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RESUMEN

El incremento en e consumo de medicamentos ha generado que la presencia continua de farmacos
en & medio ambiente se haya incrementado. Diversos estudios han reportado |a aparicion de efectos
adversos en plantas y animales; por lo que este tipo de compuestos han sido clasificados como
contaminantes emergentes.

Existen diversas propuestas que sugieren nuevas aternativas para su remocion. Sin embargo, es
necesario estudiar la via por la que se estan degradando para ofrecer técnicas de remocion mas
efectivas, ya que las tradicionales como la cloracion, lodos activados y la biofiltracion ofrecen una
baja eficiencia de remocidn (20-40%). En este trabgjo se analizd e comportamiento cinético de la
fotodegradacion de DCF, EE2 y TMT y sus pardmetros termodindmicos de la reaccién bgo la
radiacién de luz tipo UV-C.

Los resultados obtenidos indicaron que el DCF y e EE2 presentan una cinética de primer orden, la
cual se favorece con € incremento de la temperatura'y la TMT sigue una cinética de orden 0.5.
Ademas, se encontrd que el DCF es susceptible ala degradacion por efecto de laradiacion tipo UV -
CylaTMT presento resistencia. En € caso del DCF y EE2 la aplicacion de radiacién UV-C genera
la formacion de una mezcla de subproductos, siendo los de DCF mas estables, ya que tienden a
permanecer alin después de que € farmaco ha sido degradado en su totalidad.

Lo anterior indica que los productos de degradacion son liberados a medio ambiente, por lo que es

necesario extender un estudio sobre sus propiedades y su posible impacto ambiental.
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ABSTRACT

The increase in the consumption of medicines has generated that the continuous presence of drugs
in the environment has increased.

Severa studies have reported the appearance of adverse effects in plants and animals; therefore,
these types of compounds have been classified as emerging pollutants.

There are several proposals that suggest new alternatives for their removal. However, it is necessary
to study the way in which they are being degraded to offer more effective removal techniques, since
the traditional ones such as chlorination, activated sludge and biofiltration offer a low removal
efficiency (20-40%).

In this work the kinetic behavior of the photodegradation of DCF, EE2 and TMT and its
thermodynamic parameters of the reaction under UV-C light radiation was analyzed.

The obtained results indicated that the DCF and the EE2 present a kinetics of first order, which is
favored with the increase of the temperature and the TMT follows a kinetics of order 0.5.

In addition, it was found that DCF is susceptible to degradation due to UV-C type radiation and
TMT showed resistance. In the case of DCF and EE2, the application of UV-C radiation generates
the formation of a mixture of by-products, DCF being more stable, since they tend to remain even
after the drug has been completely degraded.

The above indicates that degradation products are released to the environment, so it is necessary to

extend a study on their properties and their possible environmental impact.
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1. INTRODUCCION

Actuamente existe una creciente preocupacion sobre la presencia continua de productos
farmacéuticos en e ambiente debido a que se ha detectado un impacto negativo sobre plantas y
animales. Los farmacos se introducen en los efluentes acudticos a través de su transporte en aguas
residuales que contienen excretas de personas que los hayan utilizado, residuos de medicamentos
gue tuvieron un manejo inadecuado o por medio de residuos agricolas, como el estiércol del ganado
(Alam, Tawfik and Ookawara, 2015). Esto ha originado que plantas y animales se encuentren
continuamente en contacto con este tipo de compuestos ocasionando alteraciones en su ciclo normal
de crecimiento y reproduccion (Cooper and Song, 2007; Orepesa, 2008). Diversos estudios han
evaluado la exposicion prolongada de contaminantes farmacéuticos en animales y plantas,
obteniendo resultados que muestran efectos téxicos sobre ellos como modificaciones endocrinas,
citotoxicidad, teratogénesis e inhibicion de su crecimiento (Rainsford, Kean and Ehrlich, 2008;
Jménez, 2011; Melo et al., 2014; Wang and Hu, 2014; Garima and Sindri, 2017). Los argumentos
anteriores han dado pauta para clasificar alos farmacos como contaminantes emergentes.
Conociendo el perfil de degradacion del farmaco se puede evidenciar la inestabilidad o resistencia
de este y la formacion de sus subproductos, predecir su porcentaje de descomposicion y estimar su
vida media. Siendo esta Ultima el tiempo especifico que le toma a la cantidad presente del
compuesto reducirse alamitad (Gida et al., 2017).

