos activos son el Pt, RuOz o IrO> (Blanco, 2012).

Mox(°OH)(adsorbido) — Mox+1(adsorbid0) + H+(ac) + e 7

Por otra parte, los superoxidos formados por su parte se consumen oxidando al
contaminante (8) o descomponiéndose para formar O, (9) segun:

MOx+1(adsorbidoy + R~ ——»  RO(adsorido) + Ms) 8
M Ox-+1(adsorbido) —> Mg +  (X+Y%2)0z2q) 9

Por otro lado, existen los electrodos clasificados como no activos, este es el caso
de los electrodos de PbO,, SnO2 o de diamante dopado con boro (BDD). Se
consideran inactivos porque los radicales M(OHe) fisiadsorbidos permanecen
estables lo que permite su disponibilidad para lograr la completa mineralizacién del
contaminante. Por todo lo mencionado el modelo de Comninellis de electrodos
activos y no activos considera que los electrodos no activos no participan de modo
directo sino solo de sumidero de electrones. Por ello las OA indirectas se pueden
dividir a su vez segun el producto final que originen en conversiones y
combustiones. En las primeras, el contaminante se degrada hasta acidos
carboxilicos e implican el uso de anodos activos. Sin embargo, en las
combustiones (anodos no activos) el contaminante inicial se degrada hasta COz2,
H20 y otros productos inorgénicos. Gracias a la elevada resistencia a la corrosion,
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baja capacidad de adsorcion, asi como también su elevado sobrepotencial de
desprendimiento de O2 se ha observado que el anodo de BDD en el anodo no
activo que da lugar a unas mineralizaciones del contaminante mas eficientes.

3.4.1.5. Procesos electroquimicos
Recientemente, se estan desarrollando métodos de electro-oxidacion indirecta
como electrofenton (EF) y Fotoelectrofenton (FEF) para la remediacion del agua.
Estos procesos electroquimicos (Figura 6) de oxidacién avanzada (PEOA) son
tecnologias amigables con el medio ambiente.

e Uso de uno o dos compartimentos en condiciones
potenciostéticas o galvanostdticas

e Un catalizaddor (Fe** Fe** u oxido de hiero) es
siempre adherido.

o Elcatodo esta compuesto de un materia
carbonaceo que puede estar alimentado con O,
disuelto o ser un electrodo de difucién de gas.

o )

Electro-Fenton
(EF)

Electrogeneracion de

H,0, en el catodo

e Peroxi-coagulacién (PC)

e Procesos EF fotoasistidos: - Fotoelectrofenton,
-Solar Fotoelectrofenton, -Fotoperoxicoagulacion,
Fotoelectroquimico-EF

Procesos EF
combinado

e Sonolectrofenton

. s 't 2
e Generacién catédica de Fe**

POA basados en
< lareaccion de

Fenton

e Procesos Fered- Fentom
e Procesos de peroxidacion electroquimica (ECP)

e Tratamiento anddico Fenton

Procesos
electroquimicos
Fenton

Adicion de H,0, a la
solucién o su

produccién indirecta
e Procesos Fotocombinados
- Fered- Fentom fotoasistido
- ECP fotoasistido
e Produccion indirecta de H,0,

Procesos Fenton
combinados

- Procesos Fenton asistidos por plasma

- Electrogeneracion anodica de H,0,

Figura 6. Clasificacion de los POA electroquimicos basados en la reaccion Fenton y que son
utilizados en la remocién de los compuestos organicos presentes en las PTAR, Adaptado de Brillas
et al (2009).

3.4.1.6. Electro-Fenton y Fotoelectrofenton
Estas tecnologias basadas en el suministro continuo de H20O, a una solucién
contaminada, este suministro se realiza a partir de la reduccién de dos electrones
de Oz, el cual es inyectado durante la reaccion, es considerada como una
alternativa prometedora para la degradacion de CE, debido a la generacion in situ
de H202 en la superficie del catodo (reaccion 10) y por la regeneracion del
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catalizador por efecto del campo eléctrico (reaccion 11). Por lo tanto, la reaccién
de Fenton (reaccién 12) es causada por la accidén del campo eléctrico

O2 + 2H" + 2e” H202

El carbono vitreo reticulado, el fieltrgd_e’carbono, la fibra de carbono activada y los
catodos de difusion de O, se emplean generalmente para reducir eficazmente el
O2 de la reaccion. En el proceso de EF, la capacidad oxidante del H2O:
electrogenerado se incrementa en gran medida agregando a la solucion una
pequefia cantidad de Fe?* para producir un HO- y Fe3* (Sires et al., 2007).

El proceso EF es considerada como una alternativa prometedora para la
degradacion de CE, debido a la generacion in situ de H2O. en la superficie del
catodo (reaccion 10) y por la regeneraciéon del catalizador por efecto del campo
eléctrico (reaccion 11). Por lo tanto, la reaccion de Fenton (reaccion 12) es
causada por la accion del campo eléctrico.

O2 + 2H" + e—» H202 10
Fe3 +e —> Fe?* 11
Fe?* + Ho02 + H* — Fe®" + H,O + HO- 12

El principal inconveniente asociado con EF es el rango estrecho de operacion de
pH que evita la formacion y precipitacion del hierro. Para superar esta limitacion, el
electro-Fenton heterogéneo (HEF) surgi6 como una alternativa al proceso
homogéneo evitando la formacion de lodos, extendiendo el rango de pH y la vida
del catalizado y proporcionando una facil recuperaciéon con posibilidad de
reutilizacion en lotes o0 Manera continua sin necesidad de regeneracion o
sustitucion.

En el proceso fotoelectrofenton, la solucion tratada se ilumina con luz UV, que a su
vez actla como catalizador para favorecer: la fotodescomposicion de complejos
de Fes" y la regeneracion de mas Fe?* con produccién adicional de OH a partir de
la fotorreduccion de Fe(OH)?* la especie Fe** predominante en medio acido.

Fe(OH)* + \v —>  Fe?* ++OH

3.4.1.7. Proceso Fered-Fenton
A escala préactica, la oxidacion de la especie catalizadora Fe?* a Fe®" durante el proceso
Fenton da lugar a los inconvenientes de produccién de lodos coloidales, consumo del
catalizador y necesidad de acidificar y neutralizar secuencialmente los efluentes para
separar los precipitados. Por este motivo, cualquier modificacién del proceso Fenton que
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facilite la reconversion de Fe®" a Fe?" acelerara el proceso y favorecera la reduccion en la
cantidad de lodos producidos. Asimismo, contribuird a mantener una concentracion de
hierro en el efluente en valores admisibles para vertido o reutilizaciéon, no suponiendo un
nuevo aporte contaminante a los efluentes tratados. En los procesos Fered-Fenton, este
objetivo se consigue mediante la aplicacion de una corriente eléctrica a la mezcla acuosa
para producir la reduccion catdédica del Fe3*. Aunque existen otras configuraciones de
sistemas de tratamiento Fenton electroquimicos como, por ejemplo, los basados en la
produccion catédica de peréxido de hidrogeno a partir de oxigeno, o en el empleo de
anodos de sacrificio para aportar Fe?*, el mas extendido en la actualidad para el
tratamiento de aguas residuales a escala industrial es el proceso Fered-Fenton (Sanchez,
2015).

FeZt + H,O, —» HO + HO- + Fe3*
Fe* +e — Fe?+

La regeneracion electrolitica de Fe?" impide su precipitacion como hidréxido y en
consecuencia, permite una sensible reduccion en la produccién de lodos férricos que, de
acuerdo con las informaciones comerciales, puede alcanzar hasta un 80% con respecto al
proceso Fenton convencional.

3.4.1.8. Radiacién de Ultravioleta al Vacio (VUV)
La fotdlisis de agua ultravioleta al vacio (VUV) genera radicales OHe, atomos de
hidrogeno (H) y en menor medida, electrones solvatados, se ha utilizado con éxito
para la degradacion oxidativa de contaminantes organicos en agua (Li et al.,
2011). Estudios previos indican que la irradiacion con VUV aumenta notablemente
la eficiencia fotocatalitica en procesos que usan TiO». (Sayed et al., 2016).

Como consecuencia del alto indice de absorbancia del agua de la radiacion VUV,
se produce una homolisis (Ruptura de un enlace quimico para formar dos
radicales), (13) y una ionizacion fotoquimica del agua (14). Los rendimientos
cuanticos o fotoquimicos (), para estas reacciones son 0,33 y 0,045 (para
longitudes de onda de 185 a 140 nm), respectivamente (Gonzalez et al., 2004).
Los productos formados son altas concentraciones de radicales hidroxilos, atomos
de hidroégeno y electrones solvatados (13 y 14) que inician multiples reacciones de
reduccion y oxidacion que implican a su vez la formacion de oxigeno molecular y
especies oxigenadas (Zoschke et al., 2014).

H.O@__ J'85"m  «OH + He h(+OH+)=0.33 13
HoOp—25185nm  «OH + H* + ¢ d(+e7)=0.045 14

La degradacion oxidativa de los contaminantes organicos se activa por los
radicales *OH, ya sea por abstraccién de hidrégeno (reaccion 15), por adicion
electrofilica a los sistemas 1 0 por reacciones de transferencia de electrones. Para
una eficiente degradacion oxidativa de los contaminantes, el oxigeno molecular
disuelto contribuye a convertir los radicales centrados en C en radicales peroxilo
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(ROO), (reaccion 16), considerados intermedios clave de una variedad compleja
de reacciones de oxidacion que conducen eventualmente a la completa
mineralizacion de la materia organica disuelta.

*OH + RH—> H20 + Re 15
Re + Or—> ROz 16

En paralelo, los 4tomos de H son atrapados por O para generar radicales
hidroperoxil (HO2¢), (17), y una concentracion bastante importante de H>O> es
producida por desprotonacién (18) y dismutacién del Oz y HO2 (reacciones 19),
(Bianco et al., 2018).

He + O — HO» 17
Hae + HsO* " HOz» + H20 18
HOz + HO»» — HO, + O 19a
HOz2 + O- — HOz» + O 19b
Oze-+ Ope- — 0* + O 19¢

Debido a la formacion directa de HO-, la radiacion VUV forma parte de los POA.
Por lo que se concluye que la fotdlisis VUV del agua es un método altamente
eficiente para la generacion de condiciones de oxidacion avanzadas, ademas, la
tasa de formacion de HOe es comparable con otros POA. Estudios previos
reportan degradaciones arriba del 90% para acido clofibrico (Li et al., 2011)
melanina y atrazina.

3.4.2. Procesos de oxidacion avanzada fotocataliticos
El uso de catalizadores fotoactivos para los procesos de oxidacion en el
tratamiento del agua se ha investigado intensamente en las Ultimas décadas
(Miklos et al., 2018., Vallejo et al., 2015). Aunque existen numerosos catalizadores
con propiedades fotocataliticas las investigaciones se han concentrado
principalmente en dos tipos de reacciones que se basan basan en la solubilidad
del catalizador:

A) Procesos foto-fenton en sistemas homogéneos:

El reactivo de Fenton consiste en una disolucion acuosa de peroxido de hidrogeno
e iones ferrosos que proporcionan una importantes fuente de radicales OH*. Bajo
condiciones acidas (pH 2 a 4). Por otra parte, la velocidad de degradacion
aumenta proporcionando radiacién UV/vis (ecuacion 2).

Fe(OH)?** + hv — Fe?* + OH* (2)
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B) Fotocatalisis heterogénea basada en semiconductores

En general, el sistema de fotocatalisis heterogénea utliza materiales
semiconductores (TiO2, WO3, ZnO, Al203 0 ZrO2 ) que consisten en una antena de
recoleccion de luz y varias especies activas para facilitar la degradacién del
contaminante. Las series de reacciones oxido-reductoras en cadena que ocurren
en la superficie que es activada por fotones ha sido ampliamente analizadas por
varios autores (Dong et al., 2015; Kanakaraju et al., 2018., Chong et al., 2010),
una propuesta general de las principales reacciones son las siguientes:

Fotocatalizador + hv — (e~ +h') (3)
h* + OHyy —» OH:4 (4)

Los huecos fotogenerados oxidan directamente las moléculas adsorbidas o
reaccionar con grupos hidroxilo superficiales o moléculas de agua para producir
radicales HO" (Simonsen et al., 2010., Khataee et al., 2009). En este proceso, la
naturaleza quimica del catalizador se ve inalterada, aunque durante el mismo, este
puede formar especies intermedias.

3.4.3. Fotocatalizadores

Un catalizador es una sustancia que aumentan la velocidad de una reaccion
guimicamente mientras no se modifica, es decir; no se consume durante la
reaccion (Howland., 2013). En las reacciones de fotocatalisis, los semiconductores
actian como catalizadores y, por lo tanto, no se consumen en la reaccion general.
A estos semiconductores utilizados se les denomina fotocatalizadores. En la
fotocatalisis la reaccion quimica se activa por medio de fotones con contenido
energético suficientemente alto para vencer la energia de la banda prohibida o
ancho de banda, que es la separacion energética entre la banda de valencia y la
banda de conduccion. Las principales propiedades que debe de reunir un
fotocatalizador son las siguientes: mejor

e Debe ser fotoactivo

e Ser excitado en presencia de UV y/o visible

e Ser quimicamente estable y resistente a la abrasion
e Mostrar una facil regeneracion

e No presentar toxicidad y ser econémico

La fotocatalisis puede ser homogénea o heterogénea, dependiendo de si el
catalizador forma una fase Unica con los reactivos o constituye una fase separada.
Dentro de la fotocatdlisis heterogénea se debe de elegir un catalizador que
conserve sus propiedades especificas, como la porosidad, el area de superficie, la
dispersion, la selectividad y la actividad. La morfologia y el tamafio de los poros de
los materiales de soporte seleccionados desempefian un papel importante para
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mejorar la estabilidad y el rendimiento del catalizador heterogéneo (Bagheri et al.,
2014). Para que un semiconductor sea fotoquimicamente activo, el potencial
redox de los huecos generados en la banda de valencia serd lo suficientemente
positivo para producir radicales *OH que puedan oxidar el contaminante organico
objetivo, mientras que el potencial redox de los electrones en la banda de
conduccion deberd ser lo suficientemente negativo para reducir el oxigeno
adsorbido en la superficie y generar el aniébn superéxido Oze-. LoS
semiconductores son materiales que requieren de un estimulo externo para
conseguir la conduccion eléctrica, de manera mas estricta, su distribucién
electrénica es intermedia entre los metales y los aislantes, donde los primeros
disponen de portadores libres de carga debido a la naturaleza de sus enlaces y los
segundos son materiales que no permiten el transporte de portadores de carga
debido a que las bandas de valencia y conduccion se encuentran separadas
impidiendo el movimiento de los electrones. La banda de valencia y la banda de
conduccion se encuentran separadas por una region de energia prohibida o banda
gap (del inglés band gap energy), de tamafo Egap (Figura 7). Cuando los
electrones pasan de la banda de valencia a la banda de conduccion (este proceso
es una de las maneras en las que se puede producir una transicion electrénica),
se generan espacios vacios en la BV llamados huecos de carga positiva (h+). A
estos pares de electrones (e-) y huecos positivos (h+) se les denomina pares
electron-hueco, que son altamente reactivos y responsables de procesos quimicos
conocidos como redox (Quiroz, 2014).
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Figura 7. Diagrama de energia de la banda de valencia (BV) y la banda de conduccion(BC).
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Cuando se selecciona un fotocatalizador, el intervalo de banda (Banda gap) del
material determina la longitud de onda de la luz que puede ser absorbida, la
diferencia entre el BV y el BC esta inversamente relacionada con una longitud de
onda de la luz (Casbeer et al., 20102). Tanto los Oxidos como los sulfuros
metalicos representan una extensa clase de materiales semiconductores, capaces
de presentar aplicaciones fotocataliticas. En la Tabla 6 se proporciona la energia
de ancho de banda o prohibida (Egap) de algunos fotocatalizadores utilizados en
diferentes POA para la degradacion de CE. Algunos de los fotocatalizadores como
el TiO2, SnO,, WSe, presentan un ancho de banda (Egap) mas separada,
presentando una mayor eficiencia en la regién UV, por otra parte, cuando el ancho
de banda es menor (Si, CdO, ZnFe>04) su eficiencia aumenta cuando se trabaja
en la region visible.

Tabla 6. Energia de separacién (Egap) de algunos fotocatalizadores (Hadj , 2012)

Energia de ancho Fotocatalizador Energia de ancho

de banda “Egap” de banda “Egap”
(eV) (eV)
Si 1.1 CdoO 2.1
TiOz2 (rutilo) 3.0 TiO2 (anatasa) 3.2
WO3 2.7 Cds 2.4
VAR 3.7 SrTiOs 3.4
SnO2 3.5 WSe:2 1.2
Fe203 2.2 ZnO 3.2
CaFe20q4 1.9 ZnFe204 1.92

En comparacion con otros fotocatalizadores utilizados en el tratamiento de aguas
residuales, TiO2 y ZnO han recibido una atencion considerable debido a su alto
rendimiento fotocatalitico bajo irradiacion con luz UV. El inconveniente de estos
semiconductores, sin embargo, radica en que se encuentran inactivos bajo la
irradiacion de luz visible, debido a su amplio ancho de banda (banda gap), que
impide su uso como fotocatalizadores de captacion de energia solar. Para superar
una deficiencia, se han intentado ciertas modalidades como el dopaje con
elementos quimicos que modifican las propiedades de los materiales del
fotocatalizador para permitir una respuesta con la luz visible (Dong et al., 2015.,
Vallejo et al., 2015). En la siguiente figura (Figura 8) se muestra el espectro de
absorbancia para la cantidad de energia solar que llega a la superficie de la Tierra
como radiacion ultravioleta (UV), visible e infrarroja IR. Se puede observar que la
luz visible representa el 46% mientras que la luz UV solo representa el 5% de la
energia total del sol y la parte restante corresponde a la region infrarroja.
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Figura 8. Catalizadores y su banda prohibida (banda gap), modificado de Casbeer et al (2104).

