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Resumen

Triclosdn es un pesticida que pertenece al grupo de contaminantes
emergentes. Tiene una gran variedad de usos, como pesticida, fungicida y antibacteriano
de amplio espectro. Se encuentra en las aguas superficiales y tiene un impacto negativo
sobre los ecosistemas acuaticos, debido a su bioacumulacion, persistencia y a que las

plantas de tratamiento depuradoras no pueden eliminarlo.

Con el propoésito de modelar las condiciones ambientales se utiliz6 como
fotosensibilizador el pigmento natural Riboflavina (Rf, vitamina B2) presente en
practicamente todos los reservorios de agua, mientras que los fotosensibilizadores
artificiales Perinaftenona (PN) y Rosa de Bengala (RB) fueron utilizados con fines

comparativos

Mediciones de fotdlisis directa y sensibilizada demostraron que el Triclosan
es altamente reactivo con el °Rf*, *k,= 1,6x10°M'cm™, y que a la vez puede reaccionar
con las especies reactivas de oxigeno, como ser oxigeno singlete y superéxido. En cuanto
al 0,('Ag), también se comprobé que la especie ionizada es mas susceptible de
degradarse que la especie neutra. En funcion de los estudios realizados, podemos decir
gue tanto la reaccion de TCS con las especies reactivas de oxigeno como la
fotodegradacién sensibilizada por Rf podria contribuir a la disminucion del pesticida en

ambientes acuaticos.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1. Introduccion:

La contaminaciéon del medio ambiente puede ocurrir por agentes
procedentes de diferentes sectores como: agricultura, industria, medicina y cosmética.
Estos contaminantes eventualmente pueden llegar al ambiente acuatico a través de varios
procesos, y encontrarse en concentraciones relativamente significativas en las aguas
superficiales y subterraneas de las que tienen que ser eliminados de manera eficiente’. La
toxicidad y persistencia de estas sustancias puede representar una posible amenaza para

los seres humanos a través de la contaminacion de los suministros de agua potable?.

Las principales vias de degradacion de estos contaminantes son, las
guimicas (fotdlisis, hidrdlisis y oxidacién) que generalmente son parciales y las llevadas a
cabo por microorganismos presentes en el ecosistema, que pueden transformar por
completo al contaminante en diversos componentes inorganicos®. Las vias quimicas
incluyen las transformaciones fotoquimicas en presencia de radiacion solar, lo que se
conoce como fotorreacciones directas o indirectas’. El primero de los casos involucra la
absorcion directa de luz por parte del contaminante mientras que el segundo requiere la
presencia de otra molécula denominada fotosensiblizador la cual absorbe la radiacion
luminica®. La degradacion fotoquimica puede ser uno de los principales procesos de
transformacién, y uno de los factores que controlan el destino de los contaminantes
organicos en el medio ambiente®. Por lo tanto, es de gran interés saber en qué medida se

degradan a través de tales procesos.

Dentro de la problematica medio ambiental, en los Ultimos tiempos ha
habido un creciente interés por los contaminantes emergentes (CE)®°. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud, la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente o la
Comisién Europea, se definen a los CE como contaminantes previamente desconocidos o
no reconocidos como tales cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente
nueva, pero si la preocupacion por la posibles consecuencias de las mismas®. Los CE
generalmente poseen distinta naturaleza quimica y su presencia en el medio ambiente no
se considera significativa en términos de distribucién y/o concentracion, por lo que pasan
inadvertidos para la legislacién actual. No obstante, ahora estan siendo ampliamente
estudiados y detectados, y se ha descubierto que tienen el potencial de acarrear un
impacto ecoldgico, asi como efectos adversos sobre la salud*®®. La caracteristica de

estos grupos de contaminantes es que no necesitan estar constantemente en el ambiente




para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas de transformacion/remocién se

pueden compensar por su introduccion continua en el ambiente.

La lista de CE incluye una amplia variedad de compuestos de uso diario, ya
sea industrial o doméstico: pesticidas, productos farmacéuticos, compuestos de aseo
personal y otros>"®. Algunos de ellos, como resultado de las investigaciones realizadas,
ya han sido incluidos en el listado de sustancias contaminantes prioritarias en el agua,
como ser el caso de las parafinas cloradas y los retardantes de llama difenil éteres
polibromados, entre otros™. Para otros CE, se conoce relativamente poco en cuanto a su
presencia, impacto y tratamiento, y podrian llegar a ser candidatos para su futura
regulacion, dependiendo de investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud y

los datos de monitoreo con respecto a su incidencia.

El presente trabajo tiene especial interés en investigar las reacciones
fotodegradativas de un CE, Triclosan (TCS).

Cl OH

cl Cl

Figura 1. Estructura quimica del Triclosan

Este es un pesticida: fungicida y antimicrobiano de amplio espectro, usado
también como conservante y desinfectante en productos de cuidado personal, pasta de
dientes, jabones, desodorantes, antitranspirantes y jabones liquidos, detergentes,
cosméticos y cremas anti-microbianos. También se utiliza como aditivo en plasticos,

polimeros y textiles para dar a estos materiales propiedades antibacterianas™*>.

TCS llega al medio ambiente casi siempre a través de aguas residuales y
tiene un impacto negativo sobre ecosistemas acuéaticos debido a su persistencia en las
aguas fluviales, ya que los procesos de depuracion de las plantas de tratamientos no
pueden eliminarlo®. Puede ser degradado por microorganismos o reaccionar con la luz

del sol, lo que da lugar a compuestos como los clorofenoles. Estudios muestran que TCS




es un contaminante persistente y debido a su prolongado tiempo de vida (t1,~8 dias)

puede causar riesgos potenciales a largo plazo en la salud del humano*"*8.

La acumulacion del compuesto en el ecosistema puede llegar a generar
resistencia por parte de los microorganismos bacterianos, al igual que sucede con los
antibidticos® y se ha demostrado que es altamente tdéxico para los organismos
acuaticos®’. La alta toxicidad de TCS se debe a los subproductos que se generan durante
su degradacion, dentro de los cuales, los mas importantes son las dioxinas. La exposicion
a los compuestos formados inhibe parte del metabolismo de las enzimas en el higado, se
absorben rdpidamente en el tracto gastrointestinal y, aunque a un ritmo inferior, también
se absorben por la piel*®. La concentracion de Triclosan inhibe la fotosintesis de las algas
de los rios y con el tiempo los ecosistemas fluviales afectados pueden llegar a

deteriorarse por completo®® %,

Una de las principales vias de eliminacion del TCS es la fotélisis. Es un
fenoxifenol clorado con un pKa~8.4, lo que lo hace fotodegradable en su forma fenolato,

mientras que es fotoestable en su forma fendlica®.

Cl OH cl o

Figura 2. Equilibrio quimico del TCS con su forma fenolato

Aunque han sido estudiadas numerosas vias de eliminacion de
contaminantes o transformacién de los mismos en especies no nocivas para la salud de
seres vivos, que incluyen la degradacion microbioldgica como una de las mas eficaces™,
se cree que la via fotoquimica tiene, dentro de esta problematica, interesantes aspectos a
ser explotados. De por si el hecho de que la fotodegradacion pueda ocurrir en presencia
de luz solar y fotosensibilizadores naturales hace que estos procesos resulten amigable

para el medioambiente®.

Estas vias fotodegradativas ya han sido previamente estudiadas por otros
autores frente a diversos contaminantes emergentes. Un ejemplo lo constituye el estudio
de la degradacion fotosensibilizada en aguas del pesticida fendlico bromoxinil en

presencia de Riboflavina, como modelo de la fotodescomposicion natural en el




ecosistema, el cual revela, a partir de las técnicas utilizadas, que el pesticida es
fotodegradado debido a las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por el
sensibilizador (estos mecanismos seran explicados en consideraciones teéricas)®.
También podemos citar los trabajos realizados por miembros de nuestro grupo de
investigacion en el cual se investigaron las moléculas Norflurazon (herbicida)®* y Bisfenol
A%, por esta razon consideramos que el estudio de las reacciones de fotodegradacion
directa y/o sensibilizada de Triclosan pueden resultar un tépico de interés en cuanto al

impacto ambiental.

2. Objetivos Generales y Especificos

Objetivos Generales

Realizar un estudio cinético del agente antibacteriano y fungicida, Triclosan.
Evaluar la factibilidad de los procesos fotodegradativos naturales y artificiales, incluyendo
un estudio de fotodegradabilidad, mediante determinaciones cinéticas y mecanisticas.
Evaluar las vias mas eficientes a aplicar en la de fotodegradacion artificial sobre depdsitos

de pesticidas para su desecho seguro.

