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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto del microplastico de poliestireno sobre la
fotodegradacioén de la hidroclorotiazida en agua proveniente de la zona Paseo Orinoco
del Rio Orinoco de la Republica Bolivariana de Venezuela, se realiz6 un estudio de este
fendmeno en presencia y ausencia de este microplasticos (en su presentaciéon no
expandida). Este estudio consistié en una fase inicial de determinacion de parametros
en la que se evaluo la influencia sobre el proceso de variables como la presencia de
excipientes, la temperatura y las diferencias al utilizar una camara de irradiacion
construida capaz de emitir luz UV atrtificial respecto al proceso dado ante luz natural
proveniente del sol, y una fase final en la que se sometieron a distintas condiciones
climaticas soluciones de hidroclorotiazida en agua de rio a irradiacion con luz solar
durante 5 horas en condiciones de alta y baja energia cinética en el medio, tanto en
ausencia como en presencia de microplasticos, mientras que otras soluciones similares
fueron mantenidas a oscuras a modo de control. Todas estas soluciones fueron
analizadas mediante HPLC utilizando una solucion 20/80 acetonitrilo/agua como fase
movil para obtener los cromatogramas asociados a cada solucion, de los cuales se
compararon las areas asociadas a las soluciones irradiadas respecto a las no
irradiadas para evaluar asi la influencia de los microplasticos sobre el proceso de

fotodegradacion.

Los resultados obtenidos indican que en condiciones de irradiancia solar
intermedia, la presencia de microplasticos de poliestireno parece producir una
disminucién en la eficiencia del proceso de fotodegradacién de la hidroclorotiazida,
habiéndose obtenido una tasa de fotodegradacion méxima de 72% * 14% a
condiciones de baja energia cinética y ausencia de microplasticos en el medio acuoso,
y una de 52% + 13% en condiciones de alta energia cinética y presencia de
microplasticos en el medio acuoso. En condiciones de irradiancia elevada, la presencia
de microplasticos y la energia del medio no parecieron influir sobre el proceso,
obteniendose tasas de fotodegradacién superiores al 96% en todos los ensayos.
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL MICROPLASTICO DE POLIESTIRENO EN LA FOTODEGRADACION DE LA HIDROCLOROTIAZIDA EN AGUAS NATURALES

1. INTRODUCCION

Gracias a los grandes avances en los ultimos tiempos en bioquimica y ciencias
de la salud, el ser humano ha visto un incremento en su calidad de vida y en su
longevidad sin precedentes, impulsado por el desarrollo de farmacos cada vez mas
efectivos cuyo uso ha permitido el tratamiento de enfermedades que en tiempos
anteriores se consideraban incurables y/o mortales. Sin embargo, el uso de estos
farmacos también trajo consigo una nueva serie de problemas los cuales afectan de

forma directa o indirecta el presente y futuro de toda la vida en nuestro entorno.

Se conoce que muchos de estos farmacos al entrar en contacto con el medio
ambiente, causan efectos adversos sobre los organismos que se ven expuestos a
estos, efectos que varian en gravedad y naturaleza dependiendo del compuesto y del
organismo afectado, teniendo como ejemplo (a pesar de que todavia no es del todo
entendida la dimension y el alcance de dicho efectos) la alteracion del comportamiento
defensivo de organismos marinos (Brodin et al., 2014), bioacumulacién en los tejidos y
organos (Ramirez et al.,, 2009), asi como alteracion del crecimiento y desarrollo
(Gunnarsson et al., 2019). Esto ha dado pie a investigaciones con el fin de evaluar el
impacto de estos farmacos sobre el entorno natural, asi como a la busqueda de
métodos para neutralizar sus efectos en estos ambientes. La fotodegradacion es uno
de estos procesos, de especial interés al darse de forma espontanea y natural sin la
intervencion del hombre cuando las especies contaminantes entran en contacto con la

luz solar (Sanches et al., 2010).

Entre estos farmacos esta la hidroclorotiazida, la cual ha sido utilizada por méas
de medio siglo como diurético para tratar la hipertensién arterial de forma exitosa al ser

administrada de forma aguda, pero sus efectos al ser usada de forma crénica no son
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todavia bien entendidos (Herman et al., 2022). Este farmaco tiene cierta persistencia en
el medio ambiente y la posibilidad de que este genere efectos adversos en estos
entornos no puede ser excluida, debido a la ausencia de data referente al impacto
ambiental del mismo (Health and Medical Care Administration, 2022).

La presencia de este compuesto es de 23 dias en agua superficial y 48 dias en
sedimento segun Hydrochlorothiazide: Aerobic transformation in aquatic sediment
systems (2010), por lo que se ha detectado en distintos cuerpos de agua alrededor del
mundo, desde aguas servidas, a agua de rios y aguas subterraneas destinadas al
consumo humano (Patel et al., 2019). El mismo presenta cierta susceptibilidad a ser
degradado al entrar en contacto con la radiacion ultravioleta proveniente del sol, y la
eficiencia de este proceso de degradacion puede verse afectada por factores como el
pH e iones presentes en el medio y la concentracion inicial del compuesto (Fernandez-
Perales et al., 2020). Sin embargo, no existen estudios que evallen la forma en que
este proceso se ve afectado cuando hay presencia de microplasticos, contaminantes
presentes en cantidades cada vez mayores en los sistemas naturales los cuales
pueden influir sobre los procesos de fotodegradacion de diversos compuestos (Chen et
al., 2020), y cuyo aumento de forma desproporcional es un problema que causa gran

preocupacion en la actualidad (Ricardo et al., 2021).
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Debido a su presencia ampliamente distribuida en los cuerpos de agua
superficiales de la corteza terrestre, la posible influencia de los microplasticos sobre la
fotodegradacion natural en el medio ambiente se torna en un factor de especial
importancia a la hora de evaluar el impacto ambiental que pueden tener estos
contaminantes. Si bien hay muchos tipos de plastico los cuales son degradados y
convertidos en microplasticos, uno de los mas abundantes a nivel mundial es el
poliestireno (Orona-Navar et al., 2022), un polimero el cual contiene anillos arométicos
en su estructura, y que podria tener cierta influencia sobre la fotodegradacion de la

hidroclorotiazida.

¢Se ven afectados los procesos de fotodegradacion naturales de la
hidroclorotiazida al estar el mismo en contacto con particulas de poliestireno en
ambientes acuaticos naturales? La respuesta a esta interrogante permitira trazar planes
de accién de prevencion y remediacion del impacto negativo de las actividades
humanas sobre el medio ambiente, pues al tratarse de dos componentes que
necesariamente entrardn en contacto en repetidas ocasiones en los sistemas naturales,
el caracterizar parte de las interacciones que pueden ocurrir entre estos dos
contaminantes permitira hacer predicciones futuras respecto al impacto combinado que
estos y especies similares pueden tener sobre el entorno. En un esfuerzo por arrojar

indicios sobre esta interrogante, se plantean los siguientes objetivos:
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

e Evaluar el impacto del microplastico de poliestireno sobre la

fotodegradacion de la hidroclorotiazida en agua natural.

2.2 Objetivo Especificos

e Crear un montaje experimental que permita irradiar de forma controlada

muestras del compuesto de interés con luz UV-A

e Cuantificar el avance del proceso de fotoalteracion de la hidroclorotiazida

en matriz en agua natural.

e Cuantificar el grado de fotoalteracibn agregando microplasticos de

poliestireno a la matriz de agua natural.

e Evaluar el efecto de la intensidad de fotoirradiacion y el grado de agitacion
en la fotoalteracion del compuesto, tanto en presencia como en ausencia

de poliestireno en la matriz de agua natural.
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3. MARCO TEORICO

A continuacion se desarrollaran una serie de conceptos e ideas generales las
cuales sirven de sustento tedrico para la realizacion de este proyecto, entre los puntos
a tratar estaran primeramente las posibles interacciones entre la luz y la materia
(incluyendo las interacciones fotofisicas, y las fotoquimica, concentrandonos en estas
tltimas debido a la naturaleza de la investigacion), y se hablara posteriormente de dos
parametros de especial importancia a la hora de trabajar con estos procesos, la
longitud de onda de la radiacion incidente (A) y el producto cuantico (®), el cual esta
estrechamente relacionado con la ley de Grotthuss-Draper. Con estos conceptos como
base, se procede a hablar sobre la susceptibilidad de los farmacos ante las reacciones
fotoquimicas y qué tipos de fotodegradacion de esto compuestos farmacolégicos son lo
gue se observan normalmente en aguas superficiales. Tras esto, se le dedican unas
palabras a la hidroclorotiazida, el compuesto sobre el cual se centra (junto con los
microplaticos de poliestireno, tratados mas adelante) esta investigacion. Por ultimo,
debido a que se desea evaluar como seria este proceso de fotodegradacion de la
hidroclorotiazida en presencia de microplasticos en el entorno natural, se procede
finalmente a hablar sobre los principales parametros de estos ambientes naturales que
pueden influir sobre este proceso, es aqui donde se observa la influencia de la

geoquimica sobre la fotodegradacion del compuesto.

3.1 Interacciones Luz — Materia

La interaccion de la luz con la materia produce fenomenos de distinta naturaleza
que pueden ser divididos en dos grandes grupos a nivel general, estos son los
fendmenos fotofisicos y los fendbmenos fotoquimicos. Segun Suppan (1994), el factor
gue marca la diferencia entre estos es el que ocurra 0 no la generacion de especies

guimicas estables 0 metaestables distintas a las iniciales tras culminar el proceso.
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3.1.1 Fendmenos Fotofisicos

Segun Suppan (1994), cualquier cambio en las especies involucradas el cual no
conlleve a la formacién de nuevas especies se considerara un fendmeno fotofisico,
teniendo como ejemplos de estos aquellos fendbmenos en los cuales los fotones
incidentes no son absorbidos por las especies quimicas, como por ejemplo los
fendmenos clasicos refraccidon y reflexion, pero también otros que son de especial
interés, donde los atomos o moléculas si absorben estos fotones incidentes con la
longitud de onda requerida para que esto suceda, resultando en procesos como la
promocion de electrones a orbitales energéticos superiores para luego volver a caer a
su estado basal, o un cambio en el espin de los mismos, los cuales si bien son
procesos fisicos, son de especial importancia pues son el proceso inicial que permite

dar comienzo posteriormente a los procesos o reacciones fotoquimicas.

3.1.2 Fendmenos o Reacciones Fotoquimicas

Cuando hay generacién de nuevas especies quimicas, se esta hablando de un
fenomeno fotoquimico. Entre las reacciones asociadas a estos fendmenos se
encuentra toda la gama clasica de reacciones quimicas (combinacién, intercambio,
etc.), siendo la Unica caracteristica imprescindible para que estas se consideren
reacciones fotoquimicas el que la radiacion electromagnética del rango del espectro
visible esté involucrada en ellas como un reactante (Persico et al, 2018). Para que
estas reacciones puedan tener lugar, es necesario que alguna de las especies
involucradas en la reaccidon sea capaz de absorber parte de la luz incidente, tal y como
estipula la Ley de Grothuss-Drapper, ya que de lo contrario solo podran producirse

cambios fotofisicos (Persico et al, 2018).

Al igual que cualquier otra reaccién quimica, estas propician la formacién de
productos con caracteristicas distintas a las de los reactantes que les dieron origen, y

variando de caso a caso, segun las necesidades y propdésitos que se tengan, estos
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procesos pueden considerarse beneficiosos o perjudiciales. Por ejemplo, es bien
conocida la reaccién que tiene lugar en las plantas gracias a la clorofila para sintetizar
carbohidratos y oxigeno a partir de CO2, agua y luz, conocida por el nombre de
fotosintesis (Olson, 2006). Esta reaccién puede considerarse en la gran mayoria de los
casos como algo positivo, y otro ejemplo seria la disociacion de especies
contaminantes (como pudieran ser los medicamentos o herbicidas liberados al medio
ambiente tras su uso, los cuales han demostrado tener efectos perniciosos sobre el
medio ambiente y la fotodegradacion de los mismos puede servir como método de
eliminacion de los mismos (Garcia et al., 2014), mas sin embargo, también pudiera
suceder que se formen especies con efectos aun mas adversos que los reactantes
iniciales tras la reaccion de estos con la luz (Han et al.,, 2000), por lo que debe
examinarse con sumo cuidado el comportamiento quimico, fisico y biolégico de las
especies generadas como resultado de estos procesos.

A modo general, las reacciones fotoquimicas pueden dividirse en 4 grandes
grupos listados a continuacion, para cada uno de los cuales se ofrece una
representaciéon esquematica, y sus explicaciones resumidas se basan en lo expuesto
por Suppan (1994)

3.1.2.1 Reacciones de Combinacion
A+B+hv+M - AB + M (Reaccion 1)

En este tipo de reacciones, la radiacion luminica incidente excita a alguna de las
especies quimicas involucradas en la reaccion, y hace posible que tengan lugar
reacciones de combinacion que no ocurren normalmente. Se requiere de un tercer
cuerpo (representado por M en la reaccion 1) capaz de absorber el exceso de energia

de la especie generada para estabilizar a la misma y hacer posible su formacion.

3.1.2.2 Fotoisomerizacion
A+ hv - B (Reaccion 2)
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Ciertas especies pueden sufrir una conversion isomérica momentanea cuando
incide radiacién luminosa de la longitud de onda apropiada sobre ellas, para luego
liberar esta energia de nuevo al medio y volver a su estado original. En la reaccion 2 se
puede ver representado este proceso, al absorber el reactivo A un fotdén (representado
por hv), se forma el isomero B al tener lugar un rearreglo de los enlaces de la especie
A. Luego de cierto tiempo, la especie B libera energia y sufre un nuevo rearreglo en sus

enlaces quimicos, formando de nuevo la especie A.

3.1.2.3 Fotoionizacion
AB + hv- AB* + e (Reaccion 3)

Cuando la energia de la radiacion luminica incidente es lo suficientemente alta,
esta provoca que las especies que sufren este proceso pierdan uno o mas electrones,
parte de la energia es empleada para vencer la atraccién del nucleo, y el exceso de
energia restante se convierte en energia cinética del electron o electrones emitidos por
la especie original, quedando con carga positiva la especie irradiada como puede

observarse en la reaccion 3.

3.1.2.4 Fotodisociacion
A+hv - B + C (Reaccion 4)

De entre todos los tipos de fotoreacciones ya descritos, posiblemente sea este el
de mayor interés para la presente investigacion, pues en este se basan los procesos
gque se desean estudiar sobre el compuesto hidroclorotiazida. En este tipo de
reacciones, parte de la energia radiante incidente (representada por hv en la reaccion
4) sobre la especie quimica es absorbida por la misma, resultando en el rompimiento
de enlaces quimicos, disociando a la molécula original y formando dos (0 mas) nuevas

especies. La fotdlisis directa pertenece a este tipo de reaccion.
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Cuando los fotones incidentes sobre la especie quimica tienen la longitud de
onda apropiada para ser absorbidos por los enlaces quimicos de esta, si la energia de
dichos fotones es mayor a la energia de disociacién de enlaces, ses genera la ruptura
de los mismos, trayendo como consecuencia la separacion de la especie original en

especies quimicas de menor peso molecular.

Segun Wypych (2003), esta ruptura fotolitica puede darse de dos maneras
distintas en base a la similitud de las electronegatividades de las especies resultantes.
Si la diferencia de electronegatividades es grande, tiene lugar normalmente una ruptura
heterolitica, en la que los electrones del enlace son retenidos por una sola especie
dando como resultado la formacibn de un par aniébn - catién. Si las
electronegatividades son lo suficientemente similares en magnitud, sin embargo, tiene
lugar una ruptura homolitica, en la que ambas especies retienen por igual parte de los
electrones del enlace, resultando en la formacion de pares de radicales libres (especies
guimicas que poseen uno o mas electrones de valencia desapareados). Gracias a que
el momento magnético de estos radicales libres es distinto a cero (consecuencia del
Principio de Exclusion de Pauli), esto permite que los mismos sean detectados
mediante técnicas basadas en el uso de las leyes del magnetismo como la Resonancia

de Espin de Electrones.

