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RESUMEN

Erick Oswaldo Guevara Almaraz Fecha de Graduacion: Febrero de 2013.
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
IFacultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: DESARROLLO DE UN SISTEMA DE INYECCION EN
FLUJO MULTIJERINGA (MSFIA) PARA LA DETERMINACION DE AGENTES
ANTITUBERCULOSOS EN AGUA Y SU DEGRADACION POR FOTOCATALISIS
HETEROGENEA.

Numero de paginas: 99 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con orientacion en Quimica
Analitica Ambiental.

Area de Estudio: Quimica Analitica Ambiental

Propésito y Método del Estudio: Desarrollar una metodologia analitica para la
separacion y determinacion en flujo de isoniazida y pirazinamida en muestras acuosas,
mediante la técnica de andlisis por inyeccion en flujo multijeringa que permita ademas el
seguimiento de la degradacion en un reactor fotocatalitico. El presente proyecto describe la
utilizacion del sistema cromatografico multijeringa, empleando una columna monolitica de
tipo C18 que permite la separacion de los analitos y un detector de acoplamiento de carga
(CCD) para la cuantificacion, se propone el uso de dicho sistema multijeringa para el
seguimiento de la degradacion en linea de los farmacos isoniazida y pirazinamida en
matrices reales provenientes de la presa La Boca y Rio Pablillo mediante el acoplamiento
de un reactor fotocatalitico al sistema.

Contribuciones y Conclusiones: Se establecid una metodologia automatizada para
¢l secguimicento de la degradacion de los farmacos isoniazida y pirazinamida a través del
sistema de analisis multijeringa, el cual permite realizar un monitoreo en flujo continuo de
su degradacion en un reactor fotocatalitico, logrando asi reducir costos y tiempo de analisis.
LLos porcentajes de error fueron igual o menor al 5%. lo que indica que se.trata de un
método preciso. La degradacion fotocatalitica simultanea de los farmacos antituberculosos
se vio favorecida empleando TiO; Degussa P25, longitud de onda de radiacion a 365 nm
(5.500 pW/em?), masa de catalizador 1 g/l y pH de la disolucién de 7. consiguiendo
porcentajes de degradacion del 100% y mineralizacion del 71% en 270 min. En las
muestras de agua del Rio Pablillo y de la presa La Boca los porcentajes de mineralizacion
fueron de 46 vy 60%, respectivamente.
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1. INTRODUCCION

Los productos farmacéuticos son sustancias quimicas sintéticas o naturales que se
pueden encontrar en medicamentos recetados de venta libre para uso humano y/o
veterinario. Estos productos contienen ingredientes activos disefiados para provocar efectos
farmacolédgicos benéficos a la sociedad.

Sin embargo, los farmacos se pueden introducir en las fuentes de agua potable a
través de aguas residuales industriales (industrias farmacéuticas), domésticas (via
excreciones humanas o directamente por el vertido de medicamentos sin usar o caducados),
aguas de hospitales y aguas de vertidos procedentes de explotaciones ganaderas. Aunque de
momento aparecen en concentraciones muy bajas (normalmente del orden de ng/L), de no
tomarse medidas al respecto, es previsible un incremento de las concentraciones de
farmacos en los proximos afios dado el crecimiento continuo en el consumo de
medicamentos. Ademas, la estabilidad y polaridad de algunos farmacos les permiten tener
una gran movilidad en el medio acuatico, por lo que pueden llegar a las fuentes de agua
potable a través de su infiltracion en aguas subterraneas. Este tipo de contaminantes
representan un riesgo muy serio para los seres humanos y por su naturaleza podrian traer
consecuencias toxicoldgicas importantes, puesto que son sustancias biolégicamente activas,
y poseen una biodegradabilidad limitada [1-4]. En la Tabla 1 se presentan las
concentraciones de diversos farmacos encontrados en agua potable de varios paises.

En lo que respecta a México, en un estudio reportado por J. Siemens y
colaboradores, realizado del afio 2005 al 2007, se evalud la concentracion y la movilidad

que presentan los firmacos de uso humano en el sistema de aguas residuales de la Ciudad



de México-Valle del Mezquital. En este estudio se encontrd que la concentracion en aguas
residuales de farmacos como trimetroprim, eritromicina, naproxeno, ibuprofeno y

diclofenaco estaban por encima de 1 mg/L [5].

Tabla 1. Concentraciones de farmacos y metabolitos en agua potable en varias partes del

mundo [2].
Uso terapéutico Compuesto Méaxima Pais
concentracion
detectada (ng/L)
Antibidticos Triclosan 734.0 Estados Unidos
Anticonvulsivos Carbamazepina 24.0 Canada
140-258 Estados Unidos
43.2 Francia
60.0 Alemania
Dilantin 1.3 Estados Unidos
Primidona 40.0 Alemania
Antidepresivos, Amitriptilina 1.4 Francia
ansioliticos Diazepam 10.0 Ucrania
23.5 Italia
Meprobamato 5.9 Estados Unidos
Antineoplésicos Bleomicina 13.0 Ucrania
Reguladores de Bezafibrato 27.0 Alemania
lipidos Acido clofibrico 50-270 Alemania
53 Italia
Antiinflamatorios no Gemfibrozil 70.0 Canada
esteroideos y Acetominofen 210.1 Francia
analgésicos Diclofenaco 6-35 Alemania
2.5 Francia
Ibuprofeno 3.0 Alemania
0.6 Francia
8.5 Finlandia
1350.0 Estados Unidos
Ketoprofeno 8.0 Finlandia
3.0 Francia
Fenazona 250-400 Alemania
Propifenazona 80-240 Alemania
Analgésicos Codeina 30.0 Estados Unidos
opioides
Psicoestimulantes Cafeina 60-119 Estados Unidos
22.9 Francia




De todos los contaminantes emergentes pertenecientes al grupo de los farmacos, los
antibidticos son de mayor preocupacion por ser disruptores de la ecologia acuatica, ademas
de que su presencia en el medio ambiente podria ocasionar el incremento de aparicion de
bacterias farmacorresistentes, generando efectos genotdxicos y representando un riesgo
para la salud humana [4].

Las plantas tratadoras de aguas residuales no estan disefiadas para remover este tipo
de contaminantes; ademas, la legislacion que se tiene actualmente sobre el control de los
contaminantes en aguas residuales en México, no incluye la monitorizacién de farmacos
[5]. Dentro de los antibidticos destacan los agentes antituberculosos, debido a su amplio

uso en los ultimos afios originado por la reincidencia de la tuberculosis en nuestro pais.

1.1 Farmacos antituberculosos

1.1.1. La tuberculosis en México

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que ha emergido como un enorme
problema de salud publica en las ultimas décadas. A nivel mundial es la segunda causa
infecciosa de muerte después de la infeccion por Virus de Inmunodeficiencia Adquirido
(VIH), de manera que la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que cada
aflo aparecen 8 millones de nuevos casos y mas de 2 millones mueren por esta enfermedad
[6]. En México, la tuberculosis es un problema de salud publica a pesar de haber un
Programa de Prevencion y Control. Cada afio se notifican en promedio 30,000 casos, de los
cuales el 80% son de tipo pulmonar [7]. El Estado de Nuevo Leo6n se encuentra entre las

principales entidades de la Republica Mexicana en presentar una alta morbilidad y



mortalidad a consecuencia de la tuberculosis [8]. En la Figura 1 se muestra un mapa de la
Republica Mexicana que representa los casos de tuberculosis resistente a farmacos
registrados en 2010 por Entidad Federativa [9].

La predisposicion a la enfermedad se puede dar por causas genéticas y no por las
condiciones de pobreza y de insalubridad en la que vive un porcentaje importante de la
poblacion en el pais [10].

Entre los principales factores relacionados con el incremento en la incidencia dela
tuberculosis se encuentran: la practica médica incorrecta en el manejo de la enfermedad y la
mas importante, es el incumplimiento del tratamiento por parte del enfermo, que ha
mostrado ser el problema mds grave para el control de la tuberculosis y el méximo
obstaculo para la total erradicacion de la enfermedad, ocasionando multirresistencia ante

los farmacos utilizados contra la tuberculosis [11,12].
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Figura 1. Namero de casos de tuberculosis resistente a farmacos por Entidad Federativa en
Meéxico (numero total de casos reportados, 225).



El tratamiento de pacientes tuberculosos plantea diversas dificultades ya que existen
poblaciones de bacilos de Mycobacterium tuberculosis diferentes en funcién de su
ubicacion y actividad metabolica [10]. Los bacilos que se alojan en las cavidades
pulmonares tienen la capacidad de multiplicarse de forma activa en un ambiente aerobio.
Aquellos bacilos que se encuentran en el interior de los macrofagos, lo hacen en un
ambiente microaerofilico que inducen la latencia, y existen otros bacilos que se encuentran
en el interior del caseum que tienen s6lo ocasionalmente un ciclo replicativo (crecimiento
intermitente). Por otra parte, estos bacilos pueden multiplicarse en los tejidos, donde los
antibidticos penetran facilmente o encontrarse en cavidades pulmonares, donde la
penetracion es mas dificil [13]. Asi mismo esta micobacteria que posee una compleja pared
celular constituida por lipidos, proteina y polisacaridos le confieren una resistencia natural
a numerosos antibacterianos por ser hidrofoba con escasa permeabilidad [14,15]. Por todo
esto es necesaria la combinacion medicamentosa, pues la monoterapia engendra

poblaciones bacterianas resistentes que llevan al fracaso de los tratamientos [16].

1.1.2. Antibidticos empleados en el tratamiento de la tuberculosis

El tratamiento de la tuberculosis estd basado en un esquema terapéutico que esta
constituido por cinco antibioticos de primera linea, que siguen los lineamientos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El éxito de este tratamiento se basa en la
asociacion de estos farmacos y en su larga duracion, para que actien en las dos poblaciones
bacilares diferentes que se presentan en esta enfermedad [15].

Dentro de los farmacos de primera linea estan isoniazida (ISO), rifampicina (RIFA),

y pirazinamida (PIRA), que son drogas con actividad bactericida de diferente intensidad y



son considerados de primera linea de acuerdo a su eficacia y tolerabilidad [17]. También se

usa el etambutol (ETA) dentro de los fairmacos de primera linea, el cual tiene un efecto

bacteriostatico [18]. En la Tabla 2 se incluyen los farmacos primarios y la clave del sector

salud, la presentacion farmacéutica, la dosis o toma diaria y/o intermitente (tres veces por

semana) y, las reacciones adversas mas frecuentes. Este esquema se administra durante 25

semanas, poco mas de seis meses, hasta completar 105 tomas en total. Se acostumbra

dividir el tratamiento en dos fases: A) Intensiva, busca reducir la carga bacteriana al

aplicarse 60 tomas, de lunes a sibado, conjuntando cuatro farmacos: isoniazida,

rifampicina, pirazinamida y etambutol, B) Fase de sostén, se administran s6lo dos farmacos

bactericidas, tres veces por semana, 45 tomas en total [19].

Tabla 2. Tratamiento antituberculoso primario.

Farmacos Presentacion Dosis diaria Dosis
intermitentes* .

Nifios Adultos | Dosis Nifios | Adultos Reacciones

mg/kg mg/kg maxima/ | mg/kg | dosis adversas

peso peso dia total

méxima

10-15mg | 5-10 mg | 300 mg 15-20 600-800 Neuropatia periférica
Isoniazida Comprimidos mg mg Hepatitis
(ISO) 100 mg
Rifampicina Cépsulas 300 15 mg 10 mg 600 mg 15-20 600 mg Hepeatitis
(RIFA) mg mg Hipersensibilidad

Jarabe 100 Interacciones
mg/5SmL medicamentosas
Pirazinamida Comprimidos 25-30mg | 20-30mg | 1.5-2.0g | S0mg |25¢g Gota
(PIRA) 500 mg Hepatitis
Estreptomicina | Frasco 20-30 mg | 15 mg lg 18 mg lg Veértigo
(STR)) Ampolleta 1g. Hipoacusia
Dermatosis

Etambutol Comprimidos 20-30 mg | 15-25 mg | 1200 mg | 50 mg | 2400 mg Alteracion de la vision
(ETA) 400 mg




En este contexto, los firmacos de estudio en el presente proyecto serdn isoniazida (ISO)
y pirazinamida (PIRA) debido a su eficacia, tolerabilidad y uso conjunto para el tratamiento
de la tuberculosis en nuestro pais [10]. En la siguiente seccion se describe las propiedades

de los farmacos de estudio.

1.1.3. Propiedades de los agentes antituberculosos de estudio

ISONIAZIDA (I1SO):

La isoniazida (ISO) es la base de la mayoria de los regimenes terapéuticos y es el
unico farmaco empleado como profilaxis contra la infeccion inicial. La hidrazina del 4cido
isonicotinico fue descubierta en 1945, la cual fue introducida al mercado en 1952 por los
laboratorios "Squibb y Roche". La ISO (MM = 137 g/mol) es una molécula totalmente
sintética, de masa molecular baja e hidrosoluble [20-22].