Obijetivos Especificos

e Estudiar los procesos de fotodegradacion directa y sensibilizada del
pesticida TCS. Para el estudio de los procesos de fotodegradacion sensibilizados se
usaran colorantes artificiales (Rosa de Bengala, Eosina y Perinaftenona) que se
caracterizan por generar mayoritariamente la especie oxigeno molecular singlete (O(*Ay))
y colorantes naturales (Riboflavina, Rf) lo cual da lugar a procesos de degradacion
complejos, donde los estados electronicamente excitados de la Rf pueden reaccionar con
el Triclosan o bien generar especies reactivas de oxigeno (ROS), representadas
principalmente por O,(*A,), ion superdxido (0,*), radicales oxhidrilo (OH®) y perdxido de

hidrégeno (H.0,) las cuales podrian degradar el pesticida bajo estudio.
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CONSIDERACIONES TEORICAS

1. Reacciones de Fotodegradacion

Un herbicida que absorbe la luz del sol puede ser espontaneamente
degradado por procesos fotoquimicos iniciados desde los estados electrénicamente
excitados, tales como la ruptura de enlaces moleculares y la reaccion directa con
oxigeno en su estado fundamental. Su degradacion en un medio ambiente acuéatico
también puede llevarse a cabo, a través de procesos sensibilizados por otros
compuestos que son capaces de absorber la radiacion solar (S). En estos casos, los
estados electronicamente excitados de S pueden reaccionar con el contaminante o
bien generar especies reactivas de oxigeno (ROS) capaces de degradar el

contaminante.
Fotodegradacion Directa

La fotdlisis directa comprende la absorcion directa de la luz por el
herbicida (A), seguido de la reaccion quimica correspondiente, sin ninguna
colaboracion de otra sustancia quimica. En el proceso de fotdlisis se irradia A, el cual
al absorber la luz evolucionara hacia sus estados electrénicamente excitados singlete

(*A") o triplete (*A"), generando eventualmente productos P;; P, 0 Po, (Esquema 1).?

02*Z)
A+ hy ———> 1A > 3A* 2> Pox
P1 P2

Esquema 1. Eventuales procesos en la fotdlisis directa

Este proceso viene condicionado por variables ambientales tales como
la radiacion solar en la superficie del agua, eficiencia con que absorbe la luz y el

rendimiento cuantico de la reaccion fotoquimica?®.
Fotodegradacion Sensibilizada

La degradacion sensibilizada requiere el uso de una sustancia
denominada sensibilizador o fotosensibilizador (S), el cual, mediante la absorcion de la

luz genera un estado excitado capaz de ceder o transferir su exceso de energia a otra




molécula presente en el medio, obteniéndose un estado excitado de la misma. Esta
molécula excitada, durante su tiempo de vida, puede reaccionar con otras especies
quimicas existentes en el medio, dando lugar a productos de reaccion o puede
reaccionar con oxigeno y producir 02(1Ag), el cual podra reaccionar con A para dar
productos oxidados o la especie oxidada del sensibilizador y el i6n superédxido (0,7)*.

Una ventaja importante de la fotodegradacion sensibilizada es la
posibilidad de utilizar luz de longitudes de onda mayores a las correspondientes a la

absorcién caracteristica del contaminante®.

Es de fundamental importancia tener en cuenta la posibilidad de
reacciones fotosensibilizadas por sustancias naturales o artificiales en medio
homogéneo dado que en las aguas naturales, y muy especialmente en medios
contaminados, existen colorantes naturales tales como Riboflavina (Vitamina B2) que

son capaces de absorber la luz solar, y generar este tipo de proceso®?.

En el esquema 2 se muestra un mecanismo general, y muy simplificado, para los

procesos fotosensibilizados en presencia de oxigeno.

Productos oxigenados S Productos oxigenados
0O, hv Sustrato
Radicales Tipo | S* Tipo 1l 0O, (U;\g)

< >
oiones radicales  Sustrato o solvente \
Sox+02 )

Esquema 2. Mecanismos de fotosensibilizacion Tipo | y Tipo Il

El primer paso corresponde a la absorcion de luz por parte de
sensibilizador en estado fundamental, para producir un estado singlete excitado (*S*)
que rapidamente se convierte, mediante cruce entre sistemas, en un estado triplete

excitado (3S*).

Mecanismo Tipo I: el estado triplete excitado del sensibilizador (°S¥)
reacciona directamente con el solvente o el sustrato (A) donando o aceptando
hidrégenos o electrones y produciendo radicales libres o iones radicales®’. La reaccion
redox puede ir en cualquier direccion aunque generalmente el sensibilizador en estado
excitado es oxidante. El 3S* actGa como radical libre iniciador, fotoquimicamente

activado, el cual produce la especie radicalaria del sensibilizador. Esta especie puede




abstraer hidrégeno de otro compuesto para iniciar una reaccidbn en cadena o
reaccionar instantdneamente con oxigeno generando especies reactivas del oxigeno
(ROS)%.

Los compuestos que generalmente sufren reacciones Tipo | son ricos

en electrones o poseen hidrogenos faciles de abstraer.

Mecanismo Tipo Il: el sensibilizador en su estado triplete excitado
transfiere la energia al oxigeno molecular en su estado fundamental (O, (329_)) para
generar oxigeno singlete (02(1Ag))6. Esta especie reacciona con numerosas moléculas
organicas, particularmente moléculas con alta densidad electrénica, para dar

peréxidos y otros productos oxidados.

En algunos casos puede ocurrir transferencia de electrones desde el
sensibilizador al oxigeno para producir la especie oxidada del sensibilizador y el i6n
superoxido (O,") bajo esta definicion también se trata de un mecanismo Tipo Il,

aungue ocasionalmente puede ser descripta como un mecanismo Tipo |.

Los mecanismos Tipo | y Il pueden ocurrir uno, otro o ambos
simultdneamente, dependera del tipo de sensibilizador, sustrato, las concentraciones
relativas de los mismos y de oxigeno y la naturaleza del medio. En general el
mecanismo Tipo | es altamente dependiente del tipo y concentracion del sensibilizador
y del sustrato mientras que el mecanismo Tipo Il es mas dependiente de la solubilidad

y la concentracion de oxigeno del sistema”®.

Los sensibilizadores mas comunmente usados en las reacciones
fotosensibilizadas son sustancias tales como: colorantes como rosa de bengala, azul
de metileno, rodaminas, pigmentos como flavinas y clorofilas, hidrocarburos
aromaticos y coenzimas entre otros. También se utilizan, aunque en menor medida,
compuestos de coordinacion basados en complejos de rutenio y derivados metalicos
de porfirinas y ftalocianinas. La eleccion del fotosensibilizador depende de las

caracteristicas del sustrato en estudio y del medio de reaccion®.

Un fotosensibilizador, para producir oxigeno singlete eficientemente
debe absorber intensamente la radiacion UV-vis (preferentemente en la region visible
entre 400 y 750 nm) con coeficientes de absorciéon molar (g) superiores a 10* M™* cm™;
debe poseer una eficiencia de paso del estado excitado singlete (S1) al estado
excitado triplete (T1) del fotosensibilizador (®;sc), proxima al 100%, asi como una
energia del estado triplete (T1) del fotosensibilizador superior a la del oxigeno singlete

(> 95 kJ mol™) para que exista una transferencia de energia eficiente desde el




fotosensibilizador al oxigeno. Ademas debe contar con tiempos de vida del estado
excitado en el orden del us o superior, con objeto de permitir que haya tiempo
suficiente para la colision entre las moléculas de fotosensibilizador y las moléculas de
oxigeno presentes en el medio; debe tener un alto rendimiento cuantico de produccion
de oxigeno singlete(®,) en distintos medios. En general, los buenos
fotosensibilizadores tienen valores de ®, préximos a la unidad; buena estabilidad
térmica y fotoquimica a fin de evitar la descomposicion de las moléculas de
fotosensibilizador, incluso por el propio oxigeno singlete fotogenerado®.

El mecanismo propuesto en la Esquema 3 resume los principales
procesos fotoquimicos que pueden ocurrir cuando una solucién que contiene un
fotosensibilizador (S) y un sustrato fotooxidable (A) son irradiados con luz visible en
presencia de oxigeno disuelto.