En este tipo de reacciones pueden generarse directa o indirectamente especies
las cuales pueden a su vez incrementar la degradacion del resto de especies
remanentes en el proceso, debido a la gran reactividad quimica de las mismas. Una de
estas especies de gran importancia es el oxigeno singlete, el cual ha sido identificado
en ciertos procesos de fotodegradacion (Vargas et al, 1998) como uno de los
principales agentes en la cadena de mecanismos iniciados por estos procesos
fotoquimicos, mas sin embargo, no resulta indispensable la presencia del mismo, pues
estos procesos también pueden tener lugar sin la accion de este radical (Vargas et al,

2003). Esta especie consiste en una molécula diatdbmica de oxigeno en la que, a

9
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consecuencia de la excitacion fotoluminica de sus electrones, no presenta ningun
electréon con espin desapareado, al contrario que su contraparte en estado basal

(Wayne, 1969), oxigeno triplete, con 2 electrones desapareados.

3.2 Rango de Longitudes de Onda en las Reacciones

Fotoquimicas

La radiacion electromagnética que actia en este tipo de reacciones posee
longitudes de onda que caen normalmente dentro de la region visible (400-750nm), la
zona ultravioleta (10-400nm) o la zona del infrarrojo cercano del espectro
electromagnético (750 - 1500nm), es decir, longitudes que van desde los 1200nm a los
120nm. No abarcan todo el ultravioleta ni todo el infrarrojo, ya que segun Suppan
(1994), la radiacién en el infrarrojo inferior no se considera dentro de este rango debido
a que las otras anteriormente mencionadas producen saltos electronicos en las
especies involucradas como mecanismo principal de accién, mientras que las ondas en
el infrarrojo ademas de hacer esto, producen fendémenos adicionales sobre las
moléculas, como por ejemplo alteraciones sobre los estados de rotacion, traslacion y
vibracion de las mismas (efectos comunmente asociados a incrementos o descensos
en la temperatura), lo cual hace a esta especie reaccionar en formas distintas a las que
lo hacen cuando el Unico cambio que han sufrido es la excitacion y promocién de sus
electrones de un orbital a otro. Radiaciones de longitud de onda mas corta que las de la
region del ultravioleta, por su parte, producen otra gama de efectos totalmente distintos,
pudiendo incluso llegar a interactuar con los ndcleos atémicos en el caso de las ondas
gamma (Chadwick & Goldhaber, 1934). La excitacion y promocion de electrones entre
orbitales es el factor caracteristico de todas las reacciones quimicas que se considera

forman parte de la fotoquimica.

10
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3.3 Producto Cuantico

Un parametro experimental que establece la relacion causa-efecto entre la
accion de los fotones y la ocurrencia de una reaccion fotoquimica es el que se conoce
como producto cuantico. Este esta definido como la razén entre el numero de eventos
observados (pudiendo en este caso un evento consistir en la formacion de una especie
guimica particular) sobre la cantidad de fotones absorbidos por las moléculas (Suppan,

1994) como se muestra en la siguiente ecuacion:

_ Numero de moléculas afectadas o de eventos observados

o))
Numero de fotones absorbidos

X

Ecuacion 1

A modo de ejemplo para entender mejor la ecuacion 1, para una especie quimica
dada, si por cada fotén absorbido ocurre un evento quimico (por ejemplo, la disociacion
de una molécula de reactante), el producto cuantico para la misma tendria un valor de
1, si ocurren dos eventos quimicos por cada foton absorbido el producto cuantico sera
de 2, etc. Normalmente las cantidades se expresan en moles (moles de cantidad de
eventos quimicos ocurridos sobre moles de fotones absorbidos, o Einsteins de
fotones), y el valor del producto cuantico es usualmente menor a 0, aunque existen
instancias de reacciones con productos cuanticos mayores a 1, como en el caso de las
reacciones en cadena, en las cuales cada foton absorbido ocasiona que ocurra mas de
un evento quimico. Un ejemplo es el proceso de produccién del plastico CPVC, el cual
se forma al hacer incidir luz ultravioleta sobre gas cloro en presencia de gas PVC para
propiciar su cloracion, dando como resultado el reemplazo de atomos de hidrogeno por
atomo de cloro en su estructura.

Chowdhury et al. (2019) indican que se han logrado determinar
experimentalmente valores de producto cuantico de 0,0216 + 0,0043 (a pH 5), 0,0166 +
0,0009 (a pH 7) y 0,0226 + 0,0018 (a pH 8) (mol/einstein) para la hidroclorotiazida.

Estos valores estan dados en moles de moléculas fotodegradadas / moles de fotones

11
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absorbido (einsteins), es decir, la cantidad de moles de moléculas del compuesto que
son degradadas por cada mol de fotones que es absorbido por el sistema, lo cual
muestra que la hidroclorotiazida es mas susceptible a ser degradada a pH éacidos y
alcalinos que neutros. A pesar de que no se determinara el producto cuantico de la
hidroclorotiazida bajo las condiciones de experimentacion del proyecto presente, es
importante tener en cuenta el principio que establece este concepto, es decir, la
relacion directa e inequivoca entre la cantidad de fotones que absorbe un sistema
guimico, y la cantidad de eventos quimicos que se generan como consecuencia. Para
gue tenga lugar una reaccion fotoquimica, debe haber absorcion de fotones, tal y como
lo estipula la Ley de Grotthuss-Draper, y a mayor cantidad de fotones absorbidos,
mayor la cantidad de eventos fotoquimicos que tendran lugar, y viceversa, lo cual
puede verse reflejado en la ecuacion del producto cuantico (ecuaciéon 1) de las

reacciones fotoquimicas.

Adicionalmente, es apropiado mencionar a la Ley de Stark-Einstein, la cual dicta
gue, por cada foton absorbido por el sistema, solamente una molécula es activada para
una reaccion fotoquimica, es decir, un mismo fotdén no podra activar quimicamente a un
namero arbitrario de moléculas, solamente podra activar a una molécula a la vez, o a
ninguna, en el caso de que la absorcion de este no resulte en el comienzo de una

reaccion quimica.

3.4 Tipos de Fotodegradacion en Aguas Superficiales

Segun los autores Matamoros et al. (2009) y Werner et al. (2005), existen dos
vias principales por las que ocurre las reacciones fotoquimicas en ambientes de aguas
superficiales, estas son la fotdlisis directa, en la que los compuestos quimicos absorben
luz directamente y terminan siendo fotodegradados como consecuencia, y la fotolisis
catalizada por fotosensibilizantes, en la cual ciertos catalizadores (por ejemplo el TiO2)

interactdan con la luz para formar radicales libres (como puede ser el radical -OH) o

12
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especies como el oxigeno singlete, las cuales a su vez reaccionan con los compuestos
con los que entran en contacto ocasionando la degradaciéon de los mismos, pudiendo
asi remineralizar muchos compuesto organicos contaminantes presentes en las aguas.
Este ultimo proceso también es conocido por el nombre de Procesos de Oxidacién
Avanzada, y los mismos han recibido gran atencion en los ultimos tiempos, pues se ha
determinado que pueden ser empleados de forma eficiente para degradar
contaminantes en aguas (Deng & Zhao, 2006). En el punto 3.6 de este marco tedrico
se desarrolla el mecanismo de fotolisis directa de la hidroclorotiazida (figura 1),
mientras que en el punto 3.7.8 (figura 3) puede observarse un ejemplo de procesos de
oxidacion avanzada del compuesto antraceno, proceso fotocatalizado por la presencia

de microplasticos de poliestireno.

3.5 Susceptibilidad de los Farmacos Ante las Reacciones

Fotoquimicas

Segun Kavitha (2022), la estabilidad de un farmaco se define como “el periodo
temporal durante el cual un farmaco conserva las mismas propiedades y caracteristicas
gue poseia al momento de su manufactura”. Entre otros factores, uno de los que se
tienen en cuenta al evaluar la estabilidad de los compuestos farmacolégicos es la
resistencia que estos poseen frente a la degradacion por accion de la incidencia de luz
visible sobre lo mismos. En particular, la fotoestabilidad se refiere al “efecto que tiene la
luz obre la estabilidad de los farmacos” (Kavitha, 2022), y debido a la susceptibilidad
gue presentan algunos farmacos frente a la fotodegradacién, se han creado
lineamientos en distintos paises con el objetivo de evaluar dicha fotoestabilidad,
teniendo como ejemplo a la norma Guidance for Industry: Photostability testing of new
drug substances and products de la FDA en estados unidos, la cual estipula que “las
caracteristicas intrinsecas de fotoestabilidad cualquier droga nueva deberd ser
evaluada para demostrar que, segun sea apropiado, la exposicion a la luz no resulte en

cambios inaceptables de la misma”.
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3.6 La Hidroclorotiazida

La hidroclorotiazida en particular ha demostrado tener cierta susceptibilidad a
estos procesos de fotodegradacion, y de la misma forma se ve influenciada por los
factores anteriormente mencionados. La susceptibilidad de este compuesto frente a la
fotodegradacion parece incrementar a pH bajos y temperaturas elevadas, se favorece
ademas al ser sometida a irradiacion luminica en el rango ultravioleta del espectro
electromagnético, y sufre cierta inhibicién ante la presencia de acidos humicos en el
entorno acuoso (Fernandez-Perales et al., 2020; Uzelac et al, 2022), sin embargo, no
se han realizado estudios que evaluen la posible influencia de la presencia de
microplasticos sobre la fotodegradacion de este compuesto. Han sido propuestos
mecanismos de fotodegradacién directa para este compuesto por los autores
Gumieniczek et al. (2018) y Tamat & Moore (1983), ambos estudios coinciden en que la
descloracion de este compuesto es un paso esencial para dar pie a la degradacion ante
la accion de la luz solar. Se muestra un esquema propuesto por Gumieniczek et al.

(2018) de este mecanismo en la figura 1.

14



ESTUDIO DEL EFECTO DEL MICROPLASTICO DE POLIESTIRENO EN LA FOTODEGRADACION DE LA HIDROCLOROTIAZIDA EN AGUAS NATURALES

Cl

CH,CIN, 0,8,

Exact Mass: 295,96

C7HsCIN 0,58,
Exact Mass: 293,94

/N

S
@) o
s —N \N
& W
=
NO,S" X N
Exact Mass: 77,97 C;H;N50,8

Exact Mass: 178,99

\S/ OQ\"‘S%O
e S
l N
J
N
C7HgN:0,4587
Exact Mass: 259,98
/ ||';|
X \N)

CH3Ny
Exact Mass: 115,03

Figura 1. Mecanismo Propuesto por Gumieniczek et al. (2018) Para la Degradacion por

Fotdlisis Directa de la Hidroclorotiazida

En la primera rama (a la izquierda en la figura 1) la pérdida de un proton genera

la formacién de clorotiazida, la cual se degrada nuevamente perdiendo el grupo

sulfoamida y HCI dando como resultado la molécula C7H3N202S-, mientras que en la

rama de la derecha se inicia con la pérdida del ion cloruro del anillo aroméatico gracias a

la accion de la luz incidente, asi como del protén enlazado al &tomo de nitrégeno, Para

posteriormente perder un grupo sulfoamida y SO2 dando como resultado la molécula

C7HsNz segun exponen Gumieniczek et al. (2018).
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Respecto a los productos de degradacion formados por estas reacciones de
fotdlisis, debe decirse que la naturaleza y efectos de los mismos variaran de compuesto
a compuesto. Asi, Kavitha (2022) reporta por ejemplo la formaciéon de productos de
degradacion con efectos menos perniciosos para los ecosistemas al experimentar
estos procesos de fotolisis compuestos como el ibuprofeno o el acetaminofén, y en el
caso particular de la hidroclorotiazida, Fernandez-Perales et al. (2020) y Uzelac et al.
(2022) reportan que los productos de fotodegradacion del compuesto son menos
toxicos para los ecosistemas que el compuesto original sin degradar, mas sin embargo,
Han et al. (2000) indican que ciertos productos de fotodegradacion de Ila
hidroclorotiazida parecen tener efectos menos deseables sobre los organismos de los
ecosistemas que el compuesto original antes de ser fotodegradado. En principio hay
una mayor cantidad de estudios que indican que los productos de fotodegradacion de
la hidroclorotiazida son menos téxicos que el compuesto sin degradar, sin embargo, se
deberéa tener cierta cautela a la hora de aseverar esto en vista de la existencia de

estudios que reportan lo contrario.

3.7 Factores que Influencian los Procesos de

Fotodegradacién

Al ser liberado a los entornos naturales, los farmacos y sus productos de
metabolizacion son sometidos a estos procesos de fotodegradacién ante la luz natural,
y el grado en que los mismos serdn degradados dependerd, ademas de la naturaleza
del farmaco en si, a ciertos factores (Kavitha, 2022), de entre los cuales se nombran los
de mayor influencia sobre el proceso a continuacion. Es aqui donde adquiere
importancia la geoquimica, pues para algunos de estos parametros, la composicion
guimica de las aguas en funcion de la materia organica que va a parar a ellas y en
funcién de la geologia del medio serd determinante para con la eficiencia del proceso
de fotodegradacion de la hidroclorotiazida y de cualquier otro farmaco en general en el

entorno libre. (Cabe recalcar que la influencia de algunos de los factores indicados a
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continuacion no sera evaluada en el presente estudio, sin embargo, es importante tener
estos factores presentes a la hora de hacer interpretaciones, por lo cual se dara una
breve explicacion de los mismos a pesar de que no sean considerados en la

metodologia).

3.7.1 Intensidad y Longitud de Onda de la Luz Incidente

La longitud de onda de la luz incidente sobre las moléculas es un factor clave,
pues incluso si una especie quimica es fotodegradable, debido a la cuantizacion de los
fotones, solo aquellos que tengan la longitud de onda adecuada podran interactuar con
estas (y potencialmente ser absorbidos). Como ejemplo de este fenémeno tenemos el
estudio de Lund-Hgie & Friestad (1986), el cual determiné que un herbicida llamado
glifosato sufria fotodegradacion al ser irradiado con luz ultravioleta, mientras que lo
mismo no ocurria al ser irradiado con luz de otras regiones del espectro. Mientras que
la longitud de onda de la luz se relaciona con la energia de los fotones, la intensidad de
la radiacion se relaciona con la cantidad de los mismos y como se muestra en la
ecuacion del producto cuantico (ecuacién 1), para que ocurra cierta cantidad de
fotoeventos, se necesita una cantidad apropiada incidente de fotones, lo que quiere
decir que, a menor cantidad de fotones incidentes, menor cantidad de eventos de
fotodegradacion tendran lugar, y viceversa. Segun Fernandez-Perales et al. (2020), la
hidroclorotiazida presenta mayor susceptibilidad a la luz del rango ultravioleta, en
concreto, a 224 nm, y 272 nm de longitud de onda. Hanz et al (2000) reportan, ademas,

otro pico de absorcion para el compuesto a 320 nm.

3.7.2 Capacidad de Penetracion de la Luz en el Medio
Radiaciones electromagnéticas de distintas longitudes de onda tienen distintas
capacidades de penetracion en el agua, debido a que los distintos componentes
presentes en esta pueden absorber radiaciones de ondas particulares en mayor o
menor medida (Pope & Fry, 1997), asi que distintas longitudes de onda tendran un

poder de penetracion determinado para tipos distintos de agua (Gordon & McCluney,
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1975) Chiang et al. (2011) abordan este tema, dejando ver que en medio acuatico, las
radiaciones de longitud de onda menor (es decir la de mayor energia) tienen mayor
capacidad de penetracion en el agua marina por ejemplo. Debido a que se necesita la
accion de la luz para que ocurran los procesos de fotodegradacion, en concreto, que
dicha radiacion entre en contacto con las especies quimicas de interés, y que ademas
sea absorbida por esta, el alcance y penetracion de dicha luz en el agua influird
directamente sobre la fotodegradacién de los compuestos quimicos en el entorno
natural al ser un factor que regula la cantidad de luz que entrar4 en contacto con los

mismos.