3.5.Fundamentos y mecanismo de la fotocatalisis heterogénea en TiO»

La fotocatalisis heterogénea que utiliza luz UV combinada con dioxido de titanio
como catalizador es una técnica que se distingue por su potencial de aplicacion y
las ventajas econdémicas que posee, debido a que los catalizadores utilizados
pueden ser reutilizados, eliminando la continua utilizacion de reactivos y la
formacion de lodos. El principio se basa en el uso de un semiconductor, que se
excita mediante la absorcion de radiacion electromagnética con una energia que
es igual o superior a la energia del intervalo de banda (Byrne et al., 2015),
derivando en una serie de reacciones que conlleva la formacion de los radicales
HO' (Dong et al., 20015., Huerta, 2015). El TiO> es el semiconductor mas utilizado
para inducir reacciones oxidativas y reductoras en su superficie. Esta es una
contribucion unica del electron solitario en su orbital externo, el cual se fotoexcita a
la banda de conduccion vacia en femtosegundos. (He et al., 2016., Chong et al.,
2010).

El TiO2> en presencia de luz es capaz de excitarse, con una energia luminosa
mayor o igual que el ancho de banda. La energia de TiO: ilumina en su superficie
y de esta forma los electrones de la banda de valencia migran a la banda de
conduccion dejando su correspondiente hueco (Casbeer et al., 2012) en la banda
de valencia y generandose los denominados pares electron- hueco (e/ h*). La
energia necesaria para excitar el TiO2 es de 3.2 V que corresponde a la energia
UV para anatasa y de 3.0 V para rutilo, como consecuencia solo es capaz de
absorber luz ultravioleta (A<385 nm). Los pares e/ h* pueden recombinarse o bien
desplazarse a la superficie del catalizador. Para que no se produzca la
recombinacion de los pares es importante que exista un oxidante que actué como
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aceptor de electrones (Figura 9). Generalmente este papel lo desempefia el O>
produciéndose el ion superéxido (O2"). Por otro lado, las moléculas de agua son
adsorbidas en los huecos produciendo radicales hidroxilos (HO"), esto radicales
hidroxilos se caracterizan por un alto potencial de oxidaciéon (E=2.8 V), el cual es
mayor al de otros oxidantes tradicionales (03=2.07 V, H20,=1.78 V, ClO»=1.57,
0,=2.42 V y Cl»=1.36 V). También se puede producir la oxidacién de una molécula
(contaminante organico) adsorbida en los huecos mediante transferencia de
electrones (lbarz, 2008). Los principales mecanismos realizados en la fotocatalisis
se muestran en la figura siguiente.

Luz
A < 400
nm

Contaminante

hv

CO2 +H20 + Sales minerales

OH OH

Figura 9. Mecanismos efectuados en la fotocatalisis.

El TiO2 en presencia de luz es capaz de excitarse, con una energia equivalente al
salto energético, de esta forma los electrones de la banda de valencia migran a la
banda de conduccion dejando su correspondiente hueco en la banda de valencia
(Nezar et al., 2018) y generandose los denominados pares electron- hueco
(Wetchakun et al., 2019).

La reaccion fotoquimica que involucra el TiO2 se puede explicar por una serie de
reacciones (ecuaciones 5 -12). El paso inicial de la fotocatalisis es la generacion
del par electrén-hueco dentro de la particula de TiO2 (Simonsen et al., 2010) el
hueco es originado en la banda de valencia (h{y) inducida por luz (A < 385 nm) y
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el electron (epc) en la banda de conduccion (ecuacion 5). Este electron estara
disponible para donacion de electrones a especies que son adsorbidas en la
superficie de TiO.. El electron e, reduce al oxigeno para producir el radical
superéxido (057 ) ecuacién 6 y a su vez reduce al 05 para producir H202
(ecuacién 7). El 05 puede reaccionar con H, O, para producir el radical hidroxilo
(Casbeer et al., 2012). La reduccion de H, O, por e, puede generar asi mismo el
radical hidroxilo (ecuacién 8 y 9). El hueco en la banda de valencia h{, puede
absorber electrones de las especies oxidable absorbidas y reacciona con la
superficie de OH~ o H,0 para formar el radical hidroxilo (ecuaciones 10 y 11). La
recombinacién de radicales hidroxilos también produce H2O2 (ecuacion 12),
(Cuevas et al., 2017, Huerta, 2015).

hv
Tio, — Ti0, (hf, +e5.) (5)
0, + ey~ 03" (6)
05" + ep. +2H* - H, 0, (7)

0, + H,0, > OH® + OH-+0, (8)

ej. + H,0, > OH® + OH- (9)
h{, + OH™ - OH" (10)
hf, +H,0 — H*+ OH’ (11)

2hi, +2H,0 - 2H*+ H,0, (12)

Los radicales hidroxilos se caracterizan por un alto potencial de oxidacién (E=2.8
V), que es mayor al de otros oxidantes tradicionales: O3=2.07 V, H20,=1.78 V,
ClO2=1.57, 0»,=2.42 V y Cl>=1.36 V (Huerta, 2015., Casbeer et al., 2012).

3.6.Caracteristicas y propiedades del titanio y didéxido de titanio

Titanio

El titanio forma parte de los elementos de transicién y es el noveno elemento mas
abundantes de la corteza terrestre (constituye el 0.63%). En su forma pura es tan
fuerte como el acero, pero menos denso (45% mas ligero). Por lo que se utiliza
como agente de aleacion de muchos metales, incluido el aluminio, el molibdeno y
el hierro. Debido a su baja densidad y su capacidad para soportar temperaturas
extremas se utilizan en la fabricacion de aviones y condensadores de centrales
eléctricas. Presenta baja conductividad eléctrica y excelente resistencia a la
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corrosion, utilizdndose en plantas de desalinizacién y para proteger estructuras
expuestas al agua de mar (SigmaAldrich y Royal Society 2018).

Di6xido de titanio

El titanio en la naturaleza se encuentra mayoritariamente en combinaciones con
oxigeno y hierro, cuando se combina con el oxigeno forma mdultiples estados
estables como oxidos (TizOz2, Ti2O, TiO, TiO3, TizOs, TisO7, TisOg, TiO2,) siendo el
mas estable el didxido de titanio. El TiO2 con un peso molecular de 79.87 g/mol, es
un oxido metélico de transicion, es un semiconductor, que presenta baja toxicidad,
resistencia a la fotocorrosion, disponibilidad, efectividad y relativo bajo coste El
principal campo de aplicacion del didxido de titanio es el sector de los pigmentos
por presentar un intenso color blanco, destinandose a tal uso el 95% de la
produccion mundial. También se utiliza en como catalizador en tratamientos
relacionados con la industria textil, depuracion de agua y aire. (Escuadra et al.,
2008). El TiO2 es el mas utilizado en reacciones fotocataliticas, puesto que es
biologica y quimicamente inerte, tiene bajo costo y no es toxico (He et al., 2016).
Cuenta con una gran variedad de aplicaciones tecnologicas y la fabricacion de
cemento, plasticos, papel, cosméticos, filtros solares, refinacion de aceites y
control de la contaminacion (Bagheri, et al., 2014., Pacheco el al., 2013). El TiO>
es el fotocatalizador mas estudiado en la literatura debido a que permite obtener
rendimientos muy altos en reacciones de degradacion fotocatalitica de
compuestos organicos (Nadjet, 2012), cristaliza en tres polimorfos diferentes:
anatasa y rutilo en sistema tetragonal y brookita en estructura ortorrombica
(Figura 10). La estructura Rutilo es la forma cristalografica mas estable
térmicamente de TiO2 y es considerado poco eficiente en actividad fotocatalitica.
La Anatasa es estable en un rango de temperaturas bajas, pero vuelve a
convertirse en rutilo a temperaturas superiores a 500-600 °C.

Las tres estructuras se describen como cadenas octaédricas de TiOs, en donde
cada ion de Ti* se encuentra rodeado por un octaedro de seis iones de O?. El
ensamble y el patron de esas cadenas y distorsion de cada octaedro es diferente
en cada una de las estructuras cristalinas (Chaorui, 2014). Para el rutilo, el
octaedro muestra una ligera distorsion ortorrémbica; en anatasa, el octaedro esta
significativamente distorsionado, de modo que su simetria es mas baja que la
ortorrombica. Las distancias Ti — Ti en la anatasa son mayores, mientras que las
distancias Ti — O son mas cortas en comparacion con el rutilo. En la estructura de
rutilo, cada octaedro esta en contacto con 10 octaedros vecinos (dos pares de
oxigeno de borde compartido y ocho atomos de oxigeno de esquina compartidos),
mientras que, en la estructura de anatasa, cada octaedro est4 en contacto con
ocho vecinos (cuatro compartiendo un borde y cuatro compartiendo una esquina).
Estos contrastes en la red cristalina provocan diferencias en sus densidades de
masa y en las bandas electronicas entre estas dos estructuras de TiO2 (Chen y
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Mao, 2007). La estructura de brookita pura es rara, metaestable y dificil de
preparar, ademas su propiedad fotocatalitica no ha sido bien estudiada (Chaorui et
al., 2014).
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p=4.250 g cm-

Figura 10. Estructura cristalina de rutilo y anatasa, en azul se representa el ion Ti** y en rojo el O
(Hadj, 2012., Jia et al., 2016).

Las propiedades del material del TiO2, como la superficie y la estructura
desempeiian un papel importante en el control de la actividad fotocatalitica. La
eleccion del tipo de TiO. también varia entre los estudios con diferencias
demostradas en la actividad fotocatalitica hacia compuestos organicos. Las
variaciones en el rendimiento fotocatalitico se explican por las diferencias en la
morfologia, la fase cristalina, el area superficial especifica, la carga superficial, la
distribucion del tamafio de las particulas, la porosidad y el espacio ancho de
bandas (banda gap), (Kanakaraju et al., 2018).

3.7.Peliculas nanotubulares de TiO»

El desarrollo rapido de la nanotecnologia ha impulsado un considerable volumen
de investigacion sobre el empleo de nanoparticulas metalicas como catalizadores
eficientes para el tratamiento de agua y aguas residuales. Con el uso de
nanocatalizadores los procesos de tratamiento de aguas se benefician por su gran
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reactividad, una mayor area superficial (Okada et al., 2012) y/o la mejorada
movilidad de particulas de tamafios nanométricas (10° m) que producen
degradaciones de los contaminantes mas rapidas y rentables, comparado con las
tecnologias cataliticas convencionales (Virkutyte et al., 2010). Una extensiva
literatura reportada a principios del afio 2000 incluye uso de diferentes materiales
ceramicos nanoporosos sintetizados debido principalmente a su gran actividad
catalitica, estos materiales incluyen el titanio, aluminio, zirconio y silice. Sin
embargo, el interés se ha enfocado al uso de titanio el cual presenta una amplia
gama de aplicaciones tecnoldgicas relevantes que van desde sensores de gas,
tecnologia fotovoltaica, catélisis térmica e inmovilizacién de biomoléculas (Gong et
al.,, 2002), también se aplica en almacenamiento y conversion de energia, esta
paleta de aplicaciones ha sido ampliada a través de los ultimos 20 afios debido a
gue las nanoestructuras proporcionan propiedades electronicas Unicas, como alta
movilidad de electrones o efectos de confinamiento cuantico (Schmuki et al.,
2011), pequefias dimensiones y a una resistencia mecanica elevada (Okada et al.,
2012).

Por lo general, los nanocatalizadores de TiO. se fabrican en dos formas
diferentes:

a) Nanoparticulas de TiO2 como fotocatalizador en su forma tradicional.
b) Peliculas delgadas de TiO2> inmovilizadas como fotocatalizador
desarrollado.

Los inconvenientes de las nanoparticulas de TiO2 en su forma tradicional son su
baja area superficial, la alta eficiencia de recombinacién de los pares electrones-
hueco, la facil agregacion durante la reaccion y la dificil separacion de un sistema
de suspension después de la reaccion fotocatalitica. Para superar estos
inconvenientes, el fotocatalizador de TiO2 se inmoviliza en sustratos de soporte
sélido (Vahabzadeh et al., 2018). Las peliculas de TiO> que presentan un espesor
pequefio provista de estructuras nanotubulares son deseables para aplicaciones
cataliticas debido a sus grandes superficies y sus altas reactividades (Gong et al.,
2001).

Existen varios métodos para sintetizar las nanoestructuras de TiO2 (proceso sol-
gel, evaporacion,método basado en plantillas, sintesis de haz de iones) pero la
oxidacion anddica en laminas de titanio expuestas en electrolitos fluorados es la
mas reconocida para explorar la modificacion de la configuracion geométrica
(diametro, longitud, presencia de anillos y el espesor de las paredes) para obtener
una pelicula nanotubular de TiO2> (PNTT). Las estructuras nanotubulares se
pueden formar aplicando la técnica de oxidacion anodica (AO) en condiciones
experimentales definidas tales como voltaje, tipo y concentracién del electrolito,
temperatura, tiempo de anodizacion, concentracion del fluoruro y la temperatura
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de calcinacion (Figura 11). El enfoque de anodizacion es capaz de construir una
pelicula de 6xido de titanio de tamafio de poro controlable, buena uniformidad y
conformabilidad sobre grandes areas a bajo costo (Gong et al., 2001). La principal
desventaja de la anodizacion electroquimica es que los nanotubos sintetizados
son amorfos y se requiere de un recocido posterior para cristalizarlos en estructura
de anatasa y rutilo (Yurddaskal et al., 2015). Existen evidencias que las PNTT
pueden ser Utiles en los procesos de fotodegradacion utilizando UV como fuente
de luz, los electrones fotogenerados se transportan a la banda de conduccion
sustrato de Ti y para cada electron generado, también se produce un orificio o
hueco en los fotocatalizadores como respuesta al proceso de separacion de
cargas fotoinducidas, ambos participan en las reacciones electroquimicas y
quimicas para desarrollar los radicales OH' necesarios para degradar los
contaminantes presentes en el agua contaminada (Cuevas et al., 2017). Las
peliculas nanotubulares consisten en un conjunto de nanotubos alineados
verticalmente, orientados en paralelo, cada nanotubo presenta un extremo
superior abierto y un extremo inferior cerrado (capa de barrera), el primero trabajo
sintetizado de matrices de nanotubos se registré en el 2001 por Gong quien
produjo nanotubos de hasta 0.4 um. Posteriormente, varios autores reportaron
trabajos que incluian disolventes organicos polares como el dimetilsulfoxido, el
etilenglicol, la formamida y la N-metilformamida para lograr longitudes en matrices
de nanotubos de varios cientos de micras (hasta 1005 um), (Paulose et al., 2008).
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Figura 11. Principales pardmetros considerados para la sintesis de nanotubos de TIOx.
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3.7.1. Peliculas nanotubulares de TiO;

La anodizacién es un proceso de sintesis sencillo, de bajo costo, con un buen
control morfologico, es una técnica reproducible y de féacil control de sus
parametros (Yurddaskal et al., 2015) comparandolo con los procesos de sintesis
de nanotubos por tratamiento hidrotérmico, sol-gel y electrodeposicion. Algunas
morfologias obtenidas por anodizacién electroquimica pueden ser amorfas u
ordenadas. La morfologia superficial y transversal por lo general depende de los
electrolitos utilizados en la anodizacién, para lograr nanotubos ordenados u
amorfos se debe de controlar el voltaje, pH, concentracion de iones, tiempo de
anodizacién y porcentaje de agua (Arenas, 2016). Gong reportdé que a medida que
aumenta el voltaje, se pierde el aspecto de las particulas, con caracteristicas
discretas, huecas, cilindricas, similares a tubos, es decir, la estructura del
nanotubo se pierde a voltajes de anodizacién superiores a 40 V, formandose una
estructura porosa al azar esponjosa. También observé una evolucion similar de las
caracteristicas topolégicas en soluciones de HF al 1.5% en peso a voltajes mas
bajos. Mientras que cuando se realizo la anodizacion a 20 V en una solucion de
HF al 0,5% en peso durante 20 minutos, obtuvo como resultado un Conjunto de
nanotubos de TiO> alineados con un diametro de tubo aproximadamente promedio
de 60 nm y una longitud de tubo de 250 nm (Gong et al., 2001).

3.7.2. Anodizacion electroquimica

La anodizacion es un proceso electroquimico que se utiliza para modificar la
morfologia superficial de un sustrato a partir de la oxidacion-disolucion de una
capa de 6xido sobre la muestra de interés. Basicamente, consiste en 2 electrodos,
uno como anodo y otro como catodo, generalmente se emplea una celda
electroquimica en la que el anodo es el material en el cual se desea crecer la
capa de oxido (metal o aleacion) y el catodo es una placa o varilla de un material
guimicamente inerte en el bafio de anodizado. Ambos electrodos se conectan a un
circuito eléctrico externo para establecer una diferencia de voltaje o corriente entre
ellos. Los materiales mas empleados como catodos son el grafito, el acero
inoxidable, y el platino (Figura 12).

El material elegido como catodo puede influir en menor o mayor medida en la
velocidad de crecimiento de las capas anddicas y asi originar una geometria Gnica
en la morfologia del éxido (espesor de la capa de 6xido, diametro de los poros o
nanotubos, etc.) debido a que puede variar la velocidad de algunas reacciones,
afectando directamente en la sobretension producida entre el catodo y el anodo (
Hernandez et al., 2015).
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Figura 12. Esquema general del proceso de anodizacidon electroquimica para la fabricacién de
nanotubos y nanoporos, adaptado de Schmuki et al., 2011

ELECTROLITO

Los procesos electroquimicos comunmente usados en la formacion anddica de
nanotubos de Oxido metélico consisten en una solucién inorganica con iones de
fldor (por ejemplo, 0.5 M H3zPO4 + 0,14 M NaF) u organico (por ejemplo, 0.2-0.5%
en peso de NHsF + 0.2-10% en peso de H>O en etilenglicol / glicerol) a base de
electrolito. Los parametros importantes para determinar las dimensiones de los
arreglos nanotubulares de TiO: incluyen, potencial de anodizacion (1-150 V), el
tiempo de anodizacion (de 15 minutos a varias horas), el pH, la temperatura y el
contenido de fluoruro.