Inicialmente se genera el estado singlete excitado del sensibilizador, 'S*
(1) el cual puede decaer al estado fundamental S (2), ser inactivado por A (3), 0
producir un estado triplete excitado 3S* (4). El *S* puede decaer al estado fundamental
S (5), puede generar productos (6) o puede ser inactivado por 02(329_) generando O,*
por transferencia de electron (7) u 02(1Ag) por transferencia de energia (8). El 3S*
también puede aceptar un electron de A formando la especie semireducida del
sensibilizador, S*, y el cation radical del sustrato, A** (9). Por otro lado, O,(*A,) puede
ser inactivado fisicamente por el solvente (10), por el sustrato (11) o bien puede
reaccionar con A (12) o con S (13). La reaccién 12 es la via de desaparicién de A mas

comun en procesos mediados por O,(*A)°.
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k4 (5)

S hv (1) 18* k|sc(4) 38* 3e
K, (2 k, (10) 0.(°Zy)
4(2) % ©) d
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Esquema 3. Mecanismo propuesto para fotooxidaciones sensibilizadas.(k: constantes de
velocidad de: 'ky: desactivacion natural de 'S*; 'k, desactivacion de 'S* por A; kisc:
entrecruzamiento de sistemas; °kq: desactivacién natural de °S*; *k,: formacién de productos,
*kqoz: desactivacién de °S* por O, (°Z,); ker: transferencia de energia; *k,: desactivacion de
’S* por A; kg desactivacién natural de O,(*A,); k, desactivacion fisica de O,(*Ag) por A; k

desactivacion quimica de Oz(lAg) por A; ks desactivacion quimica de 02(1Ag) por S.

En paralelo, S* puede generar O,* por transferencia de electrén al
oxigeno (14) y el O, generado puede reaccionar quimicamente con S (15) o con A
(16)"8.

2. Especies Reactivas de Oxigeno

El término especies reactivas de oxigeno, ROS (reactive oxygen
species) se emplea para incluir a todas las especies de oxigeno radicalarias u otras
estan

que, aunque no contienen electrones desapareados, implicadas en la

generacion de radicales libres. Estas especies se pueden separar en dos grupos:

- Radicales libres de oxigeno, tales como anién radical superéxido(O,*),

radical hidroxilo (HO®), radical peroxilo (RO,*) y radical alcoxilo (RO®).

- Derivados no radicales, como peroxido de hidrégeno (H,O,), &acido
hipocloroso (HCIO), oxigeno singlete (O,(*Ag)) y 0zono (Os)°.
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La formacién de ROS ocurre a través de una serie de reacciones
quimicas donde los radicales libres y los intermediarios no radicalarios estan
interrelacionados™. Son moléculas muy reactivas debido a que en el Gltimo orbital
tienen un electron no apareado (radical libre), lo cual les confiere inestabilidad fisica.
Las principales especies que se forman son las que se producen por la ruptura o
excitacion del oxigeno y las especies parcialmente reducidas (O,(*Ag), O,", HO® y

H,0,).

También, como consecuencia de procesos fotosensibilizados, las ROS
pueden generase en el medio ambiente debido a la presencia de moléculas con
capacidad sensibilizadora. Se ha demostrado que la presencia de sustancias humicas,
tales como los &cidos humicos y los &cidos fllvicos, y riboflavina en aguas, esta

asociada a la degradacion fotooxidativa de maltiples contaminantes ambientales®****,

Oxigeno Singlete (02(*4y))

El oxigeno singlete es el estado excitado de menor energia del oxigeno
molecular, O,. El oxigeno en estado fundamental, es decir, con su configuracién
electrénica de minima energia, tiene dos electrones desapareados o de espines
paralelos, por lo que se trata de un estado de multiplicidad triplete. Por otro lado, su
estado excitado de menor energia, el oxigeno singlete O,(*Ay), posee dos electrones
apareados o de espines contrarios y un exceso de energia de 94,2 Kj/mol respecto al
estado fundamental. Esta especie quimica excitada del oxigeno molecular tiene un
fuerte caracter oxidante y se puede usar en procesos de desinfeccién y de oxidacién
de contaminantes. Dichos procesos se pueden llevar a cabo empleando tecnologias
economicas, autbnomas y seguras con el medio ambiente mediante el uso de

fotosensibilizadores adecuados®.

El O,(*A,) es una especie electrofilica sumamente reactiva que tiene la
capacidad de atacar rapidamente compuestos organicos. Dado que numerosas
sustancias con las que reacciona se encuentran en estado fundamental singlete,
entonces la reaccion singlete-singlete es mas probable, debido a la misma

multiplicidad de espin, que una reaccion triplete-singlete.

Esta demostrado que el O,(*A,) también participa en la fotodegradacion

sensibilizada de compuestos tales como pesticidas fendlicos®, fungicidas, diversos

farmacos, antioxidantes sintéticos, productos industriales, entre otros'>%,
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Debido a que el 02(1Ag) es una molécula en estado electrénico excitado
resulta muy inestable respecto a su estado fundamental, consecuentemente tiende a
desactivarse por interacciones con moléculas de solvente y/o por colisiones con un
sustrato, eventualmente, presente en el medio. La interaccién con el sustrato puede
ser de carcter fisico, reactivo o ambos simultaneamente siendo este ultimo el caso

mas tipico.

La desactivacion fisica ocurre cuando el sustrato desactiva a O,(*A,) por

un mecanismo de transferencia de energia. Este proceso requiere que dicho sustrato
tenga un estado triplete con energia menor a 95 KJ mol™. En general es un proceso

que ocurre cominmente en presencia de moléculas altamente conjugadas®.

La desactivacion quimica ocurre cuando Oy(‘A,) reacciona

gquimicamente con moléculas organicas para dar compuestos oxidados. La adicién de
oxigeno a dobles enlaces es el tipo de reacciones quimicas en la que esta especie
participa dada su configuracion de electrones apareados. Se pueden mencionar como
ejemplo las cicloadiciones (2+2) que dan lugar a dioxetanos, las cicloadiciones (4+2)

que forman endoperéxidos y la reaccién “eno” que generan hidroperoxidos alilicos™ %,

Ciertos compuestos pueden reaccionar con O,(*A;) a través de la
formacion de un complejo de encuentro con caracter parcial de transferencia de carga,
en el cual O,(*A,) actia como aceptor de electrones®?***°. Luego, a partir del mismo,

la desactivacion de O,(*Ag) puede ocurrir por via quimica o fisica.

El esquema 4 representa un esquema simplificado de las posibles vias

de desactivacion.

k
25 0s(%5g)+A (desactivacion fisica)
Kr

Oz('Ag) + A

Kad
Productos oxidados (desactivacion quimica)

02(°1g) (desactivacion natural por el solvente)

Esquema 4. Esquema de desactivacion de 02(1Ag). A: sustrato fotooxidable (desactivador), kg:
constante de velocidad de desactivacion fisica de 02(1Ag) por moléculas de solvente, Kg:
constante de velocidad de desactivacion fisica de 02(1Ag) por el sustrato A, k;: constante de

velocidad de desactivacion quimica de Oz(lAg) por el sustrato A.
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Anién Radical Superéxido (0,*)

En general la reactividad de O,* es débil. Interviene en procesos de
fotodegradaciéon sensibilizada de una gran variedad de sustratos entre los que se

pueden mencionar fungicidas, antibiéticos, herbicidas y otros compuestos***8,

En el laboratorio, el método que se utilice para la generacién de O,*
dependera del medio en el cual se lleve a cabo el estudio, ya sea solucién acuosa o
medio aproético. En soluciéon acuosa, O,* tiene un tiempo de vida corto, mientras que

en medios apréticos, el tiempo de vida del i6n es mucho mas largo?.

Su reactividad esta determinada por sus propiedades quimicas tales
como: basicidad, nucleofilicidad, propiedades de radical libre, propiedades redox, entre
otras. Como la mayoria de las reacciones de O," son estudiadas en solucién, su
reactividad también se vera afectada por la solvatacién y la interaccién con cationes,

ya sea para formar pares iénicos de contacto o separados por solvente?.
Peréxido de Hidrogeno (H,0,)

Es un liquido altamente polar ligeramente mas viscoso que el agua. Es
relativamente estable a temperatura ambiente, pero se descompone con facilidad en
oxigeno y agua por calentamiento o por exposicion a la luz. Ademas, numerosas
sustancias actlan como catalizadores de su descomposicion, entre otras: metales de

transicion, alcalis, y 6xidos metalicos.