3.7.3 Latitud y Estacién del Ao

La intensidad de luz solar que llega a la superficie del planeta varia de zona a
zona dependiendo de la latitud (Chiang et al., 2019). Debido a que la cantidad de veces
gue ocurre un fotoproceso va de la mano con la cantidad de fotones que inciden sobre
las especies quimicas que los experimentaran segun muestra la ecuacion del producto
cuantico (ecuacion 1), si la cantidad de fotones en el medio varia con la latitud, también
lo haré la cantidad de veces que ocurren estos procesos. En conjunto con la latitud, la
cantidad de luz solar varia con cada estacion del afio (Chiang et al., 2019), sobre todo
en las zonas alejadas de los tropicos, las cuales reciben una menor cantidad de luz en
invierno y mayor en verano, pudiendo aumentar o disminuir en funcién de esto la
prominencia con la que ocurren esto procesos al haber como consecuencia menor
cantidad de fotones en el medio que pueda iniciar estos procesos. En la Figura 2.
puede observarse la variacion en la cantidad de horas al dia de luz solar en funcién de

la latitud y del dia del afio, segun exponen Chiang et al (2019).
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Figura 2. Cambios en la Cantidad de Horas de Luz Solar en Funcion de la Latitud y Dia del Afio (Chiang
etal. 2019)

3.7.4 Especies lonicas Disueltas
Uzelac et al. (2022) indican que la eficiencia de la fotodegradacién de la
hidroclorotiazida se ve disminuida por la presencia de iones cloruro, carbonato, calcio y
magnesio, por lo que este proceso puede verse inhibido en cierta medida al tener lugar

en aguas naturales en la que estén presente estas especies.

3.7.5 Sélidos Suspendidos
Los sélidos suspendidos en un cuerpo acuatico son capaces de actuar como
pantalla, reduciendo la cantidad de fotones que llegan a las especie quimicas

fotodegradables e impidiendo asi que ocurra el proceso. Furman et al.,, (2013)

19



ESTUDIO DEL EFECTO DEL MICROPLASTICO DE POLIESTIRENO EN LA FOTODEGRADACION DE LA HIDROCLOROTIAZIDA EN AGUAS NATURALES

estudiaron la influencia de estos solidos, y determinaron que la tasa de fotodegradacion

disminuia al aumentar la concentracion de estos en el medio acuoso.

3.7.6 Concentracion del Farmaco

Segun Fernandez-Perales et al. (2020), la eficiencia de la fotodegradacion de la
hidroclorotiazida puede verse influenciada por la concentracion inicial de la misma en el
medio. Los autores de este estudio exponen que, si se mantiene constante la cantidad
de fotones que inciden sobre la muestra, pero se aumenta la cantidad de molécula
sobre las que pueden incidir, entonces cada molécula presente en el medio recibira una
cantidad menor de fotones debido a que la misma cantidad de radiacion luminica
incidente se distribuira sobre un mayor nimero de moléculas, reduciéndose por lo tanto

la eficiencia con la que ocurre el proceso.

3.7.7 Presencia de Materia Organica

Como un ejemplo interesante de la influencia de estos factores tenemos el
trabajo de Calisto et al. (2011), donde se muestra que ciertos farmacos pueden
volverse mas susceptibles a ser fotodegradados en presencia de &cidos fualvicos,
mientras que la tasa de fotodegradacion disminuye para esos mismos compuestos
cuando son expuestos a &cidos humicos en la matriz acuosa en la que se encuentran
al recibir esta luz incidente. Entre las posibles causas, estos investigadores exponen
gue ademas del posible efecto de atenuacion por apantallamiento y de la absorcion de
la luz incidente sobre los grupo aromaticos de estas sustancias humicas (esto para
ambas sustancias humicas), se tiene como posible factor predominante la generacion o
captura de especie quimicas intermediarias involucradas en los procesos de
fotodegradacion, las cuales son afectadas en diferente medida y de distinta forma por
cada una de las fracciones humicas. Respecto a la posible causa de la diferencia entre
las influencias que ejercen los acidos fulvicos y los acidos humicos, Calisto et al (2011)

se limitaron a indicar como de posible relevancia un mayor grado de aromaticidad en
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los acidos humicos que utilizaron, asi como una mayor presencia de grupos
carboxilicos y ésteres en la fraccion de acidos fulvicos que utilizaron, sin embargo no
se arriesgaron a designar a estas diferencias como las responsables, e indicaron que
deberan hacerse mas estudios para determinar a ciencia cierta la raiz de la causa.
Debido a la gran complejidad de estas sustancias, las cuales no pueden definirse
estructural ni funcionalmente sino operacionalmente en base a su solubilidad a
determinado pH debido a la gran variedad de posibles componentes que puede poseer
(Aiken et al, 1985), podria esperarse que la misma fraccién himica (ej. Acidos fllvicos)
afecte de forma distinta al proceso de lo que lo haria esta misma fraccion en otra
localidad, sin embargo el determinar esto va mas alla del alcance del presente proyecto
de investigacién, pero queda como una interrogante a contestar en estudios

posteriores.

3.7.8 El pH del medio

Chowdhury et al. (2019) determinaron que el pH del medio influia sobre la
eficiencia de la fotodegradacion de muchos farmacos, y en el caso concreto de la
hidroclorotiazida, Fernandez-Perales et al. (2020) determinaron que la fotodegradacion
del compuesto se veia favorecida a pH acido, y proponen que esto se debe a la mayor
reactividad con la luz que posee este compuesto en su forma protonada, la cual esta
presente en mayores concentraciones en pH bajo que en pH alto. En comparacion con
su forma protonada, su forma desprotonada necesita de mayores energias de
irradiacion para lograr ser fotoexcitada, dificultando que se dé la fotodegradacion del

compuesto.

3.7.9 Efectos de los Microplasticos

Entre los factores que pueden influir sobre la eficiencia de estos procesos
fotoquimicos de degradacién se encuentran las interacciones cruzadas con otros

contaminantes. Entre estos, debido a su gran abundancia en los ecosistemas
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adquieren especial importancia los microplasticos, definidos operacionalmente como
cualquier particula plastica con un diametro menor a 5mm (Dong et al, 2018). Entre los
mas abundantes de estos microplasticos se encuentran el polietileno, el polipropileno y
el poliestireno, este ultimo ha demostrado tener una influencia directa sobre los
procesos de fotolisis, pudiendo inhibirlos (como en el caso del pireno, consecuencia de
disminuir la cantidad de electrones que las moléculas fotoexcitadas pueden transferir a
molécula de oxigeno en el entorno) o incrementarlos (como en el caso del antraceno,
gracias a que en este caso promueve la formacion de oxigeno singlete), asi como de
modificar los mecanismos de fotodegradacion, indistintamente de si la eficiencia de la
misma se ve incrementada o disminuida (Huang et al., 2022). Queda claro en base a
esto que la influencia de este microplastico sobre la eficiencia de la fotodegradacion de
compuestos quimicos dados dependera de la naturaleza, caracteristicas y mecanismos
de reaccion de cada compuesto en particular, esto aunado a la falta de estudios de la
influencia de este u otro microplastico similar sobre la fotodegradacion de la
hidroclorotiazida deja en evidencia la necesidad de realizar estudios de su influencia
sobre dicho proceso.

En la Figura 3. se muestra el mecanismo propuesto por Huang et al. (2022) para
explicar la influencia del poliestireno sobre la fotodegradacion del pireno y el antraceno.
En el caso del antraceno (a la izquierda en la figura 3), los autores proponen que el
antraceno y los microplasticos de poliestireno son activados por la luz incidente para
formar antraceno triplete y polietileno triplete (un triplete es una molécula que posee 2
electrones desapareados en su estructura), los cuales vuelven a su estado basal
transfiriendo su exceso de energia al oxigeno del entorno, haciendo que este pase de
un estado triplete a singlete (un singlete no posee ningun electréon desapareado), el
cual ataca quimicamente al antraceno. El poliestireno luminicamente excitado también
propicia la formacion del radical -OH, el cual ataca a su vez a los productos de
fotodegradacion generados en el paso anterior, incrementando asi la eficiencia del

proceso. En el caso del pireno (a la derecha en la figura 3), la fotoionizacion (proceso el
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cual influye de forma positiva en la fotodegradacion al propiciar normalmente la
formacion de oxigeno singlete) del pireno se ve disminuida por la presencia del
poliestireno debido a la competiciébn que este propicia para con los electrones liberados
por el pireno que son absorbidos por el plastico en lugar de ser utilizados en la
formacion de oxigeno singlete, reduciendo la eficiencia del proceso, aunque no lo
detiene por completo gracias a que al igual que en el caso anterior, el poliestireno
fotoexcitado propicia la formacion del radical -OH el cual actia sobre la molécula de
pireno degradandola. Si el poliestireno compite con otros procesos generadores de
radicales libres, entonces la tasa de degradacion por procesos de oxidacion avanzada
se vera disminuida, mientras que, si el proceso se ve acentuado por la presencia del
poliestireno como en el caso del antraceno, la eficiencia del proceso mejorara (ayudado
ademas por lo radicales -OH que estos microplasticos parecen ser capaces de

generar).

23



ESTUDIO DEL EFECTO DEL MICROPLASTICO DE POLIESTIRENO EN LA FOTODEGRADACION DE LA HIDROCLOROTIAZIDA EN AGUAS NATURALES

A: Anthracene B: Pyrene

9,
\ /
W
%

CCIDTJ// ® O
o o
B!

Sy
10, S
7 "
PS — -()ul o
| ~ + W
-~ O .
+
(‘j::r; . C—OH @ lOndanon (0y)
I'S y ov PS
7 ()
N ©)
® (XY s
\
L L 2 / ! L | g
. .
CO, +H,0 CO, +H,0

Figura 3. Mecanismos de Fotodegradacion del Pireno y del Antraceno en Presencia de Poliestireno

Propuestos por Huang et al. (2022).

3.7.9.1 El Poliestireno
El poliestireno es un polimero orgénico producido a nivel mundial y utilizado
ampliamente en diversidad de industrias con usos multiples que van desde servir como
material aislante a equipos electronicos, juguetes, productos del hogar y empaques por
mencionar algunos. Es blanco o transparente, posee una densidad de 1,04 a 1,06 g/
cm3 por lo que se sumerge en el agua, sin embargo, si se encuentra como espuma de
poliestireno o poliestireno expandido (anime), flota, debido a que este material es el

mismo poliestireno pero con aire inyectado para hacerlo mas liviano, factor que tiene
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consecuencia una mayor capacidad de dispersion en los cuerpos acuatico
superficiales, y factor que también lo ha llevado a estar entre los 3 microplasticos mas
comunmente encontrados a nivel mundial como contaminante en cuerpos acuaticos de

la superficie terrestre (Orona-Navar et al., 2022).

Este polimero fue descubierto a inicios del siglo 20, y desde dicho siglo ha sido
producido en masa, generando grandes acumulaciones a nivel global las cuales tienen
un gran tiempo de permanencia en los ambientes naturales debido a la gran dificultad
con la que este y otros plasticos se degradan, por lo que su interaccion con otros
contaminantes en el entorno sera inevitable y prolongada en el tiempo hasta que se
encuentre alguna solucién econémicamente viable a esta problematica, razén por la
cual algunos autores han estudiado la influencia combinada de este compuesto con
otros contaminantes, teniendo como ejemplo el estudio de Dong et al. (2018), el cual
investigd la influencia combinada del nanopoliestireno y nanoparticulas de dioxido de
titanio presentes en el medio ambiente como contaminantes sobre los nematodos, pero
no existen estudios que evallen su influencia sobre la fotodegradacion de la

hidroclorotiazida.
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Este plastico se sintetiza mediante polimerizacion por radicales libres de
peréxido en presencia de etilbenceno a una temperatura de polimerizacion entre los
100 y 180°C (Wypych, 2022), y el mismo posee anillos arométicos en su estructura,
(figura 4) lo cual lo hace capaz de interactuar con la luz visible debido a las
caracteristicas fotosensibles de los anillos aromaticos (Herzfeld, 1940), volviéndolo un
prospecto interesante a la hora de evaluar interacciones fotoquimicas de otros

contaminantes en presencia de microplasticos.
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Figura 4. Estructura Quimica del Estireno, Monémero del Poliestireno.
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4. ANTECEDENTES

A continuacién, se da un breve resumen de algunos estudios previos realizados
tanto a nivel nacional como internacional, los cuales sirvieron de base para la presente

investigacion
4.1 Nacionales

4.1.1 Vargas et al. (1998):

Hicieron un estudio de la fotolisis y la degradacion fotosensibilizada de la droga
diurética y fototoxica, acetalozamida, la cual es fotolabil al ser irradiada con radiacion
luz UV de 300nm de longitud de onda en ambientes aerodbicos. Para ello irradiaron al
compuesto acetalozamida a temperatura ambiente durante 72 horas en matriz de
metanol con un reactor quimico Rayonet equipado con 16 lamparas de fosforo con un
maximo de emisibn a 300nm, a 23 mW/cm3 de irradiancia (dichos parametros
controlados con un radiémetro digital UVX luego de 1h de iluminacién continua) en
atmoésfera de oxigeno y de argén. También repitieron la irradiacion con un laser de
nitrogeno de 337 nm de longitud de onda, logrando que tuviera lugar el mismo proceso
de fotodegradacion en ambos casos. El desarrollo de la reaccion se monitore6 con
espectrometria UV/Vis y cromatografia de gases, asi como HPLC. Posterior a la
irradiacion una vez consumido el compuesto, evaporaron el solvente a baja presion y
purificaron el residuo con cromatografia de capa fina usando una mezcla de cloruro de
metileno y metanol (4:2). Analizaron finalmente los productos de degradacion mediante
resonancia magnética nuclear y espectroscopia IR. Lograron aislar e identificar dos
productos de fotodegradacion los cuales estuvieron presentes en ambos casos,
ademas de determinar que la fotodegradacion con el oxigeno singlete era el proceso
principal que tenia lugar en esta reacciones. Lograron proponer también un mecanismo
de reaccion de la fotodegradacion de este farmaco. Este estudio es uno de los

ejemplos que establecen un vinculo importante entre la accion del oxigeno singlete y la
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fotodegradacion de algunos compuestos quimicos en respuesta a la irradiacion con

ondas de ciertas longitudes bajo condiciones determinadas.