El diametro de los nanotubos esta esencialmente determinado por el potencial de
anodizacion y es una relacion lineal donde un aumento en el potencial da como
resultado un aumento en el diametro. El contenido de fllor y la temperatura de la
solucion electrolitica son variables de control en el espesor de la pared de los
nanotubos. Las temperaturas mas bajas normalmente producen nanotubos mas
gruesos, mientras que un contenido de fluoruro mas alto se genera paredes de
nanotubos mas delgadas. El pH del electrolito influye fuertemente en el
crecimiento de los nanotubos. Electrolitos con bajo pH dan como resultado,
longitudes de nanotubos cortos, independientemente del tiempo de anodizacién
como resultado del autograbado. Los electrolitos con pH acidos débiles, como los
electrolitos de base organica, pueden anodizarse durante mas tiempo y generar
longitudes de tubos més largos hasta decenas de micras (Salomén, 2016).
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3.7.3. Formacion de Nanotubos de TiO; utilizando iones de F~
La anodizacion del titanio en electrolitos que contienen iones de flior pueden
atribuirse a una competencia entre las siguientes dos reacciones quimicas:

Ti + 2HO ——>» TiO2 + 4H" + 4e” €)
TiO, + 6F 4H* — [TiFg]> + 2H20 (b)

La reaccion a) describe el crecimiento del 6xido en la interfase 6xido/Ti regido por
el transporte de iones de Oy a través de un campo eléctrico. Mientras que un
permanente ataque de iones F~ sobre el éxido formado conduce a una disolucién
quimica del 6xido como complejo [TiFe]> segln la reaccion (b). A medida que
avanza la anodizacion, los poros comienzan a crecer en la superficie del éxido y
se produce un crecimiento de capas de 6xido nanoporoso. La pelicula de Ti se
consume progresivamente durante el proceso de anodizacion, reduciendo
entonces la corriente drasticamente a medida que la pelicula de Ti es
completamente anodizada (Okada et al., 2012).

Al iniciar la anodizacién se forman iones de Ti** al aplicarse un voltaje sobre la
superficie metalica. Cuando el titanio u otros metales se exponen a una tension
anodica suficiente para reaccionar electroquimicamente, se inicia una reaccion de
oxidacion, que depende del electrolito, el voltaje aplicado, el material a anodizar y
el tiempo de anodizado (reaccion 25).

En las reacciones 26, 27, 28, y 29 se observa el Ti reaccionar con el agua del
medio electrolitico para formar TiO. en la presencia del campo eléctrico. Las
ecuaciones también representan la migraciéon de iones de Ti** y O* que se
produce via la reaccion con agua en la interfase metal Ti/electrolito. Mientras que
en el catodo (reaccién 30) se produce una reaccion de reduccion de H2>O que
origina OH- y generacion de hidrégeno.

Reacciones andédicas:

Ti - Ti*" + 4e” (25)
OH- > 0%~ + H* (26)

Ti + 2H,0 - TiO, + 4H* + 4e" 27)
Ti** + 4H,0 — Ti(OH), + 4H* (28)
Ti(OH), - TiO, + 2H,0 (29)

Reacciones catédicas:

4H,0 + 4e~ - 2H, + 40H~ (30)
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Una vez que se forma una capa fina de TiO2> con grosor sub-micrométrico, la
reaccion deberia detenerse ya que esta autoprotege al Ti metalico de los atomos
de oxigeno. Sin embargo, debido al campo eléctrico, los iones 0?~ migran en
contraflujo a los iones de Ti*t a través de la fina capa de TiO; para llegar a la
superficie del metal y oxidarlo nuevamente. En consecuencia, la nueva capa de
oxido crece en la interfase TiO2/Ti reduciendo el gradiente que impulsa la
migracion de iones en la interfase. Finalmente, se alcanza un espesor finito en el
que, el campo eléctrico aplicado no puede seguir promoviendo la migracion de
iones. El espesor finito de esta capa depende del campo eléctrico aplicado (a
mayor campo eléctrico, mas gruesa es la capa finita).

El dltimo proceso es la formacién de las estructuras nanotubulares, que se asocia
principalmente con los iones fluoruro. Los iones fluoruro pueden formar complejos
con Ti4 + en la superficie del 6xido de acuerdo con las reacciones que se
muestran (Chaorui, 2014).

Ti(OH), + 6F~ - [TiF4]?~ + 40H" (31)
TiO, + 6F~ + 4H* - [TiF4]?~ + 2H,0 (32)
Ti** + 6F~ - [TiF4]2~ (33)

La capa de oxido formada presenta una alta resistencia afectando la corriente
hasta alcanzar valores minimos. En este caso los iones de F presentes en la
concentracion del electrélito reaccionan con TiO2 formando huecos pequefios en
la superficie de la pelicula de 6xido formado. Estos huecos actuaran como centros
de formacion de poros y continuaran creciendo dentro de la capa del 6xido hasta
el fondo de la pelicula formada (Chaorui, 2014). Las reacciones se generan en la
superficie del oxido/metal, esto se debe a que los iones de F- migran generando
también TiF,. Tanto el complejo [TiF4]?>~ y el TiF, comienzan en la formacion de
poros en la superficie de TiO., para después continuar con la formacion de los
Nanotubos de TiO,. La cantidad de iones de F y la cantidad de H>O ocupados en
la anodizacion, determinaran la morfologia de los Nanotubos o Nanoporos
(Arenas, 2016).

Una curva tipica voltaje-tiempo de la formacion de nanotubos de TiO2 en el
proceso de anodizacion se incluye en la Figura 13, la grafica contiene tres etapas:
en la primera etapa la curva sigue el comportamiento sin floruro, la densidad de la
corriente que inicialmente se encontraba alta decae con el aumento del espesor
del oxido, una capa de Oxido compacto se forma durante esta etapa. En la
segunda etapa, la formacion inicial de poros provoca un aumento en la corriente.
Este proceso es determinado por los efectos de difusion, la agitacion y la
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viscosidad del electrolito. Finalmente, un crecimiento progresivo en los tubos se
realiza mientras se mantiene un valor de la corriente relativamente estable.

Intensidad de
corriente eléctrica
-

Oxido
nanotubular

Oxido
compacto
>

Tiempo

Figura 13. Curva tipica de Intensidad - tiempo después de un salto de voltaje en la ausencia (----) y
presencia (-) de iones de fllor presentes en el electrolito de trabajo. Adaptado de Chaorui, 2014.

3.7.4. Técnicas de analiticas para la caracterizacion de nanotubos

Para la confirmacion de la formacion autoorganizada de nanotubos de TiO2
(caracterizacion morfolégica) se utiliza la herramienta de imagenes de Microscopia
electronica de barrido, mientras que para caracterizar la fase cristalina precipitada
generalmente se realiza mediante difraccion de rayos X , (Okada et al.,, 2012;
Yurddaskal et al., 2015).

3.7.4.1. Microscopia electrénica de barrido
En la microscopia electronica de barrido SEM (del inglés Scanning Electron
Microscopy), se utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar
una imagen ampliada de la superficie de un objeto. Es un instrumento que permite
la observacion y caracterizacion superficial de solidos inorganicos y organicos.
Tiene una gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez
una gran parte de la muestra. La geometria de los componentes del microscopio
es, esencialmente, igual que la del Optico. Debido a su alta resolucion permite
llegar a observar estructuras del orden de los nandmetros (~1 nm), su gran
profundidad de campo le da apariencia tridimensional a las imagenes y su sencilla
preparacion de las muestras facilita permite un amplio rango de aplicaciones. Las
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aplicaciones del equipo son muy variadas, y van desde la industria petroquimica o
la metalurgia hasta la medicina forense (CIMAV, 2018).

El funcionamiento consiste en un haz de electrones es generado por un filamento
incandescente y acelerado por una rejilla cercana polarizada positivamente. Este
haz de electrones, durante su viaje por el vacio, tiende a separarse por fuerzas de
repulsién electrostéticas entre ellos, por lo que un campo eléctrico, generado por
unas placas, se encarga de focalizar el haz y condensarlo. Mediante bobinas, el
haz de electrones es direccionado hacia un punto sobre la muestra (Figura 14), de
manera que nos permite hacer un barrido en la zona de interés. Debido a la
interaccion del haz de electrones con la muestra, se dan procesos de pérdida de
energia entre los cuales se encuentran la generacion de electrones secundarios,
la produccion de electrones Auger, la produccion de rayos X por la radiacion de
frenado y la produccién de radiacion electromagnética debida a transiciones
electronicas. La energia de los electrones secundarios es inferior a 100 eV, y su
rendimiento es muy alto, es decir, por cada electrén incidente es posible obtener
varios electrones secundarios; estos electrones son los que se utilizan
normalmente para la formacion de la imagen, aunque también se puede formar
con cualquier otra interaccion (Quiroz, 2014).
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Figura 14. Microscopio electrénico de barrido y sus componentes, adaptado de Quiroz, 2014.

3.7.4.2. Difraccion de Rayos X
La dispersién de rayos X se usa de forma rutinaria para determinar la estructura, la
orientacién, los parametros de red y la calidad cristalina en materiales cristalinos
(difraccion de rayos X) y el espesor, la densidad y la rugosidad de peliculas
delgadas y multicapas (reflectividad de rayos X). La difraccién de rayos-X es un
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método de alta tecnologia no destructivo para el andlisis de una amplia gama de
materiales, incluso fluidos, metales, minerales, polimeros, catalizadores, plasticos,
productos farmacéuticos, recubrimientos de capa fina, ceramicas y
semiconductores (UNIZAR, 2018). La Difraccion de Rayos X estd basada en las
interferencias Opticas que se producen cuando una radiacibn monocromatica
atraviesa una rendija de espesor comparable a la longitud de onda de la radiacion.
Los Rayos X tienen longitudes de onda de Angstroms, del mismo orden que las
distancias interatobmicas de los componentes de las redes cristalinas. Al ser
irradiados sobre la muestra a analizar, los rayos X se difractan con angulos que
dependen de las distancias interatébmicas. El método analitico del Polvo al Azar o
de Debye-Scherrer consiste en irradiar con Rayos X sobre una muestra formada
por multitud de cristales colocados al azar en todas las direcciones posibles, este
método se basa en la Ley de Bragg (UA, 2018). En la siguiente Figura 15 se
muestra un difractometro de alta resolucion.

Figura 15. Difractometro de rayos X Bruker D8-Advance.

3.8.Especies reactivas de oxigeno

Los POA se caracterizan por la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) como los radicales hidroxilos (OH®), aniones superéxido (Oz™), radicales
hidroperoxil (OH2"). Las ERO comprenden no solo radicales libres, sino también
los no-radicales como oxigeno singlete (*O.), H20. y Os. Los radicales son
moléculas capaces de existir de forma independiente teniendo en su ultimo orbital
uno o mas electrones desapareados, lo cual los torna inestables y con capacidad
de interactuar con cualquier tipo de compuesto, presenta una alta reactividad y
tiende a reducirse, es decir, sustrae un electron de atomos o moléculas estables, a
las cuales oxida, con el fin de alcanzar su propia estabilidad. Una vez que el
radical libre ha conseguido el electrén que necesita para aparear a su electron
libre, la molécula estable que pierde el electron se oxida y deja a otro electron
desapareado, lo que la convierte a su vez en un radical libre, iniciandose y
después propagandose de la misma manera, generando asi una reaccion en
cadena (Quintanar y Calderon, 2009).
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Algunos autores dentro de sus investigaciones han llegado a clasificar a los
radicales libres de acuerdo con el grupo funcional presente en la molécula; bromo,
nitrégeno, tioles, fosforo, oxigeno y cloro, aunque los radicales libres de oxigeno
reactivo son los mas comunes y de mayor relevancia debido a su participacion en
diferentes procesos (Corrales y Ariza, 2012). Los radicales producidos en los POA
se pueden generar por la adicibn de un electron a una molécula. Una vez
formados, los radicales interactian con otras moléculas a través de reacciones de
oxido - reduccion con la finalidad de conseguir una configuracién electrénica
estable. En dichas circunstancias, se produce una transferencia de electrones de
las moléculas participantes (Verma et al., 2017). Debido a la alta reactividad de
estas especies, y por consecuencia su muy bajo tiempo de vida, su cuantificacién
y deteccion es dificil (Lee et al., 2016). Se han reportado constantes de velocidad
de reaccién del orden de 10%a 10 ® M! s*! para el radical ‘OH y tiempos de vida del
orden de 101° s (Rivera et al., 2013).

El oxigeno en su estado natural posee dos electrones desapareados ocupando
cada uno de ellos dos diferentes orbitales moleculares externos (en el orbital 1*).
Este tipo de estructura es llamado estado basal o estado triplete y significa que el
oxigeno es un birradical, que evita que reaccione como un radical libre y le
confiere la caracteristica de ser un elemento altamente oxidante. Es decir, que le
permite aceptar electrones de otras moléculas. Asi mismo, en los procesos de
transferencia de electrones o de absorcidn de energia se pueden generar las
especies reactivas de oxigeno que involucran, tanto a los radicales libres de
oxigeno como a las moléculas no radicales derivadas de este mismo elemento
gue (Figura 16), aunque no son radicales libres poseen la capacidad de generar
radicales libres (Corrales y Ariza, 2012).
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Figura 16. Estructura de las especies reactivas de oxigeno
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La adicion secuencial de electrones a la molécula de oxigeno genera ERO. Al
adicionar un electrén al oxigeno cuando este se encuentra en estado fundamental
se forma el radical superéxido (O2™), si se afiade otro electron como producto se
obtendra el radical peréxido (O2+?). Posteriormente, si al O2"? se protona y a su
vez mediante un proceso de reduccion parcial del oxigeno acepta dos electrones
se da paso a la formacion del H-O2. Sin embargo, la unién que se encuentra entre
0O-0O es muy débil y se puede descomponer dando asi el origen del radical OH*
(Figural?). Por otra parte, cuando el oxigeno acepta cuatro electrones se forma
una molécula de H>O. Por otro ultimo, a partir de la oxidacion de la molécula de
oxigeno y en presencia de agua, se puede generar Os (Bhattacharya, 2015.,
Garcia, 2017).

Absorcion Radical Radical
de energia e superoxido @’ peréxido
‘0, « o, — 0, —> 0,7

Oxigeno Oxigeno
singulete molecular
+ +
H 2H
. + .
€ H e H H,O
H,0, ——> OH — > ™2
HO2 Peréxido de F.{adicgl Agua
Radical hidrégeno hidroxilo
perhidroxilo

Figura 17. Representacién de la generacion de las ERO. Adaptado de Bhattacharya, 2015.

Otro radical derivado del oxigeno es el oxigeno singulete o singlete (1O2). Esta es
una forma excitada de oxigeno en la que uno de los electrones salta a un orbital
superior después de absorber energia, liberando asi el oxigeno de su estado de
giro restringido. Ademas, el estado de singlete puede liberar una cantidad
pequefia de energia y transformarse en un estado de triplete el cual implica un
cambio en el giro del electrén.

Las reacciones fotocataliticas proceden principalmente de las reacciones con
especies activas de oxigeno (02", H202), destacando entre ellos el radical OH",
gue es una especie significativamente importante por ser el principal responsable
de la oxidaciébn de los compuestos organicos. Sin embargo, el mecanismo
detallado de la generacion de radicales OH" alun no se ha experimentalmente
develado, a causa de la dificultad de detectar el radical por su alta reactividad y su
breve vida util (Lee et al., 2016). En la Figura 18 se muestra un esquema general
para la produccién de especies reactivas de oxigeno donde el oxigeno actla como
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aceptor de electrones y el agua o los iones hidroxilo actian como donadores de
electrones.

0,, HOZ', H,0,, OB
H,0

OH

Figura 18. Mecanismo fotocatalitico en una particula de TiO2 que conduce a la produccion de
ERO. Adaptado de Byrne, 2015.

En este ejemplo, el TiO2 es el semiconductor que presenta potenciales de borde
de banda adecuados para impulsar las reacciones de interés. El hueco de la
banda de valencia debe tener un potencial de reduccion electroquimico lo
suficientemente positivo para oxidar el agua y producir un radical hidroxilo, la
banda de conduccion debe ser lo suficientemente negativa para reducir el oxigeno
molecular y producir un radical superoxido, posteriormente mediante la
transferencia de electrones se produce el peroxido y el radical hidroxilo. En
general, en presencia de oxigeno y agua, el mecanismo fotocatalitico genera una
mezcla de ERO, que inactiva los microorganismos o/o degradan los
contaminantes quimicos organicos (Byrne et al., 2015).
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4. Metodologia

4.1. Técnica analitica para la determinacion de compuestos
emergentes por cromatografia de gases - masas con y sin
derivatizacion

Los reactivos quimicos, los materiales y equipo utilizado para el desarrollo de las
técnicas analiticas se indica a continuacion.

Reactivos

. Estandar de metoprolol y carbamazepina, grado reactivo, marca Sigma-
Aldrich

. Helio, 99.999% de pureza

. Nitrogeno, 99.999% de pureza
. Metanol grado HPLC

. Agua grado HPLC

. Derivatizante: N,O-bis(trimetilsilil) Trifluoroacetamida(BSTFA) con 1% de
Trimetilclorosilano (TMCS)

. Piridina

. n-hexano grado HPLC

Material

. Bomba de vacio y Manifold

. Concentrador de muestras, minivap
. Vortex

. Viales ambar de 2y 4 ml

. Cartuchos Oasis-HLB
Equipo

. Cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas, triple
cuadruplo, marca shimadzu, modelo TQ8040.
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Preparacion de solucion para la cuantificacion de los compuestos por CG-MS/MS

Se prepard una solucion madre de carbamazepina y metoprolol disolviendo 0.010
g de cada uno de ellos en 10 ml de metanol gado HPLC, para obtener una mezcla
homogénea de esta mezcla, se colocé la solucién en bafio ultrasonico durante 20
minutos, hasta su completa disolucion, obteniendo una concentracion de 1000 mg
Lt (1000 pg mlt). De esta solucion madre se realizaron dos soluciones
estandares, la primera de 10 pg mlt y la segunda de 1 pg ml? y se tomaron
alicuotas para realizar la curva de calibracion en un intervalo de 0.001-2.0 pg ml=.
Los solventes utilizados para la preparacion de la solucion madre y estandar para
el proceso de extraccidon en fase solida es metanol grado HPLC, previamente se
realizaron pruebas de solubilidad con otros solventes (acetona, acetato de etilo,
hexano, tolueno) eligiendo el metanol como el solvente que registré la mayor
solubilidad con farmacos en mezcla.