No es un radical libre pero, al ser un oxidante débil, puede formarlos por
interaccion con metales. Las principales reacciones en las que participa son de

descomposicién, reaccion de Fenton y Foto-Fenton y de 6xido-reduccion®?’,

Radical Hidroxilo (HO®)

Es el radical libore mas reactivo que existe®®, participa en procesos de
fotodegradacién de compuestos como herbicidas, fungicidas, antibioticos, y otros

contaminantes®®%,

En el laboratorio, la generacion de este radical puede ser agrupada en
métodos fotoquimicos y en métodos que involucran la transformacién de especies
quimicas y otras formas de energia (métodos no fotoquimica) en el radical, por

ejemplo, ozonizacion en medio alcalino, ozono/H,0,, oxidacion electroquimica, etc.
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3. Molécula de Estudio: Triclosan

Triclosan (TCS) es un pesticida que comercialmente se lo conoce como
Irgasan®**. Este antibacterial, posee en su mayoria, propiedades antibacterianas,
aunque también algunas antifingicas y antivirales®. Es un hidrocarburo aromatico
halogenado con peso molecular de 289,54 g/mol. Su nombre segun IUPAC es 5-cloro-
2-(2,4-diclorofenoxi)fenol o 2,4,4-tricloro-2hidroxidifenileter. Su férmula quimica es
C1,H;0,Cls. Tiene un punto de fusién aproximadamente entre 54-57°C y un punto de
ebullicion 280-290°C. Es bastante insoluble en soluciones acuosas, a menos que sean

337, Es quimicamente

a pH alcalinos, y es facilmente soluble en solventes organicos
estable y se puede calentar hasta 200°C durante 2hs. Esta estabilidad térmica lo hace
adecuado para su incorporacion a diferentes materiales plasticos®®. Se encuentra en

estado sélido como polvo blanco cristalino, poco volatil.**%’

Su estructura molecular es

Cl OH

cl Cl

Figura 1. Estructura molecular de Triclosan

En ecosistemas acuaticos, TCS existe mayoritariamente como su forma
ionizada, y es la principal responsable de la mayoria de los efectos téxicos que posee,
por lo que controlar la concentracion del compuesto es importante, ya que se ha
demostrado, que su forma fendlica es bioacumulable en las especies acuaticas y

persiste en estos ecosistemas por periodos prolongados de tiempo®**®

La fotodegradacion del TCS dentro del rango de longitudes de onda de
254<A<305nm depende de la concentracién de oxigeno como asi también del pH®.
Dado que la constante de disociacién del compuesto es pKa~8,4, cuando el pH>pKa
se espera que se encuentre mayoritariamente en su forma desprotonada®. La forma
disociada del TCS absorbe la luz del sol, por eso es posible su fotodegradacion. Por

otro lado, TCS es bastante estable a sufrir procesos de hidrélisis®.

De los posibles productos de fotodegradacion directa de TCS, las

dioxinas, especificamente 2,8-DCDD, es uno de los productos considerados peligrosos
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para la salud®*

. Puede ser altamente cancerigeno y producir severos problemas
como la debilitacién del sistema inmunoldgico, disminucién de la fertilidad, alteracion
de hormonas sexuales, etc®**. También se producen por fotodegradacion, el 2,8-
diclorodibenzo-p-dioxina (2,8-DCDD) y el 2,4-diclorofenol (2,4-DCP). La
fotodegradacioén tiene un rendimiento aproximado entre el 0,03-0,12 dependiendo de

las condiciones usadas®®3"8.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y Solventes

- Solventes:

Agua tridestilada (H,O) y Alcohol metilico (MetOH), grado HPLC. Sintorgan,
Argentina

- Sustancia de Estudio:

Irgasan=97.0% (HPLC). Sigma-Aldrich
- Compuestos de referencia:

Furfuril alcohol (FFA). Aldrich.
- Sensibilizadores:

Rosa de bengala (RB) 92%, Riboflavina (Rf) y Perinaftenona (PN) 97%.
Aldrich.

- Otros reactivos:
Superoxidodismutasa (SOD). Sigma

Hidroxido de sodio (NaOH), Merk, 99% utilizado para ajustar el pH de las

soluciones utilizadas.

2. Preparacion de las soluciones

En las experiencias de fotdlisis directa, se trabajé con concentraciones
diferentes para TCS en solucién de MetOH/H,O 50% v/v y MetOH/H,O 50% v/v 0,05M

NaOH, dado que lo que se ajusté fueron las absorbancias a un valor de 0,8 a 254nm.

Para las experiencias de fotdlisis sensibilizada se utilizaron soluciones
recientemente preparadas de los sensibilizadores, con absorbancias de entre 0,35y 0,6
en el maximo de absorcion de cada colorante. En las experiencias resueltas en el tiempo
se utilizaron soluciones de los sensibilizadores de absorbancia en el maximo

comprendidas entre 0,1y 0,3.
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Las concentraciones del sustrato utilizadas variaron segun la experiencia a
realizar, y teniendo en cuenta la solubilidad del compuesto, la cual en agua ( 20°C) es
aproximadamente 0,01 g/l, en n-hexano ( 25°C ) es 85 g/l y en otros disolventes tales
como etanol y acetona es altamente soluble ( 25°C)>1000 g/I.

Para determinaciones de consumo de oxigeno (técnica explicada en
equipamiento y metodologia) con Rf, se trabajé con soluciones de concentracion
aproximada a 5 x10™*M en mezcla homogénea MetOH/H,O 50% v/v. En el caso de RB y
PN se utilizé la misma concentracion en 3 medios diferentes: MetOH/H,O 50% v/v,
MetOH/H,0 50% v/v pH~12 y H,O pH~12.

Para determinaciones de consumo de sustrato (técnica explicada en
equipamiento y metodologia) con Rf, se trabajoé con una concentracion aproximada de 1,5
x10™“M en la misma mezcla homogénea utilizada con anterioridad (MetOH/H,O 50% V/v).
Para la misma determinacion pero utilizando como sensibilizador RB, se mantuvo el valor
aproximado de la concentracion del sustrato, y se realiz6 la experiencia en los 3 medios

nombrados anteriormente.

Las soluciones se emplearon saturadas en aire o bien desoxigenadas por
burbujeo con argdn ultrapuro y saturado con el solvente de trabajo para evitar la
evaporacion de la muestra. El burbujeo se aplicé durante al menos 15 minutos para

asegurar la completa desoxigenacion.

En las medidas cinéticas resueltas en el tiempo por la técnica de laser flash
fotdlisis, el sustrato se disolvid en la solucion del sensibilizador, utilizando MetOH/H,O
50% v/v como disolvente. Previo a las medidas, la solucion es desoxigenada por burbujeo
con gas Argon ultrapuro, durante 20 minutos aproximadamente. La concentracion del
sustrato varié con el uso del sensibilizador. En el caso de la Rf, la concentracion de TCS
fue aproximadamente 5 x10*M y en el caso del RB se trabajé con una concentracion

aproximada a 1 x10°M.

Cabe aclarar que todas las determinaciones se realizaron a temperatura
ambiente con soluciones preparadas recientemente, y que las experiencias se realizaron

por duplicado y en algunos casos por triplicado.
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3. Equipamiento y metodologia

Los espectros de absorcion se tomaron en un espectrofotbmetro Agilent
8453. El sistema 6ptico del espectrofotobmetro se muestra en la Figura 2. Su fuente de
radiacion consiste en una combinacién de una lAmpara de descarga de deuterio para el
rango de longitudes de onda de UV (ultravioleta) y una lampara de wolframio para el
rango de longitudes de onda visible y de SWNIR (onda corta del infrarrojo cercano). La
imagen del filamento de la lampara de wolframio se enfoca en la abertura de descarga de
la lAmpara de deuterio mediante un disefio especial de la lampara con acceso posterior
que permite combinar épticamente ambas fuentes luminosas y compartir un eje comun
con respecto a la lente de la fuente. La lente de la fuente forma un Unico haz luminoso
colimado. El haz pasa a través del area del obturador/filtro de correccion de dispersion
luminosa, y a continuacién, a través de la muestra hasta la lente y la rendija del
espectrégrafo. En el espectrégrafo, la luz se dispersa sobre una matriz de diodos
mediante una red de difraccidn holografica. Esto permite un acceso simultaneo a toda la
informacién de longitudes de onda. El resultado es un aumento sustancial de la velocidad

a la que se pueden adquirir espectros*?,

La fuente luminosa utilizada para el rango de longitudes de onda de UV es
una lampara de deuterio con una abertura a través de la cual pasa la luz. Como
consecuencia de la descarga de plasma en un gas de deuterio de baja presion, la lampara
emite luz en el rango de longitudes de onda comprendido entre 190 nm vy
aproximadamente 800 nm. La fuente luminosa utilizada para el rango de longitudes de
onda visibles y SWNIR es una lampara de wolframio de bajo ruido. La lampara emite luz a
través del rango de longitudes de onda comprendido entre 370 y 1.100 nm.