4.1.2 Vargas et al, (2003):

También estudiaron las vias de fotodegradacion y la fototoxicidad in-vitro de la
droga antitubercular pirazinamida. Para ello irradiaron al compuesto pirazinamida a
temperatura ambiente durante 72 horas en matriz de metanol y en medio acuoso con
un reactor quimico Rayonet equipado con 16 lamparas de fésforo con un maximo de
emision a 300nm, a 23 mW/cm3 de irradiancia (dichos parametros controlados con un
radiometro digital UVX luego de 1h de iluminacion continua) en atmdsfera de oxigeno y
de argén. EIl desarrollo de la reaccion se monitoreé con espectrometria UV/Vis y
cromatografia de gases, asi como HPLC y Analizaron finalmente los productos de
degradacion mediante resonancia magnética nuclear y espectroscopia IR. A pesar de
haber logrado identificar la accion de radicales libres intermediarios en estos procesos,
en este caso se evidenciéo que el oxigeno singlete no participaba en este proceso,
siendo uno de los ejemplos de procesos de fotodegradacion que no involucran la
participacion de esta especie quimica.
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4.2 Internacionales

4.2.1 Calisto et al. (2011):

Hicieron investigaciones referentes a la benzodiapinas, productos de uso
psiquiatrico los cuales son detectados frecuentemente en las aguas superficiales. Estos
irradiaron a cuatro benzodiapinas distintas (cuya concentracion inicial fue de 10 mg/L, y
se usO acetonitrilo para mejorar la solubilidad de estas) con luz solar simulada
(longitudes de onda comprendidas entre 290nm-400nm e irradiancia de 55w/m2) en
matrices acuaticas de distinta naturaleza para determinar la tasa de fotodegradacion y
vida media de estos farmacos. Tomaron alicuotas de las soluciones irradiadas a
intervalos regulares las cuales almacenaron a 4°C para ser posteriormente analizadas
mediante cromatografia micelar dos dias después, e identificaron los productos de
degradacion mediante espectrometria de masas. Lograron establecer que la presencia
de sustancias humicas en la matriz acuosa ejercia una gran influencia sobre la
eficiencia de estos procesos de fotodegradacion, viéndose esta incrementada ante la
presencia de &cido fulvicos, pero disminuida ante la presencia de acidos humicos en la
matriz. Este estudio muestra la gran importancia de tener en cuenta las caracteristicas
guimicas de la matriz donde se hace la experimentacion, pues dependiendo de la
caracteristicas y naturaleza quimica de los componentes secundarios de la misma, los
procesos de fotodegradacién de los componentes de interés pueden verse afectados

para beneficio o detrimento de los objetivos de investigacion en un momento dado.

4.2.2 Fernandez-Perales et al. (2020)

Irradiaron el compuesto hidroclorotiazida con la luz proveniente de una lampara
de mercurio de 254 nm de longitud de onda y luz solar simulada, calculando la
irradiancia mediante actinometria. Estudiaron la influencia de parametros como el pH,
concentraciones iniciales de hidroclorotiazida y la influencia de distintas matrices sobre

el proceso de fotodegradacion, calcularon también el producto cuéntico de este
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compuesto al ser sometido a fotdlisis directa. Ademas de la fotolisis directa, abordaron
la fotodegradacion del compuesto mediante procesos de oxidacibn avanzada en
presencia de algunas especies quimicas, entre ellas el perdxido de hidrégeno y
K2S20s, para contrastar la eficiencia de este proceso en contraposicién a la fotdlisis
directa. Utilizaron espectrometria de masas para proponer un mecanismo de reaccion
de la fotodegradacion del compuesto. Evaluaron ademas la fototoxicidad del
compuesto en células vivas e indicaron que los productos de formacion de este
compuesto son menos toxicos que el compuesto sin degradar, la importancia de lo cual
radica en que establece a la fotodegradacion de la hidroclorotiazida como un proceso

deseable el cual reduce el impacto medioambiental de dicho compuesto.

4.2.3 Uzelac et al. (2022).

Investigaron la estabilidad de la hidroclorotiazida en agua destilada, agua de
grifo y dos aguas naturales distintas, en concreto, la hidrolisis, fotdlisis directa y fotolisis
indirecta de este compuesto en estas matrices al ser irradiadas por luz solar simulada y
por luz ultravioleta. Ademas, condujeron estos experimentos a 5y 25 °C en la
oscuridad, en analisis computacionales y experimentales para examinar la estabilidad y
reactividad del compuesto. Los resultados de este estudio establecieron que la
hidroclorotiazida es susceptible a la fotdlisis directa e indirecta al ser irradiada con luz
ultravioleta, dando como resultado que el farmaco fue completamente degradado tras
180 minutos de irradiacion en agua destilada, pero estos procesos fueron inhibidos en
aguas naturales debido a la presencia de iones cloruro, magnesio, calcio y carbonato.
En el proceso de fotodegradacion que tuvo lugar en la matriz de agua destilada,
lograron determinar que los radicales -OH jugaban un papel importante en este
proceso. Este estudio posee gran importancia, pues establece no solo la capacidad de
la hidroclorotiazida de ser fotodegradada, sino también la gran influencia de los

componentes de la matriz en la que se encuentra el compuesto sobre este proceso.
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4.2.4 Huang et al. (2022):

Investigaron la influencia de las microparticulas de poliestireno sobre los
fotoprocesos asociados al pireno y al antraceno en muestras de agua de distintas
caracteristicas. Para ello irradiaron muestras de pireno y antraceno tanto en presencia
como en ausencia de microplasticos de poliestireno en contenedores de cuarzo con luz
solar simulada con longitudes de onda comprendidas entre los 200 nm y 800 nm, y se
colocaron muestras de estos compuestos en recipientes similares pero cubiertos de
papel aluminio para evaluar si habia degradacion de estos en ausencia de irradiacion.
Repitieron la irradiacion con luz ultravioleta de 314 nm de longitud de onda, cuya
irradiancia fue de 1580 pywW/cm2 segun el radiémetro UVX utilizado como control. Se
tomd 1 ml de la solucion irradiada y se separaron los microplasticos mediante filtracion
para posteriormente analizar la cantidad residual de antraceno y pireno mediante
HPLC. Los productos de degradacion fueron detectados con UPLC acoplado a
espectrometro de masas. Lograron determinar que la presencia de microplasticos de
poliestireno aumentaban la magnitud de la fotodegradacion del antraceno, mientras que
disminuian la del pireno. Este estudio es de importancia pues demuestra que la
presencia de microplasticos no afectard de la misma forma y en la misma magnitud a
los fotoprocesos de todos los contaminantes quimicos, indicando la necesidad de

evaluar la manera en que tienen lugar lo mimos caso por caso.
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5. MARCO METODOLOGICO

El desarrollo experimental se dividi6 en dos fases, una fase inicial de
determinacién de parametros, en la cual se realizaron ensayos de prueba con agua
destilada y pastillas de hidroclorotiazida, y una fase de experimentacion en condiciones
finales, en la que se realizaron ensayos con el compuesto puro en agua del Rio
Orinoco en base a los parametros establecidos en la fase inicial. La secuencia de

ambas se muestra en la figura 5.

PRIMERA FASE SEGUNDA FASE

Agua natural
Realizar pruebas de disolucién
Hidroclorotiazida

del farmaco ‘ Caracterizacion del agua ‘
Realizar ensayo piloto para evaluar Preparacion de la solucién madre ‘ ‘ Tamizado de los microplasticos ‘

fenémeno de fotodegradacion W

Sometimiento de la solucién a las siguientes condiciones:
(mientras es irradiada con luz solar durante 5 horas)

identificar picos relevantes en cromatogramas

- Sin microplasticos, sin agitacion
- Sin microplésticos, con agitacién
- Con microplasticos, sin agitacion

- Con microplésticos, con agitacién

Estudiar influencia de la temperatura en el proceso

Sometimiento de la solucién a condiciones similares, pero mantenida a oscuras

(es decir, sin irradiar)

Construir cAmara de irradiacion y seleccionar

entre luz UV natural o artificial

Soluciones procesadas

Evaluar el efecto de los excipientes del farmaco

‘ Andlisis mediante HPLC ‘

l

Repetir el proceso entero un total de 3 veces
(Cada vez en un dia distinto)

Figura 5. Esquema Metodoldgico
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5.1 Instrumental Analitico y Condiciones

El método analitico instrumental utilizado para medir las concentraciones de la
hidroclorotiazida en los distintos ensayos fue cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés), utilizando un equipo HPLC marca Agilent
Technologies serie 1200 con detector de luz UV de longitud de onda variable, una
columna de fase reversa Zorbax C18 (5um, 4.6 x 150 mm) y volumen de inyeccién de
20 uL, todo esto a condiciones de temperatura ambiente. En la tabla 1 a continuacion
se muestran los distintos parametros utilizados con este instrumento durante la fase

experimental.

Tabla 1. Parametros usados en equipo de HPLC

Set| Fase movil Proporcion fase | Tiempo de Flujo Lambda
movil (%viv) corrida (nm)
1 |acetonitrilo/agua 50/50 5 minutos | 1 ml/minuto 272
2 |acetonitrilo/agua 20/80 5 minutos | 1 ml/minuto 272

Para determinar los parametros de pH, sélidos disueltos y conductividad de las
muestras de agua del Rio Orinoco utilizadas en la segunda fase experimental, se

empled un dispositivo multitester marca HANNA Instruments, modelo HI98129.

Para someter a agitacion a las soluciones de la segunda fase experimental, se
utilizé una placha de calentamiento con agitador magnético incorporado de la marca
Fisatom, modelo 7534, en el mayor nivel de agitacion posible de la misma, el cual

produce una agitacion de 1180 rpm segun las especificaciones del equipo.

33



ESTUDIO DEL EFECTO DEL MICROPLASTICO DE POLIESTIRENO EN LA FOTODEGRADACION DE LA HIDROCLOROTIAZIDA EN AGUAS NATURALES

5.2 Primera Fase Experimental, Establecimiento de

Parametros

5.2.1 Pruebas de Disolucion de la Hidroclorotiazida

Inicialmente se tuvo como opcion el utilizar hidroclorotiazida en su presentacion
comercial de pastillas (concentracion nominal de 12,5 mg del principio activo por
pastilla), por lo que se realizaron pruebas para evaluar la repetibilidad del proceso de
disolucién de las mismas. Para ello, se prepararon 3 soluciones disolviendo una pastilla
del compuesto en 100 ml de una mezcla de acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v para
cada una de ellas, siendo posteriormente sometidas a 45 minutos en ultrasonido. Una
vez preparadas, estas soluciones fueron analizadas por HPLC utilizando el set de

parametros 1 en la tabla 1 y se compararon las areas en los cromatogramas obtenidos.

Se eligié usar una mezcla 20/80 acetonitrilo/agua como solvente siguiendo lo
indicado por Reategui et al (2021) y Amaro et al (2024) con el objetivo de estabilizar las
soluciones, y también debido a factores como la solubilidad reducida de la
hidroclorotiazida en agua destilada, la posibilidad de que los excipientes presentes en
las pastillas afectasen la solubilidad del principio activo, y la necesidad de incluir un
compuesto el cual inhibiese cualquier actividad microbiana potencialmente capaz de

biodegradar el compuesto.

5.2.2 Evaluacion Inicial del Fendmeno de Fotodegradacion de la

Hidroclorotiazida
Se realizaron ensayos iniciales de fotodegradacion de la hidroclorotiazida ante
luz solar para obtener una primera evaluacion del fotoproceso, esta etapa consistio en

2 sesiones de irradiacion.
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En la primera sesion, se colocaron las soluciones preparadas en el apartado
5.2.1 en vasos de precipitado de borosilicato transparentes de 30 ml de capacidad
hasta alcanzar la marca de aforo superior de los mismos (25 ml), los laterales de estos
recipientes fueron cubiertos con cartulina negra para impedir la entrada de luz solar a
través sus costados y limitar la zona de entrada de luz Unicamente al tope de estos, y
los topes fueron cubiertos con papel film (conocido coloquialmente como envoplast)
para evitar el ingreso de particulas contaminantes a la solucién sin impedir la entrada
de luz solar. Una vez hecho esto, las soluciones fueron irradiadas durante 5 horas ante
luz solar (de 10 am a 3 pm), almacenadas a oscuras y finalmente analizadas por HPLC
tras transcurrir un dia siguiendo el set de pardmetros 1 en la tabla 1.

En la segunda sesion se realizaron nuevos ensayos de irradiacion en
condiciones distintas. Esta vez se preparé una solucién madre de hidroclorotiazida de
75 mg/L de concentracion, disolviendo para ello pastillas enteras de este farmaco en
una solucién acetonitrilo/agua 20/80 v/v y sometiéndola a 45 minutos de ultrasonido, y
se prepararon 4 ensayos a partir de esta, de los cuales uno se mantuvo a oscuras y
tres fueron irradiados con luz solar durante 5 horas (de 10 am a 3 pm). No se cubrieron
en esta oportunidad los laterales de los recipientes, esto para aumentar la cantidad de
luz solar que entraba en contacto con la soluciéon e incrementar la velocidad del
proceso de fotodegradacion. Una vez finalizada la irradiacion, los ensayos fueron
almacenados a oscuras y analizados por HPLC tras transcurrir un dia, esta vez
utilizando el set de parametros 2 en la tabla 1 con el objetivo de obtener una mejor
separacion entre los picos de los cromatogramas generados al utilizar un eluyente de

mayor polaridad.

5.2.3 Restitucion del Solvente

Debido a que durante cada sesién de irradiacion se perdia parte del solvente por
evaporacion, tras finalizar cada sesion se agregé a cada ensayo irradiado el mismo

solvente utilizado para volver a llenar cada recipiente hasta la misma marca de aforo a
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la que habian sido llenados previo a la irradiacion, y evitar asi variaciones significativas

en la concentracion ocasionadas por diferencias en la cantidad de solvente.

5.2.4 Siembra de Solucion No Irradiada Para Identificar Pico

Correspondiente a la Hidroclorotiazida en Cromatogramas

La interpretacion de los datos se haria en base a las disminuciones de area del
pico representativo de la hidroclorotiazida en los distintos cromatogramas, y debido a
gue tras la irradiacion era posible la aparicibn de nuevos picos en estos, surgio la
necesidad de confirmar cual de todos los picos presentes en los cromatogramas de los
ensayos irradiados correspondian al compuesto original. Para ello, se realizd una
siembra de la solucion no irradiada en uno de los ensayos irradiados de la solucion de
prueba preparada en el apartado 5.2.2 en proporcion 50% v/v, y se analizé esta mezcla
por HPLC para observar cual de los picos aumentaba en area en el cromatograma de

la mezcla respecto a los picos de los cromatogramas de las soluciones irradiadas.

5.2.5 Estudio de la Influencia de la Temperatura

Para corroborar que los cambios vistos en las soluciones irradiadas estaban
siendo causados por los fotones incidentes sobre la hidroclorotiazida y no por el
aumento de temperatura que tenia lugar durante la irradiacion, se prepar6 un nuevo
ensayo a partir de la solucion de prueba preparada en el apartado 5.2.2, el cual se
coloc6 a oscuras en una plancha de calentamiento a 50 °C durante 5 horas, tras lo cual
se retird y se observé en busqueda de cambios de coloracion que indicaran si habia
ocurrido en ausencia de luz solar el mismo proceso que habia tenido lugar en los

ensayos irradiados.

5.2.6 Seleccion Entre Luz Solar o Luz Artificial en Camara de
Irradiacion

Se construyé una camara de irradiacion con el objetivo de poder irradiar las

soluciones en condiciones controladas, reproducibles y constantes.
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La funcion principal de la camara de irradiacién seria el permitir someter a
irradiacion a las muestras con el tipo de luz seleccionado mientras se evitaba el
contacto entre estas y la luz del exterior, para lo cual se construy6 la misma tomando
como guia la camara de irradiacion utilizada por Zeng et al (2009) con modificaciones.
Se utilizé una sola longitud de onda durante la irradiacién en la camara, teniendo como
fuente de emision una una bombilla cilindrica de luz UV-A acoplada al cuerpo de la
camara (figura 6) la cual era encendida utilizando corriente alterna mediante un
mecanismo de balastro. Para construir el cuerpo de la cadmara se utilizd un recipiente
cubico de anime cubierto en su superficie interna por pintura mate de color negro, esto
con el propésito de minimizar cualquier efecto de reflexion luminica que pudiera darse
en el interior de la misma. Para mayor seguridad, se trabajé en una habitacion cerrada

con luz tenue. La distancia de las muestras a la fuente luminica fue siempre constante.

Figura 6. Mecanismo de iluminacion de la camara de irradiacion construida, apagado (izquierda) y

encendido (derecha)
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Una vez construida esta camara, para evaluar el proceso de fotodegradacion
dentro de la misma se preparé una nueva solucion madre de hidroclorotiazida de
concentracion 75 mg/L a partir de pastillas del compuesto, disolviéndolas en mezclas
de acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v, y se llenaron vasos de precipitado de 30 ml con
esta solucion madre hasta el aforo de 25 ml para preparar 4 ensayos, 3 de los cuales
fueron irradiados dentro de la camara durante 48 horas, mientras que el cuarto ensayo
se mantuvo a oscuras a modo de control para poder evaluar los cambios producidos
por la irradiacién. Estos 4 ensayos fueron analizados por HPLC con el set de
parametros 2 en la tabla 1 y se compararon los resultados obtenidos con los de los

ensayos previos realizados con luz solar.