En este trabg o se determinaron los datos anteriores para DCF, EE2 y TMT através del estudio de
su comportamiento cinético ante la fotdlisis y e perfil de formacion de sus subproductos. Se
establecié un método analitico valido para su cuantificacién, se determiné el comportamiento de su
modelo cinético, constante cinética y vida media. Ademés, se establecié el perfil de formacion de
sus productos de degradacion Esta informacion nos ayudd a caracterizar la susceptibilidad a la

degradacion de los farmacos ante la radiacion UV-C.
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2. JUSTIFICACION

El constante consumo de farmacos, |a disposicion inadecuada de farmacos caducos o no utilizados y
una ineficiente remocion de estos materiales de las aguas residuales de la industria farmacéutica,
hospitales e instituciones de investigacion genera que estos se incorporen a medio ambiente; a
pesar de que sus concentraciones en el agua son relativamente bgjas, estudios recientes demuestran
gue su presencia y contacto con especies acudticas pueden causar toxicidad (Wang y Hu, 2014).
Diferentes procesos y técnicas de tratamiento se han utilizado para eliminar este tipo de
contaminantes del agua como tratamientos fisicoquimicos, de oxidacién avanzada y bioldgicos
demostrando eficiencias de remocion atas. Sin embargo, no se ha determinado s este tipo de
técnicas etd removiendo a féarmaco o a sus productos de degradacion. El andlisis del
comportamiento cinético, determinacion de lavida mediay estabilidad de productos de degradacion
de los farmacos evaluados representan factores importantes para complementar € estudio de

remocion de estos.
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3.1. Contaminantes emergentes

Actualmente existe una creciente preocupacion sobre la recurrencia y persistencia de productos
farmacéuticos y de cuidado persona en e ambiente debido a su impacto potencial en los
ecosistemas y en la salud humana (Cooper and Song, 2007). Se han identificado que algunos
compuestos quimicos de este tipo son capaces de alterar la homeostasis de |os sistemas endocrinos
de los organismos, dando lugar a efectos adversos sobre la salud, crecimiento, desarrollo y
reproduccion de los individuos (Orepesa, 2008). Estos compuestos se encuentran clasificados como
contaminantes emergentes; término que engloba a aquellos componentes quimicos o mol éculas que
anteriormente no eran conocidas y a los ya existentes pero que no se habian estudiado como
contaminantes ambiental es (Desrosiers and Assessment, 2014).

El acelerado desarrollo y crecimiento de laindustria farmacéutica ha generado un incremento global
en la existencia de diferentes clases de farmacos y en su consumo, por lo que han sido considerados
como contaminantes recurrentes por € volumen de su uso. La mayoria de estos son no
biodegradables, pueden resistir a las condiciones acidas del estomago o son de liberacion
prolongada, representando un riesgo cuando estos ingresan a medio ambiente. Este tipo de
moléculas pueden dispersarse 0 acumularse en efluentes acuiferos o suelos e ingresar a la cadena
alimenticia para posteriormente reingresar alos organismos (Wang and Hu, 2014).

Diversos estudios han evaluado la exposicion prolongada de contaminantes farmacéuticos en
animales y plantas, obteniendo resultados que muestran efectos téxicos sobre ellos como
modificaciones endocrinas, citotoxicidad, teratogénesis e inhibicion de su crecimiento (Ferrari et
al., 2003).