La ISO es bactericida contra los microorganismos en crecimiento y bacteriostatico
contra las cepas en reposo. Se utiliza en combinacion con otros fArmacos en el tratamiento
de la tuberculosis pulmonar, tanto primaria como cronica, tuberculosis miliar, meningitis
tuberculosa, tuberculosis renal y tuberculosis osteoarticular. En la Figura 2 se presenta su

estructura quimica [20-22].
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Figura 2. Estructura quimica de la Isoniazida.



La ISO es absorbida en forma répida y fécil por via oral o por via intramuscular. El
farmaco tiene un gran volumen de distribucion en el sistema nervioso central, incluido el
liquido cefalorraquideo, ain en ausencia de inflamacion de las meninges. La ISO es
metabolizada en el higado por acetilacién e hidroxilaciéon. Una pequefia fraccion del
farmaco sin modificar también es depurada por los rifiones. La ISO es excretada
principalmente en la orina por una parte como farmaco inalterado y por ultimo como otros

compuestos conjugados [20-22].

PIRAZINAMIDA (PIRA):

La pirazinamida es uno de los fdrmacos antimicobacterianos mas antiguos,
originalmente considerado demasiado tdxico para uso de rutina. Se sintetizo a partir de la
nicotinamida en 1952. La PIRA (PM = 123 g/mol) es una molécula sintética, no es

hidrosoluble y es de bajo costo. En la Figura 3 se presenta su estructura quimica [20- 22].

o
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Figura 3. Estructura quimica de la Pirazinamida.
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La PIRA es bactericida, pero su mecanismo de accion no se conoce. Los
microorganismos deben estar creciendo en una forma activa para que el firmaco ejerza su
efecto. En general, la PIRA s6lo se utiliza en regimenes combinados de medicamentos
contra micobacterias resistentes a los farmacos de primera linea pero en ocasiones se da
como farmaco de primera linea en el tratamiento con otros farmacos. Se utiliza para el

tratamiento de la tuberculosis avanzada de forma previa a la cirugia [20-22].



La PIRA es absorbida por via oral y llega a la concentraciéon sérica pico en 2 h.
Debido a su liposolubilidad se distribuye ampliamente en todo el organismo, incluyendo el
sistema nervioso central. Atraviesa la membrana leucocitaria y es capaz de destruir
microorganismos intracelulares. Es metabolizada en el higado a productos hidrolizados e
hidroxilados. Se han encontrado altas concentraciones del fairmaco en el higado, los
pulmones y los rifiones, pero concentraciones mas bajas en otros 6rganos [20-22]. Este
farmaco solo se usa para el tratamiento de las infecciones micobacterianas. Por lo general
se prescribe PIRA en combinacion con ISO y ETA hasta disponer de los estudios de
susceptibilidad. También es un componente frecuente de la fase temprana (2 meses) de la
quimioterapia breve (6 meses) de la tuberculosis pulmonar [20-22].

El amplio uso de estos medicamentos antituberculosos pone en riesgo la calidad de
los cuerpos de agua y la salud de los seres vivos que entran en contacto con los mismos.
Por lo tanto, es necesario contar, tanto con metodologias analiticas que permitan llevar a
cabo su determinacion, como con tecnologias de remediacion (o degradacion, segin lo que

se busque) lo cual permitird reducir la movilidad y toxicidad en el medio ambiente.

1.2 Técnicas en flujo

Uno de los retos que enfrentan los quimicos analiticos hoy en dia es el desarrollo de
métodos analiticos que presentan las siguientes caracteristicas: alta sensibilidad, bajo
consumo de muestra y reactivos, elevada frecuencia de analisis, bajo costo por pardmetro
analizado, simplicidad y respeto ambiental [23].

En los laboratorios donde se realizan diariamente gran cantidad de andlisis, es una

gran ventaja contar con instrumentos automaticos, ya que representan ahorro de tiempo y
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dinero, esto se observa mediante la elevada frecuencia de analisis, que los dispositivos
manuales no presentan [23].

Otra ventaja consiste en que los equipos automatizados pueden proporcionar
resultados mas precisos, que los que obtendria una persona utilizando un instrumento
manual. Los resultados mas precisos se deben a la reproducibilidad de las secuencias de
tiempo de los instrumentos automaticos que raramente las operaciones manuales pueden
igualar. Esto asegura que las muestras y los patrones se traten de la misma forma y durante
el mismo tiempo [23].

Dentro de las técnicas en flujo se pueden destacar los sistemas en flujo multijeringa
(MSFIA, por sus siglas en inglés), de los cuales se describen a continuacion las principales

caracteristicas que presentan.

1.2.1. Andlisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA)

1.2.1.1 Caracteristicas

El analisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) es una técnica en flujo
relativamente reciente, descrita por primera vez en el trabajo de Cerda y col., en el afio de
1999 [24]. Los primeros prototipos fueron construidos adaptando una bomba de piston
bidireccional andloga a la utilizada en SIA (andlisis por inyeccion secuencial) para que
pudiera desplazar simultaneamente cuatro émbolos de jeringa. Estas jeringas pueden ser de
diferentes capacidades y asi conseguir impulsar los reactivos y muestra a diferentes
caudales. De esta forma la técnica en flujo MSFIA dispone de la robustez tipica de la
técnica SIA, basada en el uso de jeringas, lo que permite la utilizacién, tanto de reactivos

agresivos, como de disolventes organicos sin medidas adicionales, pero con una filosofia
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similar al FIA (andlisis por inyeccion en flujo) ya que permite el flujo simultaneo de varias
disoluciones. A la multijeringa (Figura 4) se le pueden incorporar un minimo de ocho
valvulas solenoides de conmutacion analogas a las utilizadas en la técnica MCFIA (analisis
en flujo multiconmutado). Cuatro de ellas estan situadas en las cabezas de las jeringas,
permitiendo controlar la direccion del flujo (hacia el propio deposito o hacia el sistema),
mientras que las restantes cuatro, se conectan en la parte posterior de la multijeringa y
dependiendo de las necesidades del sistema desarrollado, actian como valvulas de
conmutacion de tres vias, independientes del movimiento de la multijeringa. Con estas
valvulas se eliminan los inconvenientes derivados del uso de las valvulas rotatorias de
posicion multicanal, utilizadas en SIA, como son el ajuste y deteccion de las posiciones asi

como su lentitud en la seleccion de los canales [23].

Figura 4. Dispositivo multijeringa.

Otra de las caracteristicas diferenciales de esta técnica es la creacion de los flujos
por impulsion de los liquidos y no por aspiracion con lo cual se minimiza la posibilidad de
formacion de burbujas en caso de usar disolventes organicos. Por otra parte, es posible usar

las valvulas adicionales de forma que actien en sustitucion de la vélvula de posicion
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multicanal, simplificando y abaratando aun mads el sistema o bien ser utilizadas para
inyecciones multiconmutadas.

En MSFIA, los tubos son del orden de 0.8 mm de diametro interno, por donde el
flujo es del tipo laminar. El volumen de muestra inyectada es del orden de 50-150 pL, el
tiempo de respuesta es de 3 a 60 s, la frecuencia puede ser facilmente de 120 muestras/h,
alcanzandose una precision del 1-2%, el consumo de reactivos es muy bajo, el ciclo de
lavado no existe y es posible la aplicacion de métodos cinéticos, por lo cual, en las

condiciones de la deteccion no es necesario el equilibrio [24].

1.2.1.2 Ventajas del sistema MSFIA.

Con este sistema, se logran reunir varias de las ventajas de las técnicas de flujo

precedentes, como son:

v Elevada frecuencia de muestreo del FIA debido a que la adicion de muestra y
reactivos se hace en paralelo, lo que conduce ademas a una mejor mezcla de los
mismos, inconveniente que se presenta en SIA.

v Robustez, ya que los distintos liquidos estin sélo en contacto con vidrio
(jeringas) y teflon, porque no se utilizan los tubos de las bombas peristélticas, lo
que es un gran inconveniente en el caso de FIA.

v" Empleo de bajos volumenes de muestra y reactivos, ya que estos son solamente
inyectados al sistema justo en el momento en que se desea hacer una

determinacion.
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v’ Versatilidad, ya que los tiempos no vienen fijados por la longitud de los tubos,
sino por las instrucciones dadas desde la computadora que controla todo el
sistema (se fijan tiempos y caudales).

v" El uso de las vélvulas solenoides de conmutacion que permiten el cambio de su
posicion sin necesidad de parar el movimiento del piston de la multijeringa, su
conmutacion es tan rapida que no se produce ninguna sobrepresion al cambiar la

posicion de las mismas [23].

1.2.1.3 Acoplamiento con otras técnicas analiticas

El acoplamiento de otros mdédulos complementarios a la multijeringa ha permitido
incrementar aun mas la versatilidad de la técnica en flujo MSFIA. Una combinacién que
permite realizar varias etapas del proceso analitico consiste en el acoplamiento de uno o
varios modulos multijeringa que contengan diversos reactivos o muestras segun sea el caso,
con esto se logra conseguir duplicar la frecuencia de muestreo de hasta 180 inyecciones por
hora, algo que resultaria dificil para otras técnicas en flujo.

Existen reportadas muchas aplicaciones de los sistemas MSFIA en la literatura para
la determinaciéon de compuestos organicos e inorganicos, la mayoria de ellas son
aplicaciones a determinaciones directas, siendo la espectrofotometria UV-Vis [25-33], la
quimioluminiscencia [34-36], y la espectrometria de fluorescencia atémica [37-39], las
técnicas de deteccion mas utilizadas.

La espectrofotometria UV-Vis, dada sus caracteristicas de sensibilidad, bajo costo y
facilidad de automatizacion, puede beneficiar considerablemente al analisis de compuestos

organicos € inorganicos en muestras ambientales.
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Otra ventaja que ofrecen los sistemas MSFIA, es el poder acoplar un procedimiento
de separacion cromatografica [32]. La combinacion de técnicas de andlisis en flujo, de
separacion, y deteccion ha abierto nuevas alternativas en la quimica analitica que permitan

el desarrollo de sistemas totalmente automatizados adaptables al monitoreo en tiempo real.

1.2.1.4 Aplicacion de la Separacion Cromatografica en los sistemas MSFIA

En los métodos analiticos las técnicas de separacion juegan un papel critico, cuyos
principales objetivos son la separacion del analito y la eliminaciéon de compuestos
interferentes. En este sentido, el empleo de columnas cromatograficas de tipo monolitico
[39,40], es una excelente alternativa a las columnas convencionales con sorbentes en forma
de particulas para el anélisis rutinario, debido a sus propiedades de separacion asociada con
la notable permeabilidad de estas columnas que permite usarlas a flujos elevados (> 10
mL/min) y bajas presiones (< 400 bar) [4]1] obteniendo buenas separaciones
cromatograficas y acortando los tiempos de analisis, de tal manera que se hace idonea para
su empleo en sistemas MSFIA.

Las columnas de tipo monolitico (Figura 5) tienen como fase estacionaria, en lugar de
un solido particulado, un material dispuesto en una sola pieza o bloque, con una estructura
tridimensional compuesta por un esqueleto con poros de diferentes tamafios (macroporos y

mesoporos).
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Figura 5. Estructura porosa bimodal de una columna monolitica.
(http://www.phenomenex.com/Products/HPLCDetail/Onyx/Monolithic C18).

1.2.1.5 Versatilidad de los sistemas MSFIA

Otra de las ventajas que ofrecen estos sistemas MSFIA, es el poder acoplar otros
modulos al sistema lo cual le brinda al sistema mayor versatilidad, tal es el caso de los
procedimiento de preconcentracion en linea sobre una membrana de fase sdlida, la cual
alcanza un mayor factor de enriquecimiento que con la extraccion tradicional. El
preconcentrador en flujo (Figura 6) combina la preconcentracion de los analitos y la
eliminacion de la matriz de la muestra sobre una membrana sélida, para posteriormente
eluir los analitos con un volumen pequefio de solvente [43]. La membrana solida consiste
en un filtro modificado que contiene la fase extractante como parte del material del propio
filtro (por e;j. filtros de la marca registrada Empore™). Las fases extractantes mas comunes
son las de silices enlazadas, polimeros de tipo estireno-divinilbenceno y carbon grafitizado.
Con estas membranas no se presentan sobrepresiones, se pueden utilizar repetidamente, son

muy faciles de cambiar y se comportan de una forma muy reproducible [44].
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Figura 6. Preconcentrador en flujo que consta de dos cilindros de polimetilmetacrilato
(PMMA).

El sistema MSFIA ofrece ademas la posibilidad de incorporar en un reactor en linea
un proceso de remocion como la fotocatdlisis heterogénea, permitiendo llevar a cabo la
monitorizacion en tiempo real [45].

Los procesos y tecnologias existentes en la actualidad para el tratamiento de aguas
residuales son diversos y se clasifican frecuentemente en tratamientos primarios,
secundarios y terciarios. Los tratamientos primarios son aquellos destinados a Ia
eliminacion de so6lidos suspendidos y grasas del agua residual. Los secundarios por su parte
son procesos bioldgicos cuyo objetivo es la remocion de la materia organica biodegradable
y los terciarios tienen como fin la eliminacion de compuestos recalcitrantes y
microorganismos peligrosos presentes en el agua residual (cloracion, ultravioleta).