Identificar los iones caracteristicos

Cuando se seleccionan los iones para su monitoreo es importante escogerlos
correctamente. Los criterios de seleccion estan basados en: (1) intensidad de la
sefial (abundancia ionica) debe ser mayor del 30%; (2) masa del ion (m/z)
seleccionado debe ser preferiblemente alta, puesto que iones con masas
pequefias son comunes para muchas sustancias; (3) el ion seleccionado debe ser
estructuralmente representativo de la molécula (Stashenko y Martinez, 2009). Se
realizé una revision bibliografica de los iones caracteristicos de los CF de estudio,
la Tabla 7 muestra el ion caracteristico o precursor.

Tabla 7. Detalles de los CF de estudio, se incluye el uso, el tiempo de retencion y los iones
caracteristicos.

lones Tiempo de
caracteristicos retencion en
Compuesto farmacéutico (m/z) literatura (min) Uso
Metoprolol 72°8223%8 19.15° Betabloqueador
165(:’ &b, c, g’
2368, 2930¢
Carbamazepina 180° 22.01¢ 11.38° Antiepiléptico
Metilfenidato
380¢, 385¢ 5.75¢, Neuroestimulante
Metformina 303%f, 125¢ 8.01° Regulador de glucosa

3Flores, 2017; PDurdn-Alvarez et al., 2009; °Naing et al., 2015; ILeis et al., 2011; ¢Yan et al., 2019; fGoedecke
et al., 2017; & Azzouz et al., 2010
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Proceso de derivatizacion

Para metoprolol el derivatizante utilizado fue el reactivo de sililacion N, O-bis-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) + 1% de TMCS (trimetilclorosilano). Se
evaluaron dos volumenes de derivatizante 50 puL y 100 uL, en una concentraciéon
baja de 0.1 pg mL-1y 1.0 pg mL-1. Las reacciones se evaluaron a 80°C y 70°C,
finalmente se consideré el tiempo de reaccion de 30, 60 y 90 minutos.

Par la mezcla de metoprolol y carbamazepina, se utilizd el mismo derivatizante
BTSFA + 1% de TMCS vy el catalizador piridina. Durante las pruebas se evaluo el
mismo volumen, pero se cambi6 el tiempo de reaccién en 60, 120, 180 y 240
minutos, el volumen de derivatizante se establecié en 100 pL de BTSFA y 50 uL
de piridina, la concentracién de los CF fueron los mismos que el procedimiento
para solo metoprolol.

Equipo de trabajo

Un cromatografo de gases acoplado a un espectdmetro de masas, triple
cuadrupolo, marca shimadzu, modelo TQ8040 (Figura 19) fue utilizado, integrado
con una columna marca PerkinElmer Elite 17-ms; 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro y 25 pum de grosor, de polaridad media, con un volumen de inyeccion de
1 uL. Como fase estacionaria se utilizé una fase compuesta de dimetilpolisiloxano
y difenilpolisiloxano y como fase movil se utilizd el gas acarreador helio con una
pureza del 99.999%, en la Figura 19 se muestra el esquema.

Figura 19. Cromatégrafo de gases utilizado en la cuantificacion de los CF estudiados.
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Muestra “

Procesador
de datos

I

Gas
acarreador

CG-MS/MS triple cuadrupolo
Shimadzu TQ-8040

Figura 20. Esquema de los componentes principales que integran el sistema de CG-MS/MS
utilizado en la determinacion de los farmacos.

Preparacion de la solucién estandar para establecer condiciones de trabajo

Para la mezcla, se prepar6 una solucion madre de la mezcla de metoprolol y
carbamazepina con concentracion de 1000 pug mL, utilizando metanol como disolvente.
Posteriormente, mediante diluciones adicionales de la solucion madre estandar con
metanol, se prepararon diluciones que van de 100 pg mL?, 10 uyg mLty 1 ug mL™. Las
soluciones fueron almacenadas en viales ambar a 4°C.

Una vez que se realizaron soluciones con la concentracion estandar de 1 pg mL? se
procedié a establecer las condiciones de operaciéon del CG-MS/MS, realizando las
corridas en el equipo.

Condiciones de operacion del equipo

El equipo utilizado es un cromatdgrafo de gases acoplado al detector selectivo de
masas tandem con analizador de triple cuadrupolo, es decir, tres cuadrupolos
acoplados en serie. Uno de los cuadrupolos actia como una camara de colisiones.
De acuerdo con la configuracion del detector de triple cuadrupolo, el equipo puede
operar en diferentes modos de monitoreo: barrido completo (Full Scan), monitoreo
de iones seleccionados (SIM, selected lon Monitoring), barrido de ion producto
(Product lon Scan), barrido de ion precursor (Precursor lon Scan), barrido de
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fragmento neutro (Neutral Loss lon Scan), monitoreo de reacciones multiplas
(MRM, Multiple reaction monitoring) y dinamic MRM.

Para desarrollar el método se debe de configurar el detector selectivo de masas
de triple cuadrupolo. El procedimiento para establecer los parametros del
espectrometro de masas es el siguiente:

Anédlisis cualitativo y cuantitativo

El método se inicié con la deteccion de los compuestos farmacéuticos mediante un
analisis cualitativo el cual consiste en identificar la presencia de los farmacos por
medio del tiempo de retencion y los iones caracteristicos. El andlisis cualitativo es
el primer paso realizado en el reconocimiento de los iones, se trabajé en modo Full
Scan (barrido completo), realizando un barrido estandar de todos los iones
presentes desde 40 a 400 m/z, obteniendo los iones caracteristicos del metoprolol
y carbamazepina. El rampeo de temperatura se realiz6 de forma suave para
identificar la temperatura y el tiempo que se establecera para el desarrollo del
método.

Posteriormente, se realizo el andlisis cuantitativo a través del modo SIM (Selected
lon Monitoring), se programo6 uno de los cuadrupolos para dejar pasar solo iones
tipicos y especificos del analito que fueron previamente seleccionados. Este modo
de deteccion selecciona un ion o un conjunto de iones, lograndose una alta
especificidad en la deteccion eliminando sefiales que podrian originarse por otros
compuestos presentes de la muestra. Se basa en la comparacion del area del pico
del analito con la concentracion conocida de los estandares.

Barrido de ion producto (Product lon Scan)

El ion precursor o ion padre se seleccion en el Q1 (MS1) y se transfiere al Q2
(camara de colisiones activadas), donde interactia con el gas de colision, y el gas
ionizado de He, promoviendo la fragmentacion del ion para generar los iones
productos o iones hijos. Los fragmentos son entonces escaneados en el Q3
(MS2). Esto da como resultado un fragmentograma tipico de un andlisis tandem
MS/MS. El monitoreo de iones producto sirve como un paso Util en el desarrollo
del método MRM o en el caso donde se intenta elucidar la estructura de un ion
precursor (IDEAM, 2017).

Para determinar estos iones se ingreso la masa de los iones que desea escanear
el Producto lon Scan. También, se registré la energia de colision (CE, eV) para
realizar la fragmentacién en la camara de colisiones, es decir, se identifica los
voltajes para obtener el ion precursor.

Monitoreo de reacciones multiples (MRM, Multiple reaction monitoring).

MRM es conocido como la herramienta final de analisis de compuestos. En este
modo de adquisicién se seleccion6 el ion precursor de la carbamazepina y
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metoprolol, el ion fue fragmentado y se selecciondé un ion proveniente de la
fragmentacion. De este modo, solo los iones producto generados por la
fragmentacion del ion precursor son detectados. El monitoreo de la reaccion del
ion precursor e ion producto, permite confirmar la presencia del analito en mezclas
complejas. Se trabaj6é siguiendo el mismo rampeo establecido en el SCAN y con
los voltaje e iones identificados anteriormente (Figura 21).

Inyeccjén Detector
ey

.

VE Procesador

de datos

Cromatograma

e

Tiempo

Intensidad

Fase mévil: >
Gas acarreador P
Helio 99.99% <<< >>> \

Fase estacionaria:

Figura 21. Condiciones de operacion del CG-MS con triple cuadrupolo.

Curva de calibracién v linealidad

La curva de calibracion para el metoprolol, se realizd en un rango de
concentraciones de 0.01 a 6 mg L, a partir de la solucién estandar de 1 pg mL™,
se preparo en viales de 2 ml a un volumen final de 1 ml con metanol.

La linealidad se obtuvo realizando una curva de calibracion a concentraciones de
0.01, 0.1, 0.5, 2.0, 4.0, 6.0 mg L. Posteriormente, se efectué un andlisis de
regresion lineal graficando el area de cada farmaco (y) contra su concentracion (X
= mg/L). Esperando obtener un coeficiente de regresiéon (R?) superior al 0.99. Para
elaborar las curvas de calibracién, se preparan estandares de calibracion a partir
de la solucién estandar deseada, posteriormente se lleva a cabo la derivatizacion
del compuesto. El andlisis de cada punto se realizd por triplicado y se graficé la
media de las areas de los picos, Un método es lineal cuando existe una relacion
directamente proporcional entre la respuesta obtenida cuando se aplica el método
y la concentracion del analito dentro del rango de trabajo. Se utiliza como criterio
de linealidad un coeficiente de correlacion lineal elevado (Flores, 2017).
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Esta metodologia se retomara para realizar la curva de calibracion de la mezcla de
metoprolol y carbamazepina.

Acondicionamiento y extraccién en fase sélida

Para la extraccién utilizé cartuchos Oasis HLB marca Waters de 6 cc, empacados
con 200 mg de polidivinilbenceno-co-N-vinilpirrolidona (caracteristicas de retencion
hidrofilicas y lipofilicas y pueden ser usado para retener compuestos polares y no
polares). El cartucho se acondicion6 con 3 volimenes de metanol y 2 volumenes
de agua HPLC. Una vez acondicionados los cartuchos, 500 ml de las muestras se
paso por los cartuchos a través de vacio utilizando un manifold, Por ultimo, se
llevd a sequedad a vacio durante 30 minutos para eliminar por completo la
humedad (Figura 22).

(a) (b)

Figura 22. (a) Muestras provenientes de los experimentos, (b) Extraccién en fase sélida de las
muestras.

Elucion

La elucién de los compuestos retenidos en el cartucho se realizé agregando 1mi
de metanol grado HPLC los cuales pasaron por gravedad, hasta obtener un
volumen final del 4 ml. Después se concentré mediante un flujo suave de N2 para
su posterior derivatizacion (Figura 23).
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Figura 23. (a) Proceso de elucion, (b) concentracion de las

Validacion del método cromatografico

La validacion del método analitico para la determinacion de los CF en agua se
realizé de acuerdo con los estandares del Laboratorio de Calidad del Agua del
IMTA y de acuerdo con las directrices de la ICH (International Council on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use, European Medicines Association ,1995).

Los parametros de validacion del método analitico fueron la linealidad, precision,
limites de cuantificacion, limites de deteccion, exactitud y selectividad.

e Linealidad: se expresan mediante el analisis de regresion lineal de las
curvas de calibracion (area de la sefial contra concentracion) determinando
el factor de correlacion.

e Precision: se determinan mediante la desviacion estandar de siete
muestras a tres diferentes concentraciones.

e Exactitud: se estima obteniendo los porcentajes de recuperacion después
de la extraccidn en fase solida de acuerdo con la formula siguiente:

concentracién promedio cuantificada

% Recuperaciéon = — .
concentracion teorica

Se acepta una variacion del + 20 % en la recuperacion del compuesto después de
la extraccion en fase solida.
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Selectividad: se evalu6 comparando los tiempos de retencion y los
cromatogramas de los compuestos antes del tratamiento, con muestras
después de cierto tiempo de reaccion en el sistema electroquimico.

Limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion (LDC): el LDD se
define como la menor concentracibn de un compuesto que puede
diferenciarse del ruido de fondo de los cromatogramas. El LDC es la
cantidad méas baja del compuesto que puede determinarse
cuantitativamente con precision y exactitud. Los LDD y LDC se cuantifican a
partir de las siguientes ecuaciones:

Limite de deteccidn

LDD =to

Doénde t es el valor de la t de student para n-1 muestras con un 99 % de confianza
y 0 es la desviacion estandar de las concentraciones determinadas en el equipo.

Limite de cuantificacion

LDC=100+X

Donde o es la desviacién estandar y X es el promedio de la concentracion de las n
muestras.

La metodologia general que se sigue para desarrollar los métodos para
cuantificacion de farmacos se indica en la Figura 23.

Seleccionar el
solvente de
trabajo

Optimizar el proceso
de derivatizacion

Identificar los iones
caracteristicos

Identificar las

condiciones de
operacion del CG-
MS/MS

Realizar la curva de
calibracién

Seleccionar el
derivatizante

Realizar la extraccion
de fase solida

Figura 23. Pasos por seguir para implementar una técnica de cuantificacion de CF.

Validar el método
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4.2. Fotooxidacion catalitica

4.2.1. Sintesis y caracterizacion de los nanotubos en placas de
titanio
La sintesis de nanotubos de TiO: se realizé en el Centro de Investigacion en
Ingenieria y Ciencias Aplicadas (CIICAp), siguiendo la metodologia desarrollada
por Cuevas et al (2017). El procedimiento se indica en la Figura 24.

[ Preparacion de las ldaminas de titanio \
—

N
Montaje de la lamina de Ti en la celda de teflén
—

[ Proceso de anodizacién electroquimica \
e |

[Caracterizacién de los nanotubos de TiO,

Figura 24. Procedimiento por seguir para la sintesis de NT-TiO2

4.2.1.1. Material y equipo
El material y equipo utilizado para la sintesis y caracterizacion de las estructuras
nanotubulares se indica a continuacion:

Listado de material y equipo utilizado en la sintesis de NT-TiO;

e Lamina de Ti (99.7% de pureza y 0.25 mm de espesor). Sigma Aldrich.
e Contraelectrodo de Pt (CE).

e Celda de teflon.

e Glicerol anhidro (CsHgO3) pureza 99.9 %, J.T Baker.

e Alcohol metilico (CH30OH), pureza 99.6 %, Fermont.

e Agua desionizada (DI).

e Alcohol etilico (CH3CH20H), pureza 99%, J.T Baker.

e Fluoruro de amonio (NH4F) pureza 99.9 %, Aldrich Chemistry.
e Soporte universal

e Campana de extraccion

e Limpiador ultrasonico, BRASON

e Fuente de poder Tektronix PWS 4721
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e Mufla, FELISA FE-361.
e Microscopio de alta resolucion, FE-SEM Tescan.
e Difractometro de rayos x, Buker AXS D8 (ACo=1.5406 A).

4.2.1.2. Preparacion de laminas de Titanio
La celda de teflon esta constituida por una base y una tapa. En la base se coloca
la l1dmina de Ti (electrodo de trabajo) que hace contacto con una laminilla de cobre
y un oring. La tapa se coloca sobre la base la cual tienen un espacio que es
utilizado para contener el electrolito de trabajo (Figura 25). Este arreglo se utilizé
en todo el proceso de la sintesis de los nanotubos.

Figura 25. Partes de la celda de teflon. a) base con lamina de titanio. b) ensamble de la celda.

4.2.1.3. Proceso de anodizacion electroquimica
Para realizar la sintesis de los nanotubos de TiO> se utilizé una celda de teflon, un
electrolito y un contraelectrodo conformado por una malla de platino. El electrodo
de trabajo (lamina de Ti) se conecta al polo positivo de la fuente de poder y el
contraelectrodo se conecta al polo negativo (electrodo de Pt). En la Tabla 8 se
presentan los parametros considerados en el proceso de anodizacion para las
peliculas.

El sistema de anodizacién se ilustra en la Figura 26, cabe sefalar que se llevo a
cabo en el laboratorio de materiales del CIICAp. Después de la anodizacion se
enjuaga la lamina de titanio con agua desionizada para quitar el electrolito,
después, se seca con un flujo suave de aire.
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Tabla 8. Parametros considerados en el proceso de anodizacion para las peliculas

Condiciones de trabajo Parametro

Tiempo de anodizacion 2:20 h (laminas sin pulir)

2:30 (laminas pulidas)

Potencial 20V
Electrolito organico 50% Vol. Glicerol+ 50% Vol.
H20+NH4F
Concentracion del electrolito 0.27 M

2000V
0000 ‘

@ | L=

(d)

Figura 26. Representacién esquemética del proceso de anodizacién electroquimica. (a) fuente de
poder, (b) electrodo de Pt (catodo), (c) celda electrolitica, (e) electrodo de trabajo (dnodo), (f)
lamina de Ti.

Las placas sintetizadas (16 placas) se sometieron a tratamiento térmico, utilizando
una mufla FELISA FE-361, la temperatura de trabajo fue de 550° C por un tiempo
de 2 horas (Figura 27). El objetivo es la cristalinidad del 6xido y la transformacién
a las fases de anatasa y rutilo. Posteriormente a este proceso, las muestras se
dejaron enfriar durante 24 horas.
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Figura 27. Tratamiento térmico. a) Mufla, b) placas sintetizadas dentro de la mufla.

4.2.1.4. Caracterizacion fisico-quimica
La caracterizacion fisica se refiere a la morfolégica de las peliculas nanotubulares
de TiO2 en su seccion transversal y superior, mientras que la caracterizacion
guimica de las peliculas tiene como objetivo conocer las fases cristalinas
formadas.

Andlisis morfolégico: Posterior al tratamiento térmico, se realizé el analisis de las
placas sintetizadas para conocer las caracteristicas morfolégicas superficiales y
transversales, ademas de la geometria presente en los NT-TiO,, empleando un
Microscopio Electrénico de Barrido de Emisién de Campo (FE-SEM por sus siglas
en inglés) marca Hitachi, modelo SU5000 (Figura 28). Las micrografias obtenidas
proporcionaron informacién de la estructura del éxido anddico del Ti formado en la
placa, tales como: la longitud, diametro y espesor de pared, de acuerdo con la
geometria de los nanotubos formados de TiOx.

Figura 28. FE-SEM utilizado en la caracterizacién de las peliculas nanotubulares de trabajo.
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Andlisis de fases cristalinas de TiO2: La composicion quimica de las peliculas se
determind mediante la técnica de difraccion de rayos X (XRD) y se realizé para
identificar las fases cristalinas de las estructuras nanotubulares, se utiliz6 un

difractometro de rayos X modelo Phaser Bruker D2 (Figura 29).

|
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Figura 29. Difractémetro utilizado en el andlisis de las fases cristalinas.