5.3 Segunda Fase Experimental: Estudio del Efecto de la

Agitacion y de la Presencia de Microplasticos

Una vez concluida la primera fase de determinacion de pardmetros se procedio
con la fase final de experimentacion, en la cual se utilizaron soluciones preparadas con
agua del Rio Orinoco y el compuesto hidroclorotiazida puro en lugar de agua destilada

y pastillas del compuesto.

5.3.1 Caracterizacion del Agua Natural
Se caracteriz6 el agua de una muestra de Rio Orinoco donada por la profesora
Beatriz Angulo de INTEVEP, la cual se indico fue tomada de la zona Paseo Orinoco. Se
determinoé la concentracion de iones Cl-, Mg?*, Ca2* y CO3? de la misma, ya que estos
factores pueden influir sobre el desarrollo de la fotdlisis (Fernandez-Perales et al.,

2020; Uzelac et al, 2022). Para ello, se emplearon las siguientes técnicas:

ClI- : Titulacién con nitrato de plata e indicador de cromato de potasio (método Mohr,
metodologia basada en 1ISO-9297).
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Mg?* y Ca?* : Determinacion de dureza por titulacion con EDTA, usando negro de
eriocromo T y azul de hidroxinaftol como indicadores (metodologia basada en I1SO-
6059).

COs% : Determinacion de alcalinidad total mediante titulacion con H2SO4, usando
fenolftaleina y naranja de metilo como indicadores (metodologia basada en ISO-9963).

pH, sélidos disueltos totales y conductividad : Se utilizé el multitester electrénico

descrito en el apartado 5.1.

5.3.2 Tamizado de los Microplasticos
Se utilizaron pellets de poliestireno no expandido nuevos (sin desgaste ni uso
previo) en las experiencias, los mismos fueron tamizados utilizando un tamiz N°4 (malla
de 4,75 mm) para asegurar que tuvieran un diametro menor a 5 mm y cumplieran con

la definicion de microplastico.

Figura 7 (izquierda). Poliestireno no expandido utilizado en los experimentos.

Figura 8 (derecha). Tamiz utilizado para escoger los microplasticos de poliestireno.
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Se pesaron y agregaron a cada una de las soluciones destinadas a contener
microplasticos un total de 30 pellets de poliestireno traslicido no expandido, los cuales
fueron suficientes para cubrir el fondo de los recipientes donde estaban contenidas las
soluciones.

Figura 9. Porcion de 30 pellets de poliestireno pesados almacenados en un vial

5.3.3 Preparacion de las Soluciones de Hidroclorotiazida
Se prepar6 una solucién madre de hidroclorotiazida pesando para ello 16 mg del
compuesto puro y disolviéndolos en una mezcla de acetonitrilo/agua natural del Rio
Orinoco 20/80 v/v (el proposito principal del acetonitrilo es tanto promover la solubilidad
de la hidroclorotiazida, como inhibir cualquier posible accién microbiana en la solucion

capaz de alterar la concentracion del compuesto al biodegradarlo).
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Se prepararon 8 ensayos a partir de esta solucion madre (cada uno de 25 ml de
dicha solucion) para ser expuestos ante distintas condiciones durante el resto de la
segunda fase experimental. 4 de estos ensayos se prepararon segun las
especificaciones de la tabla 2 y fueron destinados a ser sometidos a irradiacién. Y otros
4 se prepararon de nuevo segun lo indicado en esta tabla y fueron destinados a
permanecer a oscuras mientras los anteriores eran irradiados, esto con el propdsito de
servir como controles no irradiados que permitieran evaluar los efectos de la luz sobre

la hidroclorotiazida para cada uno de los tipos de ensayo.

Tabla 2. Ensayos evaluados

Sin agitacion Con agitacion
Sin microplasticos Ensayo tipo A Ensayo tipo B
Con microplasticos Ensayo tipo C Ensayo tipo D

5.3.4 Irradiacion de las Soluciones

Cada uno de los ensayos preparados fueron contenidos en vasos de precipitado
traslicidos de borosilicato con capacidad volumétrica de 30 ml, y la boca de estos fue
cubierta por una capa de envoplast. Aquellos ensayos destinados a ser irradiados
fueron expuestos durante 5 horas ante la luz solar (de 10 am a 3 pm), mientras que el
resto permanecieron a oscuras en ausencia de luz solar en condiciones similares a las
especificadas en la tabla 2. Una vez concluido el tiempo de irradiacion, todos los
ensayos (tanto los irradiados como los no irradiados) fueron almacenados a oscuras

durante la noche para poder ser analizados mediante HPLC al siguiente dia.

5.3.5 Monitoreo de la Temperatura y la Irradiancia Durante el Proceso

de Irradiacion

Se coloc6 agua destilada dentro de un vaso de precipitado en la misma zona
donde fueron irradiados los ensayos, y se tomo la temperatura de esta cada 30 minutos
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mientras transcurria el proceso de irradiacion. La irradiancia de la zona donde se hizo
la irradiacion (el tejado del edificio del Instituto de Ciencias de la Tierra de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Central de Venezuela) se anot6é durante el proceso de
irradiacion (realizado entre los meses de septiembre y octubre del afio 2023) cada
media hora a partir de los datos de monitoreo mostrados en la pagina web
https://www.windy.com/ para esta zona, (se puede ver un ejemplo de esto en la figura

10), y una vez finalizado el proceso, se promediaron los datos de temperatura e
irradiancia para ser reportados.
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Figura 10. Vista de monitoreo de irradiancia de la pagina web windy.com
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5.3.6 Analisis de las Soluciones con HPLC

Cada uno de los 8 ensayos procesados fueron filtrados con filtros de nylon de
0,22 micrémetros para HPLC y analizados por HPLC siguiendo el set 2 de parametros

en la tabla 1.

5.3.7 Evaluacion del efecto de variabilidad climatica
Para estudiar el fendmeno a distintas condiciones climaticas, todo el proceso
descrito anteriormente para esta segunda fase experimental fue realizado 3 veces,
cada una en un dia distinto con condiciones climéticas diferentes, preparando cada vez
una solucién madre nueva y sus 8 ensayos correspondientes segun lo especificado en

la tabla 2 (4 irradiados y 4 conservados a oscuras).

5.3.8 Cuantificaciéon y Tratamiento de Datos

Una vez obtenidos los cromatogramas de cada uno de los ensayos analizados,
se calcularon las areas bajo la curva del pico asociado a la hidroclorotiazida de cada
uno de ellos, utilizando para esto la funcionalidad de integracion de areas del software
del equipo de HPLC (delimitando manualmente la zona de la curva a ser integrada), y
posteriormente se calcularon las tasas de fotodegradacion del compuesto a partir de
estas areas siguiendo el procedimiento mostrado en el anexo 3.

Debido a que las areas bajo la curva en los cromatogramas son proporcionales a
la concentracion del compuesto, y a que los cambios relativos en la concentracion de
este se podian evaluar a partir de los cambios de estas areas directamente, se opté por
hacer esto en lugar de determinar los valores concretos de concentracion a partir de las
areas con la ayuda de curvas de calibracion.

Para determinar la incertidumbre asociada a las areas, se calculd la desviacion
estandar del area del pico asociado a la hidroclorotiazida en el cromatograma de un
triplicado de ensayos de tipo A (los cuales consistian Unicamente el compuesto en agua
de rio) irradiados, y de un triplicado de ensayos no irradiados de ese mismo tipo en
cada uno de los dias de experimentacion, y se utilizaron estas desviaciones estandar

como el estimado de la incertidumbre para resto de los ensayos del mismo dia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de Parametros de Experimentacion

6.1.1 Disolucion de la Hidroclorotiazida

Al intentar disolver las pastillas de hidroclorotiazida en agua destilada, estas se
disgregaban en su totalidad, pero invariablemente luego del proceso permanecia en el
fondo de los recipientes un polvo blanco el cual no lograba disolverse. Se contempld la
posibilidad de que el residuo blanco no fuera en si el principio activo, sino algun
material poco soluble de los excipientes de la pastilla, como por ejemplo la celulosa, la
cual es una de las sustancias mas utilizadas con este propdésito (Thoorens et al. 2014),
por ello, se decidieron realizar pruebas de solubilidad utilizando como solvente una
mezcla de acetonitrilo/agua 20/80 v/v para intentar determinar por HPLC si se habia
logrado disolver el principio activo en el medio acuoso a pesar de la presencia del polvo

blanco.

Se decidio utilizar la mezcla de acetonitrilo/agua como solvente ya que, segun lo
indicado por Reategui et al (2021), el acetonitrilo simula la presencia de materia
organica disuelta y favorece la solubilidad de sustancias organicas en el medio acuoso
(aumentando asi la estabilidad de la solucion), a la vez que previene la biodegradacion
del farmaco por la accion de microorganismos potencialmente presentes en el medio
(se reporta comunmente ademas que la hidroclorotiazida especificamente tiene una
solubilidad mejorada en acetonitrilo). Se decidié utilizar una concentracion de 20/80 v/v
basado en el trabajo de Amaro et al (2024), donde se utilizaron concentraciones

similares para mejorar la estabilidad de las soluciones que utilizaron.

A partir de dicha mezcla, se prepararon 3 soluciones de prueba de
hidroclorotiazida (denominadas a partir de ahora pl, p2 y p3) de 125 mg/L de
concentracién cada una, usando pastillas enteras del compuesto en su presentacion

comercial de 12,5 mg por pastilla, destinadas a ser analizadas mediante HPLC para
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determinar la presencia del principio activo de las pastillas en el medio acuoso tras el

proceso de disolucién, y para obtener asi mismo una medida de la repetibilidad de este

(esta concentracion de 125 mg/L de las soluciones se eligié sin ninguna razon particular

mas que de tener una concentracion relativamente baja la cual fuera un maltiplo entero

de la concentracion nominal del principio activo de las pastillas en su presentacion

comercial, para asi poder utilizar pastillas enteras sin tener que triturarlas y pesarlas).

Los resultados de estos andlisis se muestran en los cromatrogramas 1, 2 y 3 (figuras

11, 12 y 13 respectivamente) para cada una de estas soluciones. El polvo blanco el

cual se asumio era celulosa no logré disolverse con la mezcla de solventes utilizados,

mas sin embargo, segun lo mostrado en los cromatogramas esto no parece haber

impedido la disolucion del principio activo en el medio acuoso.
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Figura 11. Cromatograma 1: solucion p1 sin irradiar
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Figura 12. Cromatograma 2: solucion p2 sin irradiar
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DADI A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDO\UDO000273.D)
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Figura 13. Cromatograma 3: solucién p3 sin irradiar

En las figuras 11 12 y 13 se logré observar la presencia de picos, se calculo el
area bajo la curva de cada uno de estos con el software del equipo de HPLC y sus

valores se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Medicion con HPLC de para pruebas de disolucion

Solucién Area (mAU*s) Mediana Rango de valores
pl 21170
p2 11829 11829 (11122 - 21170)
p3 11122

Las cifras de la tabla 3 indicaron una gran variabilidad en el proceso de
disolucion de las pastillas, lo cual hizo que se prefiriera la utilizacion del principio activo
puro para los ensayos finales en agua de rio. Sin embargo, se siguieron utilizando
soluciones preparadas a partir de pastillas del compuesto durante esta fase inicial de
determinacién de parametros debido a su mayor facilidad de adquisicibn en
comparacion al compuesto puro. Las posibles razones de esta variabilidad en el
proceso de disolucion de las pastillas pudieran tener que ver con la sorcion del principio
activo en el residuo blanco proveniente de los excipientes, y con el proceso mismo de

fabricacion del producto.
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6.1.2 Primera Evaluacion del Fotoproceso
Las soluciones p1, p2 y p3 fueron irradiadas con luz solar durante 5 horas para
observar qué cambios experimentaba la hidroclorotiazida en el medio acuoso tras el
proceso. Estas soluciones se almacenaron a oscuras luego de la irradiacion y al
transcurrir un dia se analizaron mediante HPLC, obteniendo los cromatogramas

presentados en las figuras 14, 15y 16:

DAD1 A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDO\UDO000274.D)
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Figura 14. Cromatograma 4: solucion p1 irradiada
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Figura 15. Cromatograma 5: solucién p2 irradiada
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Figura 16. Cromatograma 6: solucion p3 irradiada
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En la tabla 4 se muestran los cambios en el area bajo la curva para estos

cromatogramas al ser comparados con los de las soluciones sin irradiar.

Tabla 4. Resultados de analisis por HPLC de soluciones fotodegradadas preparadas a
partir de pastillas del hidroclorotiazida

_ tr Area Area
tr solucion ] ] ]
y ] ) solucién |soluciéon no| solucidén % de
Solucioén | no irradiada | ] ] ] ] ] ]
(min) irradiada irradiada | irradiada | fotodegradacidn
min
(min) (mAU*s) (mAU*s)
pl 1,656 1,643 22015 6175 71,95
p2 1,642 1,657 12497 13600 -8,83
p3 1,643 1,667 11290 13412 -18,80

En estos cromatogramas se observa la aparicion de un nuevo pico de poco
tamafio (mucho mas evidente en la figura 14) el cual posiblemente corresponda a algun
producto de fotodegradacion generado durante el proceso de irradiacion, y
adicionalmente, puede observarse una abrupta disminucion del pico de mayor tamafio
en la solucion pl (figura 14 respecto a figura 11), indicando lo que pareciera ser una
gran tasa de fotodegradacion para esta solucion. Por otro lado, en las demas
soluciones (figura 15 respecto a figura 12, y figura 16 respecto a figura 13) el area del
pico mayor aumentd en lugar de disminuir, lo que parecié indicar que se habian
formado productos de fotodegradacion los cuales debido a no poder separarse
correctamente en el cromatograma a las condiciones en las que fue realizado el
analisis, estaban ocasionando un solape de picos, y, debido a esto tenia lugar el

aparente incremento observado en las areas.

Los resultados obtenidos indicaron que el proceso de irradiacion debia
modificarse, pues no estaba afectando de manera uniforme a las soluciones. También

debian modificarse los parametros de analisis con el equipo de HPLC, ya que muy
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posiblemente no estaban logrando separarse bien los picos asociados a los productos
de fotodegradacion generados durante el proceso de irradiacién de las soluciones. Las
soluciones utilizadas se apartaron y se almacenaron a oscuras mientras se seguia con
la experimentacion, sin embargo, tras un mes y seis dias al volver a revisarlas, se
observo que las soluciones que habian sido irradiadas habian adquirido una coloracién
amarilla, mientras que las que no habian sido irradiadas habian permanecido incoloras.
Esto fue indicativo de que posiblemente al irradiar las soluciones se inicié en ellas un
proceso de degradacion autocatalitico de la hidroclorotiazida el cual continud
avanzando aun a oscuras, y este proceso ocurrid solamente en las soluciones que
fueron irradiadas, por lo que se decidi6 analizarlas de nuevo dando como resultado los

cromatogramas presentes en las figuras 17, 18 y 19:
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Figura 17. Cromatograma 7: solucién p1 irradiada (re-analisis)
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Figura 18. Cromatograma 8: solucion p2 irradiada (re-andlisis)
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DAD1 A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDO\UDO000309.D)
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Figura 19. Cromatograma 9: solucién p3 irradiada (re-analisis)

En la Tabla 5 se puede apreciar la comparacion entre las areas de estos

cromatogramas y los obtenidos previo al mes de almacenamiento.