La incapacidad de los sistemas biologicos convencionales para remover sustancias
toxicas y/o recalcitrantes, por un lado, y la existencia de una legislacion mas rigurosa
respecto al control de la contaminacion, por el otro, evidencian la necesidad de desarrollar
nuevos procesos para el tratamiento de aguas residuales. En los tltimos afios se ha prestado
una atencion especial a los procesos avanzados de oxidacion (PAO’s). Estos procesos son
complementos utiles a las técnicas ya existentes como la floculacion, precipitacion,

adsorcion, 6smosis inversa, combustion y los procesos biologicos [46].
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1.3 Procesos Avanzados de Oxidacion

Las Tecnologias o Procesos Avanzados de Oxidacion (TAOs o PAOs) [47-51] se
basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir cambios en la estructura quimica de
los contaminantes. El concepto fue inicialmente establecido por Glaze y col. [42,50, 51],
quienes definieron los PAOs como procesos que involucran la generacion y uso de especies
oxidantes transitorias poderosas, principalmente el radical hidroxilo (OH). Este radical
puede ser generado por medios fotoquimicos (incluida la luz solar) o por otras formas de
energia; ademas, posee alta efectividad para la oxidacion de materia organica. Si bien la
aplicacion de estos procesos en la oxidacion de contaminantes organicos ha sido reportada
desde 1994, en el caso particular de los contaminantes farmacéuticos existen muy pocas
publicaciones relacionadas con la descomposicion de estas sustancias mediante PAOs.

Dentro de los PAOs mas utilizados se encuentra la Fotocatélisis Heterogénea.

1.3.1. Fotocatalisis Heterogénea

La fotocatalisis heterogénea es un proceso que consiste en la absorcion directa o
indirecta de energia radiante por un sélido; este ultimo generalmente es un 6xido metalico
semiconductor de banda ancha [52]. Al iluminar al semiconductor (Figura 7), un electrén
de la banda de valencia es promovido a la banda de conduccion y entonces se dice que se
genera una vacante electronica en la banda de valencia. En la literatura, dicha vacante
electronica suele denominarse “hueco” (h"). Los huecos pueden reaccionar con el agua o
grupos hidroxilo, formando asi radicales hidroxilos (*OH) adsorbidos en la superficie del
fotocatalizador; posteriormente los radicales hidroxilos son capaces de atacar

consecutivamente a la materia organica adsorbida en el catalizador o en solucion hasta
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transformarla en CO, y H;0. La fotocatdlisis heterogénea es usada para la
descontaminacion o desinfeccion, durante los tratamientos de purificacion de aire y agua.
La tunica diferencia con la catalisis convencional es el modo de activacion del
catalizador, ya que la activacion térmica es reemplazada por una activacion fotonica [52].
Cuando un catalizador semiconductor de tipo calcogenuro (6xidos o sulfuros) es iluminado
con fotones cuya energia es igual o superior a la de su energia de banda prohibida
(bandgap) Eg (hv = Eg), ocurre una absorcion de estos fotones y una creacion dentro del
conjunto de pares electron-hueco, que se disocian en fotoelectrones libres en la banda de
conduccién y en foto huecos en la banda de valencia (Figura 7). Simultaneamente, en
presencia de una fase fluida (gas o liquido), ocurre una adsorcién espontdnea vy,
dependiendo del potencial redox (o nivel de energia) de cada adsorbato, se verifica una
transferencia de electrones hacia las moléculas aceptoras, mientras que un foto hueco
positivo es transferido a una molécula donadora (en realidad la transferencia del hueco

corresponde a la cesion de un electron por parte del donador al solido) [52].
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Figura 7. Diagrama del proceso fotocatalitico para una particula de TiO,.
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Semiconductores

En el caso de la fotocatélisis heterogénea, se emplean diversos semiconductores
tales como: ZnO, Fe,O3; y TiO,, entre otros. Los criterios para seleccionar un buen
fotocatalizador son: resistencia a la corrosion, baja toxicidad, elevada area superficial y un
adecuado potencial redox de la banda de valencia, de modo que sea suficientemente
positivo como para hacer factible la oxidacion de la materia organica y la reduccion de
algunas especies inorganicas. Ademas, es deseable que su foto-activacion se lleve a cabo
dentro del intervalo luz visible- UV cercano, necesariamente menor a 4.1 eV para poder
aprovechar la luz solar [49]. Los semiconductores mas prometedores hasta el momento son
el dioxido de titanio (TiO,), y el oxido de zinc (ZnO), debido a su banda de energia
prohibida (Eg) 3.2 eV ya que es termodindmicamente adecuada como para oxidar cualquier

molécula organica [52].

1.4 Antecedentes

A continuacion se describen algunos antecedentes sobre la separacion y
determinacion de farmacos antituberculosos mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC), sobre el uso de técnicas de andlisis en flujo para la separacion y
deteccion de farmacos, asi como de la aplicacion de procesos de degradacion fotocatalitica

de antibiodticos.
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1.4.1. Determinacion de farmacos antituberculosos por HPLC.

Gong y Col. (2009) [53] llevaron a cabo la determinacion simultdnea de etambutol y
pirazinamida en plasma humano utilizando HPLC acoplado a espectrometria de masas,
empleando las siguientes condiciones cromatograficas: columna C18, fase movil de 0.1%
acido trifluoroacético en agua y 0.1% acido trifluoroacético en metanol, empleando un flujo
de 1 mL/min con una elucidn por gradiente. Para el tratamiento de la muestra se emple6 la
precipitacion de proteinas con 1.25% (v/v) acido formico en acetonitrilo. Los porcentajes
de recuperacion fueron mayores del 95% para etambutol y entre 46-50% para pirazinamida.
Se reporta un tiempo de analisis de 8 min por muestra.

Por otra parte Zhou y Col. (2010) [54] llevaron a cabo la determinacion simultanea
de pirazinamida, el metabolito acetil isoniazida, isoniazida, y rifampicina en plasma
humano utilizando HPLC de fase reversa (columna C12) con deteccion UV con arreglo de
diodos. Las longitudes de onda de deteccion fueron 268, 265, 264 y 341 nm. Para la
separacion cromatografica se utilizd como fase moévil metanol:acetonitrilo: é&cido 1-
heptanosulfonico 20 mM, pH 2.5 con una relacion de 10:8:82 utilizando un caudal de 0.8
mL/min, a los 6 minutos la fase movil cambia de composicion a 0:65:35 y el caudal
aumento a los 14 minutos a 1.5 mL/min y se mantuvo hasta los 19 minutos, a los 19.5
minutos la fase movil cambia a la composicion inicial (10:8:82) y el caudal cambia a 1.2
mL/min, esas condiciones fueron mantenidas hasta los 24.5 minutos, después el caudal
retrocedio hasta los 0.8 min a los 25 minutos y se mantuvo durante 1 minuto hasta la
siguiente inyeccion. La recuperacion de los farmacos en las muestras de estudio fue en el
intervalo de 84 a 91%. Los limites de deteccion fueron 0.014, 0.009, 0.023 y 0.054 pg/mL

para pirazinamida, el metabolito acetil isoniazida, isoniazida, y rifampicina,
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respectivamente. Los limites de cuantificacion fueron 0.1, 0.05, 0.1 y 0.2 pg/mL para
pirazinamida, el metabolito acetil isoniazida, isoniazida, y rifampicina, respectivamente.
Adaway y Col. (2012) [55] resaltan la importancia de la técnica de cromatografia de
liquidos acoplada a masas-masas (LC-MS/MS) como una técnica sensible capaz de
cuantificar antibidticos antituberculosos en baja concentracion, en sangre utilizando una
columna de fase reversa C18, la fase movil consiste en: A) 0.1 % de 4cido trifluoroacético
en aguay B) 0.1 % de acido trifluoroacético en metanol. El limite de cuantificacion (LOQ),

fue 0.05 mg/L tanto para pirazinamida como isoniazida,

De acuerdo a las antecedentes sobre métodos cromatograficos, se puede concluir
que es factible la separacion de isoniazida y pirazinamida empleando la cromatografia de
fase reversa con el empleo de pares i6nicos como &cido trifluoroacético o dacido
heptanosulfénico. Ademdas se pudo observar adecuados limites de deteccion y
cuantificacion mediante la cromatografia de liquidos, utilizando una columna C18, con
deteccion ultravioleta (UV), que es una instrumentacion mas econdomica comparada con
LC/MS. Se pudo notar que se requiere el uso de modificador orgénico (pares i6nicos) como
acido trifluoroacético, acido férmico o acido heptanosulfonico para reducir la polaridad de
la fase movil.

Por lo que la cromatografia de liquidos de fase reversa parece ser una buena
alternativa para el andlisis de rutina de los fAirmacos antituberculosos presentes en muestras

de agua.
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1.4.2. Técnicas en flujo para la separacion y determinacion de farmacos

En esta seccion se describen metodologias de separacion cromatografica
implementadas mediante el uso de un sistema de baja presion acoplada al anélisis de
inyeccion en flujo multijeringa para la determinacion de farmacos.

Obando y Col. (2008) [56] llevaron a cabo la determinacion simultanea de
hidroclorotiazida y losartan potasico, farmacos antihipertensivos, en tabletas, mediante la
cromatografiia multijeringa utilizando para la separacion cromatografica una columna
monolitica C18 de fase reversa y deteccion UV (226 nm) con un detector de arreglo de
diodos, la fase moévil consistié en una mezcla de 10 mmol/L buffer pH 3.1 de KH,POy:
metanol:acetonitrilo (65:33:2 v/v/v). Los limites de deteccion para hidroclorotiazida y
losartan fueron de 0.21 y 0.42 mg/L, respectivamente, utilizando el sistema MSFIA
propuesto con una frecuencia de inyeccion de 9 muestras/h. Por otro lado, en este mismo
trabajo utilizaron HPLC para la validacion del método propuesto, reportando limites de
deteccion de 0.34 y 0.62 mg/L para hidroclorotiazida y losartan, respectivamente con una
frecuencia de inyeccion de 10 muestras/h. Esto demuestra que la técnica MSFIA puede ser
una alternativa viable a la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) para la
separacion de los farmacos. El sistema propuesto en este trabajo ofrece la posibilidad de
separacion de analitos sin la instrumentacion costosa del HPLC empleando ademas un bajo
consumo de solventes organicos.

Otro trabajo realizado posteriormente por Obando y Col. (2008) [57], acoplaron un
preconcentrador en linea y una columna monolitica C18 (columna RP-18¢) al sistema
MSFIA con deteccion UV (226 nm) para la determinacion de los antihipertensivos

hidroclorotiazida y losartan en agua superficial, agua subterranea y agua residual. Para la
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implementacion del sistema de preconcentracion, el acondicionamiento de la membrana fue
crucial para la adsorcion de las especies de interés, la membrana se sumergié de forma
sucesiva en acetona, metanol, acido nitrico al 50%, y agua destilada, posteriormente la
membrana fue regenerada en mezcla de metanol-HCI (80% v/v: 0.02 mol/L). Con respecto
al anterior trabajo reportado por estos mismos autores, se observé una mejora en los limites
de deteccion y estos fueron 0.07 y 0.09 mg/L para hidroclorotiazida y losartan,
respectivamente; con una frecuencia de inyeccion de 9 muestras/h; la técnica permitio
porcentajes de recuperacion en las muestras de estudio del 95 al 99%.

Maya y col. (2010) [58] utilizaron la técnica propuesta para este proyecto para llevar
a cabo la determinacion de furosemida, hidroflumetiazida y bendroflumetiazida, en
muestras de agua y orina humana mediante MSFIA-separacion cromatografica acoplado a
un sistema de preconcentracion en linea, y deteccion por quimioluminiscencia. Para la
separacion cromatografica se utilizd una columna monolitica C18 y fase moévil KH,PO4 10
mmol/L pH 3 y acetonitrilo (60:40). El caudal fue 1.3 mL/min, y se alcanzaron limites de
deteccion de 3, 60 y 40 ug/L para hidroflumetiazida, furosemida y bendroflumetiazida,
respectivamente.

En el trabajo realizado por Zhuang y col. (2012) [59] utilizaron la técnica de FIA
con deteccion de quimioluminiscencia para llevar a cabo la determinacion de ketoprofeno
en productos farmacéuticos, basada en la reaccion con luminol en medio alcalino y NalOy,
se utilizo deteccion UV a 425 nm, se trabajo con un rango lineal de 2.0 x 107 a 1.0 x 10~
mol/L, se obtuvo limite de detecciéon de 8.0 x 10™ mol/L.

Con base en los antecedentes sobre las técnicas en flujo de tipo MSFIA y FIA
acoplada a la separacion cromatografica empleando columnas de tipo monolitica, las

técnicas en flujo consideran un ahorro importante en tiempo de anélisis y un menor costo
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de operacion por el bajo consumo de reactivos, lo cual convierte al sistema propuesto como
una alternativa viable a la técnicas cromatograficas de alta resolucion para llevar a cabo el
analisis. Otra caracteristica de los sistemas de analisis en flujo es que permite acoplarse a
otros sistemas para monitorizar en tiempo real alguna reaccion o degradacion de interés,
siendo factible acoplar el sistema de analisis de inyeccion en flujo multijeringa a un reactor
fotocatalitico para la monitorizacion de la degradacion en linea de los farmacos isoniazida y

pirazinamida.