El proceso completo de la sintesis de nanotubos de TiO, se esquematiza en la
Figura 30. Con este méetodo se obtuvieron un total de 16 laminas con estructura

nanotubular.

()

Lavado del las placas de
titanio en el bafio
ultrasénico

Proceso de anodizacion

Montaje de la placa en
electroquimica

la celda electrolitica

———  Secado de placas

Extraccion y lavado de Analisis de las placas
Tratamiento térmico ———————— con estructuras

_—

la placa con agua
nanotubulares

desionizada
Figura 30. Metodologia de la técnica de anodizacion electroquimica y andlisis de las placas de

nanotubos de TIO..
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4.3.Pruebas experimentales con el reactor fotocatalitico

El reactor fotocatalitico se trabajo con una solucibn de agua sintética, esta
solucion consistido en una mezcla de dos compuestos farmaceéuticos: el metoprolol
y la carbamazepina.

4.3.1. Reactivos y materiales

El metoprolol y la carbamazepina utilizados en los experimentos fueron de grado
reactivo y marca Sigma-Aldrich con un 99% de pureza. Los solventes utilizados
para la preparacion de la solucion madre y estandar para el proceso de extraccion
en fase sélida son metanol y agua grado HPLC. Los cartuchos para la extraccion
en fase sélida (EFS) fueron marca Oasis (Waters) HLB (hydrophilic-lipophilic-
balance) con 60 mg de material sorbente. Para el proceso de concentracion de los
farmacos se utilizé6 N2 gaseoso (ultra alta pureza, 99.999%).

4.3.2. Equipo
. Reactor fotocatalitico provisto de placas nanotubulares.
. Sistema de colector de vacio para cartuchos de extraccion en fase solida

marca Thermo Scientific para procesar 24 muestras (Manifold).

. Horno de conveccion, modelo redLINE RE 115, marca Binder.

. Concentrador de oxigeno, modelo aerous, marca ClearWater Tech, LLC.
. Bomba peristaltica, marca MasterFlex.

. Concentrador de muestras, minivap.

4.3.3. Sistema experimental

El sistema experimental estaba constituido por un reactor fotocatalitico (RF), una
bomba peristaltica, un depdsito para almacenar la solucion sintética de trabajo y
un concentrador de oxigeno. Este sistema permitié realizar los experimentos de
degradacion de los compuestos farmacéuticos y estuvo operado de manera
intermitente con recirculacién continua del flujo, usando una bomba peristaltica,
permitiendo obtener una solucion completamente mezclada y homogénea dentro
del reactor fotocatalitico. La configuraciéon experimental se muestra en la Figura
31, el reactor fotocatalitico es de acero inoxidable con un area util de 30 cm x 30
cm, la altura es de 4 cm, al fondo del reactor se encuentran depositadas las 16
placas con estructura nanotubular.
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Figura 31. Diagrama del sistema experimental. (1) Deposito de 2L, (2) bomba peristaltica, (3)
reactor fotocatalitico, (4) vélvula de muestreo, (5) concentrador de oxigeno, (6) agitacion
magnética.

En la Figura 32 se muestran los componentes del sistema experimental, se
aprecian las placas nanotubulares, la ldampara UV y el concentrador de oxigeno.

La solucion sintética se encuentra depositada en un vaso de precipitado de vidrio
de 2.0 L de capacidad y provista de un agitador magnético. El oxigeno se
suministro por el fondo del depdsito de solucidon sintética a tres diferentes
velocidades de flujo. Una vélvula de tres vias se integréo después del RF para
realizar el muestreo.

El reactor fotocatalitico se encuentra ubicado dentro de una caja de madera en la
que se instald una lampara UV, A=365 nm, 100 W (modelo UVP) a tres alturas
diferentes (10, 12 y 15 cm), la base donde se instalé la lampara se fabricé en
madera y no estd sujeta, esto permiti6 moverla a diferentes alturas. Estudios
realizados con diferentes alturas de la lampara se utilizaron para degradar CBZ y
colorantes (Carabin et al 2015; Farghali et al., 2016). La caja de madera tiene una
base de 50 x 40 cm y una altura total de 25 cm (Figura 33).
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Figura 32. Sistema experimental y sus componentes.

Figura 33. Representacion esquematica del reactor fotocatalitico. (1) ldmpara UV, (2) reactor
fotocatalitico, (3) placas NT-TiOz, (4) camara de fotdlisis.
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En las laterales de la base del reactor se instalaron dos canaletas, una de
distribucién del flujo del agua por tratar en la entrada al reactor y otra de
recoleccion del agua en la salida del reactor (Figura 34), ambas con vertedores
triangulares que permitiran tener una distribucion homogénea del agua sobre la
nanopelicula (Khataee et al., 2009).

Vista superior

Vertedero triangular

WMM_/"‘ - E\
. Salida de
soILIJE:igr? jséiln(tj:ticel: % Placas de NT-TiO2 zl?:;g[llzg
S -
1

Figura 34. Vista superior del reactor fotocatalitico.

4.3.4. Procedimiento experimental
La solucion de agua sintética de trabajo se estableci6 en 5 pg L%, esta
concentracion se eligié de acuerdo con las concentraciones tipicas registradas por
varios autores en efluentes de PTAR (Luo et al., 2014; Balakrishna et al., 2017;
Jurado et al., 2014; Miége et al., 2009). Tal y como se indica en la Figura 31, a
esta solucion ubicada en el recipiente (1), se le proporciond oxigeno proveniente
del concentrador (5) para evitar la recombinacion del par electron-hueco y
favorecer las especies reactivas de oxigeno, esta solucion se condujo a través de
una bomba peristaltica (2) al reactor fotocatalitico (3). La velocidad del flujo se
mantuvo constante en todos los experimentos, esto con el fin de asegurar que
exista una distribucion adecuada de la solucién sobre todas las peliculas
nanotubulares, se trabaj6é a un flujo de 315 ml min-t. La temperatura se mantuvo
entre los 20-25°C (temperatura ambiente), estudios previos indican que al
aumentar la temperatura la adsorcion de los reactantes comienza a ser
desfavorable y podria limitar la velocidad de adsorcién, haciendo Ila
fotodegradacién menos eficiente, también, disminuye la solubilidad del oxigeno y
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la adsorcion del oxigeno, facilitando la recombinacion de la fotogeneracion e/h*,
reduciendo el rendimiento del fotocatalizador (Canle et al., 2017).

Sobre el fondo del reactor fotocatalitico se colocaron las 16 placas sintetizadas, el
tirante de agua sobre la nanopelicula se vari6é en tres niveles, en 1 cm, 1.5cmy 2
cm, utilizando 3 diferentes regletas. El reactor fotocatalitico se coloc6é dentro de
una caja de madera que sirvi6 como mecanismo de contencion de los rayos UV y
para obtener una dispersion adecuada de la luz sobre la nanopelicula. Para los
experimentos de fotdlisis y fotocatalisis se utilizdé una lampara de 100 W, A =365
nm, colocada al centro de la caja de madera y variando la altura con respecto a las
nanopeliculas. El volumen de trabajo se establecio en 2.5 litros.

La toma de muestras se llevd a cabo una antes de cada experimento para conocer
la concentracién de los compuestos antes de la fotodegradacion (experimentos de
adsorcion y fotdlisis y otra toma de muestra se efectué una vez realizado el
proceso de fotodegradacion, los experimentos de adsorcion y fotdlisis, para
conocer la concentracion final de cada compuesto farmacéutico. El tiempo de
trabajo del reactor se establecio siguiendo el disefio de experimentos formulado y
tomado como base la literatura.

4.3.4.1. Experimentos en el reactor
Los experimentos realizados nos permitirdn evaluar la remocién de los CF, el
efecto de las variables sobre el proceso, la adsorcion de los CF en la pelicula, la
influencia de la luz UV y del resto de las variables del proceso, asi como estimar el
tiempo de reaccion y determinar la cinética de degradacion, los subproductos y la
toxicidad del agua, asi como elucidar los mecanismos de degradacion.

43.4.1.1. Experimento de adsorcion
En el primer experimento realizado se trabajo con la mezcla de los dos
compuestos (metoprolol y carbamazepina, 5 pg L), esta soluciéon sintética se
paso a través del RF en condiciones de oscuridad y con la pelicula nanotubular de
TiO2, se tomaron muestras en tres intervalos del tiempo (al inicio, 60 minutos y al
final) para obtener el porcentaje de adsorcibn del compuesto sobre la
nanopelicula. La concentracion del farmaco se evaluara en esos tres tiempos de
muestreo. En la Tabla 9 se indican las condiciones establecidas en el experimento
de adsorcion. La adsorcion en TiO2 se ha estudiado anteriormente, obteniéndose
gue solo un 15% del compuesto metformina se habia adsorbido después de un
tiempo de equilibrio de 240 minutos (Nezar et al., 2018).
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Tabla 9. Condiciones establecidas en el experimento de adsorcion.

Condiciones de trabajo Parametro
Placas fotocataliticas Presentes en el reactor
Tiempo de trabajo (minutos) 120, 180
3
pH 9
7
Tirante de agua (cm) 1
Oxigeno (L min™) 4
Irradiacién (cm) Sin irradiacion

4.3.4.1.2. Experimento de fotdlisis

Este experimento se realizé en presencia de luz UV, utilizando la lampara de 100
W (A=365 nm), pero sin la pelicula nanotubular de TiO2 y con la mezcla de los
compuestos farmacéuticos. Las condiciones de trabajo de los experimentos de
adsorcion se integran en la Tabla 10, se determinaran las concentraciones de los
CF al inicio, a los 60 minutos y 120 minutos de cada experimento. La fotdlisis es
un proceso con degradaciones menores a las obtenidas por fotocatalisis, ademas
de presentar tasas de degradaciones lentas, lo que nos indica que existe riesgo de

acumulacion de este contaminante en aguas superficiales (Qourzal et al., 2008).

Tabla 10. Condiciones establecidas en el experimento de adsorcion.

Condiciones de trabajo Parametro
Placas fotocataliticas Ausentes
Tiempo de trabajo (minutos) 120
3
pH 9
7
Tirante de agua (cm) 1
Oxigeno (L min't) 4

Irradiacién (cm)
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4.3.4.1.3. Experimentos de preliminares
Las variables de proceso seleccionadas para este estudio son: tiempo de la
oxidacion fotocatalitica (tiempo de tratamiento o trabajo), pH, la irradiacion, el
tirante del agua en el RF y el flujo del oxigeno (o la concentracion del oxigeno
disuelto).

El pH se evalué dado que puede influir en la concentracion de los compuestos
organicos en solucibn y en la carga superficial del TiO2 debido a su
comportamiento anfotero (Bessergeneyv, et al., 2017) el pH se vario entre pH 3y 9.
Algunos autores han evaluado el pH desde 3 hasta 12 (Palominos et al., 2008; Mei
et al., 2004; Bessergenev et al., 2017). Este pardmetro permitird conocer cémo
afecta en la degradacion de los farmacos y nos ayudara estimar el valor de pH con
el que se trabajara. La luz incidente determina la fotogeneracién de pares electron-
hueco y la formacion de radicales hidroxilos. La irradiacion promueve la fotdlisis
del agua y la reduccion de oxigeno para producir -OH y otras especies de oxigeno
reactivo en la superficie del catalizador (Ling et al., 2004). El oxigeno disuelto en el
agua aumenta la eficiencia fotocatalitica en parte atribuida a la inhibicién de la
recombinacion del electron-hueco. Debido a la concentracion limitada de O:
disuelto en una solucion acuosa el burbujeo de aire es la forma mas simple de
suministrar suficiente cantidad de O.. La solubilidad de oxigeno es limitada en
solucion, por lo tanto, la tasa de burbujeo de aire proporcionaria turbulencia y
oxigeno disuelto en la solucion. Se evaluaron dos niveles de OD y se realizara
otros experimentos en ausencia de oxigeno. De manera experimental y sin
pruebas anteriores se vari6 el tirante de agua, de esta forma se pretende conocer
como influye la irradiacion cuando se aumenta el volumen de agua en el RF.

El objetivo de las pruebas preliminares es seleccionar el intervalo de variacion de
los valores de cada variable para la evaluacion del efecto de las variables
mediante un disefio experimental y establecer el tiempo de tratamiento.

43.4.1.4. Experimentos para determinar el tiempo de
tratamiento

Como primer paso fue empezar con la estimacion del tiempo de tratamiento, el
cual se establecera como condicion de trabajo durante cada experimento en el RF.
Los experimentos se realizaron con la mezcla de la solucién sintética de
metoprolol y carbamazepina (5 pg L), luz UV y placas fotocataliticas, el volumen
de trabajo fue de 2.5 L y se tomaron 3 muestras, al inicio, cada hora y al final del
experimento. La duracion del experimento fue de 120 para experimentos a pH 3y
9, 180 minutos para pH neutro. Se evaluara la concentracién de los farmacos
utilizando CG-MS/MS.
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La estimacion del tiempo de tratamiento se realizd en las condiciones presentadas
en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones establecidas en el experimento de adsorcion.

Condiciones de trabajo Parametro
Placas fotocataliticas Presentes en el reactor
Tiempo de trabajo (minutos) 120, 180
3
pH ’
7
Tirante de agua (cm) 1
Oxigeno (L min™?) 4
Irradiacién (cm) 10

4.3.4.1.5. Evaluacion del efecto de las variables del
proceso sobre la degradacion de los compuestos
farmacéuticos en estudio

Los efectos de las variables del proceso sobre la remocién de los CF en el RF se
estudiaron utilizando un disefio factorial 2X, el nimero de experimentos que se
realizaron son 25= 32 experimentos mas 6 duplicados escogidos al azar, dando un
total de 38 experimentos elaborados. Se tomaron dos muestras, al inicio y al final
de cada experimento, para posteriormente medir la concentracién del farmaco
como parametro de respuesta.

En la Tabla 12 se indican los valores de cada parametro que se consideraron en
las pruebas realizadas. Los parametros considerados en los experimentos se
tomaron con base en la busqueda bibliografica realizada (Tabla 13). Los datos
experimentales se analizaran con ayuda de un Software stadistico (Statgraphics)
para realizar el analisis de varianza y obtener la grafica de Pareto que nos ayudara
a identificar los factores de influencia significativa del proceso. Para analizar el
proceso se seguird el método de superficie de respuesta (MSR) usando un disefio
experimental central compuesto (DCC).
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Tabla 12. Intervalo experimental y niveles de las variables independientes.

. Intervalo experimental
Variable Ny .
(xi) Descripcion Xl,0
Min. Valor (-1) Max. Valor (+1)

X1 Tiempo de tratamiento (minutos) 60 120 90
X2 pH 3

X3 Flujo de oxigeno (L min') 2 4 3
X4 Tirante de agua sintética (cm) 1 2 15
X5 Altura de lairradiacion (cm) 10 20 15

Nota: xi,o representa los puntos al centro del disefio de experimentos

Tabla 13. Factores e intervalos de trabajo realizados en otros estudios de degradacion.

Variable Propuesto Referencia
Tiempo de tratamiento 60, 120, 200 Ling et al., 2004; Sayed et al., 2016;
(minutos) Czech Y Buda., 2015; Murgolo et al.,
2015
pH 3,6,9 Bessergenevet et al., 2017; Mei et al.,
2004
Flujo de oxigeno (L min?) 3.0,0.15,0 Sin et al., 2011; Mei et al., 2004
Tirante de agua sintética (cm) 1,15,2 Sin referencias, se propone para el
sistema experimental
Irradiacion (mWcm2) 515,16 Mei et al., 2004., Cuevas et al., 2017.,

Carabin et al., 2016

En la Tabla 14 se muestra el disefio de experimentos que se utilizé en la fase
experimental, es un disefio factorial completo 2¥=2°5= 32 experimentos. Este disefio
integra los experimentos que nos indicaran simultaneamente los efectos que
tienen k factores sobre una respuesta y sus interaccionan entre ellos.
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Tabla 14. Matriz de Disefio factorial 2°.

Disefio experimental Plan experimental
Numero de 3 -
. Flujo de . Tirante ,
tratamient Irradiacion Tiempo
P X1 X2 X3 Xa Xs (0] pH de agua .
i (cm) (min)
(L min™) (cm)

1 -1 -1 -1 -1 -1 2 10 3 1 60
2 +1 -1 -1 -1 -1 4 10 3 1 60
3 -1 +1 -1 -1 -1 2 20 3 1 60
4 +1 +1 -1 -1 -1 4 20 3 1 60
5 -1 -1 +1 -1 -1 2 10 9 1 60
6 +1 -1 +1 -1 -1 4 10 9 1 60
7 -1 +1 +1 -1 -1 2 20 9 1 60
8 +1 +1 +1 -1 -1 4 20 9 1 60
9 -1 -1 -1 +1 -1 2 10 3 2 60
10 +1 -1 -1 +1 -1 4 10 3 2 60
11 -1 +1 -1 +1 -1 2 20 3 2 60
12 +1 +1 -1 +1 -1 4 20 3 2 60
13 -1 -1 +1 +1 -1 2 10 9 2 60
14 +1 -1 +1 +1 -1 4 10 9 2 60
15 -1 +1 +1 +1 -1 2 20 9 2 60
16 +1 +1 +1 +1 -1 4 20 9 2 60
17 -1 -1 -1 -1 +1 2 10 3 1 120
18 +1 -1 -1 -1 +1 4 10 3 1 120
19 -1 +1 -1 -1 +1 2 20 3 1 120
20 +1 +1 -1 -1 +1 4 20 3 1 120
21 -1 -1 +1 -1 +1 2 10 9 1 120
22 +1 -1 +1 -1 +1 4 10 9 1 120
23 -1 +1 +1 -1 +1 2 20 9 1 120
24 +1 +1 +1 -1 +1 4 20 9 1 120
25 -1 -1 -1 +1 +1 2 10 3 2 120
26 +1 -1 -1 +1 +1 4 10 3 2 120
27 -1 +1 -1 +1 +1 2 20 3 2 120
28 +1 +1 -1 +1 +1 4 20 3 2 120
29 -1 -1 +1 +1 +1 2 10 9 2 120
30 +1 -1 +1 +1 +1 4 10 9 2 120
31 -1 +1 +1 +1 +1 2 20 9 2 120
32 +1 -1 +1 +1 +1 4 20 9 2 120

Una vez determinadas las contribuciones de los factores y sus interacciones en las
variables de respuesta, se puede obtener un modelo mas elaborado, como un
modelo de segundo orden. Por tal motivo, se us6 un DCC como siguiente paso
con el fin de obtener las mejores condiciones de trabajo de operacion del reactor
fotocatalitico.
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Para esto se realizaron 4 experimentos con puntos al centro, la inclusion de
puntos centrales provee una estimacion del error experimental y permite verificar
gue el modelo se ajuste adecuadamente. Se realizardn también 10 experimentos
ampliados a puntos centrales que permitiran estimar la curvatura, generando con
este un modelo de 2° orden. Estos 14 experimentos se integran en la Tablal5.