La combinacién de dispersion y representacion de imagenes espectrales se
consigue utilizando una red de difraccién holografica concava. Esta dispersa la luz sobre

la matriz de diodos a un angulo proporcional a la longitud de onda.

La matriz de fotodiodos es el nicleo del espectrografo’®. Se trata de una
serie de 1024 fotodiodos y circuitos de control individuales grabados sobre un chip
semiconductor, con un rango de longitudes de onda comprendido entre 190 y 1100 nm, el

intervalo de muestreo nominal es de 0,9 nm.
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Obturador/filtro de
dispersion luminosa

Cubeta .
Lampara de

[frami
Lente de la fuente wolframio
Lampara de
Rendija deuteria
Red de difraccion Lente de a fuente
Matriz de
fotodiados

Figura 2. Sistema éptico del espectrofotémetro
Experiencias de fotdlisis de estado estacionario

e Fotodlisis directa:

Para la de fotodegradacion directa del pesticida TCS se emplea un
Reactor Rayonet con cuatro lamparas fluorescente de 6 w cada una, con emisién a 254
nm. Los espectros de absorcion a diferentes tiempos de fotdlisis se tomaron con un
espectrofotometro Agilent 8453 ya descrito en esta seccién. Se utilizé6 para todos los
métodos mencionados una celda de cuarzo de paso 6ptico 1 cm y capacidad 3,5 mL,

siendo el volumen de solucién utilizado para fotolizar de 2,5 mL.
e Fotdlisis sensibilizada:

Las medidas de fotooxidacion en condiciones estacionarias (con fuente de
irradiacion continua) se realizaron irradiando con luz visible soluciones acuosas del TCS
en presencia del sensibilizador®. Las mediciones fueron, por consumo de oxigeno y de

sustrato las que se realizaron de la siguiente manera:

- Consumo de oxigeno: Las medidas de consumo de oxigeno se realizaron
en un equipo de fotélisis montado en nuestro laboratorio (Figura 5)*. El mismo consta de

las siguientes partes:
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Figura 3. Diagrama del equipo de consumo de oxigeno.

Como fuente de irradiacion continua se utilizd6 una lampara de cuarzo
halégena con filamento de tungsteno de 150 W (OSRAM XENOPHOT HPLX 64640)
focalizada en el recipiente que contiene el electrodo de oxigeno y, cuyo espectro de
emision describe una curva suave y continua que abarca todo el espectro visible e

infrarrojo cercano, emitiendo también parte de radiacion UV.

Se utilizdé un filtro de vidrio de corte a 361nm cuando se utilizé Rf y de
330nm para RB y PN, es decir, que solo permite el paso de radiacién de longitudes de
onda superiores a las mencionadas, con lo cual se evita que el sustrato fotooxidable

absorba radiacion y que el Unico capaz de absorber la luz irradiada sea el sensibilizador.

Ademas el fotolizador cuenta con lentes convexas con la finalidad de

focalizar en un area pequefia, la emision dispersa de la lampara.

El electrodo especifico para oxigeno disuelto que se emplea es un
electrodo de oxigeno ThermoOrion97-08 acoplado a un pH-metro Orion 720. Es un
dispositivo polarogréafico que consiste de un par de electrodos de plata polarizados y un
electrolito, separados de la muestra por una membrana permeable a los gases. El

oxigeno difunde a través de la membrana del electrodo y es reducido a iones hidroxilo en
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el catodo de plata.

A cualquier temperatura dada, la corriente que fluye entre el catodo y el
anodo es directamente proporcional al nivel de oxigeno fuera de la membrana. La
corriente producida por la reduccion del oxigeno es convertida a voltaje de manera tal que
la sefial de salida del electrodo pueda ser utilizada por un medidor de pH para proveer

una lectura directa de ppm de O, en la escala de pH.

El rango de deteccién de este electrodo es de 0 ppm a 14 ppm, la
temperatura Optima de trabajo puede variar de 15 a 35°C, entre dichas temperaturas la

precision del electrodo es de £0.05 ppm.

Se trabaja bajo agitacion continua para garantizar la homogeneidad de la

solucion y la incidencia luminica durante toda la experiencia’.

- Consumo de sustrato: En las experiencias de fotdlisis estacionaria por
consumo de sustrato monitoreada por espectroscoia UV-vis se emple6 un
espectrofotdmetro Agilent 8453 en modo cinético con un portacelda especialmente
disefiado para facilitar la toma de espectros de absorcién a lo largo del tiempo de fotolisis
(Figura 4)°. Dicho portacelda posee como fuente de iluminacién 2 lamparas LED de
colores intercambiables de manera tal de lograr la absorcion de luz Unicamente por el
colorante. Por lo tanto cuando se trabajé con rosa de Bengala, se colocaron LEDs verdes

mientras que para trabajar con Riboflavina se emplearon LEDs azules.

~

Figura 4. Imégenes del portacelda disefiado para de consumo de sustrato.
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Experiencias resueltas en el tiempo

- Laser Flash Fotdlisis: La generacion y desaparicion del triplete excitado
del sensibilizador (3S") se determina utilizando la técnica de laser flash fotélisis (LFF). La
determinacion del tiempo de vida de Rf en su estado triplete se realizé usando para la
aplicacion de esta técnica un laser de Nd:YAG Quantel (armonico a 355nm) y para excitar
RB se utilizé un laser Nd-Yag, Spectron Lasser System, SL400 (armonico a 532nm).

El haz del laser fue desenfocado con la finalidad de cubrir todo el paso
optico (10 mm) del haz analizador proveniente de una lampara de xenén de 150W (Figura
5). El haz de excitacién se encuentra orientado a 90° respecto de la luz analizadora. Con
el fin de proteger el tubo fotomultiplicador y de evitar la fotodegradacion de la muestra por
la absorcién de la radiacion de la lampara analizadora, se coloca en el camino del haz de
excitacion un obturador (shutter) cuya apertura esta sincronizada con la frecuencia de
disparo del laser. La radiaciéon transmitida por la muestra es recibida por el monocromador
y detectada luego en el fotomultiplicador, donde es transformada a una sefal eléctrica.

Los experimentos fueron realizados utilizando celdas de cuarzo

rectangulares.

El sistema de deteccion consisti6 en un monocromador PTI acoplado a un
tubo fotomultiplicador Hamamatsu R666. La sefial fue adquirida por un osciloscopio HP
54502 donde fue promediada y luego transferida a una PC para su procesamiento

mediante un programa de andlisis (Microcal Origin)”*®.
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Figura 5. Diagrama del Equipo para Flash Fotdlisis.

Dado que el sensibilizador Rf es un colorante labil a la luz, para la
realizacion de los espectros de la especie excitada, *Rf*, en ausencia y presencia del CE
se utilizé el equipamiento de LFF descripto anteriormente, adaptado a un sistema de flujo
continuo a través de una bomba peristaltica (Master Flex C/L, Cole Parmer, Modelo
77122-22) la cual permite recircular la soluciébn desgasada del sensibilizador (o
sensibilizador y sustrato) a través de la celda que recibe el pulso de laser y el haz
analizador. El recipiente que contiene la solucién de Rf que circula por la celda posee
tuberias impermeables al oxigeno que permiten la entrada y salida del liquido, asi como
también la entrada de gas Argon de forma constante. Todas las conexiones y recipientes
se encuentran protegidos de la luz durante el transcurso del experimento. Un esquema

del sistema utilizado se presenta a continuacion.
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Figura 6. Esquema del sistema utilizado para mantener flujo constante en medidas de LFF

4. Métodos cinéticos de analisis

El mecanismo requerido para comprender los mecanismos de reaccion de
la fotodegradacion sensibilizada en la evaluacion de las constantes de velocidad de
desactivacion total y reactiva de oxigeno singlete, fue mostrado en el Esquema 4 del
capitulo Consideraciones Tedricas.

Las determinaciones se realizaron en presencia de RB y PN como
sensibilizadores a pH neutro (MetOH/H,O 50%v/v), pH basico (MetOH/H,O 50%v/v y
NaOH 0,05M) y en solucién acuosa basica (H,O y NaOH 0,05M) con el fin de investigar la
influencia de esta variable sobre el proceso fotooxidativo. En presencia de Rf las
determinaciones solo se realizaron a pH neutro, debido a que el sensibilizador es sensible

a las condiciones del medio®*°.

Determinacion de la constante de velocidad (k;) de oxidacion por consumo de

oxigeno.