1.4.3. Aplicacién de la Fotocatélisis Heterogénea en la degradacion de

antibiéticos y otros farmacos.

En esta seccion se describen algunos trabajos sobre la aplicacion de la fotocatalisis
heterogénea para la degradacion de antibioticos.

Giraldo y col. (2010) [60] realizaron la degradacion de 20 mg/L de acido oxolinico,
que es una quinolona que posee actividad bactericida contra bacterias gramnegativas de
localizacion urogenital. Se llevd a cabo la degradacion con TiO, en una suspension y
evaluaron los parametros que afectan la degradacion mediante un disefio de experimentos,
utilizando como factores el pH (7.5-11) y la cantidad de catalizador (0.2 -1.5 g/L)
irradiando a 365 nm, encontrando las condiciones Optimas en 1 g/l y pH 7.5, con las
condiciones Optimas se alcanzé un 100% de degradacion en 60 min. La degradacion del
farmaco se monitoreo mediante HPLC, utilizaron una columna C18, detector de
fluorescencia con longitudes de onda a 232 y 410 nm de excitacion y emision

respectivamente,
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En otro trabajo llevado a cabo por Yang y Col. (2010) [61] realizaron la
degradacion de atenolol, metoprolol, y propanolol con una concentracion inicial de 100 uM
a pH 7 para la mezcla de los 3 farmacos, irradiando por 4 h (365 nm) en una suspension de
TiO, 2 g/L. El abatimiento de concentracion de los contaminantes se sigui6 por HPLC
acoplado a Espectrometria de Masas. Se logr6 la mineralizacion completa de los farmacos
de estudio.

Elmolla y Chaud (2011) [62], trataron agua residual que contenia antibidticos
(amoxicilina y cloxacilina) mediante el proceso UV/H,O,/TiO,. Las concentraciones
iniciales de los antibidticos en agua fueron 138 mg/L para amoxicilina y 84 mg/L para
cloxacilina que fueron determinadas por HPLC con deteccion UV a 204 nm. Las
condiciones para la remocion fueron pH 5 y la mezcla se irradié por 5 h con una lampara
UV (365 nm). El porcentaje de degradacion de la mezcla fue del 57%.

En el trabajo realizado por Van Doorslaer y col. (2012) [63] realizaron la
degradacion de moxifloxacina, evaluando la concentracion inicial del contaminante de 12.5
a 124.6 uM, cantidad de catalizador utilizado (TiO,) de 0.25 a 8.0 g/L, temperatura de 5 a
60 °C. La suspension se mantuvo a pH 7, irradiando a 365 nm; encontraron que la cantidad
de catalizador que mas favorece a la degradacion del farmaco es 5 g/L, y la temperatura de
25 °C. Se alcanzo6 un porcentaje de degradacion del 100% en tiempo de reaccion de 14
minutos. La cuantificacion de la degradacion se llevd a cabo por HPLC con detector de
arreglo de diodos (296 nm).

Como se puede observar en los trabajos descritos, el uso de la fotocatalisis
heterogénea empleando como catalizador TiO; es un proceso alternativo para el tratamiento

de efluentes contaminados con compuestos recalcitrantes como los farmacos, alcanzando
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en algunos casos porcentajes de remocion del 100%. Inclusive se reporta en algunos de los
trabajos descritos, que se obtiene la mineralizacion completa.

Asi en el presente proyecto se planted el uso de la fotocatalisis heterogénea
mediante un reactor acoplado al sistema MSFIA para la degradacion de los farmacos de
estudio. Aunque se ha aplicado la fotocatalisis heterogénea para la degradacion de algunos
farmacos alcanzando altos porcentajes de degradacion y mineralizacion, sin embargo no
hay estudios reportados sobre la degradacion fotocatalitica de ISO y PIRA y tampoco se ha
reportado el seguimiento de la degradacion de éstos farmacos de estudios por el sistema de

analisis en flujo MSFIA.

1.5 Hipotesis

El sistema de analisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) permite evaluar
la concentracion de los agentes antituberculosos isoniazida y pirazinamida presentes en
muestras de agua y su degradacion mediante el acoplamiento en linea de un reactor

fotocatalitico.

1.6 Objetivos

1.6.1. Objetivo General

Desarrollar una metodologia analitica para la determinacién en flujo de los
farmacos antituberculosos isoniazida y pirazinamida en muestras de agua mediante un
sistema de analisis por inyeccion en flujo multijeringa y acoplar un reactor fotocatalitico al

sistema para la degradacion de estos agentes contaminantes.
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1.6.2. Objetivos Especificos

1.- Determinar las siguientes propiedades fisicoquimicas de los farmacos: solubilidad en
medio acuoso, estabilidad en funcién del pH del medio y estabilidad en disolucion en

funcion del tiempo; el seguimiento se realizard mediante espectrofotometria UV-Vis.

2.-Instalar el sistema MSFIA para realizar la separacion cromatografica y las

determinaciones del punto anterior.

3.- Separar cromatograficamente en el sistema MSFIA a los analitos de estudio en una

columna C18 de tipo monolitica.

4.- Degradar los farmacos de estudio en el reactor fotocatalitico acoplado al sistema

MSFIA.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron grado analitico. Para todos los experimentos se
empled Agua grado nanopura (18.0 MQ cm™). En la Tabla 3 se presenta un listado de los
reactivos utilizados en los estudios espectrofotométricos en batch y de separacion
cromatografica, mientras que en la Tabla 4 se presentan los reactivos utilizados en la

degradacion fotocatalitica.

Tabla 3. Reactivos utilizados durante el estudio espectrofotométrico en batch y el proceso
de separacion cromatografica.

Reactivo Marca Pureza
Na,HPO4 Sigma-Aldrich 99.5%
NaH,PO4 Sigma-Aldrich 99%
Na,COs Sigma-Aldrich 99%
NaHCO; Sigma-Aldrich 99.5%
CH;3;COONa Sigma-Aldrich 99%
CH;COOH Sigma-Aldrich 99%
Isoniazida Sigma-Aldrich 99%
Pirazinamida Sigma-Aldrich 99%
Agua Tedia Grado HPLC
CH;OH Fermont Grado HPLC
Acetonitrilo J.T. Baker Grado HPLC
CHOOH Fermont 89%
Acido 1-heptanosulfonico Fisher Scientific Grado HPLC

Tabla 4. Reactivos utilizados durante el estudio de degradacién fotocatalitica

Reactivo Marca Pureza
Isoniazida Sigma-Aldrich 99%
Pirazinamida Sigma-Aldrich 99%
CH;0H Fermont Grado HPLC
Acetonitrilo J.T. Baker Grado HPLC
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Ti0, Degussa P25 >97%
Zn0O J.T.Baker 99.6%
HNO;3 J.T. Baker 99%

2.1.2. Instrumentacion

En la Tabla 5 se describen los materiales y equipos que se utilizaron para el
desarrollo del estudio en batch de los farmacos antituberculosos y de la metodologia
propuesta para la separacion cromatografica y en la Tabla 6 se presentan los instrumentos

utilizados en la degradacion fotocatalitica respectivamente.

Tabla 5. Materiales y equipos utilizados para realizar el proceso de separacion

cromatografica.
Componente Descripcion Marca
Modulo Multijeringa | Multi-Burette 4S CRISON
Jeringas é(fgﬁlélﬁ}roos Hamilton, Suiza
PTFE Tubing 0.02 m OD

Tuberia X 1.5mmID 7.6 my SUPELCO
0.8mm ID x 1.58mm OD | Analytical
3.0m

' Tube end fittings para SUPELCO
Tornillos 0.32cmy 0.16 cm .

: Analytical
Tubings
Columna Monolitica Onyx™ Monolithic C.I 8, | ONYX
Column 25 x 4.6 mmi.d | Phenomenex
Onyx™ Monolithic (5 ONYX
Guarda-columna
mmx4.6 mm) Phenomenex
Celda de Flujo QS 1.000 Starna Cells Inc
Analytical
Fuente de luz UV-Vis | Modelo DT 1000 CE Instrumen
Systems, Inc
Espectrofotometro USB 2000 Ocean Optics
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Tabla 6. Materiales y equipos utilizados para el proceso de la degradacion fotocatalitica

Componente Descripcion Marca
Modulo Multijeringa Multi-Burette 16A CRISON
lg/I(l)duI.O, V;}[V,lftl? ?e Multi-Burette 4S CRISON

cleccion MUMPIE Y | Modulo VA 1+1
Valvula de Inyeccion.
. 5000 uL. #1005 . .

Jeringas GASTIGHT Hamilton, Suiza
TFE Tubing 0.02 m OD x

Tuberia 1.5mm ID 7.6 my SUPELCO
0.8mm ID x 1.58mm OD | Analytical
3.0m

. Tube end fittings para SUPELCO
Tornillos 0.32cmy 0.16 cm .

. Analytical
Tubings

Celda de Flujo QS 1.000 Starna Cells Inc
Espectrofotometro USB 2000 Oceant Optics

, Hg (A) .
Lampara de luz UV A =254 nm Spectroline

, Hg (A) .
Lampara de luz UV 2 =365 nm Spectroline

, Hg (A)
Lampara de luz UV =365 nm UVP
Vaso de Precipitado 50 mL Pyrex
Agitador Magnético Modelo A-01 SBS
Filtro para HPLC Acero inoxidable, 1-5 um | Perkin Elmer
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2.2 Métodos

La parte experimental se divide en 3 etapas:

1 Estudio de las propiedades fisicoquimicas de ISO y PIRA mediante
espectrofotometria ultravioleta-visible.

2 Establecimiento de la metodologia basada en la técnica MSFIA para la separacion
cromatografica de ISO y PIRA

3 Evaluacion del proceso de degradacion fotocatalitica y acoplamiento al sistema

MSFIA para el seguimiento de la degradacion de estos farmacos.

2.2.1. Estudio de las propiedades espectrofotométricas de Isoniazida y

Pirazinamida.

El establecimiento del estudio, se llevd a cabo en varias etapas: seleccion de
longitud de onda maxima, pruebas de pH, volumen de solucion amortiguadora, pruebas de
estabilidad en funcion del tiempo y curvas de calibracion. Las siguientes pruebas se
realizaron en batch para conocer el comportamiento de los analitos, y saber si era factible
realizar el analisis mediante la técnica en flujo MSFIA empleando un detector
espectrofométrico UV-Vis. Se realizd una investigacion bibliografica para conocer las
propiedades fisicas de los farmacos, especificamente la solubilidad en medio acuoso. Se
prepararon disoluciones stock en agua nanopura para cada farmaco: 100 mg/L tanto para
ISO como para PIRA. Se procedio a la realizacion de pruebas de pH, volumen de solucion

amortiguadora, y estabilidad en funcion del tiempo.
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2.2.1.1 Seleccion de la longitud de onda de maxima absorcién

Para obtener la longitud de onda de maxima absorcion de los faArmacos de estudio se
registrd un espectro de absorcion en un espectrofotometro UV-Vis. A partir de las
disoluciones stock de los farmacos en agua grado nanopura se prepararon disoluciones de
20 mg/L para ISO y 10 mg/L para PIRA utilizando matraces de 10 mL aforando con agua

grado nano-pura. Posteriormente fueron analizadas por espectrofotometria UV-Vis.

2.2.1.2 Pruebas de pH

Para estudiar el efecto del pH, se prepararon varias disoluciones amortiguadoras
(Tabla 7).

El estudio del efecto del pH consistid en trabajar con las diferentes disoluciones
amortiguadoras de la Tabla 7. A partir de las disoluciones stock de cada farmaco, se
prepararon sus respectivas disoluciones, para ISO 20 mg/L y PIRA 10 mg/L utilizando
matraces de 10 mL y aforando con cada una de las disoluciones amortiguadoras.

Posteriormente fueron analizadas por espectrofotometria UV-Vis.

Tabla 7. Disoluciones amortiguadoras

pH Acido Base Concentracion de amortiguador
2 H;PO4 KH,PO4 0.2M
4 | CH3COOH glacial | CH;COONa 0.2M
7 NaH,;PO4 Na,HPO4 0.2M
8 NaH,PO4 Na,HPO4 0.2M
10 NaHCO; Na,COs3 0.1 M
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2.2.1.3 Pruebas de volumen de disolucion amortiguadora

Se prepararon disoluciones de cada farmaco, a 10 mg/L para ISO y PIRA en
matraces de 10 mL, variando el volumen de disolucion amortiguadora pH 4 y aforando con
agua. Los volumenes utilizados de disolucion amortiguadora fueron: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5

mL. Cada solucion fue analizada por espectroscopia UV-Vis.

2.2.1.4 Pruebas de estabilidad en funciéon del tiempo

A partir de las condiciones establecidas de pH y volumen de disolucion amortiguadora,
se prepararon disoluciones para cada farmaco, a la concentracion de 10 mg/L para ISO y
PIRA en matraces de 10 mL, con 1.5 mL de buffer acético pH 4 y se aforaron con agua.
Cada solucion fue analizada por espectrofotometria UV-Vis, registrando las lecturas cada

10 minutos durante 1 hora.