Tabla 15. Matriz del Disefio Central Compuesto.

Disefio experimental Plan experimental
NUmero de Flujo de irradiacion Tirante Tiemoo
tratamiento X1 X2 X3 Xa Xs (07} pH de agua np
(L min) (&) cm) | (Min)
1 0 0 0 0 0 3 15 6 15 90
2 0 0 0 0 0 3 15 6 15 90
3 0 0 0 0 0 3 15 6 15 90
4 0 0 0 0 0 3 15 6 15 90
5 -a 0 0 0 0 0.6 15 6 15 90
6 +a 0 0 0 0 5 15 6 15 90
7 0 -a 0 0 0 3 3 6 15 90
8 0 +a 0 0 0 3 27 6 15 90
9 0 0 -a 0 0 3 15 1 15 90
10 0 0 +a 0 0 3 15 13 15 90
11 0 0 0 -a 0 3 15 6 0.5 90
12 0 0 0 +a 0 3 15 6 25 90
13 0 0 0 0 -a 3 15 6 15 19
14 0 0 0 0 +a 3 15 6 15 161

4.4.Cinética del proceso, subproductos de degradacion vy
evaluacion de latoxicidad aguda

Con las mejores condiciones de trabajo de las variables del proceso se estudiara
la cinética de degradacién de los CF, se realizaran de forma individual y en
mezcla. Adicionalmente, se identificaran los subproductos de degradacién y se
dara seguimiento a la mineralizacion de los compuestos, lo cual permitird elucidar
los mecanismos de degradacién. También se realizaran pruebas de toxicidad
aguda al inicio, durante y al final del proceso de oxidacion para establecer el
efecto de los subproductos de degradacion sobre la toxicidad del agua. Se
mantendra la misma concentracién de 5 pg L™ tanto en mezcla como para cada
compuesto.
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5. Resultados y discusién
5.1. Desarrollo de la técnica analitica que permite la
determinacién de microcontaminantes emergentes acidos vy
neutros sin derivatizacion de las muestras.

Para el desarrollo de la técnica analitica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (SPE/GC-MS-MS) sin derivatizacion se inicié
con la identificacién y la cuantificacion de compuestos farmacéuticos (CF) en
soluciones estandar. Para ello se usaron una seleccién de farmacos disponibles los
cuales se enumeran en la Tabla 16. Se prepararon soluciones madre para cada uno
de los 13 compuestos, esto pesando 0.001 g en balanza analitica y diluyendo el
peso en 10 mL de metanol (solvente universal) dicha solucién se guarda a 0°C en
viales &mbar para evitar la degradacion por interaccion con la luz.

Tabla 16. Compuestos farmacéuticos propuestos para su analisis.

ALMAQESADNIIEIENTO FARMACO CANTIDAD DISPONIBLE PUREZA
SIGMA 2019 IBUPROFENO 1049 99.80%
SIGMA 2019 OMEPRAZOL 1lg 99.80%
SIGMA 2019 METOPROLOL 59 99.80%
SIGMA 2019 PROPANOLOL 10g 99.80%
SIGMA 2019 CLO,T?CI::lI[I;(I;ICO 250mg 99.80%
SIGMA 2020 METOPROLOL 100 mg 99.80%
SIGMA 2020 MEIfECI:\ll,IZEICO 509 99.80%
SIGMA 2020 DICLOFENACO 20.19 99.80%
SIGMA 2020 GENFIBROCIL 5.1g 99.80%
SIGMA 2020 NAPROXENO 5.25¢ 99.80%
SIGMA 2020 INDOMETACINA 55¢ 99.80%
SIGMA 2020 GFENOFIBRATO 100 mg 99.80%
SIGMA 2020 FENOPROFENO 59 99.80%
SIGMA 2020 IBUPROFENO lg 99.80%
SIGMA 2020 BISOPROLOL 25 mg 99.80%
SIGMA 2020 CLO,T?(;II[I?SORICO 100 mg 99.80%
SIGMA 2020 FENOFIBRATO 59 99.80%
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Partiendo de las soluciones madres se realiza una dilucion 1:10 para obtener una
concentracion de 1lpg/mL en un vial de 2 mL los cuales son puestos en el
muestreador y analizados con el cromatografo GCMS-TQ8040 mediante el método
Q3 SCAN utilizando la columna capilar disponible: Elite 5mS, 0.25mm x 0.25m x
30m, el método consta de un tiempo de corrida de 40 minutos partiendo de un
rampeo suave a 70°C y finalizando en 280°C tal como se muestra en la Figura 35.
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Figura 35. Condiciones cromatogréficas aplicadas a la columna en la seccién de gases.

Para el reconocimiento de iones se utiliz6 un cuadrupolo (Q3) y la ventana de
busqueda fue de 150 a 350 M/Z(masa carga), tal y como se presenta en la Figura
36, esto derivado de los pesos moleculares de cada compuesto y buscando iones de
tamafio grande para evitar falsos positivos. Las Figuras 37 a la 44 muestran los
cromatogramas y porcentajes de similitud en la biblioteca de compuestos del equipo
para cada uno de los iones obtenidos, siendo estos detectados omitiendo la etapa
de derivatizacion y tratdndose de compuestos de una polaridad relativamente baja:
fenofibrato, ibuprofeno, diclofenaco y carbamazepina.
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Figura 36. Condiciones para la espectrometria de masas.
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Figura 37. Cromatograma y iones principales para ibuprofeno.
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Figura 38. Porcentaje de similitud de en libreria para ibuprofeno.
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Figura 39. Cromatograma y iones principales para carbamazepina.
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Figura 40. Porcentaje de similitud de en libreria para carbamazepina.
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Figura 41. Cromatograma y iones principales para diclofenaco.
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Figura 42. Porcentaje de similitud de en libreria para diclofenaco.
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Figura 43. Cromatograma y iones principales para fenofibrato.
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Figura 44. Porcentaje de similitud de en libreria para fenofibrato.

Una vez establecidos los iones y tiempos de manera individual se procede a realizar
una mezcla de todos los compuestos para determinar la especificidad y detectar
indicios de inhibicion de un farmaco sobre otro, con ello se repitio el escaneo anterior
utilizando dicha mezcla la cual arrojo picos que no corresponden a los farmacos
encontrados de manera individual, aunado a que la carbamazepina era el farmaco
con una presencia superior desde el minuto 7 hasta el 15 dejando solo al fenofibrato

con una especificidad aceptable, como se observa en la Figura 45.
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Figura 45. Cromatograma para mezcla de los 13 farmacos.

Cambio de columna a una con composicion 35mS+ (35% difenil/ 65% dimetil poli-
siloxano)

Para la deteccion de un conjunto mayor de CF, la mayor parte de los cuales son
polares, se adquirié una columna con composicion 35mS+ (35% difenil/ 65% dimetil
poli-siloxano), Helifex AT-35M, 30 m x 0.25 mm, 0.25 um. Al tener diferente
composicion quimica la columna no respondid de manera satisfactoria a los
solventes utilizados en la primera parte del ensayo, por ello se dio a la tarea de
encontrar un solvente que permitiera localizar picos definidos, en las pruebas se
evaluaron, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo y hexano, de los cuales el
acetonitrilo y el acetato de etilo fueron los mas destacados al realizar un escaneo
como se aprecia en las Figuras 46 y 47.

Por su parte, con la acetona se aprecian picos que hacen pensar que tiene
especificidad por algunas trazas que se encuentran en la fuente de ionizacion
(Figura 46), asi mismo el hexano mostraba picos mas intensos que hacian suponer
gue el solvente arrastraba componentes de la misma columna, por estos resultados
se opto por utilizar el acetonitrilo como solvente base.

88



SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE Y RECURSOS

EDIO AMBIENTE

NATURA

¢

IMTA

INSTITUTO MEXICANO
DE TECNOLOGIA DEL AGUA

Figura 47. Cromatograma de la inyeccion de acetonitrilo.
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Figura 46. Cromatograma de la inyeccion de acetona.
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Figura 48. Cromatograma de la inyeccién de acetato de etilo.
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Figura 49. Cromatograma de la inyeccion de hexano.
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Se prepararon soluciones estandar de diferentes CF, en este punto se evaluaron los
dos solventes seleccionados para determinar la solubilidad de los CF. Dichas
pruebas demostraron que la solubilidad era mejor en acetato de etilo, por lo cual se
opté hacer las soluciones madre con acetato de etilo y diluir en acetonitrilo. Se
inyectaron al GC-MS sin derivatizacion usando la nueva columna. Y se encontré un
cromatograma con tres picos especificos, utilizando el programa marcado en las
Figuras 50y 51.

§ Sarm:lerl b GC (= ms
inj. Poot - SPL1 Ini. Heat Poot - IMJT
Codumn Chern Temp. - 110.0 L = L =
Injacsion Temp - 2300 c — il
injection Moda : [ - : ] 2 ] i ] i
" \Seities J e L I B I I o o I o L B i o o o
Sampling Time : 150 mire e ER £ B e 128 =ae LA}
Camer Gas : He Pnm. Press. : S00-500 B [Cn Fep—— -
Fow Control Mode _Lnear Welocity -
. Rt e Final Temperature | Hold Time -
Pressure - 3.3 kPa ] - 0.0 100
Total Flow : 247 mLman 15.00 250.0 2.00
2| 15.00 320.0 2.00
Column Flow - 1.03 m L min —=1 ocoo 9.0 G.00 o
Lnear Wedo - 3.0 == Total Program Time 19.00 min
Purge Flow : 3.0 mLAmin Coksmen
Splt Ratio : 20.0 Mame AT-35MS5+ Thickness D25 um r
Length - 30.0m Dizmeter : 025 mm Set...
Deetail of Ingaction Fort_.. [ Ready C 1
High Press. Injection :
[ GC Program.... |

Figura 50. Condiciones cromatograficas aplicadas a la columna en la seccién de gases.
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Figura 51. Condiciones para la espectrometria de masas.
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Se realizaron pruebas aplicando diferentes condiciones de operacion del
cromatografo y ensayos para la fragmentacion, asi como pruebas de identidad.
Como primer paso se realiza el escaneo con el cual se determinaron los picos
mostrados en la Figura 52, se integrar los picos y se elabora la tabla dando nombre

a cada pico.
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Figura 52. Cromatograma para mezcla de CF.
IDH MName | Type [ISTDG mz | Fiet Time
1 carbamazepi | Tanget ] 153.00 13.025
2 | diclofenaco | Tanget ) 214.00 14.575
fencfiorato | Target 1] 121.00 | 175

Figura 53. Tabla elaborada a partir del cromatograma.

Dado los picos tan definidos y la presencia de iones grandes y con una adecuada
cantidad dados por la hueva columna para estos tres farmacos se decidi6 elaborar el
método y llevarlo a la optimizaciébn utilizando como base las condiciones
establecidas en el Q3scan, las Figuras 54 a 56 muestran los iones y los porcentajes
de similitud para cada compuesto.
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Figura 56. lones de referencia para fenofibrato.

El equipo cuenta con caracteristicas que permitieron la optimizacion del método
mediante software por lo cual se describe la metodologia paso a paso para llegar al
método final.

1. Se abre la hoja de célculo nombrada SMART DATA BASE y en el apartado
Template Method into se selecciona el método Q3 scan utilizado para integrar
los picos con anterioridad. Posterior a esto se guarda este archivo con otro
nombre (Figura 57).
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Figura 57. Ventana Smart data base.

2. Paso siguiente se abre el archivo donde aparecen los picos y se selecciona la
opcion en la ventana izquierda CREATE MS TABLE (COAST) una vez hecho
esto se abre una ventana en la cual pondremos el nombre de PRODUCT ION
SACAN, este paso le permite al equip6 generar las colisiones necesarias para
evaluar los iones especificos de los cuales parte la molécula y cuales son los
productos de estos (Figura 58).
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Figura 58. Ventana COAST.
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3. Una vez guardado el nuevo método se abre la hoja de calculo con nombre
MRM_ OPTIMIZATION_TOOL, a partir de aqui se selecciona la casilla
METHOD FILE y se abre el archivo guardado como producto ion scan, se
selecciona el rango de voltaje deseado a lo cual el equipo dara el niumero de
viales que se deben poner en el auto muestreador utilizando concentracion
gue se inyecto en el primer escaneo, por ultimo se da click en la opcion
CREATE BATCH FILE, de esta manera se crea un archivo que permitira
correr las muestras y darnos los voltajes y tiempos éptimos (Figura 59).

Ver1.00 N

Create Batch File

Batch File Path | l Lang.

@ Batch Parameter

Method File _] Inj. Count 5 count /vail
CERange ’_J_ ) [—Zs‘ v Inj. Volume I 1ol
CE Interval [ av Vialx i

Sample

Figura 59. Ventana MRM_OPTIMIZATION_TOOL.

4. Regresamos nuevamente a la hoja de calculo y vamos a la pestafia MRM
OPTIMIZATION damos click en el apartado SELECT DATA FILE y se
seleccionan los archivos que corrieron en el punto anterior una vez
seleccionados se abren todos a la vez y la tabla de la imagen se debe de
llenar y habilitar la opcion MRM OPTIMIZATION se da click y el programa
empezard a correr, una vez finalizado se habilita la ventana REGISTRE
DATA BASE se da click y se guarda la hoja de célculo y aparece la opcion de
CREATE METHOD se da click y se selecciona el archivo Q3 scan y se
nombra para guardar el método final (Figuras 60, 61y 62)
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Figura 60. Condiciones cromatogréficas aplicadas a la columna en la seccion de gases.
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Figura 61. Condiciones para la espectrometria de masas.
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Figura 62. Ventana MRM OPTIMIZATION.
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Una vez establecido el método, se procedié a darle un valor cuantificable para cada
compuesto mediante la elaboracion de las curvas de calibracion que abarquen un
rango amplio de deteccién, desde 0.001 hasta 2 pg L%, utilizando siempre
estandares de alta pureza. Para generar una curva de calibracion seleccionamos el
ndamero de niveles en la pestafia QUANTITATIVE, en nuestro caso se dieron 10
niveles: 0.001,0.005,0.01,0.05,0.1,0.5,1,1.5,2 y 2.5 (Figura 63).

e o T
[ Peak Intagration | Iientfication | Garitalive | Compound Table | Compound Table Search | [ Peak integration | kdertfication | | Campound Tsble | Campound Table Search]|
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ok J[ comed J[ v | ok J[ cael |[ reb |

Figura 63. Condiciones de la curva de calibracién

En todas las pruebas se consideraron blanco de sistema, blanco de vidrieria, blanco
de solvente para saber si hay contaminacion en la columna o residuos de los
compuestos que se estén acumulando.

Como resultado del estudio se seleccionaron como modelo para desarrollar la
técnica los CF fenofibrato, diclofenaco y carbamazepina. De las cuales se obtuvieron
las siguientes curvas mostradas en las Figuras 27 a 29.
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Figura 64. Linealidad para fenofibrato
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Figura 65. Linealidad para diclofenaco
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Figura 66. Linealidad para carbamazepina

Con el método establecido se procede a realizar la extraccion en fase solida utilizado
cartuchos Oasis HLB (copolimero divinylbenzeno/N-vinylpyrrolidon). Para la
extraccion se probaron diferentes solventes, hexano, acetona, tetrahidrofurano,
acetato de etilo y acetonitrilo y los mejores resultados se obtuvieron con acetonitrilo y
acetato de etilo.

El acondicionamiento se realizaba con 12 ml de acetato de etilo y 5 ml de agua
grado HPLC con un flujo de 1 ml/min (Figura 67). Después una alicuota de la
muestra de 100-500 ml (pH de 7) se pasaba a través del cartucho con un flujo de 10
ml/min y se enjuagaba con 5 ml de agua grado HPLC. Luego se hacia la elusion.
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Figura 67. Proceso de extraccién en fase solida

El cartucho se secaba mediante vacio durante 30 min y se eluia con 4 ml de acetato

de etilo a 1 ml/min. Los extractos se evaporaban usando el dispositivo Mini-Vap
hasta sequedad (Figura 68). Después las muestras se reconstituyen con 1 ml de
acetato de etilo y se pasan a un vial del muestreador automatico del cromatégrafo.
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Figura 68. Proceso de evaporacion mediante nitrégeno de alta pureza

La seleccion del acetato de etilo se realizd6 con base en los resultados de las
pruebas de recuperacion. En estas pruebas se evaluaron diferentes combinaciones
de solventes y la mayor recuperacion se obtuvo con el acetato de etilo. Esta técnica
se probd con fenofibrato, diclofenaco y carbamazepina de forma individual y en
mezclas y se realizd la optimizacion de la técnica analitica. Al final se realizé la
validacion del método, determinando: limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad, veracidad y precision.
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5.2. Sintesis de nanotubos en placas de titanio

Como primera parte se realizaron experimentos de escalamiento para obtener
estructuras NT-TiO2 (Tabla 17), con el objetivo de obtener estructuras cristalinas
optimas en tamafio y morfologia, ademas se verific6 que el método de anodizacién
es reproducible. Una vez que se terminaron los experimentos de escalamiento se
eligieron las condiciones de trabajo ideales y se realizd la sintesis en toda la
superficie requerida para la degradacion de los CF. La superficie del RF se sintetizd
utilizando 16 placas de Ti con dimensiones de 7.5x7.5 cm.

Tabla 17. Pruebas de escalamiento para sintesis de NT-TiOz.