Se procedio a la irradiacion sensibilizada del pesticida y de la referencia en
condiciones de pseudo primer orden respecto de ambos. Se siguié el consumo de O; a
través del tiempo utilizando un electrodo especifico para oxigeno, descrito anteriormente.
La referencia empleada en esta experiencia fue furfuril alcohol (FFA), que posee un valor
conocido de k;: 1,2 x 10° M*s? en agua y 6,02.10° M*s™ en MetOH/H,0 50%V/V***2,

La velocidad relativa de consumo de oxigeno fue obtenida a partir de la
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relacién de las pendientes de los gréficos en funcién del tiempo de irradiacion. Este
método fue descrito por primera vez por Foote y Ching y compara las pendientes de los
graficos de primer orden para consumo del pesticida[P] y de la referencia[R] en un dado
tiempo de irradiacion®™. En las condiciones de trabajo se cumple que [P] = [R], de manera
que la relacion de las pendientes es la relacion de las constantes de velocidad. Esto se

expresa claramente en la ecuacion que sigue:
Pendienter / Pendienter = k; [P]/ kir [R]

Donde pendiente P y pendiente R son las pendientes de los graficos de
primer orden de consumo de oxigeno por P y un compuesto de referencia. Hay que notar
que k%% = k°° solo se cumple cuando el pesticida incorpora una molécula de O, en el
proceso de fotooxidacion. Las constantes de velocidad por consumo de oxigeno se

determinaran para TCS en las siguientes condiciones:

- Sensibilizador RB en MetOH/H,O 50% v/v, en MetOH/H,O 50% v/v con
NaOH 0,05M y H,O con NaOH 0,05M

- Sensibilizador PN en MetOH/H,O 50% v/v, en MetOH/H,O 50% v/v con
NaOH 0,05M y H,O con NaOH 0,05M

Ademas se realiz0 la experiencia con sensibilizador Rf en MetOH/H,O 50%
v/v para establecer la posible participacion de diferentes ROS en la fotodegradacion
sensibilizada del TCS; para la realizacion del consumo de oxigeno en condiciones
aerdbicas de fotoirradiacion estacionaria, fue evaluado en ausencia y en presencia del
inhibidor SOD, para determinar la intervencién de O,-, y los resultados fueron
expresados, en el caso de Rf, como la relacion de las pendientes iniciales de los graficos
de consumo de oxigeno vs. tiempo de irradiacién en presencia y ausencia del inhibidor
(Vinn/ Vo).

Caracterizacion del estado triplete excitado de Rf

Se utilizé la técnica de laser flash fotdlisis para evaluar la interaccion entre
los sustratos y el estado triplete del sensibilizador en ausencia de oxigeno. Los tiempos

de vida del estado triplete de Rf**™

se determinaron por medio de un ajuste
monoexponencial de la sefial de decaimiento de la especie obtenida a una longitud de

onda dada, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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%
3

— T

A =Ae

Donde:

A es la absorbancia a un tiempo t posterior al pulso de excitacién
A, es la absorbanciaat=0y

*zes el tiempo de vida del estado triplete del sensibilizador.

La absorbancia de las especies transitorias a una longitud de onda y un

tiempo fijos se calcul6 utilizando la ley Lambert y Beer:

w1

Donde

l; es la intensidad de luz transmitida
I, es la intensidad de luz incidente en la muestra

I, es la intensidad de luz absorbida que se logra analizando el decaimiento obtenido

directamente en un osciloscopio.

Se determind *k; (Esquema 3, capitulo Consideraciones Tedricas)
aplicando un tratamiento de Stern-Volmer, a partir de la pendiente de la recta obtenida al

graficar 1/°tvs [Q]:

1 1
3 = 7+3kd [Q]
0
Donde:

%t es el tiempo de vida del estado triplete del sensibilizador en presencia de Q.
1, es el tiempo de vida del estado triplete del sensibilizador en ausencia de Q.

3k4 constante de quenching del estado triplete de Rf.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de los sensibilizadores usados

Los 3 sensibilizadores empleados en este Trabajo Final son: Rosa de
Bengala (RB), Perinaftenona (PN) y Riboflavina (Rf). EI RB es un colorante xanténico
artificial el cual resulta uno de los fotosensibilizadores mas empleados para el estudio de
fotodegradacion en general', la PN es un fotosensibilizador generador exclusivo de
Oz(lAg). Ambos producen esta especie con rendimientos en agua de 0,7 y 1

respectivamente.

La Rf es un pigmento natural, que fue elegido como sensibilizador debido a
que es capaz de absorber luz visible y fotosensibilizar la degradacién de un amplio rango
de sustratos via radicales libres (Mecanismo Tipo 1) o mediados por oxigeno singlete
(Mecanismo Tipo II)2. Es importante tener en cuenta que Rf es sensible a la luz. La
naturaleza y la magnitud de las reacciones fotoquimicas que ocurren como interaccion
entre la luz y Rf dependen de varios factores tales como la polaridad del solvente, el pH
del medio, fuerza iénica, contenido de oxigeno, intensidad de la luz y longitud de onda. En

los experimentos en presencia de Rf se trabaj6é a pH~7 (MetOH/H,0O 50% v/v).

A continuacion se presentan las estructuras quimicas de los mismos y sus

espectros de absorcion.

- Rosa de bengala (fluoresceina 3, 4, 5, 6-tetracloro-2", 4, 5", 7"-tetraiodo-dianion)

a) b)
Cl
Cl Cl —— RB en solvente MetOH/H,0
0,61
Cl COONa 0,4-
0
I I o
= <
0,21
o o ONa
0,0+ x r
I 500 600
A(nm)

Figura 1.1. a) Estructura quimica de RB; b) Espectro de absorcion del sensibilizador en medio
MetOH/H,0
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- Perinaftenona (1-H-fenalen- 1 —ona)

a) b)

— PN en solvente MetOH/H,0

normalizada

/
Abs

0 T "
200 300 400 500

A(nm)
Figura 1.2. a) Estructura quimica de la PN; b) Espectro de absorcion del sensibilizador en

MetOH/H,0O

- Riboflavina (vitamina B2)

a) b)
HOH,C
— Rf en solvente MetOH/H,O
HOHC 0,6
“cron
| 0,44
HOHC 2
CH, 2
| 0z
HsC N N (o)
/
0,0 r r
300 400 500
> N A(nm)
HsC N H
O

Figura 1.3. a) Estructura quimica de Rf; b) Espectro de absorciéon del sensibilizador en MetOH/H,0

2. Caracteristicas del compuesto de estudio

En la siguiente figura se muestran los espectros de absorcién normalizados
a la longitud de onda maxima del sustrato (280nm en medio neutro y 294 en medio

basico), obtenidos a partir de la medicion en los 2 medios utilizados.
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TCS en medio MetOH/H,0 Figura 2.1. Espectros de absorcion
—— TCS en medio MetOH/H,0 y NaOH 0,05M de TCS en diferentes medios.
1,0 280nm 294nm

©

ie]

_§ cl OH ol o

< 0.

o0, — o0
U)S 0,51 a ¢l a al
O
< Equilibrio quimico del TCS con su

forma fenolato
010 - T T T
250 300 350 400
A(nm)

El pKa se obtuvo de bibliografia. Es un fenoxifenol clorado con un
pKa~8.4°, cuando pH<pKa, predomina la especie protonada de , Y cuando pH>pKa
Ka~8.4° do pH<pK domina | i da del TCS do pH>pK

se espera que predomine la especie desprotonada’.

También se determind el coeficiente de absorcion molar (¢) del TCS en
medio MetOH/H,O. El resultado se determind por la ley de Lambert-Beer®, registrando los
espectros de absorcion a diferentes concentraciones del sustrato. Luego se graficd la
absorbancia a la longitud de onda maxima de absorcién en funcién de la concentracion.

De la pendiente es posible determinar €.

a) b)
4 - 2,0
——TCS 5,75 x10°M
—TCS 802 imw Sustrato: Triclosan
3] —TCS15x10°M Solvente: MetOH/H,0 50% viv
——TCS3.28x10M 1,59 coef. Molar = 5400 MLem™:
24
é @ 1,04
<
14
0,51
H [rgrasan
0+ —— Linear Fit of Abs 280nm
200 300 400 0. pw 4
0,0 2,0x10° 4,0x10°

A(nm) Irgrasan [M]

Figura 2.2. a) Espectros de absorcién de TCS en funcion de la concentraciébn molar en solvente
MetOH/H,O 50% v/v. b) Absorbancia a 280nm en funcién de la concentracién molar de TCS.
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3. Fotodegradacion directa del TCS

La fotdlisis con radiacion a 254 nm de 2,5 mL de una solucién de TCS en

una celda de cuarzo (b = 1 cm), produce cambios espectrales como los que se observa en

las siguientes figuras:

a)

2,0

1,51

1,04

Abs

0,51

0,01 . .
250 300
A(nm)

350

1,455+

280nm
[ ]

51,450

Ab

1,445 - . .