2.2.1.5 Curvas de calibracién por espectrofotometria UV-Vis (sistema Batch)
Para realizar la curva de calibracion en batch para cada farmaco, se partié de la
disolucion stock de cada uno de ellos (100 mg/L); y se hicieron las siguientes diluciones,

aforando en matraces de 10 mL (Tabla 8).
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Tabla 8. Soluciones para las curvas de calibracion de cada farmaco

Estandar [1ISO] mg/L [PIRA] mg/L
1 1 0.5
2 4.5 2
3 8.5 4
4 12.5 6
5 16.5 8
6 20.5 10
7 22 12

Se realizd el andlisis de cada fairmaco, midiendo la absorbancia a la longitud de
onda de maxima absorcion para cada farmaco: 266 y 269 nm para ISO y PIRA,

respectivamente.

2.2.2. Ensamblaje del sistema MSFIA-Separacion cromatografica

Para realizar el ensamblaje del sistema MSFIA para la separacion cromatografica
implicé el calculo de volumen para cada segmento de la tuberia utilizada, ya que
conociendo la longitud y el didmetro de la misma, es posible saber el volumen empleado

mediante la siguiente ecuacion:
V =—7D’l Ec. (1)

Doénde:

V = volumen del segmento de tuberia

D = Diametro de la tuberia, el cual para la tuberia de carga de reactivos y bucle de
carga de muestra es de 1.5 mm d.i. (didmetro interno) y para el resto del sistema es
de 0.8 mm.

1 = longitud del segmento de tuberia.
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Una vez montado el sistema, se verificO que no existieran fugas y en caso de
haberlas, se repararon para evitar la pérdida de muestra y reactivos; asi como también evitar
la entrada de aire al sistema. Posteriormente, se revisé que los volumenes de carga y
dispensado por parte de la multijeringa fueran los correctos. Para el manejo de la
multijeringa y la adquisicion de datos se utilizo el software AutoAnalysis Station v5.0. El
procesamiento de los datos generados se realizo mediante los paquetes Origin version 6.1 y

Microsoft Excel version 2007.

Estudio de los parametros MSFIA-Separacion Cromatografica
Para establecer las condiciones de operacion adecuadas para el proceso de
separacion cromatografica se realizaron estudios univariantes. De esta forma se evaluaron
los siguientes parametros: concentracion del acido 1-heptanosulfonico empleado como par
i6nico, porcentaje de acetonitrilo, porcentaje de metanol, caudal de la fase movil. Asi
mismo, se inyecto previamente cada firmaco de manera individual para obtener los tiempos

de retencion e identificarlos, posteriormente se inyectaron en mezcla.

Tabla 9. Evaluacion mediante estudios univariantes de las condiciones de separacion

cromatografica
Parametro Condiciones Estudiadas
Concentracion de 4cido 1-heptano
sulfonico (mM) >, 10,15y 20
Relacion Metanol: Acido 1- 5310
heptanosulfonico (%) Y
Porcentaje de Acetonitrilo (%) 0,2,4y6

pH 2.5,3.0,35y4.5

Caudal (mL/min) 0.5,08,1.0y 1.5
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Para los estudios se mantuvieron constantes las siguientes condiciones:
Concentracion de isoniazida y pirazinamida 10 mg/L (la mezcla de farmacos se
prepar6 en la fase movil).
Volumen de inyeccion de muestra: 0.4 mL.
Longitud de onda de deteccion: 267 nm.

Longitud de onda de correccion: 550 nm.

Una vez establecidas las condiciones para el proceso de separacion, y antes de
analizar los farmacos en mezcla, se realizo el andlisis de cada farmaco de manera
individual, para identificar sus tiempos de retencion dentro del sistemas MSFIA-separacion

cromatografica.

2.2.2.1 Curvas de Calibracion

Para la curva de calibracion, se prepararon 100 mL de cada una de las disoluciones
de los analitos con la concentracion de 100 mg/L para ISO y PIRA. A partir de estas
disoluciones se prepararon estandares en mezcla, con las siguientes diluciones, aforando en

matraces de 10 mL (Tabla 10).
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Tabla 10. Estandares en mezcla para la curva de calibracion

. Alicuota (mL) | [Isoniazida] | Alicuota (mL) | [Pirazinamida]
Estandar L L i
Isoniazida mg/L Pirazinamida mg/L
1 0.10 1 0.05 0.5
2 0.45 4.5 0.20 2.0
3 0.85 8.5 0.40 4.0
4 1.25 12.5 0.60 6.0
5 1.65 16.5 0.80 8.0
6 2.05 20.5 1.00 10.0
7 2.20 22.0 1.20 12.0

Se realiz6 el analisis espectrofotométrico UV-Vis de cada estandar, midiendo a la

longitud de onda de 267 nm. Se realizaron tres réplicas de la calibracion.

2.2.2.2 Estudio de Repetibilidad

Para esta prueba se evaluaron dos niveles de concentracion de la curva de
calibracion, las concentraciones seleccionadas para este estudio fueron: 1.0 y 0.5 mg/L,
para ISO y PIRA respectivamente, para el primer nivel; 22.0 y 12.0 mg/L, para ISO y PIRA
respectivamente, para el segundo nivel, los niveles de concentracion fueron el promedio de

tres réplicas.

2.2.3. Degradacion de los farmacos

Para la degradacion de los farmacos de estudio se acoplo el reactor fotocatalitico al
sistema MSFIA-separacion cromatografica, fue necesario realizar un ajuste al sistema,
principalmente para la toma de muestra, esto se realizo al dar de alta un puerto de la valvula
de seleccion multicanal para re-direccionar los flujos, adicionalmente fue necesario acoplar

un filtro que se utiliza en HPLC a la entrada de los solventes, colocado entre la solucion de
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reaccion y el bucle de carga que se conecta con el puerto que se dio de alta en la valvula de
seleccion multicanal, esto con el objetivo de evitar el paso del catalizador que se esté
utilizando para la degradacion hacia el sistema MSFIA. El sistema MSFIA-separacion
cromatografica se mantuvo igual a lo ya establecido para la separacion y deteccion de los
farmacos ISO y PIRA. El reactor (Figura 8) consistié en un vaso de precipitado de 50 mL,
en el cual se colocd la solucion en mezcla de los firmacos y el catalizador. Dicha
disolucion se mantuvo en agitacion constante durante cada degradacion. Se utilizaron tres
lamparas de radiaciéon UV dos de inmersion sujetada por la tapa del reactor y una ldmpara
externa que se coloca encima del vaso reactor; todo el sistema fotocatalitico fue colocado

dentro de una caja de madera forrada en el interior con aluminio.

Figura 8. Reactor fotocatalitico utilizado en la degradacion de ISO y PIRA.

2.2.3.1 Disefio de experimentos para la degradacion de farmacos

Se aplico un disefio de experimentos factorial 2° para evaluar la etapa de
degradacion fotocatalitica, los estudios se monitorizaron mediante el método MSFIA-

separacion cromatografica acoplado al reactor fotocatalitico. Para realizar el disefio de
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experimentos se trabajé con dos niveles (alto y bajo) y se tomaron en cuenta los factores:
masa de catalizador (0.5 y 1 g/L), tipo de catalizador (TiO, y ZnO) y longitud de onda de
irradiacion (254 y 365 nm). La degradacion se realizé en la mezcla de los farmacos de 5y
10 mg/L de PIRA e ISO, a pH 5 durante 300 min. El porcentaje de degradacion de los
farmacos se us6 como respuesta. Cada experimento se realizo por duplicado. El tratamiento
de los datos del disefio de experimentos se realizé mediante el software Minitab version 16.
En la Tabla 11 se indican las condiciones para los experimentos realizados de acuerdo al

diseiio de experimentos planteado.

Tabla 11. Disefio de experimentos factorial para la degradacion fotocatalitica de los

farmacos
Experimento cataligzsgrd(z L) A (nm) Catalizador
1 0.5 254 Ti0O,
2 1.0 365 ZnO
3 0.5 254 ZnO
4 0.5 365 Ti0,
5 1.0 254 Ti0O,
6 1.0 365 TiO,
7 0.5 365 ZnO
8 1.0 254 Zn0O

2.2.3.2 Efecto del pH en el proceso de degradacion y mineralizacion.

De acuerdo a los resultados preliminares de optimizacion del porcentaje de
degradacion de la mezcla de los farmacos a partir del disefio de experimentos, se evaluo el

efecto del pH con la finalidad de mejorar los porcentajes de degradacion y mineralizacion
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durante la degradacion. Los valores de pH estudiados fueron: 3, 5 y 7. El pH de la solucion
se ajustd con HNO; 0.1% y/o NH4OH 0.1%. Las condiciones empleadas fueron TiO, como
catalizador, cantidad de catalizador de 1 g/L, longitud de onda de irradiacion 365 nm. La
degradacion se realizd en la mezcla conteniendo 5 y 10 mg/L de PIRA e ISO,
respectivamente. En estas muestras se determin6 ademas el contenido de carbono organico

total (TOC) para evaluar el grado de mineralizacion de los farmacos.

2.2.3.3 Efecto de la intensidad de irradiacion en el proceso de degradacion y

mineralizacion.

Se evalud el efecto de la intensidad de radiacion sobre el porcentaje de
mineralizacion de los firmacos empleando una ldmpara de 365 nm con intensidades de
5,500 y 304 pW/cm®’. Las condiciones empleadas fueron TiO, como catalizador, cantidad
de catalizador de 1 g/L, longitud de onda de irradiacion 365 nm. La degradacion se realizo
en la mezcla conteniendo 5 y 10 mg/L de PIRA e ISO respectivamente, pH de la disolucion
ajustado a 7 con 0.1% NH4OH. Se determind el contenido de carbono organico total (TOC)

para evaluar el grado de mineralizacion de los farmacos.

En el vaso de precipitado de 50 mL se pesaron 0.05 g de TiO, para mantener la
relacion de 1 g/L, y se adicionaron los 50 mL de disolucion de la mezcla. El reactor fue
colocado dentro de una caja. La disolucién se mantuvo en agitacion constante. Antes de
comenzar los ensayos, se llenaron las tuberias del sistema MSFIA, luego se procedi6 a
realizar una medicion (tres réplicas) con la lampara apagada para establecer el valor inicial

a tiempo cero. Posteriormente se encendid la ldmpara y se esperd 10 minutos antes de
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correr el método MSFIA-separacion cromatografica. La frecuencia de muestreo fue de 30

min durante 300 min de reaccion. El estudio se realiz6 por duplicado.

2.2.3.4 Pruebas Control

Con la finalidad de evaluar el efecto del catalizador y de la luz UV en el proceso de
remocion del contaminante se hicieron las pruebas control de adsorcion en el catalizador
(Ti0O,) y fotdlisis (luz UV).

a) Adsorcion en el catalizador (TiO,):

En este estudio solo se empled el catalizador en ausencia de irradiacion de luz UV
para conocer la influencia de la adsorcion de los farmacos sobre el TiO, en la degradacion
fotocatalitica.

Se pesaron 0.05 g de TiO,, y se adicionaron a los 50 mL de soluciéon de mezcla de
farmacos al pH seleccionado. El reactor fue colocado con la tapa sin la lampara de

irradiacion UV. El sistema se mantuvo en agitacion constante durante 300 min.

b) Fotolisis (luz UV)

Este estudio consistid en conocer la influencia de la irradiacion UV en la
degradacion de los farmacos (sin la presencia del catalizador). Para cada degradacion se
prepar6 la misma disolucion de la mezcla de los fairmacos que en los estudios anteriores.

En el vaso de precipitado se adicionaron 50 mL de la disolucion de los farmacos, se
coloco la tapa con la lampara de irradiacion UV. El sistema se mantuvo en agitacion

constante durante 300 min.
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2.2.3.5 Experimentos de degradacion en matrices reales

La degradacion de los farmacos se llevod a cabo también en matrices reales: agua de
presa y agua de rio. Las muestras de agua se filtraron con papel Whatman 42, una vez
hecho esto se procedi6 a medir el pH, la conductividad y el carbono organico total. La
mezcla de los farmacos ISO y PIRA a una concentracion de 10 y 5 mg/L, respectivamente,
fueron adicionadas a las matrices reales. El volumen preparado para cada disolucion de
muestra fue de 100 mL con el pH ajustado a 7. De la solucién preparada se tomo6 una
alicuota de 13 mL para la medicion del COT inicial y 50 mL para realizar la degradacion
fotocatalitica, que es monitorizada mediante el sistema MSFIA-separacion cromatografica.
Para la realizacion de la fotocatalisis se utilizo la lampara UV de 365 nm (5,500 pW/cm® de

intensidad).
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3. Resultados y discusién

3.1 Técnicas MSFIA para la deteccion de los farmacos

3.1.1. Pruebas fisicoquimicas realizadas en batch.

Con la finalidad de evaluar el comportamiento de la absortividad molar de los
farmacos de estudio por espectrofotometria UV, se realizaron pruebas en batch. Para este
estudio, se evaluo el efecto del pH, el volumen de solucion amortiguadora, la estabilidad y
finalmente se construyeron las curvas de calibracion del espectrofotometro. En la revision
bibliografica se encontré que la solubilidad de los farmacos en agua era de 12.5 x 10* mg/L

para ISO y de 1.49 x 10* mg/L para PIRA [64].