Numero de placa Tiempo de anodizacién (h)
1 2:15
2 2:20
3 2:30

5.2.1. Analisis mediante FE-SEM (Vista superficial)

El resultado de la formacion de estructuras geométricas NT-TiO, a través de
anodizacién electroquimica en la solucion organica de glicerol durante 2:30, 2:15 y
2:20 h fueron analizados en un microscopio de alta resolucion FE-SEM. En la Figura
69 se muestran micrografias de las laminas trabajadas con un tiempo de
anodizacién de 2:30 h.
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Figura 69. Imégenes de la pelicula nanotubular de TiO2 obtenidas con la solucion de glicerol en su
vista superior y tiempo de trabajo de 2:30 h.
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La pelicula de TiO2 presentan tubos verticalmente ordenados, con una geometria
del poro redonda, sin embargo, se aprecia la formacidén de 6xido superficial en los
nanotubos. Para evitar la generacion de estos Oxidos se modificd el tiempo de
anodizacioén, disminuyéndolo a 2:15 h, los resultados se muestran a continuacion
(Figura 70).

Figura 70. Imagenes de FE-SEM con modificacién en el tiempo de trabajo (2:15 h)

La vista superficial muestra la geometria del crecimiento anddico del 6xido de titanio,
se puede observar que el arreglo es altamente ordenado y que al disminuir el tiempo
de anodizacion desaparecieron por completo la formacion de éxidos en la superficie
nanotubular. Sin embargo, con el objetivo de lograr mayor uniformidad y aumentar el
grosor en las paredes de los nanotubos se trabajé con un tiempo de 2:20 h.

En la siguiente tabla (Tabla 18) se presentan las condiciones de trabajo para la
sintesis de los NT-TiO. ya escalados en las dimensiones de 7.5x7.5 cm, para
obtener longitudes de nanotubos de tamafio de 1.3 um y diametro de 97 nm.
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Tabla 18. Condiciones de trabajo para sintetizar NT-TiO2

Electrolito 50% Vol. Glicerol+ 50% Vol. H2O+NH4F
Voltaje 20V

Tiempo de anodizacién 2:20 h

Temperatura de tratamiento térmico 550°C

Laminas de Ti Sin pulir

En estas condiciones, los nanotubos estan libres de 6xidos y presentan un arreglo
ordenado, se logré también que el grueso de las paredes aumentara. Debido a esto,
el tiempo de trabajo se fijo a 2:20 h. Una vez realizadas las anodizaciones de las 16
laminas de Ti, el siguiente paso es realizar el tratamiento térmico, con el fin de
cristalizar los NT-TiO2 y obtener las fases de anatasa y rutilo, la Figura 71 presenta
la cristalizacién de las peliculas en las condiciones de trabajo, se observa una
morfologia uniforme, con tubos autoordenados y dimensiones de peliculas cortas,
gue ya se han utilizado para degradacion de algunos CE como son el bisfenol,
triclosan y estrona (Cuevas et al., 2017).

SUS5000 20.0kV 9.3mm X20.0k SE(L) 04/30/20189 2.00pm SUS5000 5.0kV 6.1mm x50.0k SE(L) 08/28/2017 1.00pm

Figura 71. Imagenes de la superficie y el corte transversal donde se aprecia la forma ordenada de los
nanotubos y su longitud (1 p.

Sin embargo, para llegar a estas condiciones de trabajo, se consideré primero el
tratamiento térmico a 600°C, siguiendo la metodologia parasintesis de peliculas
cortas (Cuevas, 2017) y se obtuvo como resultado que algunos nanotubos sufrieron
obstruccion en la parte superior de los nanotubos abiertos. La interrupcion provoco
un acortamiento aun mayor de la longitud del nanotubo. Para evitar esta reduccién
del area superficial de la pelicula nanotubular se optd por retirar por completo la
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capa nanotubular de las peliculas sintetizadas y expuestas al tratamiento térmico de
600°C (8 peliculas). El procedimiento es el siguiente:

1.

4.

Prepulido.

Se realiza un lavado ultrasénico con agua desionizada, después, se procede
a dejar la superficie lo mas lisa posible y sin ralladuras, utilizando una lija de
grano 300. Después se realiza otro lavado a la pelicula, pero utilizando
metanol y después agua.

Pulido espejo

Se realiza un pulido con una lija con tamafo de grano de 500, se realiza en
varias veces y siguiendo siempre la misma direccion para evitar ralladuras
profundas. Después, se utilizan tamafios de grano mas pequefio, siguiendo
con la lija de 800, después de 1000 y por ultimo de 2000.

Lavado de la placa. Por ultimo, se realizan tres lavados ultrasonicos,
empezando con metanol, después etanol y por ultimo agua desionizada,
durante un tiempo de 15 minutos para cada lavado.

Secado. Se seca la placa con aire y se procede a la sintesis.

En la siguiente imagen (Figura 72) se observa la sintesis de nanotubos en placas
con pulido espejo y aplicando un tratamiento térmico de 550°C. La Tabla 19 integra
las condiciones de sintesis.

Figura 72. Sintesis de NT-TiO:z en placas de Ti recicladas y con pulido espejo y tratamiento térmico a

550°C.
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Tabla 19. Parametros de trabajo utilizados en la sintesis utilizando pulido espejo

Electrolito 50% Vol. Glicerol+ 50% Vol. H,O+NH4F
Voltaje 20V

Tiempo de anodizacién 2:30h

Temperatura de tratamiento térmico 550°C

Laminas de Ti Sin pulir

5.2.2. Andlisis mediante FE-SEM de las placas fotocataliticas
después del proceso de lavado

Las caracteristicas morfolégicas de las placas nanotubulares de TiO. lavadas en
diferentes condiciones establecidas en la metodologia se ilustran en la Figura 73. Se
observo que tres placas contienen residuos en la superficie (a, b y ¢) y solo la placa
d se encuentra limpia de residuos. Debido al tamafio de las impurezas y su
distribucion en varias secciones de la placa se induce que los farmacos de
metoprolol y carbamazepina se encuentran depositados en la superficie de las
placas, solo en el caso de la placa d que se lavé con metanol y utilizando un bafio
ultrasénico se encuentra libre de farmacos. Por otra parte, se analizé cada placa en
distintas secciones y se observé que los nanotubos se encuentran con estructura
uniforme, sin deterioro y libre de ralladuras, lo que demuestra su alta resistencia
mecanica.

Las condiciones de lavado de las 16 placas se establecieron de la siguiente forma:
Se efectla después de cada 3 experimentos fotocataliticos, el lavado se realiza con
100 ml de metanol grado HPLC vy utilizando el bafio ultrasonico durante 10 minutos
para asegurar la limpieza de los nanotubos. El objetivo de este proceso de limpieza
es evitar que el porcentaje de degradacion de los compuestos farmacéuticos
disminuya debido a las impurezas contenidas en la superficie de los nanotubos,
reduciendo el area superficial del fotocatalizador y evitando el paso de luz UV al
interior de los nanotubos y por tanto, no se realiza la formacion del par e’/h*.

En la Figura 74 se observa la comparaciéon de la placa lavada con agua desionizada
mas metanol y la placa que se lavé en bafio ultrasénico con metanol. Se observa
gue las impurezas se depositan en mayor cantidad en la placa que no se le dio un
tratamiento ultrasonico.
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SU5000 15.0kV. 10.0mm x10.0k SE(L) 03/17/2020 “5.00um [l SU5000 15.0kV 10.0mm x10.0k SE(L) 03/17/2020 5.00um

Figura 73. Placas con diferentes condiciones de lavado. (a) Utilizando agua desionizada, (b) con
agua desionizada y H203, (c)agua desionizada y metanol, (d) metanol con bafio ultrasénico.

-

SUS000 15.0kV. 10.0mm x100 SE(L) 03/17/2020

Figura 74. Comparacién de dos placas lavadas con metanol. (a) Utilizando agua desionizada y
metanol (b) con metanol y utilizando el bafio ultrasénico.
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5.2.3.Instalacién del sistema experimental

El sistema experimental se instalo en el laboratorio de la planta piloto del IMTA. Se
establecio el flujo de trabajo y se calcul6 el tiempo de retencion hidraulica y los ciclos
de trabajo del reactor (Figura 75). Las pruebas de degradacion de compuestos
farmacéuticos se efectuan en el reactor fotocatalitico operado de manera
intermitente con recirculacion continua del flujo, utilizando como catalizador las
peliculas nanotubulares de TiO2. La configuracién experimental estara integrada por
el reactor fotocatalitico (A) de area util de 30 cm x 30 cm y de 4 cm altura, de
material de acero inoxidable. El vaso de precipitados con el agua sintética (B) tendra
un volumen de 3.0 L, cuenta con un agitador magnético y una parrilla para la
agitacion. El oxigeno se suministrara al vaso de precipitados a diferente velocidad de
flujo y se dispersard mediante difusores. Una bomba peristaltica (Masterflex, modelo
07591-00) ( D) se instal6 después del vaso de precipitados y una valvula de tres vias
se integro después del reactor para realizar el muestreo.

Figura 75. Sistema experimental: A) Caja negra, la cual en el interior contiene el Reactor
Fotocatalitico (RF), B) Vaso de precipitados de 3 L, C) Parrilla de agitacién, D) Bomba peristéltica
(Master flex, modelo 07591-00), E) Concentrador de oxigeno marca Aeroflux.

El caudal determinado fue de 315 ml min?, el tiempo de retencién hidraulica se
determind para tres volimenes de trabajo y se muestran en la siguiente Tabla 20.
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Tabla 20. Tiempo de retencién hidraulica para los tres volimenes de trabajo

Parametro Respuesta
Voltaje 315
Volumen1 (cm?) 900
Volumen2 (cm?d) 1350
Volumen3 (cm?d) 1800
Area fotocatalitica cm? 900
TRH1 (minutos) 2.9
TRH2 (minutos) 4.3
TRH3 (minutos) 5.8

El tiempo de retencién hidraulica (TRH) se determiné para cada ciclo de trabajo en el
reactor fotocatalitico y nos indica la cantidad de tiempo que una unidad de fluido
permanece en el reactor fotocatalitico. Por lo tanto, el numero de ciclos
determinados para los diferentes volimenes y tiempos de trabajo se presentan en la
Tabla 21.

Tabla 21. Numero de ciclos de trabajo

Parametro Respuesta
Volumenl (cm?3), 60 min 21
Volumen1 (cm?), 90 min 32
Volumenl (cm?®), 120 min a1
Volumenl (cm?3), 60 min 14
Volumen1 (cm?), 90 min 21
Volumenl (cm?3), 120 min )8
Volumenl (cm?3), 60 min 11
Volumen1 (cm?), 90 min 16
Volumenl (cm?3), 120 min 21

Con estos datos y conociendo los resultados de la cantidad de degradacion de los
compuestos farmacéuticos, se podra estimar el porcentaje de degradacion en
funcion de ciclos transcurridos.

5.2.4. Experimentos preliminares

Se realizaron experimentos preliminares usando como compuesto modelo el
metoprolol para determinar su degradacion aplicando de manera individual los
procesos de fotdlisis, adsorcién y oxidacidon fotocatalitica heterogénea. Se preparé
agua sintética con una concentracion del metoprolol de 5 pug L (Figura 76).
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La solucion de agua sintética se depositd en un vaso de precipitados y alli se inyect6
oxigeno para evitar la recombinacién del par electrén-hueco y favorecer las especies
reactivas de oxigeno. Una bomba peristaltica conduce la solucion al reactor
fotocatalitico, la velocidad del flujo se mantuvo constante, de 1.5 ml min! para
asegurar que se realiza una distribucion adecuada del agua sobre la pelicula. EI pH
y la velocidad de mezclado se registraba antes de la entrada de la solucion al reactor
fotocatalitico. Se efectu6 un muestreo para conocer la concentracion de cada
compuesto antes de la fotodegradacion. Una vez que se ha realizado el proceso de
fotodegradacién se tom6 una muestra para conocer la concentracion final del
metoprolol.

Figura 76. Agitacion de la solucién de metoprolol con una concentracion de 5 ug L™.

Todos los experimentos tuvieron una duracidon de 120 minutos cada uno, se
adecuaron segun el tipo de experimento, la solucién a tratar se depositd en un vaso
de precipitado y se conect6 a través de mangueras anti-bacteriales al reactor,
después se recirculd la solucion, se tom6 muestra a los 60 y 120 min. Cada muestra
se tomo en un frasco ambar, se etigueto como en la Figura 77.

Figura 77. Muestras del agua a tratar y tratada.
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Después se procedio a la extraccion en fase sélida. Se tomaron 4 cartuchos nuevos
marca Oasis HLB y se coloca la punta del cartucho en cada orificio del Manifold, los
demas orificios deben estar bien tapados, posteriormente a cada cartucho se le
aplican 4 volumenes de Metanol (16 ml) y 2 volimenes de H-O grado HPLC (8 ml),
cada aplicacion de los reactivos se pasoé por gravedad. Dicho proceso se muestra en
la siguiente Figura 78. Se debe verificar que si este pasando el reactivo en caso de
no ser asi aplicar un poco de vacio 10 segundos y desconectar vacio.

Figura 78. Acondicionamiento de los cartuchos Oasis HLB

Concluida la parte de la preparacion de cartuchos, se tomaron 4 muestras obtenidas
de los experimentos, dichas muestras se encontraban en frascos color ambar a 4°C
y Se vaciaron en matraces como se muestra en la Figura 79. Posteriormente a cada
cartucho se le conecta una manguera y la manguera se dirige al matraz
correspondiente a la etigueta de cada cartucho, ya que se encuentran bien
conectados tanto la punta del cartucho al manifold y la manguera al cartucho para
evitar fugas de vacio Figura 80. Al terminar la extraccion de las 4 soluciones, se
debe dejar con vacio durante 30 min.

Figura 79. Muestras para la elucién.
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Figura 80. Proceso de elucion

Terminando los 30 min de vacio, se coloca una base de unicel dentro del manifold
con orificios para evitar que los viales puedan pandearse y caerse, ya colocados los
4 viales etiquetados, se tapa el manifold hasta estar muy bien sellado en cada
cartucho se introduce 1 ml de Metanol, esto se realiza hasta obtener 4 ml de cada
cartucho; se realizo por caida libre, sin utilizar vacio (Figura 81).

Figura 81. Concentracion de muestras

Al terminar la corrida experimental de 4 muestras se retira con cuidado la tapa,
previamente desfogando el equipo para evitar dificultades, te tapan los viales, se
cubren con parafilm para evitar contaminacion, se almacenan a una temperatura de
4°C. Todo el material utilizado se lava como se indicé anteriormente.

Concentracion a sequedad de las muestras. El Minivap de 6 plazas que se muestra
en la Figura 82 cuenta con una entrada para suministro de nitrégeno y 6 salidas de
N2, después de tener todas las muestras en viales de 4 ml y posteriormente sacadas
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del cuarto frio, se realiz6 la transferencia del extracto a viales de 2 ml (Figura 83),
concentrando mediante un flujo suave de nitrogeno (Figura 84).

Figura 82. Concentracion a sequedad

Figura 83. Viales de 2 ml con las muestras de los experimentos realizados

Sequedad Sequedad
con Ny con N3
) ——
N N ' ™ 7 N
Extraccion o
Tomade esnér%z\e Elucién a 4 Derivatizacion Reconsti-
muestra | (atuchos |=p| M m) | (100 uide =) | tucion con
(500 m) Oasis HLB utlllztand? BTSFA +1% hexano
marca metano TMCS, 80°C, (1 ml)
Oasis) 30 min)
. J \. _
~— e

—

Figura 84. Concentracién de muestras
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Todos los experimentos preliminares, de adsorcion, fotdlisis y oxidacion fotocatalitica
se realizaron con aguas sintéticas con la misma concentracion inicial de metoprolol,
pero a tres valores de pH diferentes, de 3, 7 y 9. Los experimentos de adsorcion se
realizaron con placas nanotubulares de TiO2 y sin luz UV. Los experimentos de
fotolisis se realizaron con luz UV (100W) con una longitud de onda de 365 nm y sin
placas nanotubulares y los de oxidacién fotocatalitica se realizaron con placas
nanotubulares de TiO2 y con luz UV y con inyeccién de oxigeno. Los experimentos a
pH de 7 tuvieron una duracion de 60, 120 y 180 min. Los de adsorcion y fotélisis solo
de 60 y 120 min. Durante estos experimentos se mantuvieron constantes la altitud de
la lampara desde el nivel de los nanotubos, de 15 cm y el tirante del agua, de 1.5
cm. El flujo del oxigeno durante la oxidaciéon fotocatalitica fue de 3 L min™t. Los
resultados de los experimentes con el agua sintética con un pH de 7 se presentan en
la Tabla 22, los obtenidos con el agua pH de 3 en la Tabla 23 y a pH de 10 en la
Tabla 24. En las Figuras 85, 86 y 87 se ilustran los resultados obtenidos a pH 7, 3y
9 respectivamente. Se observa que a pH neutro la adsorcion determinada en 1 hora
fue de solo 0.38%, se incrementd a 1.760% a las 2 horas y a 12.23% a las 3 horas.
En el caso de la fotolisis la remocion fue ligeramente mayor, 8.37% en 1 h, 10.62%
en 2 horas y 12.83 en 3 h. Sin embargo, con la oxidacion fotocatalitica, los
porcentajes fueron significativamente mayores, 96.11% en 1 hora, que incremento
en 2 % a las 2 horas y en otro 1% llegando a las 3 horas. Por lo anterior se concluye
gue el mecanismo de degradacion del metoprolol se realizdé por la accion de los
radicales altamente oxidantes producidos en el proceso fotocatalitico, integrado este
sistema por la accion catalitica de las estructuras nanotubulares de TiOz y por la luz
UV que realiza la formacién del par electrén-hueco.