3.2.  Farmacos en e medio ambiente
La manera en la que los farmacos interactdan con e ambiente y los organismos depende de su
distribucion, potencial de acumulacion, toxicidad y el comportamiento de su degradacién quimica o

bidtica

3.2.1. Movilidad ambiental

Depende de la vida media de la sustancia, debido a que s esta se degrada fécilmente no tendra
tiempo de distribuirse en e ambiente. Propiedades fisicoquimicas como solubilidad en agua,
coeficiente adsorcidn en suelo-agua (Koc), presion de vapor y coeficiente de disociacion (pKa),
describen latendencia en laque el farmaco se distribuird en el ambiente. (Kuster et al., 2008). Si un
farmaco presenta presion de vapor relativamente ata, es parciamente soluble en agua, no se
degrada de manera inmediata o su valor de Koc es ato tenderd a adsorberse en €l suelo por lo que

tendra un potencial alto para contaminar aguas superficiaes, ya que podria integrarse a procesos
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biogeoquimicos como erosién o precipitacion y distribuirse continuamente en el ambiente mientras
gue no se degrade (Jiménez, 2011).

Los farmacos se han detectado principamente en aguas que no reciben ningin tratamiento, en
efluentes de plantas de tratadoras de aguas residuales que no estén disefiadas para este tipo de
compuestos y en suelos donde se han aplicado biosdlidos y estiércol,(Ferrari et al., 2003; Blair et
al., 2015). Otros sitios han sido rellenos sanitarios donde se acumulan residuos de medicamentos y

desechos fecales. En laFigura 1 se describe el proceso y las vias en las que pueden distribuirse.
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Figura 1. Ciclo de un farmaco en el ambiente (Jiménez, 2011).

3.2.2. Bioconcentracion y bioacumulacién

El término bioconcentracion se refiere ala afinidad que algunas sustancias tienen por los tejidos de
ciertos organismos por el agua, por lo que pueden alcanzar concentraciones mas elevadas en esos
organismos comparados con la concentracion que pudiese existir en €l agua (Ji et al., 2016).

La bioacumulacion consiste en € incremento de la concentracion de una sustancia en € organismo
expuesto en funcién del tiempo, depende de propiedades fisicoquimicas y bioguimicas del
compuesto como la solubilidad y la velocidad de eliminacion (Orepesa, 2008).
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a) Factor de bioconcentracion: es la capacidad de bioconcentracion y biocacumulacion. Se mide por
medio del factor de bioconcentracion (BCF, por sus siglas en inglés). Este es la relacion entre la
concentracion de la sustancia guimicay la concentracion de la misma sustancia en € agua.(Orepesa,
2008; Wang and Hu, 2014; Magureanu et al., 2015; Jewell et al., 2016). Sustancias con valores de
BCF elevados se biocumularan en el organismo y podrén biomagnificarse a través de las redes
troficas por 1o que su potencial para causar dafio biolégico es muy elevado (Lucila, Maria and
Argdlia, 2015; Loera et al., 2016). La biomagnificacion ocurre cuando la sustancia es concentrada
de manera sucesiva en cada ed abon de la cadena trofica, como resultado las concentraciones en los
organismos gue estan a final de dichas cadenas es mucho mas elevada que los organismos que
estan en la base de ellas (Orepesa, 2008; Frank-Andreas Weber et al., 2014; Lucila, Maria and
Argdlia, 2015).

b) Coeficiente de particion octanol-agua: la distribucion de la sustancia en € agua, suelo, aire y
organismos, depende de su afinidad relativa por estos medios, la cual se mide en coeficientes de
particion (Orepesa, 2008; Loera et al., 2016). El més utilizado es el coeficiente de particion octanol -
agua (Kow).

3.2.3. Persistencia

Es la caracteristica de la sustancias a resistir la degradacién fotoquimica, bioldgica y quimica,
determina la vida media de la sustancia en el ambiente y se refiere a la estabilidad del fa&rmaco
(Loera et al., 2016). La estabilidad se define como la capacidad de conservar sus propiedades
quimicas, fisicas, microbioldgicas y biofarmacéuticas dentro de limites especificados, depende de
las condiciones de almacenamiento, exposicion a la luz, asi como cambios de temperatura y
humedad (Blessy et al., 2014).