3.1.1.1 Efecto de pH.

Se muestra en la Figura 9 el estudio del efecto del pH para PIRA e ISO, donde se
observa que la absorbancia de los fArmacos en el rango de pH de 2 a 10 tiene variacion
minima para el caso de PIRA, para el caso de ISO, la absorbancia del compuesto es mayor

apH 2.
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Figura 9. Efecto del pH en Isoniazida [20 mg/L] a Amax 266 nm y Pirazinamida [10 mg/L] a
Amax 269 nm.

Los valores de pKa, para PIRA 0.5y ¢ ISO 1.8, 3.5 y 10.8 juegan un papel importante,

como se ilustra en los diagramas de zonas de predominio mostrados en las figuras 10y 11

[65];
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Figura 10. Diagrama de zonas de predominio para Isoniazida [66].
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Figura 11. Diagrama de zonas de predominio para Pirazinamida [66].
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De acuerdo a los diagramas de zonas de predominio (Figuras 10 y 11) [66], en el
caso de PIRA la variacion de la absorcion en funcion del cambio de pH es minima debido a
que la molécula queda sin carga a un pH por encima de 0.5 (pKa), y los valores estudiados
fueron entre 2 y 10 siendo la sefal de absorbancia casi constante, con un ligero incremento
cuando se trabaja con valores de pH basicos. Para el caso de ISO, la molécula se va
desprotonando con el incremento del valor de pH manteniendo el valor de absorbancia en el
rango de pH con que se trabajd. Con los resultados obtenidos se decidié trabajar a pH 4
para la determinacion de los dos farmacos a través del empleo de una columna monolitica
C18, la cual presenta un rango de pH de trabajo recomendado por el fabricante entre 2 y

7.5, lo que permite incrementar el tiempo de vida media de la columna cromatografica.

3.1.1.2 Efecto del volumen de disolucion amortiguadora

En la Figura 12 se observa el resultado del efecto del volumen de la disolucion
amortiguadora utilizada (0.5-2.5 mL), donde se aprecia que no hay variacion en la
absorbancia por efecto del volumen, se decidi6 utilizar 1.5 mL para garantizar la estabilidad

del medio a pH 4 y utilizar un volumen bajo de disolucién amortiguadora.
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Figura 12. Efecto del volumen de solucion amortiguadora a pH 4 para las disoluciones de

ISO y PIRA [10 mg/L].

3.1.1.3 Pruebas de estabilidad en funcién del tiempo

La Figura 13 muestra los resultados de las pruebas de estabilidad en funcion del

tiempo, donde se observa que el valor de absorbancia es constante para todo el intervalo de

tiempo estudiado donde se registran las lecturas de los farmacos. Indicando que son muy

estables y adecuados para ser analizados en sistemas en flujo por espectrofotometria UV, ya

que su respuesta permanece constante con el tiempo.
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Figura 13. Estabilidad de los farmacos antituberculosos, 1.5 mL de la disolucion
amortiguadora a pH 4, ISO y PIRA [10 mg/L].

3.1.1.4 Curvas de calibracién

La Figura 14 muestra las curvas de calibracion para cada farmaco, donde se puede
observar que en el intervalo de concentracion de trabajo empleado se cumple con la Ley de
Lambert-Beer, los coeficientes de correlacion lineal obtenidos fueron entre 0.9996 y 0.9997
para ISO y PIRA, respectivamente (Tabla 12). Los limites de deteccion fueron de 0.09 y
0.03 mg/L para ISO y PIRA, respectivamente. Estas curvas se realizaron en batch, con el
objetivo de comprobar la factibilidad del analisis de los dos farmacos por el sistema MSFIA

propuesto empleando deteccion UV.
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Figura 14. Curvas de calibracion en el rango de concentracion de 1.0 a22.0y 0.5a 12.0

mg/L para A) ISO y B) PIRA, respectivamente.
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Tabla 12. Parametros analiticos para la determinacion de los farmacos antituberculosos por
espectrofotometria UV.

Parametro 1SO PIRA

A =0.0397 (£0.0007) A =0.0632 (+0.0031)

—
Curva de calibracion [ISO] + 0.0130 (0.0350) | [PIRA]+ 0.0154 (20.0086)

Coeficiente de correlacion

0.9997 0.9996
(r
LOD (mg/L) 0.09 0.03
LOQ (mg/L) 0.32 0.11
I mg/L=61.1 0.5 mg/L=11.0
% DSR
6DS 22 mg/L=2.3 12 mg/L= 13

3.1.2. Ensamblaje del sistema MSFIA

La Figura 15 muestra el esquema del sistema MSFIA correspondiente a la etapa de

Separacion Cromatografica

Desecho
Fase mavil Columna

monolitica

Muestra

Bucle carga

000z 8SN

S1 s2 s3 sS4

Multijeringa

Figura 15. Sistema MSFIA-Separacion cromatografica.
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El sistema MSFIA-Separacion Cromatografica (Figura 15) consistio en un méddulo
multijeringa y médulo de valvula multicanal; del modulo multijeringa se utilizo la jeringa
S2 que se emplea para la toma de la fase mévil y de la muestra. En el médulo de valvula
multicanal se utilizé la parte de valvula de seleccion multiple y ésta tuvo la funcion de
direccionar los flujos de la fase movil y la muestra hacia la columna cromatografica. Se
dieron de alta en la configuracion del sistema los puertos 4, 5, 6 y 7. En el puerto 4 entra la
fase movil, en el puerto 5 entra la muestra, tanto la muestra como la fase movil una vez que
son cargadas son dirigidas hacia el canal comln que a su vez esta conectado con el médulo
multijeringa en la jeringa S2, el puerto 7 tiene la funcion de dirigir los flujos hacia la
columna cromatogréfica donde ocurre la separacion de los analitos, el puerto 6 fue utilizado

como desecho para los cambios de las diversas muestras analizadas.

Tabla 13. Método MSFIA separacion cromatografica.

Posicion de las valvulas de
. Caudal .,
Pasos Operacion . seleccion
(mL/min) 4 5 7
1. Cargar muestra Dispensa 0.2 mL 10.0 Off Off Off
Carga 0.2 mL 5.0 Off On Off
2. Dispensar muestra | Dispensa 0.2 mL 1.0 Off Off On
3. Lectura
espectrofotométrica
Dispensa 2.5 mL 1.0 Off Off On
4. Dispensar fase Carga 2.7 mL 10.0 On Off Off
movil Dispensa 2.5 mL 1.0 Off Off On
Carga 2.5 mL 10.0 On Off Off
5. Detener lectura
espectrofotométrica
6. Apagar valvulas Carga O mL 0.0 Off Off Off
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Una vez realizada la separacion, cada farmaco es conducido a la celda de flujo para
ser detectado espectrofotometro CCD (Charge Coupled Device, por sus siglas en inglés)
utilizando una fuente de luz UV. El control del sistema se realiz6 por medio del software
AutoAnalysis Station v5.0. En la Tabla 13 se resumen los pasos del método, movimientos
de las jeringas, velocidades y las posiciones de las valvulas en el método desarrollado para

la separacion cromatografica.

3.1.3. MSFIA-Separacion Cromatografica

En las secciones posteriores se describen detalladamente los resultados de los
estudios univariantes y la seleccion de las condiciones mas favorables para la separacion y
deteccion de los farmacos mediante el método MSFIA-Separacion cromatogréfica.

Seleccion de la longitud de onda de analisis.

SN Isoniazida
—— Pirazinamida

Absorbancia

0.0 T T T T T T T T T T T — 1
200 220 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

Figura 16. Espectros de absorcion UV de Isoniazida [20 mg/L] Amax 266 nm y
Pirazinamida [10 mg/L] Amax 269 nm.
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Como se observa en los espectros de absorcion de la Figura 16, ISO presenta un
maximo de absorcion a 266 nm y 269 nm para el caso de PIRA. Para la seleccion de la
longitud de onda de deteccion de los dos farmacos en mezcla en la separacion
cromatografica, se tom6 como base el punto isosbéstico de los espectros de absorcion
obtenidos en batch. Como se observa en la Figura 15 los maximos de absorcion de los
analitos son cercanos entre si, por lo cual al elegir la longitud de onda (267 nm) garantiza
que la respuesta para ambos farmacos sea semejante y con la mayor sensibilidad en el
sistema MSFIA-separacion cromatografica; sin embargo, la sensibilidad que se tiene para
PIRA (10 mg/L) corresponde al doble de la sensibilidad para ISO (20 mg/L), por lo cual
para estudios posteriores se decido trabajar siempre con el doble de concentracion de ISO

con respecto a PIRA.

3.1.4. Estudios univariantes

3.1.4.1 Concentracién de &cido 1-heptanosulfonico

Para estudiar el efecto de la concentracion del 4acido 1-heptanosulfénico en la
separacion cromatografica se evaluaron las concentraciones 5, 10, 15, y 20 mM,. La fase
movil que se utilizd fue acetonitrilo:acido 1-heptanosulféonico (98:2) a un flujo de 0.8
mL/min. Se utiliz6 el 4acido 1-heptanosulfonico como par idnico, el cual es un compuesto
que consta de una parte hidrofobica (cadena alifatica) y una parte hidrofilica (sulfonato);
este tipo de compuestos se utiliza para disminuir la polaridad de los analitos, para que
puedan interaccionar con la fase estacionaria de la columna cromatografica de fase reversa
[67], que en este caso es del tipo monolitica C18. Como se observa en la Figura 17, a

concentraciones de 10 mM se obtiene una adecuada separacion de PIRA e ISO, sin
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embargo, la resolucion cromatografica se ve disminuida con el empleo de las
concentraciones de 15 y 20 mM, esto es debido a una competencia entre la cadena
hidrocarbonada del par i6nico que queda en exceso y los analitos que ahora son menos
polares por los sitios activos de la fase estacionaria de la columna C18. Con respecto al
trabajo descrito por Zhou y col. [54], en el presente trabajo se disminuyd la concentracion
del par i6nico a 10 mM vy la relacion del modificador organico, lo que se debe a la columna
monolitica C18 empleada para la separacion cromatografica, la cual es de menor longitud
(2.5 cm) que una columna convencional (25 cm) y no requiere el uso de concentraciones

altas para asegurar una buena resolucion en la separacion de los analitos.

T

Tiempo (min)

Figura 17. Cromatogramas de la mezcla de Pirazinamida (1) e Isoniazida (2) [10 mg/L],
variando la concentracion de acido 1-heptanosulfonico empleado como par idnico y un
caudal de 0.8 mL/min.
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3.1.4.2 Seleccién del modificador orgénico en la fase mévil.

Como modificador organico para la separacion de los de los farmacos en la columna
monolitica C18, preliminarmente se evalud el uso de metanol, que estaba descrito en el
trabajo de Zhou y col. [54]. Se trabajo con dos relaciones de metanol: 10 mM 4&cido 1-
heptanosulfonico: 5-95 y 10-90. El caudal que se utilizé fue de 0.8 mL/min. Como se
observa en la Figura 18, bajo estas condiciones cromatograficas se presenta coelucion de
ISO y PIRA, esta diferencia con respecto al trabajo Zhou y col. se atribuye al tipo de
columna empleada, mientras que la columna C18 empacada presenta una mayor longitud y
resolucion, el uso del metanol que es un disolvente ligeramente polar no afecta en la
separacion cromatografica a diferencia, del empleo de una columna monolitica que presenta
una menor longitud y por ende con una resolucion cromatografica mas limitada. Por lo que
para la separacion de los farmacos se evaluo el uso de acetonitrilo como alternativa al
empleo de metanol, que al ser menos polar que el metanol se espera que en combinacién
con el par idnico permita que ISO incremente su tiempo de retencion en la columna
cromatografica. Se trabajé con las relaciones de acetonitrilo: 10 mM acido 1-
heptanosulfonico: 0-100%, 2-98%, 4-96%, 6-94%. En la Figura 19 se presentan los
cromatogramas y se puede observar que la mejor resolucion cromatografica de los analitos
se tiene cuando disminuye el porcentaje de acetonitrilo (2%). Si no se emplea acetonitrilo o
modificador orgénico, el tiempo de andlisis se incrementa ligeramente, ademas no es
conveniente trabajar la columna cromatografica bajo esta condicion, ya que reduce su
tiempo de vida por el empleo de un gran porcentaje de agua. Empleando porcentajes de
acetonitrilo mayores al 2% se observa una disminucion en los tiempos de retencion de los

farmacos debido a la disminucion de la polaridad de la fase movil, lo que origina que los
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analitos no interaccionen con la fase estacionaria, al existir una competencia entre la fase

movil y los analitos por los sitios activos de la columna C18.