Tabla 22. Resultados de la remocién del metoprolol obtenidos a pH 7

Método experimental Tiempo % Remocion
0 0
Adsorcidn 60 0.38
120 1.70
180 12.23
0 0
Fotolisis 60 8.37
120 10.62
180 12.84
0 0
Fotocatalisis 60 96.11
120 98.34
180 99.23

Total de muestras: 12

115



2, MEDIO AMBIENTE | (@ IMTA

i SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE ¥ RECURSOS NATURALES

INSTITUTO MEXICANO

DE TECNOLOGIA DEL AGUA

Tabla 23. Resultados de la remocion del metoprolol obtenidos a pH 3

Método experimental Tiempo
0
Adsorcién 60
120
0
Fotdlisis 60
120
0
Fotocatdlisis 60
120
Total de muestras 9

% Remocion
0
0.38
1.70
0
8.64
13.91
0
96.91
98.15

Tabla 24. Resultados de la remocion del metoprolol obtenidos a pH 9

Método experimental Tiempo % Remocion
0 0
Adsorcion 60 9.05
120 11.52
0 0
120 8.91
0 0
Fotocatalisis 60 80.04
120 97.48
Total de muestras 9
pH=7
B 60 min M 120 min 180 min
Q N <
o o~ o 5 8
” — [ — =
o
_ m N
ADSORCION FOTOLISIS

Figura 85. Resultados de remocion para los experimentos pH neutro

96.11
98.34
99.23

FOTOCATALISIS
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Figura 86. Resultados de remocion para los experimentos pH de 3
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Figura 87. Resultados de remocion para los experimentos pH de 9

Como se puede observar en la Figura 86, a pH de 3 la adsorcion a los 60 min y a los
120 min fue 20 y 5 veces mayor que al pH de 7. Las remociones por fotdlisis, a
ambos valores del pH fue similar, sobre todo a los 60 min de reaccién. Fueron
similares y las remociones por oxidacion fotocatalitica.
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De la Figura 87 se observa que a pH de 9 la adsorcion a los 60 min y a los 120 min
fue 24 y 7 veces mayor que al pH de 7. La adsorcién a pH 9 fue ligeramente mayor
gue la determinada a pH de 3. Como se puede ver en la Tabla 25, el metoprolol
tiene un coeficiente de particion Log Kow relativamente bajo, de 1.9, por lo cual no se
esperaba una alta remocion por adsorcion. La remocion por fotolisis a pH 9 fue en
un 2.95 % menor a los 60 min comparada con la obtenida a pH de 7. A los 120 min
igual, la remocion por fotélisis fue en un 1.7% menor a pH 9 comparada con la
obtenida a pH de 7. Las remociones por oxidacion fotocatalitica a pH de 9 fueron
significativamente menores que las determinadas a pH de 7 y de 3.

Este comportamiento del metoprolol se puede explicar con el pKa alto, de 9.5 (Tabla
25). El pKa es una medida de acidez, calculada mediante el logaritmo negativo (-log)
de la constante de disociacion acida Ka. pKa describe el nivel de ionizacion y refleja
la aceptacion o la donacién de protones frente a un valor concreto de pH. El pKa de
una sustancia es el pH al que una sustancia tiene la mitad de sus moléculas
ionizadas y la otra mitad sin ionizar, por lo que el metoprolol a pH 9 tiene una gran
cantidad de moléculas no ionizadas y es por esto que es mas dificil y lenta su
degradacion.

Tabla 25. Propiedades fisicoquimicas del metoprolol. Fuente: Aznar et al., (2014); Monteiro y Boxall.,
(2010).

Metoprolol
Tipo de farmaco Beta-bloqueador
Férmula Ci1sH2sNO3
Peso molecular (g-mol™) 267.36

Log Kow 19

pKa 9.5

Solubilidad en agua (mg-mL™) 25 °C 157
Constante de Henry (atm-m3-mol™) 25 °C 1.40x10*3

Como se puede observar en el experimento a pH neutro, la diferencia entre la
remocion a los 120 y 180 min es solo 1%, por lo que se decide que el intervalo de
variacion del tiempo seré desde 60 hasta 120 min.
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5.2.5. Estudio del efecto de las variables sobre la degradaciéon del
metoprolol mediante oxidacion fotocatalitica utilizando
estructuras nanotubulares de TiO>

Para el estudio de degradacién del metoprolol por medio del proceso de oxidacién
fotocatalitica se utilizé un disefio factorial 2%, mas 4 puntos al centro, un total de 36
experimentos. Las variables del proceso fueron: flujo de oxigeno (2 a4 L min't), pH (
de 3 a 9), irradiacion (10 a 20 cm desde el nivel de las nanoplacas), tiempo de
reaccion ( 60 a 120 min) y tirante de agua (1 a 2 cm) . Los objetivos de este disefio
experimental fueron determinar el efecto de las variables y encontrar las condiciones
de operacién para obtener la mayor degradacién del metoprolol. Para realizar el
analisis de varianza y obtener la grafica de Pareto que identificé los factores de
influencia significativa del proceso de fotooxidacion, se utiliz6 un paquete estadistico
STATGRAPHICS Centurion.

El diagrama de Pareto obtenido (Figura 88) representa las contribuciones de cada
factor y las interacciones para la degradacion del metoprolol.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Degradacion

BCD
B:Irradiacion
ABCDE

BCDE
CD

ABC
ABE
CDE
BE
]
]
e —
e —
[ E——

E:Tiempo
AE

ACD

A:Flujo de oxigeno
CE

D:Tirante de solucién

AD
ABCE
C:pH

Efecto estandarizado

Figura 88. Diagrama de Pareto que ilustra el efecto de las variables y sus interacciones.

El analisis de varianza indica que los factores estadisticamente significativos son la
intensidad de irradiacion de la lampara y el tiempo de reaccién, mientras que el pH,
flujo de oxigeno y el tirante del agua resultaron no significativos de manera
individual. Sin embargo, las interacciones del flujo de oxigeno y pH, flujo de oxigeno
y tirante del agua, asi como del flujo de oxigeno y tiempo son estadisticamente
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significativos, en resumen 12 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando
gue son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

Los resultados de los experimentos generados a partir del disefio factorial se
ajustaron a un modelo polinémico con un valor de R? de 0.98 (98.5%) para la
degradacién de metoprolol. El coeficiente de determinacion R?, se define como la
relacién de la variacion explicada a la variacion total y es una medida del grado de
ajuste; para un buen ajuste de un modelo, R? debe estar en al menos 0. 80 (Fu et
al., 2008).

La respuesta experimental del disefio factorial 2° se representa por el siguiente
modelo polinomial lineal con interacciones.

Yver = 98.08 + 0.26X1- 0.54X> — 0.10X3 + 0.23X4 + 0.32X5 + 0.23X1 X2 + 0.12X1X3—
0.23X1X4 — 0.32X1X5 — 0.003X2X3 + 0.005X2X4 + 0.33X2X5 +0.39X3X4 + 0.25X3X5 —
013X4X5 --------------------- Ec.1

En donde Xirepresenta el flujo de oxigeno, X: la altura de la irradiacion, Xz pH, X4
es el tirante de la solucion y Xs el tiempo de reaccion. El coeficiente b indica que la
degradacion promedio considerado para los 32 experimentos es del 98.08% de
metoprolol. La altura de la irradiacion es la que influye fuertemente en la
degradacion del metoprolol (b>=-0.54), indicando que la lampara debera estar en la
posicion mas baja con respecto a las placas nanotubulares, el segundo factor
importante es el tiempo de reaccion (bs=0.32), se observa una influencia positiva
cuando se aumenta el tiempo de trabajo de 60 min a 120 minutos, el flujo de
oxigeno (b1=0.26) afecta de manera positiva la degradacion, debido a que el
proceso de fotocatalisis se mejora utilizando el O2 , el cual es un aceptor de
electrones que ayuda a reducir la recombinacion del par e/h*, promoviendo asi la
generacion de especies altamente oxidantes como lo son los radicales OHe y el ion
02" (Martinez et al., 2011), el tirante de solucion (bs=0.23) , es otro factor que
influye positivamente en la degradacion, esto se debe a que al aumentar el
volumen de solucién dentro del reactor, el tiempo de retencion hidraulica aumenta,
permitiendo que la solucion de trabajo permanezca mas tiempo dentro del reactor,
el pH ejerce influencia en la superficie del catalizador y la capacidad de adsorcion
y desorcion de los compuestos (Carabin et al., 2016), los niveles de pH utilizados
(b3=-0.10), tiene el efecto de menor influencia en la degradacion del farmaco, sin
embargo, al pH con nivel bajo se efectu6 una mayor degradacion, esto se debe a
que el pKa del metoprolol ( 9.6) origina que se encuentre en la solucion como
especie ionizada, por lo tanto, se promueve atracciones y repulsiones entre las
estructuras nanotubulares y el metoprolol. En la figura siguiente (Figura 89) se
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aprecia la degradacion del metoprolol y su relacién con los efectos principales
descritos.

Grafica de Efectos Principales para % degradacion

98.8 — —

98.5

::::/\\//

97.6 —

% degradacion

97.3 — —

97 — —

Flujo de oxigeno pH Tiempo
Altura de la lampara Tirante de agua

Figura 89. Efectos principales sobre la degradacién del metoprolol.

Con respecto a las interacciones de los factores, el pH- tirante de la solucion (XzXa4)
indicaron el mayor coeficiente positivo para la degradacion de metoprolol
(b34=+0.39), las interacciones de la altura de la irradiacion-tiempo de reaccion
(X2Xs, b2s=+0.33 ), el pH-tiempo de reaccion (XzXs, b3s=+0.25), el flujo de oxigeno-
pH (X1X3, b13=+0.12) presentaron efectos positivos en la degradacion del farmaco
(Figura 90).

En la Figura 91 se presenta el andlisis de superficie de respuesta y el grafico de
contorno para la degradacion de metoprolol tomando como base la Ec. 1, definido
en términos de variables codificadas. Como se muestra en la Fig.4, las mejores
condiciones de degradacién del metoprolol fueron: flujo de oxigeno 4 L/min,
maxima intensidad de irradiacion (altura de 10 cm), pH de 3, tirante de agua de 2
cm y tiempo de 60 minutos (Tabla 26).
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Gréfica de Interaccion para %de degradacion
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Figura 90. Representacion de la interacciéon de las variables por pares sobre la degradacion del
metoprolol.

Tabla 26. Mejores condiciones de degradacion para metoprolol

Flujo de oxigeno 2

(L/min)

Irradiacion 10 20 10
pH 3 9 3
Tirante de 1 2 2

solucion (cm)

Tiempo (min) 60 120 60

La fotocatdlisis utilizando estructuras nanotubulares de TiO2 permiti6 obtener
degradaciones del metoprolol mayores de 98 %. Usando un agua sintética con una
concentracion inicial del metoprolol de 5 pg L, en las mejores condiciones de
operacion se obtuvo una concentracion en el efluente de 0.021 ug/L, resultando en
un tratamiento eficaz para la remocion de este compuesto farmacéutico, con una
remocion de 99.58%.
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Estudios realizados en el mejilléon de agua dulce, exponiéndolo a concentraciones de
0.534 ug/L de metoprolol, revel6 que no se produjo ningun efecto significativo en su
informacién genética (Contardo et al., 2010). Por otra parte, Gréner et al. (2015)
estudid los hepatocitos de la tilapia del Nilo a concentraciones de 1.069 ug/L,
mostrando cambios no significativos en esta especie. Por lo tanto, se concluye que
el proceso de fotocatalisis utilizando nanoestructuras de TiO2 logra degradar el
metoprolol a concentraciones tan bajas que no afecta los organismos acuaticos.

% Degradacion

20

18

16

14

Altura de la lampara

12

10

pH=3.0,Tirante de agua=2.0,Tiempo=60.0

1R

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
pH=3.0,Tirante de agua=2.0,Tiempo=60.0

Degradacién

Hm 90.0
mm 91.0
92.0
93.0
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97.0
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100.0
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Figura 91. Gréfica de superficie de respuesta y de contorno para la interaccion de 2 factores, el flujo
de oxigeno y a la altura de la irradiacion, pH3, tiempo de 60 min, tirante de solucion 1.5 cm
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6. Conclusiones

Para el desarrollo de la técnica analitica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en tandem (SPE/GC-MS-MS) sin derivatizacion se inicio
con la identificacién y la cuantificacibn de compuestos farmacéuticos (CF) en
soluciones estandar. Con la columna disponible Capilar Elite 5m, 0.25mm x
0.25micom x 30m, se detectaron sin derivatizar compuestos de una polaridad
relativamente baja: fenofibrato, iboprofeno, diclofenaco y carbamazepina.

Para la deteccion de un conjunto mayor de compuestos farmacéuticos, la mayor
parte de los cuales son polares, se adquiri6 una columna con composicién 35M
(35% difenil/ 65% dimetil poli-siloxano), la columna capilar Helifex AT-35M, 30 m x
0.25 mm, 0.25 um. Se prepararon soluciones estandar de diferentes compuestos
farmacéuticos, se realizé la extraccion en fase sdlida y se inyectaron al GC-MS
sin derivatizacion usando la nueva columna.

Se realizaron pruebas aplicando diferentes condiciones de operacion del
cromatégrafo y ensayos para la fragmentacion, asi como pruebas de identidad.
Como resultado del estudio se seleccionaron como modelo para desarrollar la
técnica los CF fenofibrato, diclofenaco y carbamazepina.

La extraccion en fase solida se realizaba mediante cartuchos Oasis HLB
(copolimero divinylbenzeno/N-vinylpyrrolidon). Para la extraccion se probaron
diferentes solventes, hexano, acetona, tetrahidrofurano, acetato de etilo y
acetonitrilo y los mejores resultados se obtuvieron con acetonitrilo y acetato de
etilo.

Una vez establecido el método, se procedié a integrar los picos y darle un valor
cuantificable para cada compuesto mediante la elaboracion de las curvas de
calibracion que abarquen un rango amplio de deteccion, desde 0.001 hasta 2 ug L-
1, utilizando siempre estandares de alta pureza. En todas las pruebas se
consideraron blanco de sistema, blanco de vidrieria, blanco de solvente para saber
si hay contaminacion en la columna o residuos de los compuestos que se estén
acumulando. El acondicionamiento se realizaba con 12 ml de acetato de etiloy 5
ml de agua grado HPLC con un flujo de 1 ml/min. Después una alicuota de la
muestra de 100-500 ml (pH de 7) se pasaba a través del cartucho con un flujo de
10 ml/min y se enjuagaba con 5 ml de agua grado HPLC.

Luego se hacia la elusion. El cartucho se secaba mediante vacio durante 30 min 'y
se eluia con 4 ml de acetato de etilo a 1 ml/min. Los extractos se evaporaban
usando el dispositivo Mini-Vap hasta sequedad. Después las muestras se
reconstituyen con 1 ml de acetato de etilo y se pasan a un vial del muestreador
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automatico del cromatdgrafo. La seleccion del acetato de etilo se realizdé con base
en los resultados de las pruebas de recuperacion. En estas pruebas se evaluaron
diferentes combinaciones de solventes y la mayor recuperacién se obtuvo con el
acetato de etilo.

Esta técnica se prob6 con fenofibrato, diclofenaco y carbamazepina de forma
individual y en mezclas y se realiz6 la optimizacion de la técnica analitica. Al final
se realiz6 la validacion del método, determinando: limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad, veracidad y precision.

La primera actividad del estudio sobre la degradacion de compuestos
farmacéuticos en agua mediante oxidacion fotocatalitica usando peliculas con
estructura nanotubular de TiO», fue la sintesis de las peliculas de nanotubos de
TiO2 por el método de anodizacion electroquimica en una celda de teflon y su
caracterizacion, lo cual se realizd en colaboracion con CIICAP de la UAEM. Una
vez sintetizadas las peliculas de nanotubos, estas fueron sometidas a un
tratamiento térmico para convertir los nanotubos amorfos a cristalinos. Los
estudios de la morfologia de las peliculas nanotubulares de TiO2> y su
caracterizacion quimica indicaron que las peliculas estan formadas por arreglos
verticales homogéneos cuyo diametro interior es de 97 nm, espesor de pared de
22 nm y longitud de tubos de 996 nm, mientras que su estructura cristalina estuvo
compuesta por anatasa (75%) y rutilo (25%). El sistema experimental para la
oxidacion fotocatalitica fue constituido por un reactor de acero inoxidable provisto
de una lampara de mercurio UV-A (365 nm) de 100 W, un reservorio para el agua
con los compuestos en estudio, una bomba peristaltica para la recirculacion y una
fuente de oxigeno. En el fondo del reactor se colocaron las peliculas
nanotubulares.

El estudio se realiz6 usando una solucion de metoprolol (5 pg/L) y aplicando un
disefio experimental factorial 25.con cuatro puntos al centro. Las variables fueron:
flujo de oxigeno, pH, irradiacion, tiempo y tirante de agua. El seguimiento de la
degradacion del metoprolol se realizé6 por CG-MS/MS. EIl analisis de varianza
indicé que los factores estadisticamente significativos son la intensidad de la luz y
el tiempo de reaccion. Las interacciones del flujo de oxigeno y pH, flujo de oxigeno
y tirante del agua, asi como flujo de oxigeno y tiempo son también
estadisticamente significativos. Las mejores condiciones de degradacion del
metoprolol fueron: flujo de oxigeno 4 L/min, maxima intensidad de irradiacion, pH
de 3, tirante de agua de 1 cm y tiempo de 60 minutos. Se determindé la cinética del
proceso para las mejores condiciones de operacion. La fotocatalisis utilizando
estructuras nanotubulares de TiO2 permitido obtener degradaciones del metoprolol
mayores de 98 % con concentraciones en el efluente de 0.021 pg/L, resultando en
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un tratamiento eficaz para la remocion de este compuesto farmaceéutico.
Adicionalmente se realizaron experimentos mediante los cuales se determiné que
solo el 2-11% del metoprolol se puede remover por adsorcion si esta fuese el
Unico proceso de tratamiento y solo el 9-14% se puede remover por fotélisis.
Mientras que la fotooxidacion catalitica permite remover mas de 98%.

Beneficios que genera el proyecto:

Social y Ambiental: Desarrollo de tecnologia novedosa para el tratamiento del
agua residual que permita asegurar la proteccion de la salud publica y evitar
impactos negativos al medio ambiente.

Cientifico: Generacion de conocimientos para el desarrollo de nuevos procesos y
sistemas de tratamiento de aguas residuales para remover contaminantes
emergentes.

Tecnolbégico y econdmico: Generacion de tecnologia novedosa para el manejo
sostenible de aguas residuales.
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