Tabla 5. Comparacion de areas para las soluciones irradiadas antes y luego de adquirir

coloraciéon amarilla

tr tr ) | Areatras
. .. | Areasin . % de % de
.. | solucion | solucion adquirir . .
Solucién | color degradacion | degradacion
sin color | coloreada color ]
) ) (mAU*s) sin color tras color
(min) (min) (mAU*s)
pl 1,643 1,719 6175 11340 71,95 48,49
p2 1,657 1,716 13600 10791 -8,83 13,65
p3 1,667 1,723 13412 10684 -18,80 5,37

Se puede observar que el area bajo la curva disminuyo para las soluciones 2 y 3
coloreadas respecto a los cromatogramas anteriores obtenidos cuando estas
soluciones aun no habian adquirido la coloracion (figura 19 respecto a figura 16, y
figura 18 respecto a figura 15), mientras que para la solucion 1, esta parecio aumentar
(figura 17 respecto a figura 14), ademas de un ligero aumento en el tiempo de

retencion, indicando que posiblemente se habian generado durante el tiempo a oscuras
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nuevos productos de fotodegradacion los cuales estaban siendo detectados ahora en el

cromatograma y ocasionaban el aumento observado en el area del pico.

Debido al tiempo transcurrido entre los analisis sin coloracién y los andlisis luego
de que las soluciones irradiadas adquirieran la coloracion, en principio no pueden
compararse estos resultados directamente, sin embargo, es interesante notar que
luego de haber adquirido la coloracién, las areas del pico principal en las 3 soluciones
parecieron estabilizarse mejor alrededor de un valor promedio respecto a las

soluciones irradiadas previo a que adquirieran la coloracion.

Se quiso intentar replicar estos cambios para poder discernir si los mismos se
debian en efecto al proceso de fotodegradacion o no, por lo que se preparé una
solucién madre de prueba (denominada a partir de ahora soluciéon p4), utilizando la
misma mezcla acetonitrilo/agua como solvente, pero esta vez con una concentracion
de 75 mg/L de hidroclorotiazida, siendo esta menor respecto a las soluciones pl, p2 y
p3 con el propédsito de intentar producir el cambio de coloraciéon en un menor tiempo, ya
gue se ha reportado que el proceso de fotodegradacion ocurre con mayor rapidez al
disminuir la concentracion del compuesto. A partir de esta solucion madre, se tomé un
triplicado destinado a ser expuesto a irradiacion solar durante el mismo tiempo que
fueron expuestas las soluciones pl p2 y p3, pero para intentar acelerar el proceso de
fotodegradacion, no se cubrieron los laterales de los recipientes de irradiacion en esta
oportunidad, permitiendo asi que entrara en contacto una mayor cantidad de luz solar
con la solucién. Tras las 5 horas de irradiacion ante luz solar, se pudo observar que en
esta ocasion los triplicados irradiados adquirieron tras solo 5 horas misma tonalidad
amarilla que habian adquirido las soluciones pl p2 y p3 luego del mes de espera,
indicando que las medidas tomadas para que el proceso se diera con mayor rapidez

fueron efectivas.

Los triplicados irradiados de la solucién p4 se almacenaron a oscuras y al
transcurrir un dia fueron analizados mediante HPLC, usando esta vez para ello como

eluyente una solucion 20/80 acetonitrilo/agua v/v (tratando de aumentar el caracter
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polar de la misma en comparacion a la usada previamente), obteniendo los
cromatogramas mostrados en las figuras 21, 22 y 23, asi como el cromatograma

mostrado en la figura 20 correspondiente a la solucion p4 sin irradiar:
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Figura 20. Cromatograma 10: solucién p4, ensayo no irradiado
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Figura 21. Cromatograma 11: solucién p4, ensayo 1 irradiado
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Figura 22. Cromatograma 12: solucién p4, ensayo 2 irradiado
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DADL1 A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDO\UDO000325.D)
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Figura 23. Cromatograma 13: solucion p4, ensayo 3 irradiado

Se puede observar que en estos cromatogramas se lograron separar de forma
mas apropiada los picos correspondientes a las soluciones irradiadas y también a la
solucién original no irradiada (figura 20), en la que se observa un nuevo pico de menor
tamafo el cual no estaba presente en los cromatogramas correspondientes a las
soluciones pl p2 y p3 sin irradiar (figuras 11, 12 y 13), indicando que en esta
oportunidad las condiciones de elucion fueron mas acertadas, pues se logré separar
del pico original de lo que pudiera ser un pico asociado a algun excipiente presente en
las pastillas, o a algun producto de alteracion del farmaco ya presente. En la tabla 6 se

encuentran resumidos los valores mostrados en estos cromatogramas.

Tabla 6. Porcentajes de fotodegradacion de los ensayos de la solucién p4 irradiados

ante el sol sin cubrir los laterales de sus recipientes

Area Area
tr solucién |tr solucion ] i .
] ] ] ] solucién no |soluciéon % de % promedio
Ensayo no irradiada| irradiada @ ) . . L
] ] irradiada |irradiada degradacion ts
(min) (min)
(mAU*s) | (mAU*s)

1 2,529 579 95,16 94.7% +

2,491 2,530 11977 580 95,16 0.7%
3 2,521 729 93,91
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El resultado promedio fue una fotodegradacion del 94,7% + 0,7%, indicando un
alto grado de repetibilidad en los resultados obtenidos. En general, estos resultados
sugieren que la presencia de la coloracion amarilla en las soluciones tras el proceso de
irradiacion puede tomarse como indicio de que el proceso de fotodegradacion de la
hidroclorotiazida ha transcurrido de forma considerable, llegando a fotodegradar casi

por completo al compuesto.

En la figura 24 se puede observar una comparacion del color de estas
soluciones antes y después de ser irradiadas en estas condiciones:

Figura 24. Diferencia de color entre las soluciones antes y luego de ser sometidas a irradiacion ante la

luz solar.

6.1.3 Siembra de Solucion No Irradiada Para Identificar el Pico

Correspondiente a la Hidroclorotiazida

En el primer cromatograma (figura 20) de la solucion p4 se observa el pico
principal asociado a la hidroclorotiazida eluido en un tiempo de 2,491 minutos. Para

confirmar que en los cromatogramas de la solucion irradiada (figuras 21, 22 y 23) el
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pico de menor area que se encontraba cercano a este mismo tiempo de elucidn

correspondia aun al compuesto sin fotodegradar, se realiz6 una siembra la cual

consistié en agregar una cantidad de la solucién sin irradiar a la solucion irradiada,

dando como resultado el siguiente cromatograma de la figura 25:
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Figura 25. Cromatograma 14: siembra (solucién p4, ensayo no irradiado + ensayo 1 irradiado)

En el mismo se puede observar que, al mezclar ambas soluciones, el pico eluido

a 2,508 minutos alcanz6 un area mayor a la solucién irradiada, pero menor a la no

irradiada, es decir un area intermedia entre ambos, confirmando asi este corresponde a

la hidroclorotiazida no fotodegradada en ambos casos. Los valores asociados a esta

siembra se ven reflejados en la tabla 7:

Tabla 7. Areas bajo la curva en prueba de siembra

Condicion del ensayo tr (min) Area bajo la curva (mAU*s)
no irradiado 2,491 11732
irradiado 2,529 609
siembra 2,508 6798

6.1.4 Influencia de la Temperatura

Cada vez que las soluciones del compuesto eran sometidas a irradiacion ante

luz solar, estas alcanzaban temperaturas superiores a los 30 °C, por lo que se debia
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descartar la posibilidad de que los cambios observados estuviesen siendo ocasionados
por los aumentos de temperatura en lugar de por la accion de la luz solar, pues de ser

este el caso, no seria una fotoreaccion lo que se estaba evidenciando.

Para hacer esto, se realiz6 otro ensayo preparado a partir de la solucion p4, el
cual fue sometido a calentamiento a 50 °C a oscuras durante 5 horas. Una vez
finalizadas las 5 horas, se pudo observar que esta solucion habia permanecido
completamente transparente y sin ningdn rastro de coloracion amarilla, a pesar de
haber sido expuesta durante el mismo tiempo que los ensayos irradiados previos a
temperaturas incluso superiores a las que fueron expuestas estos. En base a esta
observacion, se descartaron a los aumentos de temperatura que tenian lugar durante el
proceso de irradiacion ante la luz solar como los responsables de los cambios
observados en las soluciones al finalizar el proceso, confirmando que estos eran
consecuencia del contacto entre la hidroclorotiazida y la luz del sol y que era
efectivamente una fotoreaccién lo que se estaba evidenciando cuando tenia lugar el

cambio de color, pues el proceso no ocurria en ausencia de esta luz.

6.1.5 Diferencia entre la luz artificial y la natural

Una vez se tuvo listo el montaje de la camara de irradiacion acondicionada
segun lo descrito en la metodologia, se preparé una nueva solucion madre de prueba
de hidroclorotiazida (denominada a partir de ahora p5) exactamente igual a la solucién
p4 (75 mg/L de concentracion del compuesto, preparada disolviendo pastillas del
compuesto en una solucion 20/80 v/v acetonitrilo/agua destilada), a partir de la cual se
tomé un triplicado para realizar ensayos en la camara. Segun lo reportado por algunos
autores (Brigante et al., 2005), el proceso de fotodegradacidén se da con mucha mayor
rapidéz ante la luz solar que ante luz UV artificial, por lo que se decidi6 someter a los
ensayos preparados a un tiempo de irradiacion mayor en la camara, el cual a modo
tentativo se decidié que fueran inicialmente 48 horas con la posibilidad de ser ajustado
en pruebas posteriores, mas sin embargo, debido a que transcurrido este tiempo se

lograron obtener tasas de fotodegradacion relativamente cercanas a las obtenidas tras
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las sesiones de irradiacion ante la luz solar en las pruebas anteriores, este ajuste no

fue necesario.

Al momento de retirar los ensayos irradiados, se evidencio nuevamente en estos
la coloracion amarilla observada previamente en las soluciones irradiadas con luz solar,
indicando que el proceso de fotodegradacién habia ocurrido exitosamente dentro de la
camara de irradiacion. Estos ensayos fueron analizados por HPLC con el set 2 de
parametros especificados en la tabla 1, teniendo como resultado los cromatogramas

mostrados en las figuras 26, 27, 28 'y 29:

DAD1 A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDO\UDO000332.D)
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Figura 26. Cromatograma 15: solucién p5, ensayo no irradiado

DAD1 A, Sig=272 4 Ref=360,100 (UDO\UDO000333.D)
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Figura 27. Cromatograma 16: solucién p5, ensayo 1 irradiado
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DAD1 A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDOWDO000334.D)
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Figura 28. Cromatograma 17: solucion p5, ensayo 2 irradiado
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Figura 29. Cromatograma 18: solucién p5, ensayo 3 irradiado

En estos cromatogramas se pudo observar un descenso significativo en el area
del pico mayor correspondiente a la hidroclorotiazida no fotodegradada, los porcentajes
de fotodegradacion se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Irradiacion de ensayos de la solucién p5 en camara de irradiacion

Area Area
trl tr2 |solucién no| solucién % de Fotodegradacion
Ensayo . . . ] . . L )
(min) | (min) | irradiada | irradiada fotodegradacién, promedio *s
(mAU*s) (mAU*s)
1 2,657 1211 88,53
2 2,634 | 2,684 10559 401 96,21 86% + 11%
3 2,677 2624 75,14

58




ESTUDIO DEL EFECTO DEL MICROPLASTICO DE POLIESTIRENO EN LA FOTODEGRADACION DE LA HIDROCLOROTIAZIDA EN AGUAS NATURALES

La fotodegradacion promedio fue del 86% + 11%, y a pesar de que se logro
observar el fendmeno de fotodegradacion de forma satisfactoria, la tasa de
fotodegradaciéon tuvo una mayor variabilidad en estos ensayos en comparacion a los
ensayos previos realizados con luz solar. Los factores que pudieron haber influido en
mayor medida fueron posiblemente el posicionamiento de las soluciones respecto a la
lampara dentro de la camara de irradiacion, asi como el grado de uniformidad de la
emision luminica de la lampara (es decir, que la misma no emitiera luz UV con la misma
intensidad a lo largo de toda su extensién). En la figura 30 se muestra un esquema del

montaje.

Camara de Irradiacion

Soluciones

Figura 30. Esquema del montaje experimental en la camara de irradiacion.

En general, la geometria de la camara y la disposicion de las soluciones dentro
de la misma parecen ejercer una influencia significativa sobre la intensidad del proceso
de fotodegradacion. Como recomendacion, en ensayos que utilicen disefios similares
convendria procesar un ensayo a la vez siendo este colocado siempre en la misma

zona de la camara.

Debido a lo expuesto anteriormente, se prefirid utilizar la luz solar natural como

fuente luminica en las pruebas finales de la segunda fase experimental, ya que los
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resultados observados en la tabla 6 de la solucion p4 (la cual se sometio a irradiacion
ante la luz solar) mostraron rangos de intensidad de fotodegradacion menos amplios
para los ensayos irradiados, con un valor de desviacion estandar bastante bajo, lo que
indica que se tuvo un mayor nivel de repetibilidad al utilizar este tipo de luz.

En la tabla 9 se coloca un resumen de las soluciones de prueba utilizadas en

esta fase de experimentacion inicial.

Tabla 9. Soluciones de prueba utilizadas en la primera fase experimental

Solucién Solvente Presentacion HCTZ | Concentracion
usada (mg/pastilla) HCTZ (mgliL)
pl acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v 12,5 125
p2 acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v 12,5 125
p3 acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v 12,5 125
p4 acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v 12,5 75
p5 acetonitrilo/agua destilada 20/80 v/v 12,5 75
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6.1.6 Evaluacion del Efecto de los Excipientes

Mientras que todas las soluciones de la fase inicial habian sido preparadas a
partir de pastillas de hidroclorotiazida, para los ensayos de la segunda fase se utilizaron
soluciones preparadas a partir del compuesto puro. Una diferencia importante entre las
soluciones preparadas a partir de estas dos presentaciones distintas del compuesto es
la presencia de excipientes en las pastillas del mismo, por lo que se evalué el posible
efecto de estos comparando para ello los cromatogramas de dos soluciones distintas,
una preparada a partir de pastillas del compuesto, y la otra preparada a partir del
compuesto puro. Se colocan a continuacién los cromatogramas de la solucion p4 (sin
irradiar en la figura 20 e irradiada en la figura 21), la cual fue preparada a partir de
pastillas del compuesto, y los de una de las soluciones procesadas en la fase final de
experimentaciéon (en concreto, los del ensayo de tipo A del tercer dia de
experimentacién), la cual fue preparada a partir del compuesto puro (sin irradiar en la

figura 31 e irradiada en la figura 32).