UA

5%

—10%

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (min)

Figura 18. Efecto del porcentaje de metanol en la separacion cromatografica de la mezcla
de Isoniazida y Pirazinamida [10 mg/L] a un caudal de 0.8 mL/min.
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Figura 19. Efecto del porcentaje de acetonitrilo en la separacion cromatografica de la
mezcla de Pirazinamida (1) e Isoniazida (2) [10 mg/L] y un caudal de 0.8 mL/min.

3.1.4.3 Efecto del pH en la separacion cromatografica

Se evaluo el efecto del pH en la separacion cromatografica empleando como fase
moévil acetonitrilo: 10 mM 4cido 1-heptanosulfonico (2:98). El caudal usado fue 0.8
mL/min. Los valores de pH que se evaluaron fueron 2.5, 3.0, 3.5 y 4.5. Como se observa en
la Figura 20, a los valores de pH de 2.5 y 3.0 es donde se obtiene una resolucion
cromatografica (R) mayor a 1.6 para los farmacos en estudio, la cual fue ligeramente mayor
a pH 3, atribuible a una menor concentracion de iones hidrégeno, ya que al pH 2.5 en una
mayor concentraciones de iones hidrogeno, estos pueden competir con la amina protonada
de la isoniazida para unirse con el oxigeno del grupo sulfonato del acido 1-
heptanosulfonico y de esta manera interferir en la formacion de un puente de hidrégeno.
Sin embargo, la separacion cromatografica se ve afectada a pH 3.5 y 4.5, este fenomeno se

atribuye al pKa de isoniazida (pKa 1 = 1.8 y pKa 2 = 3.5), al estar en un pH>3.5 la
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molécula se encuentra neutra, no habrd formacion de puente de hidrogeno y no podra
interaccionar con el acido 1-heptanosulfonico, por lo cual se decidio trabajar a pH 3 (en la

Figura 10 se muestra el diagrama de zonas de predominio para [SO).

——pH 45

—/_/\ ——pH35

UA

——pH 25

0 le I é I é I 4 I 5 I 6
Tiempo (min)
Figura 20. Efecto del pH en la separacion cromatografica de la mezcla de Pirazinamida (1)
e Isoniazida (2) [10 mg/L] y a un caudal de 0.8 mL/min.

3.1.4.4 Caudal de Elucién

Se evalu6 el efecto del caudal de elucion en la separacion cromatografica
empleando como fase movil acetonitrilo:10 mM 4acido 1-heptanosulfonico (2:98). Los
caudales que se estudiaron fueron 0.5, 0.8, 1.0 y 1.5 mL/min. Como se observa en la Figura
21, al aumentar el caudal de elucion se reduce el tiempo de andlisis manteniendo la
resolucion (R = 1.2), si bien 1.5 mL/min seria la condicion mas apropiada para disminuir
los tiempo de andlisis, el sistema MSFIA trabaja a baja presion (presion menor a los 70 psi,
comparados con HPLC que son mayores de 1,500 psi), no es recomendable trabajar a

caudales elevados por tiempos prolongados ya que generaria sobrepresion en el sistema de
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flujo, para evitar este contratiempo en el sistema se decidid trabajar a un caudal de 1

mL/min para el proceso de la separacion cromatografica.

J\—/\ —— 1.5 mL/min
J\’/\ —— 1.0 mL/min

<
) .
— 0.8 mL/min
J\ /\_05 mL/min
T T T T T T T T T T T ! I
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min)

Figura 21. Cromatogramas obtenidos a cuatro diferentes caudales de elucion en la
separacion de la mezcla de ISO y PIRA [10 mg/L].

3.1.4.5 Resumen de las condiciones para el método MSFIA-separacién

cromatogréfica

La Tabla 14 muestra las condiciones establecidas para el analisis de los farmacos
por el método MSFIA-Separacion Cromatografica y en la Figura 22 se muestra el
cromatograma correspondiente. El tiempo de analisis fue de 7 minutos. Cada muestra se

analiz6 por triplicado.
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Tabla 14. Resumen de las condiciones cromatograficas para la determinacion de los
farmacos antituberculosos por el método MSFIA-separacion cromatografica.

Volumen de
Columna o : - -
ppt Fase movil Caudal inyeccion Deteccion
cromatogréfica
10 mM Acido 1-
C18 tipo monolitica heptanosulfénico : .
25 x 4.6 mm acetonitrilo (98:2), 1.0 mL/min 200 pL UV (267 nm)
pH 3.0
0.25 Pirazinamida
0.20 1
0.15
< L
) Isoniazida
0.10 1
0.05
0.00 =77 | I —
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (min)
Figura 22. Cromatograma de la mezcla de pirazinamida [5 mg/L] e Isoniazida [10 mg/L]

en el sistema MSFIA-Separacion cromatografica empleando las condiciones seleccionadas
y resumidas en la Tabla 14.

3.1.4.6 Parametros analiticos del método propuesto

Una vez seleccionadas las condiciones para la separacion cromatografica se
procedio a realizar las curvas de calibracion para cada uno de los farmacos de estudio

dentro del intervalo de concentraciones que obedecieran la ley de Lambert-Beer, dicho
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rango estuvo comprendido de 0.5 a 12 mg/L para PIRA y de 1 a 22 mg/L para SO (Figura
23). La Tabla 15 muestra los parametros analiticos obtenidos para la determinacion de los
farmacos. El porcentaje de la desviacion estandar relativa (%DSR) se determin6 para dos
niveles de concentracion, (0.5 y 1 mg/L, para la concentracion bajay 12 y 22.0 mg/L, para
la concentracion alta de PIRA e ISO, respectivamente). Como se observa, el porcentaje de
la desviacion estandar relativa ningun valor sobrepasé el 5%, tal como lo recomienda la
IUPAC para un método analitico. Ademads se determinaron los limites de deteccion (LOD)
y cuantificacion (LOQ) mediante el método de la IUPAC (Ecuaciones 2 y 3) [68], que
indican que el método es mas sensible para PIRA que para ISO, comparado con el método
establecido por Zhou y Col. donde utilizan HPLC el tiempo de analisis es de 25 minutos,
con MSFIA el tiempo de analisis es de 7 minutos, y en cuanto a los limites de deteccion es
comparable para el caso de Pirazinamida, en el trabajo de Zhou y Col. se obtiene 0.014

mg/L, y en este trabajo se obtuvo 0.02 mg/L.

LOD =3 Sb/m Ec. 2)

LOQ =10 Sb/m Ec. (3)

Doénde:
Sb = Desviacion estandar de la lectura de 10 blancos reactivos a la longitud de onda de
analisis.
m = Pendiente obtenida de la ecuacién de la recta calculada a partir de la curva de

calibracion.
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0.0
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Figura 23. Curvas de calibracion para A) Pirazinamida y B) Isoniazida en el sistema
MSFIA-separacion cromatografica, en el rango de 0.5 a 12 y 1 a 22 mg/L, respectivamente.
Las curvas de calibracion se realizaron por triplicado y la longitud de onda de deteccion fue

267 nm.
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Tabla 15. Parametros analiticos en la determinacion de ISO y PIRA en el sistema MSFIA-

separacion cromatografica.

Parametro Isoniazida Pirazinamida
Rango Lineal (mg/L) 1.0-22 05-12
LOD (mg/L) 0.24 0.02
LOQ (mg/L) 0.81 0.07

1mg/L=23 0.5mg/lL =17
%DSR
22 mg/lL=4.5 12 mg/L = 3.3




3.2

ISO y PIRA

3.2.1. Acoplamiento del reactor fotocatalitico

Vilvula
multicanal

Bucle carga

Fase mévil

Muestra

Multijeringa

Desecho

Columna monolitica

Desecho

Reactor
fotocatalitico

Degradacion fotocatalitica de los farmacos

Detector

000Z 8N
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Figura 24. Sistema MSFIA-Separacion cromatografica acoplado a un reactor fotocatalitico

para el seguimiento en linea de la degradacion de los farmacos de estudio.

En la Figura 24 se muestra el acoplamiento del reactor fotocatalitico al sistema de

separacion cromatografica. A través del software AutoAnalysis Station v5.0 se dio de alta

el puerto 5 de la valvula de seleccion multicanal para la toma de muestra del reactor

fotocatalitico, y el puerto 6 para salida de desecho. Solo con los cambios antes

mencionados en la configuracion en el sistema se siguid la misma metodologia que en la

separacion cromatografica. La Tabla 16 muestra los pasos para llevar a cabo la degradacion
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fotocatalitica con el sistema acoplado MSFIA-separacion cromatografica-reactor

fotocatalitico.

Tabla 16. Método MSFIA-separacion cromatografica-degradacion fotocatalitica

Pasos Operacién Caudal Posicion de la valvula
(mL/min) multicanal

0 4 5 6 7

1. Cargar muestra Dispensa 10.0 On Off Off On Off
0.320 mL

Carga 3.0 On Off On Off Off
0.320 mL

2. Dispensar muestra Dispensa 1.0 On Off Off Off On
0.32 mL

3. Inicio de lectura
espectrofotométrica

4. Dispensar fase movil | Dispensa 1.0 On Off Off Off On

y muestra a columna 1.9mL

monolitica Carga 10.0 On On Off Off Off
2.3 mL
Dispensa 1.0 On Off Off Off On
2.5 mL
Carga 10.0 On On Off Off Off
2.5mL

5. Final de la lectura

Espectrofotométrica

6. Apagar valvulas off Off Off Off Off

3.2.2. Disefio de experimentos para la degradacion fotocatalitica de los

farmacos de estudio.

3.2.2.1 Porcentajes de degradacion obtenidos aplicando el disefio de

experimentos factorial 2°.

En la Tabla 17 se presentan los resultados de los experimentos degradaciones

sefialados en la seccion 2.2.3.1.
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Tabla 17. Porcentajes de degradacion del disefio de experimentos factorial aplicado a los
farmacos de estudio.

Namero de exp.

Degradacion %

ISO PIRA
1 63+ 2 875
2 69+6 32+3
3 72+5 90+4
4 63+3 67 +3
5 72+6 87+1
6 70+1 78+7
7 64+1 35+4
8 73+6 88 +6

De acuerdo a lo observado en la Tabla 17, para el caso de la degradacion de ISO, la

variacion del porcentaje de degradacion entre los 8 experimentos fue menor del 10 %,

mientras que para el caso de PIRA, para la serie de 8 experimentos se observa una mayor

variacion. En las siguientes graficas se comparan la actividad del ZnO y TiO, durante la

degradacion de los farmacos.

3.2.2.2 Evaluacion del comportamiento de los catalizadores utilizados en la

degradacién de ISO y PIRA.

En las Figuras 25 y 26 se presenta el porcentaje de degradacion de los farmacos con

el catalizador TiO, Degussa P25 a las longitudes de onda de irradiacion de 254 y 365 nm;

posteriormente en las Figuras 27 y 28 se observa el mismo efecto cuando se utilizé ZnO

comercial.
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Figura 25. Degradacion de Pirazinamida con TiO, Degussa P25 a las condiciones dadas
por el disefio de experimentos, A) a 254 nm y B) a 365 nm.
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Figura 26. Degradacion de Isoniazida con TiO, Degussa P25 a las condiciones dadas para
el disefio de experimentos, A) a 254 nm y B) a 365 nm.

De acuerdo a lo resultados en las Figuras 25 y 26, y los porcentajes de degradacion
mostrados en la Tabla 17, se observa que en la degradacion de PIRA, la longitud de onda
de radiacion parece ser el factor que mas influencia tiene sobre el proceso de degradacion,
ya que de acuerdo al trabajo de Horikoshi y col. Los compuestos con anillos aromaticos que

contienen 2 nitrégenos, son estables a la degradacion, y dependiendo de la posicion (orto,
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meta o para) de los nitrogenos dentro del anillo la estabilidad a la degradacion cambiara,
siendo mas estable la molécula cuando los nitrogenos se encuentran en posicion para [69]
mientras que para ISO la mayor influencia en el porcentaje de degradacion se presenta con
la variacion en la masa de catalizador utilizada, ya que la degradacion ocurre
independientemente de la longitud de onda con la que se irradia, debido a que el anillo

isonicotinico de ISO no es tan estable como el anillo de la pirazina de PIRA.

A

14 ——0.5g/L; 254 nm

1.2

—a—1.0g/L; 254 nm

= 0.8

c/C

0.6
0.4
0.2

0 50 100 150 200 250 300

tiempo {min)

——1.0g/L; 365nm B
—8—0.5g/L; 365nm

0 50 100 150 200 250 300

tiempo (min)

Figura 27. Degradacion de Pirazinamida con ZnO comercial a las condiciones dadas para
el disefio de experimentos, A) a 254 nm y B) a 365 nm.
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Figura 28. Degradacion de Isoniazida con ZnO comercial y las condiciones dadas para el
disefio de experimentos, A) a 254 nm y B) a 365 nm

Como se observa en las Figuras 27 y 28, la degradaciéon con ZnO comercial
presenta un comportamiento similar que con el TiO, Degussa P25, ya que para PIRA Ia

variable que parece influir mas es la longitud de onda de radiacion, obteniendo un mayor
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porcentaje de degradacion a 254 nm. Para la degradacion de ISO, se ve favorecida con la

masa mas alta de catalizador y la longitud de onda de radiacién de mayor energia.