0 20 40 60

tiempo(min)

34

80

Figura 3.1. a- Espectro de
absorciébn de TCS en funcion del
tiempo de irradiacion (tror 1, 2, 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80min).
[TCS]= 3,43 x10™M en MetOH/H,O.
b- Espectro de absorcion de TCS
en funcion del tiempo de irradiacion
con escala aumentada para facilitar
la observacién de los cambios.

Figura 3.2. Gréfico de absorbancia
a la longitud de onda méxima del
TCS en funcién del tiempo de
irradiacion. [TCS]= 3,43 x10™M en
MetOH/H,O



: Figura 3.3. a- Espectro de
80 min b)

70 min 0,95/ absorcion de TCS en funcion del
60 min _

oo min 00 tiempo de irradiaciéon (t-or 1, 2, 5,
40 min @ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80min).
- <085 [TCS]= 1,07 x10“M en MetOH/H,0

0,80/ y NaOH 0,05M. b- Espectro de

5 min

absorciéon de TCS en funcién del
tiempo de irradiacion con escala

0,75 " . . . .
280 285 290 295 300 305 3

o

1min J

’

Abs

0,6 Anm) aumentada para facilitar la
observacion de los cambios.
0,0- T T T
250 300 350 400
A(nm)
0,87 Figura 3.4. Gréafico de absorbancia
u a la longitud de onda maxima del
0,861 = TCS en funcion del tiemao de
- u irradiacion. [TCS]= 1,07 x10™M en
u MetOH/H,O y NaOH 0,05M
£
£ 0,85+ n
& " m g u
0
o)
< 0,84-
0,834

0 20 40 60 80
tiempo (min)

4. Fotodegradacion sensibilizada de TCS

La irradiacion con luz visible al TCS con Rf como sensibilizador produce
cambios en el espectro de absorcién de la solucién. Estos cambios no pueden ser solo

atribuidos a la fotodescomposicion del TCS ya que la Rf también sufre degradacién por la
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luz, de manera que, las modificaciones espectrales, como consecuencia de la irradiacion

son atribuidas a las transformaciones quimicas de ambos.

AADbS

| 14s
82s
182s
282's
394,8s
573,5s
861,4s
1325s
2071,6's

2268,6 s

0,0

150 300 4

tiempo(s)

300

A (nm)

350

Figura 4.1. Evolucion de los
espectros de absorcion en
funcion del tiempo de fotolisis
para TCS en MetOH/H,O y con
Rf como sensibilizador. Absgf®:

0,54; [TCS]=1,38x10™M
Se utiliz6 como blanco Rf

Se acopla el grafico de absorcion
en funcién de tiempo para (e) Rf,
(¢) TCS y (o) SOD como
inhibidor.

Se observa una disminucién en la banda de absorcion méaxima (280nm) del

TCS y un corrimiento batocromico a medida que aumenta el tiempo de fotdlisis. Ademas

se aprecian 2 puntos isosbésticos, lo cual podria estar indicando la absorcién por parte de

algun fotoproducto que se esté formando.

Los cambios apreciables pueden atribuirse a la reaccién del TCS con la Rf

(®Rf) o con ROS. Para dilucidar con que especie reacciona (0 descartar la participacion

de otras ROS), se realiza la fotodegradacion en condiciones anaerébicas (por burbujeo

con gas Argon) de Rf.
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1,45 009ggq, Figura 4.2. Evolucion de los espectros
:ogo .z .z .
82s °%00s de absorcion en funcion del tiempo de
;g; S U, RO fotolisis para TCS en MetOH/H,0 y con
39425 g 02 LTI Rf como sensibilizador. Abspt®:
, ° L v . .
5735s Cee, [TCS]=1,38x10"M, solucion saturada
8614 s N de Argén.
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<

300 400
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250

En la figura se observa una clara disminucion de la absorbancia a la
longitud de onda maxima del TCS. Esto podria sugerir la existencia de interaccion quimica
entre el sustrato estudiado y estado excitado triplete de la Rf (°Rf). Para confirmar, se

llevaron a cabo las experiencias de LFF.

La desaparicion de la especie *Rf’, generada por un pulso laser a 355nm,
en una solucién MetOH/H,O 50% v/v, en ausencia de oxigeno, fue seguida por el
decaimiento de primer orden de la absorbancia a 670nm, observandose una disminucién
apreciable del tiempo de vida media en del sensibilizador en presencia del TCS. Se
determiné el tiempo de vida media de *Rf en ausencia (°To) y en presencia (°T) de
distintas concentraciones del pesticida y mediante un tratamiento de Ster-Volmer se
obtuvo el valor la constante de velocidad bimolecular *k,, que cuantifica la interaccion
entre *Rf-TCS.

Ademas se realizé el espectro de absorcion de la *Rf en ausencia y en

presencia del sustrato.
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Se acopla el grafico de absorcién en
funcion de tiempo para (e) Rf, (¢) TCS.
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Figura 4.3. Grafico de Ster-
Volmer para la desactivacion
de °Rf por TCS en medio
MetOH/H,O 50% v/v; Abs
Rf3s55= 0,34

El error en la determinacion
es del 15-20%

%kq= 1,54x10°M*cm™

Figura 4.4. Espectro del

triplete de Rf en solucion

MetOH/H,0 50% viv
saturada con Argon
ultrapuro.
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El valor de °k, es elevado y cercano al limite difucional (kq=7,4 x10° M*cm™)°. Por otro
lado, en los espectros de absorcién del °Rf* se observa una desaparicién de la banda

correspondiente al triplete, en presencia del TCS. Esto sugiere que la especie excitada de

la Rf es desactivada por TCS en ausencia de oxigeno.

Como se sabe, el °Rf* puede generar ROS, como ser O,” y O,(*A), con el
fin de evaluar la participacion de O," en la degradacién de TCS se realiz6 el experimento
de consumo de oxigeno en presencia del inhibidor SOD (Los demas inhibidores — D-
mannitol, CAT y NaN; - no fueron utilizados debido a que las otras via degradacién por las

ROS, no son estudiadas en este trabajo)

En la figura se muestra el grafico de consumo de oxigeno en ausencia y

presencia del inhibidor.
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Figura 4.5. Gréfico en forma de barra
de consumo de oxigeno en funcion del
tiempo de fotdlisis. Velocidades
relativas. [TCS]= 3,2 x10“"M, Abs
Rfs40nm=0,4, medio MetOH/H,O 50%
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Se observa que, el agregado de SOD genera una disminucién de la

velocidad de consumo de oxigeno del TCS, lo que confirma la participacion de O,* en la

degradacién del herbicida.

Por otra parte, con el fin de evaluar la participacion de O,(*Ay), se hicieron
experiencias de fotdlisis sensibilizada usando RB y PN como sensibilizador. Ademas, para

discriminar la reactividad de la especie neutra e ionizada del TCS se realizaron las

experiencias en distintos medios.

La irradiacion fotosensibilizada en presencia de estos sensibilizadores,

produce en algunos casos, claras modificaciones en los espectros de absorcién del TCS,

mientras que no se observan cambios significativos en el espectro UV-V de los

sensibilizadores.
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Figura 4.6. Evolucion de los espectros de absorcion en funcion del tiempo de fotdlisis del TCS. a)

[TCS]= 1,93 x10*M en MetOH/H,0O 50% V/V; RBsssnm=0,54. b) [TCS]= 1,8 x10™*M en MetOH/H,O

50% v/v y 0,04M NaOH; RBsssnm=0,5. ¢) [TCS]= 1,65 x10™*M en H,O y 0,051M NaOH RBss5nm=0,54.

d) [TCS]= 1,43 x10™M en MetOH/H,O 50% v/v desgasado con Argdn; RBss5,m=0,56. ( e TCS, eRB,
FFA)

En general, que se produzcan cambios significativos o no en los espectros
de absorcion, depende tanto del sustrato, como del pH del medio y la zona donde absorba

los fotoproductos.

Las modificaciones observadas como consecuencia de la irradiacion, indica
la existencia de transformaciones quimicas en el TCS como consecuencia de la
interaccion entre los mismos y los estados excitados de los sensibilizadores y/o con las

ROS generadas por dichos estados.

La cinética de fotooxidacion sensibilizada del sustrato se siguié a través de
consumo de oxigeno en condiciones aerdbicas de fotoirradiacion utilizando el electrodo

especifico de oxigeno ya descripto.