DAD1 A, Sig=272 .4 Ref=360,100 (UDO\UDO000322.D)
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Figura 20. Cromatograma 10: solucion p4, ensayo no irradiado
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Figura 31, Cromatograma 19: ensayo tipo A del tercer dia no irradiado
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DADL A, Sig=272,4 Ref=360,100 (UDO\UDO000323.D)
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Figura 21. Cromatograma 11: solucién p4, ensayo 1 irradiado
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Figura 32, Cromatograma 20: ensayo de tipo A del tercer dia irradiado

En general, se observa que todos los cromatogramas correspondientes a los

ensayos no irradiados muestran un pequefio pico eluido antes del pico mayor, tanto

para la solucién preparada a partir de pastillas como para la preparada a partir del

compuesto puro. Adicionalmente, las formas de los picos son bastante cercanas entre

ambos cromatogramas de los ensayos irradiados, por lo que puede decirse que la

presencia de excipientes en el medio acuoso no parece causar un efecto

excesivamente marcado sobre los picos de los productos de fotodegradacion del

compuesto, salvando pequefias diferencias como por ejemplo la ausencia en el

cromatograma de la figura 21 del segundo pico que aparece de izquierda a derecha en

el cromatograma de la figura 32.
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6.2 Analisis de las Soluciones Irradiadas Preparadas Con

Agua del Rio Orinoco

Tras haber determinado en la fase inicial los parametros de experimentacion a
ser utilizados en los ensayos finales, se procedio a realizar el proceso descrito en la
fase 2 de la metodologia. Para cada uno de los 3 dias finales de experimentacion se
prepararon 8 ensayos (cada uno de estos preparados segun lo indicado en la tabla 2)
para ser procesados. Las caracteristicas de irradiacion y de temperatura los tres dias

de experimentacion se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas de los dias de irradiacion

Irradiancia promedio | Temperatura promedio o
Dia Fecha Descripcion
(wim?) (C°)
1 2023/08/23 802,6 38,7+0,1 nublado
2 2023/08/29 735,3 29,7+0,1 lluvioso
3 2023/09/05 781,4 357+0,1 soleado

A continuacién se discuten las medidas tomadas para estimar la incertidumbre
asociada a los valores obtenidos del andlisis de las soluciones, y posteriormente se

discuten los resultados obtenidos.
6.2.1 Control de Calidad en Mediciones

6.2.1.1 Incertidumbres Asociadas a las Areas de los Cromatogramas

Para los ensayos procesados, las areas del pico asociado a la hidroclorotiazida
en los cromatogramas (mostradas en la tabla 12) estuvieron influenciadas por una
incertidumbre compuesta por dos fuentes principales de error: el error asociado al
equipo de HPLC el cual denominaremos a, y el error asociado al proceso de
fotodegradacion el cual denominaremos (3. Debido a la imposibilidad de realizar por

triplicado cada uno de los ensayos para estimar las incertidumbres asociadas a los
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resultados del analisis de estos (ya que esto hubiera implicado la realizacion de un
namero de ensayos superior a 70, y no se contaba con la cantidad de reactivos ni de
agua de rio necesarios para esto), se optd por procesar un triplicado de ensayos de
tipo A (el cual consistia hidroclorotiazida disuelta en agua de rio sin agitar y sin
microplasticos) irradiados y un triplicado no irradiado de este mismo tipo en cada uno
de los tres dias de experimentacion, y se utilizaron las desviaciones estandar
calculadas para estos triplicados como un aproximado de las incertidumbres asociadas
a las areas obtenidas de los demas ensayos irradiados y no irradiados de cada dia

respectivamente. En la tabla 11 a continuacion se muestran estos valores.

Tabla 11. Incertidumbres asociadas al equipo de HPLC y al proceso de fotoirradiacion.

Dia Tipo irradiado Desviacion estandar de Coeficiente de

ensayo las areas variacion (%)
1 A Si 74 15
1 A No 1306 6
2 A Si 513 11
2 A No 334 1
3 A Si 66 22
3 A No 513 3

En esta tabla, la desviacién estandar calculada para los ensayos irradiados
engloba a ambos errores a y B mencionados anteriormente, mientras que en el caso de
los ensayos no irradiados, la desviacion estandar unicamente contempla al error o
asociado al equipo de medicion, ya que estos se mantuvieron a oscuras durante el
desarrollo de las experiencias y no fueron influenciados por el error asociado al

fotoproceso.
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6.2.1.2 Blancos Preparados
A continuacién, se muestran los cromatogramas de los blancos preparados en
cada uno de los dias de experimentacién. Estos fueron preparados utilizando el mismo
solvente acetonitrilo/agua del rio orinoco 20/80 v/v en ausencia de hidroclorotiazida, y
fueron analizados inmediatamente luego de ser preparados sin ser sometidos a

irradiacion.
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Figura 33. Cromatograma del blanco preparado para el dia 1
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Figura 34. Cromatograma del blanco preparado para el dia 2
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Figura 35. Cromatograma del blanco preparado para el dia 3
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6.2.2 Resultados de los Analisis con HPLC

En las figuras 36 a 47 se muestran los cromatogramas obtenidos en esta fase
para cada uno de los tres dias de experimentacion. Las letras “A”, “B”, “C” y “D” hacen

referencia a la tipologia de los ensayos segun lo descrito en la tabla 2, recordando que
estas son:

A: Hidroclorotiazida disuelta en agua de rio
B: Hidroclorotiazida disuelta en agua de rio y sometida a agitacion
C: Hidroclorotiazida disuelta en agua de rio con microplasticos agregados

D: Hidroclorotiazida disuelta en agua de rio con microplasticos y sometida a agitacion

Las figuras 36, 37, 38 y 39 corresponden a los cromatogramas de los ensayos
procesados el primer dia de experimentacion, las figuras 40, 41, 42 y 43 a los
procesados durante el segundo dia, y finalmente las figuras 44, 45, 46 y 47) a los del
tercer y ultimo dia de esta fase experimental.
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Figura 36. Cromatogramas de ensayos tipo A del dia 1, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 37. Cromatogramas de ensayos tipo B del dia 1, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 38. Cromatogramas de ensayos tipo C del dia 1, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 39. Cromatogramas de ensayos tipo D del dia 1, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 40. Cromatogramas de ensayos tipo A del dia 2, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 41. Cromatogramas de ensayos tipo B del dia 2, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 42. Cromatogramas de ensayos tipo C del dia 2, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 43. Cromatogramas de ensayos tipo D del dia 2, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 44. Cromatogramas de ensayos tipo A del dia 3, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 45. Cromatogramas de ensayos tipo B del dia 3, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 46. Cromatogramas de ensayos tipo C del dia 3, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)
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Figura 47. Cromatogramas de ensayos tipo D del dia 3, no irradiado (izquierda) e irradiado (derecha)

En general, se observa que los cromatogramas de los ensayos irradiados el dia

1 (figuras 36, 37, 38 y 39) y los del dia 3 (figuras 44, 45, 46 y 47) poseen formas mas

parecidas entre si que los del dia 2 (figuras 40, 41, 42 y 43), lo cual muy probablemente

se deba a que en el dia 1 y 3 los valores de irradiancia fueron mas cercanos entre si

que con el del dia 2 (tabla 10). Si se comparan los cromatogramas de los ensayos
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irradiados en esta fase con los de los ensayos irradiados de la fase inicial de
determinacidon de paradmetros, se puede observar que los cromatogramas del dia 1y 3
muestran cierto parecido con los cromatogramas de los ensayos irradiados de las
soluciones preparadas a partir de pastillas de hidroclorotiazida, tal y como fue
mencionado en el apartado 6.1.6. Los cromatogramas de los ensayos irradiados el dia
2 sin embargo (figuras 40, 41, 42 y 43), muestran un comportamiento distinto. Debido a
gue se observan en los cromatogramas del dia 1 y 3 irradiados picos similares a los de
las soluciones de prueba irradiadas en la fase inicial, se puede inferir que estos picos
secundarios no se generan (al menos no todos) a partir de excipientes presentes en las
pastillas, sino a partir del principio activo (la hidroclorotiazida) en si, y que la ausencia
de la mayoria de picos secundarios en los cromatogramas de los ensayos irradiados
durante el segundo dia se debidé principalmente a la intensidad de la irradiancia para
ese dia, la cual fue menor respecto a los otros dos. En el caso de los ensayos no
irradiados, la forma del cromatograma es similar para todos los ensayos en cada uno
de los tres dias (figuras 36 a 47), y también es similar a la de los cromatogramas de los
ensayos no irradiados de la fase inicial de determinacion de parametros.

Una vez obtenidas por HPLC las areas de los cromatogramas de estas
experiencias, se compararon las de los ensayos irradiados con las de los ensayos no
irradiados de cada uno de los 4 tipos de ensayo procesados para los tres dias de
experimentacion, determinando asi los valores de disminucion tanto absoluta como
relativa de dichas areas (disminucién la cual es indicativa de grado de fotodegradacion
alcanzado por el compuesto). Inicialmente se discuten las disminuciones absolutas de
concentracion de hidroclorotiazida para cada tipo de ensayo en base a los cambios en

las areas, y posteriormente las tasas relativas de fotodegradacion del compuesto.
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6.2.3 Cambios en la Concentracién de Hidroclorotiazida Tras Irradiar
En la figura 48 se observan los cambios en las areas del pico asociado a la
hidroclorotiazida en los cromatogramas de los distintos ensayos realizados. El error
mostrado en las barras corresponde al error a + [3 para los ensayos irradiados, y
unicamente al error a en el caso de los ensayos no irradiados. Los colores de las
barras representan el tipo de ensayo (indicado en la leyenda de la figura), y para cada
dia se observan dos barras conjuntas del mismo color por cada uno de los tipos de
ensayo, correspondiendo la barra de la izquierda de cada par al ensayo no irradiado de
ese tipo, y la de la derecha al ensayo irradiado.
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Figura 48. Areas iniciales y finales asociadas a la hidroclorotiazida

En la tabla 12 se muestran los valores de las areas para los cromatogramas de
cada uno de los ensayos procesados en los tres dias de experimentacién. La columna
“tipo de ensayo” hace referencia a las condiciones del ensayo segun la tipologia

especificada en la tabla 2.
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Tabla 12. Areas asociadas a la hidroclorotiazida a distintas condiciones

] Area
Area ensayo Tasa de
. . ) i ensayo y
Dia Tipo de ensayo no irradiado | ) fotodegradacion
irradiado
(mAU*s) (%)
(mAU*s)
1 A (Agua) 13165+ 1306| 403+ 74 97+21
1 B (Agua + agitacion) 12203 £ 1306 | 278 £ 74 98+21
1 C (Agua + microplastico) 13688 + 1306| 507 + 74 96 + 21
1 | D (Agua + agitacion + microplastico) | 11110 + 1306 | 339 £ 74 97 +21
2 A (Agua) 14762 + 334 | 4176 + 513 72+ 14
2 B (Agua + agitacion) 9370 £ 334 | 3605 + 513 62 +13
2 C (Agua + microplastico) 15865 + 334 | 4993 + 513 69+14
2 | D (Agua + agitacion + microplastico) | 8615 + 334 | 4097 + 513 52 +13
3 A (Agua) 14429 + 513 | 244 £ 66 98 +31
3 B (Agua + agitacion) 12166 £ 513 | 251 + 66 98 +£31
3 C (Agua + microplastico) 14084 £ 513 | 339 + 66 98 +£31
3 | D (Agua + agitacidon + microplastico) | 12354 £ 513 | 305 + 66 98 +£31

Tanto para el primer como el tercer dia se observa la disminucion casi total en el

area del pico asociado a la hidroclorotiazida en los cromatogramas, y debido a que las

areas en los cromatogramas son proporcionales a las concentraciones del compuesto,

esto indica a su vez una disminucion casi total en la concentracion de este para todos

los tipos de ensayo, lo cual parece ocurrir sin importar las condiciones en las que

ocurre el proceso (siendo estas condiciones la energia cinética del medio acuoso y la

presencia 0 ausencia de microplasticos). Segun indican estos resultados, el compuesto

se fotodegrada casi por completo al ser sometido ante luz solar con irradiancia

suficiente durante un tiempo relativamente corto. Teniendo en cuenta que en cada uno

de los tres dias de experimentacién todos los ensayos del dia fueron preparados a

partir de la misma solucibn madre de ese dia (ver anexo 2), todos los ensayos
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realizados en un mismo dia necesariamente partieron de la misma concentracion base,
asi pues, cualquier discrepancia observada entre las areas de los ensayos no
irradiados (y por lo tanto entre sus concentraciones) dentro de un mismo dia se debe
necesariamente o bien a la incertidumbre asociada a sus valores (en los casos en los
gue hay interseccion entre los intervalos demarcados por el error asociado a cada
valor), o a la influencia de algun efecto ajeno a la fotodegradacién el cual no fue
contemplado inicialmente (esto en los casos en los que los valores de las &reas distan
de forma significativa, y en especial si dicha interseccion de intervalos no existe incluso

al tomar en cuenta las incertidumbres asociadas a los mismos).

Las discrepancias entre los valores de los ensayos de tipo Ay C no irradiados
(los cuales no fueron agitados) para cada uno de los dias son un ejemplo del primer
caso, ya que sus valores son relativamente cercanos y existe interseccion entre los
intervalos definidos por las incertidumbres asociadas. El caso de los ensayos de tipo B
y C no irradiados (los cuales fueron agitados), sin embargo, parece ser un ejemplo de
lo segundo, pues se observa un fendmeno importante durante los 3 dias (y
especialmente en el segundo dia): la presencia de agitacion (tanto en ausencia como
en presencia de microplasticos) parece producir una disminucion en la concentracion
de hidroclorotiazida previo a irradiacion, lo cual se puede observar en la figura 48 al
comparar las areas de los ensayos de tipo B y D (barras de color naranja y verde
respectivamente en la figura) no irradiados con las de los ensayos de tipo Ay C (barras
de color azul y amarillo) no irradiados. Esto significa que incluso a oscuras, la

concentracion de hidroclorotiazida disminuy6 al someter a los ensayos a agitacion.

En la tabla 13 pueden observarse los valores de estas pérdidas de
concentracion, reflejadas en las disminuciones del valor las areas del pico asociado a la
hidroclorotiazida en los cromatogramas de los ensayos agitados respecto al valor de
area promedio de los ensayos no agitados (esto para los ensayos no irradiados en
ambos casos).
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Tabla 13. Disminucién de concentracion de los ensayos agitados respecto a los no

agitados.
Promedio areas | Pérdida area | Pérdida | Pérdida area Pérdida
Dia ensayoAyC ensayo B | ensayo B ensayo D ensayo D
(mAU*s) (mAU*s) (%) (mAU*s) (%)
1 13426 1223 9 2316 17
2 15314 5944 39 6698 44
3 14256 2091 15 1903 13

No se realizaron pruebas para determinar la fuente de este fenbmeno, sin
embargo, en el caso de los ensayos de tipo D (agitados en presencia de
microplasticos), esto pudiera deberse muy probablemente a la sorcion del compuesto
sobre la superficie de los microplasticos al entrar estos en contacto con la totalidad de
la solucién gracias al movimiento que los mismos adquirieron por la agitacion, por lo
que en futuras investigaciones similares, convendria confirmar esta posibilidad
intentando desorber y detectar cualquier posible cantidad remanente de
hidroclorotiazida sobre los microplasticos. La disminucién en el caso de los ensayos
agitados en ausencia de microplasticos (ensayos de tipo B) pudiera indicar que también
la agitacién promovio la sorcion del compuesto sobre las paredes de los recipientes
gue contenian a las soluciénes, lo cual por supuesto también influy6é en el caso de las
soluciones agitadas con microplasticos, pero estas al experimentar la sorcion del
farmaco tanto sobre los microplasticos como sobre las paredes del recipiente, tuvieron
una disminucion mayor en la concentracién de hidroclorotiazida respecto a la de las
soluciénes agitada en ausencia de microplasticos (aunque esto parece verse reflejado
Unicamente para los primeros dos dias). A pesar de que la causa mas probable de
estas disminuciones en la concentracion de hidroclorotiazida sin haber irradiado muy
probablemente sea la sorcion del compuesto sobre los microplasticos o sobre las

paredes del recipiente, es necesario realizar estudios adicionales que tomen en cuenta
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estos efectos para poder tener resultados mas especificos con los cuales discutir el
fendmeno méas a fondo y determinar a ciencia cierta si en efecto las disminuciones de
concentracion en los ensayos no irradiados se deben a efectos de sorcion, o si este no
es el caso. Llama la atencién que este efecto de disminucién en la concentraciéon del
compuesto por posible sorcion haya sido mucho mas marcado durante el segundo dia
respecto a los otros dos. Debido a que estas disminuciones se dieron en los ensayos
no irradiados, en principio la Unica diferencia en el segundo dia que pudo haber
ocasionado esta intensificacion del proceso fue la menor temperatura del entorno
respecto a los otros dos dias. Se ha reportado por algunos autores que la capacidad de
sorcion de algunos materiales (por ejemplo las zeolitas) puede verse intensificada al
disminuir la temperatura del entorno (Wilson et al., 2022), por lo que convendria
estudiar en investigaciones futuras si este fenémeno ocurre de forma similar sobre este

tipo de microplastico o sobre el borosilicato del cual estaban hechos los recipientes.