De acuerdo a las Figuras anteriores se observa que se obtiene mayor porcentaje de
degradacion a 270 minutos con el catalizador TiO; que con el ZnO, esto se atribuye a la
mayor area superficial del TiO, Degussa P25 que es de 50.5 m®/g, mientras que para ZnO

comercial es de 3.2 mz/g [70].

3.2.2.3 Analisis estadistico del disefio de experimentos

Las condiciones Optimas para la degradacion de la mezcla de farmacos fueron
determinadas aplicando la metodologia de deseabilidad conjunta (D, desirability function)
[71]. El valor denominado deseabilidad conjunta D represent6 la media geométrica de los
valores de las deseabilidades individuales (d;) (Ecuacion 4). La Figura 29 indica cuales son
los valores deseables para obtener un alto porcentaje de degradacion de la mezcla de los

farmacos de estudio.

D = (dy x dy)*? Ec. (4)

En la Figura 29 se muestran los resultados del andlisis estadistico que nos indican
cuales fueron los factores que influyeron significativamente en la degradacion de PIRA e
ISO durante la aplicacion del disefio de experimentos. La Tabla 18 muestra un resumen de
las condiciones mas adecuadas para la degradacion fotocatalitica en base al andlisis

estadistico.
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N . catalizador masa de catalizador UV radiacidn
B Alte 1.0 1.0 1.0
Act [-1.0] [1.0] [1.0]
0.06438 Eajo 1.0 1.0 1.0
TiD2 Zno 0.5 gfL 1.0g/L | | 254 nm 365 nm
Compuesto
Dezeabilidad
0.06438
_—_—_——_
e T

50 e

Maximo
¥=T0.4822

d=0.01607

Bl e
Maximao
=77.7354

*
d=0.25785 \

Figura 29. Grafica de funcion de deseabilidad compuesta con los factores que influyen
significativamente en la degradacion de Isoniazida y Pirazinamida.

Tabla 18. Condiciones para la degradacion en la mezcla de los farmacos en estudio.

Catalizador TiO, Degussa P25
Masa de catalizador 1g/L
Longitud de onda de irradiacion 365 nm

Tal como se observa en la Figura 29 las pendientes indican que entre mas
pronunciadas sean, sera mas significativa esa respuesta, siendo la parte superior de la
pendiente donde se obtiene la mejor respuesta. Para PIRA el tipo de catalizador influye
significativamente en la respuesta, mientras que para ISO la masa de catalizador es mas

significativa. En cuanto a la longitud de onda de radiacion la respuesta fue mayor a 254 nm
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para ambos casos, sin embargo, se observo que los porcentajes de degradacion que se
obtenian con esta longitud de onda de radiacion, s6lo aumenta 3 unidades para ISO y 9 para
PIRA, en comparacion con la longitud de onda de 365 nm, por lo cual se decidio trabajar a
365 nm, que conlleva un menor gasto energético durante el proceso. De acuerdo a este
analisis estadistico se eligieron las condiciones mas adecuadas para la degradacion de la
mezcla de farmacos y en la Tabla 18 se resumen dichas condiciones. Las condiciones
optimas de proceso encontradas fueron las siguientes: tipo de catalizador, TiO,; cantidad de
catalizador, 1 g/L; y radiaciéon UV, 365 nm con los cuales se estimaron los porcentajes de
degradacion para ISO y PIRA del 70.5 y 77.7%, respectivamente. Sin embargo, bajo estas
condiciones experimentales el porcentaje de mineralizacion para la mezcla de farmacos fue

<5 %.

3.2.2.4 Efecto del pH en degradacion fotocatalitica empleando TiO, Degussa P25.

Con el objetivo de mejorar la eficiencia de degradacion y mineralizacion de estos
compuestos, se evalud el efecto del pH de la disolucion en la degradacion de la mezcla de
farmacos. El TiO; es un semiconductor que presenta una alta estabilidad quimica [50,72],
por lo que el pH estudiado fue 3, 5y 7. Los resultados del porcentaje de degradacion para
ISO y PIRA en funcion del pH se muestran en las Figuras 30 y 31 para PIRA e ISO,

respectivamente.
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Figura 30. Efecto del pH de la disolucion de la mezcla en la degradacion de Pirazinamida
utilizando TiO, Degussa P25, a una concentracion de 5 mg/L y masa de catalizador de 1

g/L.
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Figura 31. Efecto del pH de la disolucion de la mezcla en la degradacion de Isoniazida
utilizando TiO, Degussa P25, a una concentracion de de 10 mg/L y masa de catalizador de
1 g/L.
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Como se observa en las figuras anteriores, para el caso de PIRA apH 3y 7, se logra
la degradacion en un menor tiempo, siendo ligeramente mas rapida a pH 7. Para el caso de
ISO la degradacion se favorece a pH 7. De acuerdo a estos resultados se observa que pH
neutro favorece la degradacion de ambos farmacos, ademas de ser el pH natural al que se
encuentran las muestras reales. Para valores de pH mas altos que el punto isoeléctrico (pzc)
del dioxido de titanio (pzc TiO, = 6.3) [73], la superficie se carga negativamente; por tanto
los farmacos poseen una baja adsorcion sobre el catalizador a este pH, debido a que se
presentan con carga negativa (valores de pKa de 0.5 para PIRA, y de 1.8, 3.5 y 10.8 para
ISO, respectivamente) [65]. La degradacion se favorece a pH 7 con relacion a pH 3 debido
a la mayor concentraciéon de iones HO", lo que favorece una mayor fotogeneracion de

radicales *OH para la oxidacion de los contaminantes.

3.2.2.5 Comparacion de la intensidad de radiacion en la degradacién

fotocatalitica.

Una vez que se seleccion6 un valor de pH 7 de la disolucion para la degradacion, se
trabajo con dos lamparas de radiacion de longitud de onda de 365 nm, con diferentes
intensidades, una con intensidad de 5,500 pW/cm® y la otra con 304 pW/cm® para evaluar
el efecto de este parametro en la degradacion de los farmacos. En las Figuras 32 y 33 se
presenta la comparacion de la degradacion de PIRA e ISO a las dos diferentes intensidades

de radiacion.
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Figura 32. Evaluacion de la intensidad de radiacion en la degradacion de Pirazinamida (5
mg/L) en mezcla empleando TiO,.
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Figura 33. Evaluacion de la intensidad de radiacion en la degradacion de Isoniazida (10
mg/L) en mezcla empleando TiO,.

Como se observa en las Figuras 32 y 33 la degradacion de ISO y PIRA ocurre a una

mayor velocidad con la radiacion de mayor intensidad a 5,500 pW/cm?, siendo mas lenta la
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degradacion de PIRA, atribuible al anillo de la pirazina el cual le da estabilidad a la
molécula contra la degradacion fotocatalitica. Los porcentajes de degradacion para ISO y
PIRA fueron 100% desde 240 minutos con un porcentaje de mineralizacion para la mezcla
de los farmacos del 71%. Estos resultados se encuentran de acuerdo con la mayor parte de
los estudios que relacionan el incremento en el porcentaje de degradacion en fotocatalisis

con el aumento de la intensidad de luz irradiada.

3.2.2.6 Pruebas control

Se realizaron pruebas control una vez que se obtuvieron los resultados del estudio
del efecto del pH y de la intensidad de la radiacion, por lo cual se eligié el pH de 7 y la
lampara con una intensidad de radiacién de 5,500 pW/cm®. Las pruebas control
consistieron en evaluar la influencia de la adsorcion al catalizador por parte de los analitos
y la contribucién que tiene tinicamente la longitud de onda de radiacion sobre los fArmacos
de estudio. En las Figuras 34 y 35 se presentan los resultados de las pruebas control tanto
para PIRA como para ISO, en la Tabla 19 se presenta una comparacion entre las pruebas

control y la fotocatalisis en funcidon del porcentaje de degradacion.
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Figura 34. Degradacion de Pirazinamida (5 mg/L) en mezcla con TiO2 Degussa P25
mediante fotocatalisis; adsorcion y fotdlisis a pH 7.
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Figura 35. Degradacion de Isoniazida (10 mg/L) en mezcla con TiO, Degussa P25
mediante fotocatalisis; adsorcion y fotdlisis a pH 7.
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Tabla 19. Comparacion del porcentaje de degradacion entre las pruebas control y el
proceso fotocatalitico.

% Degradacion
Prueba Isoniazida Pirazinamida
Adsorcion 0 0
Fotdlisis 14 0
Fotocatalisis 97 92

Como se observa en las Figuras de las pruebas control, para el caso de PIRA tanto
el proceso de adsorcion como el de fotolisis por si solos no presentan efecto en la
degradacion de PIRA. Para el caso de ISO la adsorcion con el catalizador no tiene efecto en
la degradacion, sin embargo, con el proceso de fotolisis se degrada aproximadamente un
14% de este farmaco. De los resultados anteriores se resalta la importancia del proceso
fotocatalitico, ya que por si solos, los procesos de adsorcion y fotdlisis no son capaces de

degradar a los analitos de estudio.

3.2.3. Degradacion en muestras de agua reales

En las Figuras 36 y 37 se presenta el comportamiento de la degradacion de los
farmacos cuando se adicionan a una matriz de agua de rio y agua de presa, en la Tabla 20 se
muestran los parametros fisicoquimicos que se obtuvieron en las muestras reales, y en la
Figura 38 se presentan los resultados de los porcentajes de mineralizacion (COT) en la

degradacion de los farmacos en las tres matrices de estudio.
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Figura 36. Degradacion de Pirazinamida (5 mg/L) en mezcla adicionada en matrices reales
de agua provenientes del Rio Pablillo en Linares y la Presa La Boca del estado de Nuevo
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provenientes del Rio Pablillo de Linares y de la Presa La Boca del estado de Nuevo Leon.
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Tabla 20. Parametros fisicoquimicos del agua de Rio Pablillo y la presa La Boca.

Conductividad COT
Muestra pH (uS/cm) (mg/L)
Presa 7.9 416 4.1
Rio 8.1 921 6.3
80
70
8 60
(%)
850
©
o 40
£
€ 30
()
©
x 20
10
0
Agua nanopura Agua de Rio Agua de Presa

Figura 38. Porcentaje de mineralizacion de la mezcla de farmacos en matriz real y agua
nanopura.

El porcentaje de degradacion para ISO y PIRA fue menor en las muestras reales
(93.4%) para el caso de PIRA a los 270 minutos comparado con el resultado obtenido en la
disolucion sintética (agua nanopura) que contenian la mezcla de 5 y 10 mg/L de PIRA e
ISO, respectivamente. Este efecto se debe al contenido de COT (4.1 y 6.3 mg/L) asi como
de la conductividad (416 y 921 puS/cm) que inhiben el proceso de degradacion

fotocatalitico, ya que compiten por los sitios activos del catalizador. Este efecto no se
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observo en el caso de ISO, ya que el porcentaje de degradacion fue del 100% en 270 min.
Comparados con los resultados de mineralizacion en las muestras de agua nanopura, se
observo una disminucion en el porcentaje de mineralizacion en las muestras reales (Figura
38), 46% en el Rio Pablillo y 60% en la presa La Boca. El menor porcentaje de
mineralizacion observado en la muestra de agua de rio se debid al mayor contenido de COT
y al alto valor de conductividad que presento, lo cual interfiere durante el proceso de

oxidacion de los contaminantes organicos mediante el proceso de fotocatalisis heterogénea.

4. CONCLUSIONES

Se desarroll6 una metodologia analitica para la separacion y determinacion en flujo

de isoniazida y pirazinamida mediante la técnica MSFIA.

Para el sistema MSFIA-Separacion cromatografica, los limites de deteccion fueron de
0.24 y 0.02 mg/L para isoniazida y pirazinamida, respectivamente. La desviacion estdndar

relativa fue menor al 5%

Empleando el sistema MSFIA se logré monitorizar la degradacion simultanea de los

farmacos de estudio, a través del acoplamiento de un reactor fotocatalitico al sistema.

La degradacién fotocatalitica se vio favorecida empleando TiO, Degussa P25,
longitud de onda de radiacién de 365 nm (5,500 pW/cm®), cantidad de catalizador 1 g/L y
pH de la disolucion 7, alcanzando porcentajes de degradacion del 100% y mineralizacion

del 71% en un tiempo de 270 min.
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La rapidez de degradacion fotocatalitica de pirazinamida fue menor que la de
isoniazida bajo las condiciones establecidas, lo que se atribuye principalmente a la

estabilidad del anillo aromatico de la pirazina.

En las muestras enriquecidas con ISO [10 mg/L] y PIRA [5 mg/L] en agua de rio y
presa, presentan porcentajes de mineralizacion del 46 y 60%, respectivamente lo que indica
que la presencia de otros componentes de la matriz compiten por los sitios activos del
catalizador.

Las ventajas del sistema MSFIA propuesto fueron el seguimiento y el andlisis de la
degradacion de isoniazida y pirazinamida, la reduccion de costos, disminucion en el gasto
de reactivos por los bajos volumenes empleados durante el proceso en comparacion al

realizarlos en batch y la automatizacion del proceso analitico.
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