Las siguientes figuras muestran el consumo de oxigeno en funcién del
tiempo de irradiacion en presencia de RB como sensibilizador y en todos los medios de

reaccion.
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Figura 4.7. Gréficos de consumo de oxigeno del TCS en funcién del tiempo de fotélisis. a)
[TCS]=5,25 x10*M en MetOH/H,0 50% V/v, RBsssnm=0,43. b) [TCS]=5,38 x10™*M en MetOH/H,0O
50% v/v y 0,048M NaOH, RBsssnm=0,51. [TCS]=5 x10™“M en H,0 y 0,053 NaOH, RBsssnm=0,51.

Dado que los graficos muestran leves curvaturas en RB, cuando no
deberian observarse cambios, y que los datos no fueron reproducibles, se puede suponer
gue varias reacciones de interaccion estén sucediendo de forma simultanea entre TCS-

RB, ejemplo la reaccion del sustrato con el estado excitado del sensibilizador (*RB").

Para comprobar la posible interaccién entre *RB* y TCS se realizaron
experiencias de LFF. Es decir la desaparicion del estado triplete excitado de RB, *RB*,
generado por un pulso laser a 532 nm en ausencia de oxigeno, fue seguida por el
decaimiento de primer orden de la absorbancia a 650 nm, observandose una disminucion

apreciable del tiempo de vida de dicha especie en presencia de TCS. Las trazas de
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decaimiento se tomaron a dicha longitud de onda, dado que en esta regién, la

interferencia debido a otras especies transitorias de RB (RB”y RB™) es despreciable’.

Se determinaron los tiempos de vida de *RB* en ausencia y en presencia

de distintas concentraciones de TCS y mediante un tratamiento de Ster-Volmer se

obtuvieron los valores de las constantes de velocidad bimoleculares, 3kq, gue cuantifican

la interaccién *RB*-TCS.
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Figura 4.8. Gréficos de Ster-Volmer para la desactivacion del estado triplete excitado de RB por
TCS. a) [TCS]=1,08 x10°M en MetOH/H,O 50% V/v, RBs3nm=0,35; b) [TCS]=1,08 x10°M en
MetOH/H,O 50% v/v y 0,06M NaOH, RBs3,,n,=0,356; c) [TCS]=1,1 x10°M en H,O y 0,052M NaOH,

RBS32nm:O,38-
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A partir de los valores de 3kq obtenidos, se puede decir que efectivamente

existe una interaccion entre TCS-°RB*.

A partir de este resultado es que se utiliza el sensibilizador PN para la
determinacion de k, por consumo de oxigeno, ya que no se produce interacciéon con el

triplete del sensibilizador.
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Figura 4.9. Gréficos de consumo de oxigeno por TCS en funcidn del tiempo de fotdlisis. a)
[TCS]=5,11 x10™M en MetOH/H,O 50% V/V, PN3gznm=0,52; b) [TCS]=4,9 x10*M en MetOH/H,O
50% v/v y 0,048M NaOH, PNss3,n=0,55; ¢) [TCS]=4,9 x10*M en H,O y 0,049M NaOH,

PN363,m=0,44;
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DISCUSION Y CONCLUSION

1. Discusion

Tal como se expreso en la introduccién, el Triclosan, reacciona con la luz
solar, y es esta una de las principales vias de eliminaciéon del pesticida. Cuando se trabaja
en condiciones de pH diferentes, se observa que TCS es altamente fotodegradable a pH

alcalinos, es decir, cuando pH>pKa.

Como se muestra en la Figura 2.1. TCS tiene una banda de absorcién con
un maximo a 280nm en medio neutro (MetOH/H,O 50% v/v) la cual se corre
batocromicamente a 294nm cuando el medio en el que se trabaja es basico (agregado de

NaOH 0,05M), banda absorcién que corresponde a la forma aniénica del TCS.

La fotdlisis directa del compuesto en MetOH/H,O 50% v/v revela una
pequefia fotodegradacion (figura 3.1), y al observar la figura 3.2, se podria suponer la
generacién de fotoproductos, que absorben a las mismas longitudes de onda del sustrato
original. Es por eso, que el grafico muestra, primero una disminucién de la absorbancia y

luego, aumenta.

Un efecto mas marcado se observa en la figura 3.3 correspondiente a la
fotélisis directa en medio basico (MetOH/H,O 50% v/v con NaOH 0,05M), donde la
disminucion de la absorbancia menor a la correspondiente en medio neutro, y se observa
practicamente un aumento el cual también puede atribuirse a la aparicibn de un

fotoproducto en la misma zona de absorcion del TCS.

Las modificaciones en los espectros de absorcion con el tiempo de
irradiacion, tanto en la zona donde absorbe el sustrato como donde absorbe la Rf, en
presencia y ausencia de oxigeno, sugiere fuertemente la interaccion quimica entre el TCS
y estados excitados de la Rf y/o ROS generadas por dichos estados. La aparicién de

puntos isosbésticos podrian indicar la aparicion de fotoproductos (figura 4.1y 4.2)

En cuanto a la interaccion del *Rf* con TCS, el valor obtenido de
*k,=1,6x10°M"cm™ (figura 4.3) también resulta cercano al limite difucional, indicando que
el estado excitado triplete de la Rf es efectivamente desactivado por TCS-. Ademas se
puede observar en los espectros del triplete de Rf y Rf/TCS, que existe una transferencia
electronica del TCS al *Rf* (figura 4.4 y 4.5).
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En el experimento de consumo de oxigeno, en presencia de SOD (figura
4.5), las velocidades de consumo de oxigeno del TCS se vieron afectadas, observandose
una disminucién de la velocidad de la misma. Lo cual se le atribuye a la reaccién de

dismutacion que produce SOD sobre O2¢-.

Por otro lado, el colorante RB, es probablemente el fotosensibilizador mas
utilizado en reacciones de fotoxidacién que involucran 102, Sin embargo, los resultados
obtenidos indican que no representa un buen sensibilizador para estudiar la cinética de
los procesos fotodegradativos del sustrato, debido a la interaccion del *RB* con el TCS.
(Figura 4.6).

Los resultados de consumo de oxigeno (figura 4.7) indican que RB
sensibiliza la fotooxidacion del TCS. Un resultado diferente se obtiene si se realiza la
misma experiencia con PN como sensibilizador (figura 4.9), lo que confirma la interaccién
entre TCS y los estados excitados del RB y/o con las ROS generada a partir de dichos

estados.

Los valores obtenidos de la desactivacion del estado excitado triplete del
RB, 3kq, resultaron significativos, siendo méas importantes en medio acuoso béasico con pH
aproximadamente 12; lo que podria estar indicando que la reaccién con la especie

ionizada es mas efectiva con respecto a la especie neutra. (Figura 4.8)

En cuanto a los valores obtenidos de kr a partir del consumo de oxigeno
con PN, muestran que al cambiar el pH, se obtienen valores diferentes de la constante
reactiva. Esto se debe a la estructura del compuesto. Como ha sido observado con
anterioridad, compuestos aromaticos con grupos sustituyentes dadores de electrones,
tales como OH (como es el caso del TCS, figura 1), modifican los valores de kr, siendo

mas reactivos a pH elevados, debido a la ionizacién del grupo fendlico.

2. Conclusion

Los resultados obtenidos y discutidos demuestran que:

® Tanto los sensibilizadores sintéticos (RB y PN), como el sensibilizador natural (Rf),

son capaces de sensibilizar la fotodegradacion del TCS.
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® TCS reacciona con los estados electronicos excitados de la Rf y con las ROS
generadas a partir de dichos estados (Ox(*4y) y 02*)

® |os resultados muestran que en presencia de RB, la fotodegradacion puede darse
por la participacion del *RB*.
® El proceso fotooxidativo por O,(*A,) se ve favorecido a pH alcalino debido a la

ionizacion del grupo fendlico presente en la estructura del TCS.

La importancia de este resultado radica principalmente en que esta clase de
pesticidas, considerado un contaminante emergente que se localiza en aguas
superficiales, alterando el ecosistema acuatico y produciendo numerosos efectos
téxicos sobre peces, algas, bacterias, humanos, etc., puede ser fotodegradado por la
Rf que se encuentra distribuida en cantidades de trazas en rios, lagos y océanos y por
las ROS que se generan naturalmente en los medios acuéticos. Entonces, podemos
decir, en funcion de los estudios realizados que, tanto la reaccion de TCS con las ROS
como la fotodegradacion sensibilizada por Rf contribuirian a la disminucion del
pesticida en ambientes acuaticos.
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