En el caso de los ensayos irradiados, se puede observar que indistintamente de
las condiciones, la concentracion final de todos los ensayos de un mismo dia estuvo
dentro de rangos muy cercanos entre si en base a los valores finales alcanzados por
las areas, y estas alcanzaron valores mas bajos los dias de mayor irradiacion (dichas
areas finales fueron graficadas en funcién de la irradiancia a la que fueron sometidas
en la figura 49), lo que pareciera ser un indicio de que posiblemente exista una asintota
o valor limite de concentracion final en el proceso de fotodegradacion, la cual varia en
funcién de la irradiancia. La existencia certera de dicha asintota, sin embargo, no
puede aseverarse Unicamente con las datos obtenidos en estos ensayos, para hacer
esto se requieren pruebas adicionales de fotodegradacién que contemplen valores de
irradiancia intermedios, y, de existir dicha asintota, las areas finales (y por lo tanto las
concentraciones finales) en las soluciones irradiadas ante dichas irradiancias
intermedias deberian seguir la tendencia de la linea esbozada en la figura 50 (en las
figura 49 y 50 algunos de los puntos no logran observarse debido a la cercania entre

sus valores, sin embargo todos los ensayos irradiados estan contemplados en ellas).
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Figura 49. Area final alcanzada de los ensayos irradiados en funcion de la irradiancia a la que fueron
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Figura 50. Posible linea asintotica en funcion de la irradiancia
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6.2.4 Tasa de Fotodegradacion de la Hidroclorotiazida

Para obtener las tasas de fotodegradacién de la hidroclorotiazida se siguio el
procedimiento descrito en el anexo 3, utilizando los valores de las areas del pico
asociado al compuesto en los cromatogramas de los ensayos irradiados y los de los
ensayos no irradiados para cada uno de los 4 tipos de ensayo en los 3 dias de
experimentacion (los valores de las areas y de las tasas obtenidas se muestran en la
tabla 12). Debido a que en estos célculos los valores utilizados de las areas de los
ensayos no irradiados fueron valores que ya se habian visto disminuidos por los
efectos de sorcidon que posiblemente ocurrieron durante el proceso experimental, las
tasas determinadas indican qué porcentaje de la hidroclorotiazida que permanecio libre
en el medio acuoso durante el proceso (es decir, la que no fue sorbida) fue
fotodegradada, y por lo tanto, las tasas calculadas ya estan corregidas en cuanto a la
influencia de los efectos de sorcion.

En la Figura 51 se muestran la tasas de fotodegradacion obtenidas, el error
mostrado en las barras corresponde al error propagado de las areas utilizadas en los

calculos.

100

[

I ® A (agua)
B B (Agua + agitacién)
C (Agua + microplastico)
B D (Agua + agitacién + microplastico)
1 2 3

Dia de experimentacion

80

Porcentaje de fotodegradacion

20

Figura 51. Tasas de fotodegracion de la hidroclorotiazida
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En esta grafica se evidencia que, de los tres dias de experimentacion, la
influencia del clima del dia 2 (lluvioso) sobre el proceso fue mucho mayor que la de los
otros dos, en los cuales el proceso de fotodegradacién consumié a la hidroclorotiazida
en casi un 100% indistintamente de las condiciones de presencia o ausencia de

microplasticos y de agitacion bajo las cuales ocurri6 el proceso.

Se pueden hacer comparaciones mas elaboradas entre los datos obtenidos el
dia 2 al haberse observado mayor variabilidad en ellos (consecuencia probablemente
del menor avance del proceso de fotodegradacion en funcion a la menor irradiancia de
ese dia). A primera vista, se observa que la tasa de fotodegradacion en el dia 2 fue muy
cercana para los ensayos de tipo A (los cuales consistian Unicamente en la
hidroclorotiazida disuelta en agua de rio) y C (los cuales consistian en el compuesto
disuelto en agua de rio en presencia de microplasticos), indicando que la presencia de
microplasticos en ausencia de agitacion en principio no ejerci6 una influencia
significativa sobre el proceso de fotodegradacion, lo cual puede deberse simplemente a
gue estos microplasticos al permanecer estaticos en un mismo sitio en el fondo del
recipiente no entraron en contacto de forma continua con distintas areas dentro de la
solucion (caso contrario a los ensayos sometidos a agitacion, en los que por el efecto
de dicha agitacion, los microplasticos se movilizaban concéntricamente a lo largo de

todo el recipiente).

En este dia, en el caso de los ensayos tipo B y D (sometidos a agitacion en
ausencia y en presencia de microplasticos respectivamente), sin embargo, se puede
observar una disminucion més marcada en la eficiencia del proceso de fotodegradacion
sobre la hidroclorotiazida. Entre estos dos, el ensayo de tipo D muestra una
disminucién mas pronunciada de la eficiencia del proceso que el de tipo B. Aun asi,
debido a que el ensayo de tipo B parecid mostrar en si mismo una disminucién en la
intensidad del proceso, el solo hecho de agitar la solucién pareciera estar jugando un
papel en la disminucién de la intensidad de la fotodegradacion, posiblemente debido a

una disminucion en la probabilidad de contacto entre los fotones que entraban en la
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solucion y las moléculas del farmaco como consecuencia de una mayor entropia en el
medio causada por la agitacion. Esto se incrementa en el ensayo de tipo D agitado con
microplasticos, pues adicional al efecto producido por la agitacién por si sola, en este
caso los microplasticos si entraron en contacto de forma continua con todas las areas
de la solucién, pudiendo haber refractado, reflejado y/o absorbido parte de la radiacion
luminica que llegaba a la solucion (esto Ultimo posiblemente gracias a los anillos
aromaticos presentes en la estructura quimica del poliestireno), impidiendo que esta

entrara en contacto con la hidroclorotiazida y la fotodegradara.

La conclusién inmediata que se puede obtener a partir de estos resultados es
gue la influencia de los microplasticos de poliestireno no expandido sobre el proceso de
fotodegradacion de la hidroclorotiazida parece ser mayor en ambientes de alta energia.
Estos microplasticos en ausencia de energia en el medio se asientan en el fondo del
medio, donde no parecen ejercer (al menos segun lo visto en los resultados de estas
experiencias) una influencia significativa en la eficiencia del proceso de
fotodegradacion de la hidroclorotiazida. Seria de interés realizar nuevamente estos
estudios en investigaciones futuras utilizando otros tipos de microplastico que
interactien de forma distinta con la matriz, como por ejemplo poliestireno expandido, el
cual debido a su menor densidad posee una tendencia a flotar en el agua en lugar de a
hundirse como lo hace su presentacion no expandida, lo que pudiera disminuir la
capacidad de la radiacion solar de entrar en contacto con el farmaco aun en ambientes
de baja energia cinética, o existe también la posibilidad de utilizar microplasticos de un
tipo de plastico completamente distinto el cual carezca de anillos aromaticos en su
estructura (como pudiera ser el polietileno), ya que al no poseer anillos de este tipo
capaces de interactuar con la luz ultravioleta, posiblemente influirian de forma distinta

sobre la fotodegradacion de la hidroclorotiazida.
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6.2.5 Efecto del Agua de Rio

En la tabla 14 se muestran los datos de caracterizacion del agua del Rio Orinoco

usada durante la segunda fase experimental.

Tabla 14. Parametros fisicoquimicos del agua del Rio Orinoco utilizada en los ensayos.

Cantidad determinada Valor
Concentracion de Cl~ (mg/L) 6+2
Concentracion de Mg*+2 (mg/L) 3x1
Concentracion de Ca*2 (mg/L) 4+1
Concentracion de OH~ (mg/L) 00
Concentracion de CO3;72 (mg/L) 00
Concentracion de HCO3s~ (mg/L) 6+3

pH 4,79 + 0,05

Solidos totales disueltos (mg/L) 21 £ 2% F.S.

Conductividad puS/cm 46 + 2% F.S.

A primera vista llama la atencion el bajo valor de pH obtenido para esta muestra
de agua. Segun Mora et al. (2007), el pH en el cauce principal del rio tiene un valor de
5,28 a 5,30, mientras que algunos cuerpos de agua aledafios poseen pH que pueden
llegar a 4 e incluso a 3,96, y el pH de la muestra analizada cae dentro de este rango,
sin embargo, también pudo haber influido el tiempo que la misma se tuvo en
almacenamiento, el cual fue superior a un afio.

Para tener un estimado de la influencia del agua de rio utilizada sobre el proceso
de fotodegradacion, se puede comparar la tasa de fotodegradacion promedio
experimentada por la solucién p4 de la fase inicial de determinacion de parametros (la
cual fue preparada con agua destilada sin agitacién ni microplasticos) con la del ensayo

de tipo A (preparada con agua de rio sin agitacion ni microplasticos) del dia 1 de
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experimentacion, ambas sometidas a irradiacion con luz solar durante 5 horas (10 am a
3 pm) en condiciones de irradiancia similares. Estos valores se encuentran en las
tablas 6 y 12 respectivamente, sin embargo se colocan nuevamente en la tabla 15 para
poder ser comparados directamente.

Tabla 15. Comparacion de la tasa de fotodegradacion de las soluciones p4 y Al

Solucién Tasa de fotodegradacién
p4 95% + 1%
1A 97% + 13%

En principio no se puede observar una gran diferencia entre las tasas de
fotodegradacion experimentadas por ambas soluciones, por lo que, al menos bajo las
condiciones de irradiacion a las que fueron sometidas estas soluciones, cualquier
posible influencia de las matrices acuosas sobre el proceso de fotodegradacion parece
haber sido opacada el efecto de la radiacién solar sobre el compuesto, pues este fue
tan intenso y logré fotodegradar tanto a la hidroclorotiazida que no pudieron observarse
diferencias mayores entre las tasas de fotodegradacion de ambas soluciones que
pudieran ser adjudicadas a las diferencias de composicion entre las matrices acuosas
de las mismas. En zonas de alta irradiancia como los trépicos se esperaria en principio
gue, para este farmaco, el proceso de fotodegradacion se dé con gran eficiencia
indistintamente de la composicion ionica de los cuerpos de agua donde ocurra este
proceso (al menos si estos poseen concentraciones ionicas similares a las mostradas
en la tabla 14). Convendria realizar estudios comparativos bajo condiciones de
irradiacion reducida (similares a las del dia 2 de la segunda fase experimental) para
estudiar la influencia que ejerce la composicion idnica de los cuerpos acuosos sobre los
fendmenos de fotodegradacion que ocurren en ellos, lo cual seria de utilidad para tratar
de entender este fendbmeno en ambientes de clima templado (zonas septentrionales y
meridionales alejadas de los tropicos) o durante épocas de mayor nubosidad/menor

irradiancia.
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7. CONCLUSIONES

En condiciones de irradiancia solar reducida, la tasa de fotodegradacion maxima
de la hidroclorotiazida en condiciones de baja energia cinética y ausencia de
microplasticos en el medio acuoso fue del 72% + 14%, mientras que en
condiciones de alta energia cinética y presencia de microplasticos fue del 52% +
13%, indicando que los microplasticos de poliestireno no expandido parecen
tener la capacidad de disminuir en cierta medida la eficiencia del proceso de
fotodegradacién de este farmaco, en especial en ambientes de alta energia

cinética que los haga circular a lo largo de toda la matriz acuosa.

En condiciones de irradiancia solar elevada, el proceso de fotodegradacion del
compuesto parece darse con gran eficiencia indistintamente de las condiciones
de presencia o presencia de agitacion y microplasticos, e indistintamente de la
composicién de la matriz acuosa, ya que se obtuvieron siempre tasas de
fotodegradacion de la hidroclorotiazida superiores al 96% a pesar de haber

variado las condiciones de experimentacion.

Hay indicios de que los posibles efectos de sorcién de la hidroclorotiazida sobre
los microplasticos de poliestireno no expandido son capaces en cierta medida de
causar una disminucion de la concentracibn de esta en medio acuoso, en
especial en ambientes de alta energia que provoquen gue los microplasticos se

dispersen a lo largo de toda la matriz.

La agitacion parece ser capaz de disminuir por si sola la eficiencia del proceso
de fotodegradacién incluso en ausencia de microplasticos de poliestireno no
expandido (posiblemente debido a una reduccién en la probabilidad de contacto
entre los fotones de la luz solar y las moleculas de hidroclorotiazida en el medio
al incrementarse la entropia del sistema), por lo que en medios acuosos
naturales de energia cinética elevada es posible que el compuesto tarde mas en

ser fotodegradado incluso en ausencia de microplasticos.
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8. RECOMENDACIONES

Como recomendacion en ensayos futuros que utilizen montajes de camara de
irradiacion similares a los utilizados en estas experiencias, convendria procesar
un ensayo por vez colocado siempre en la misma zona de la camara para evitar

posibles influencias de la geometria de la misma.

Debido a la gran tasa de fotodegradacion de la hidroclorotiazida, convendria
realizar estudios similares a los realizados en el presente trabajo en condiciones
de irradiancia reducida, donde potencialmente se puedan observar con mayor
prominencia los efectos las condiciones del medio sobre el proceso de

fotodegradacion del farmaco.

Parece existir una relacién entre la concentracion minima alcanzada por el
farmaco en funciéon de la irradiancia a la que es sometido, convendria realizar
estudios de fotodegradacion del mismo en un rango amplio de irradiancias para

corroborar si en efecto es el caso.

Convendria realizar estudios sobre el farmaco potencialmente sorbido sobre los
microplasticos que permitan determinar si este se fotodegrada de forma similar

al farmaco libre en el medio acuoso.
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ANEXOS

Anexo 1. Masas de los Microplasticos Utilizados

Dia Usado en tipo ensayo Irradiado | Cantidad pellets | Tamizados | Masa (g)
1 C (Agua + microplastico) Si 30 Si 0.63
1 D (Agua + agitacion + micropléstico) Si 30 Si 0.582
1 C (Agua + microplastico) No 30 Si 0.585
1 D (Agua + agitacion + microplastico) No 30 Si 0.601
2 C (Agua + microplastico) Si 30 Si 0.637
2 D (Agua + agitacion + microplastico) Si 30 Si 0.605
2 C (Agua + microplastico) No 30 Si 0.617
2 D (Agua + agitacion + microplastico) No 30 Si 0.658
3 C (Agua + microplastico) Si 30 Si 0.603
3 D (Agua + agitacion + microplastico) Si 30 Si 0.644
3 C (Agua + microplastico) No 30 Si 0.619
3 D (Agua + agitacion + microplastico) No 30 Si 0.574
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Anexo 2. Soluciones Madre Preparadas

Presentacion | Cantidad disuelta | Volimen Solvente
hidroclorotiazida (mg) (ml)
Compuesto puro 161 250 Acetonitrilo/Agua Rio Orinoco 20/80 v/v
Compuesto puro 171 250 Acetonitrilo/Agua Rio Orinoco 20/80 v/v
Compuesto puro 16+1 250 Acetonitrilo/Agua Rio Orinoco 20/80 v/v

Anexo 3. Modelo de Célculo Para la Determinacion de las
Tasas de Fotodegradacion de la Hidroclorotiazida a Partir de

las Areas de los Cromatogramas

Para calcular las tasas de fotodegradacion de la hidroclorotiazida a partir del

area del pico asociado a la misma en los cromatogramas, se utilizo la siguiente formula:

Area solucion no irradiada — Area solucién irradiada
Area solucién no irradiada

* 100 = % defotodegradacion

A modo de ejemplo, se hace uso a continuacioén de la misma con los datos de las
areas bajo la curva de los cromatogramas correspondientes a la solucion de tipo A del

primer dia de irradiacion de la segunda fase experimental mostrados en la tabla 12:

13165 mAU*s — 403 mAU*s
13165 mAU*s

*100 = 96,93%
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