Dependiendo de las modificaciones en sus propiedades, se presentan los siguientes tipos de
inestabilidad (Blessy et al., 2014):

a) Quimica: consiste en la degradaciéon del farmaco, pudiendo generar pérdida de su €ficacia
terapéuticay productos de degradacién toxicos.

b) Fisicas se producen alteraciones de propiedades mecénicas y aspecto de las formas de
dosificacion.

¢) Biofarmacéutica: ocurren cambios en la biodisponibilidad del medicamento.

d) Bioldgica: se produce desarrollo microbiano.

3.2.4. Inestabilidad quimica
En la inestabilidad quimica € farmaco sufre una degradacion la cual puede ser originada por
mecanismos donde variables como la temperatura, humedad e intensidad de la luz se ven

involucradas (Thormann et al., 2014), estos mecani smos se describen a continuacion:
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a) Hidrdlisis: ocurre cuando los iones del farmaco reaccionan con los iones del agua para formar
una molécula neutra. Los farmacos gue tienen tendencia a este fendmeno son los ésteres, amidas,
sales de acidos débiles y bases fuertes; como €l acido acetilsalicilico, la penicilina, procaina, entre
otros (Maroliaet al., 2016).

b) Oxidacion: consiste en la pérdida de un &omo €electropositivo, radical o electron, o bien, la
adicion de un &omo electronegativo o radical. Los factores que influyen son la presencia de
oxigeno, pH, luz y presencia de impurezas que pueden actuar como catalizadores (Sopgj et al.,
2015). Este mecanismo de degradacion afecta a los esteroides, &cidos grasos poliinsaturados y
fenotiazinas como simvastatina y antibioticos poliénicos con dobles ligaduras conjugadas (Feng et
al., 2013).

) Isomerizacién: es la conversion del f&maco en su isdbmero Optico 0 geométrico que
generamente tienen menor actividad terapéutica (Elkins et al., 2014). Ejemplos de fa&rmacos més
propensos a este tipo de degradacion son tetraciclinas (epimerizacion en solucion &cida),
cefalosporinas (isomerizacion por catdlisis &cido-base) y la Vitamina A (isomerizacion cis-trans)
(Maggio et al., 2014).

d) Fotoguimica: consiste en la disociacion de las moléculas por efecto de la luz y se divide en
directa e indirecta. La fotdlisis directa ocurre cuando la molécula absorbe la luz y como resultado
directo se transforma, sin ninguna colaboracion de otras sustancias quimicas. En la fotdlisis
indirecta, la energia de la luz es absorbida por fotocataizadores ( por gemplo, TiO2) o agentes
oxidantes como &l H>O- que generan especies excitadas que transfieren energia, electrones o aomos
de hidrogeno hacialamoléculay dan paso a su transformacién (Franquet-Griell et al., 2017).

En cuanto a la degradacién en e medio ambiente, un farmaco puede sufrir degradacion quimica
principalmente por hidrdlisis (en € medio acuoso) o por fotdlisis (en la atmésfera), asi como
biodegradacion aerobia o anaerobia por microorganismos (Castro-Pastrana et a., 2015). El
resultado de estos mecanismos es un producto de degradacion, definido como toda molécula
resultante de un cambio quimico en la molécula de un farmaco producida con € tiempo y por la
accion de luz, temperatura, pH, agua, o por reaccién con un aditivo (Melo et al., 2014).

La descripcion de los productos de degradaci én observados se conoce como perfil de degradacién y
es utilizado para establecer |a cinética de degradacion de un f&rmaco considerando la frecuenciay
presencia de los productos detectados (Alsante et al., 2014).

3.3. Cinética de degradacion

La cinética de degradacion estudia la rapidez con que se pierde la actividad del farmaco y es
utilizada para determinar su vida media (tiempo especifico que le toma a la cantidad presente
reducirse a la mitad por medio de degradacion (Gidal et al., 2017)) y por lo tanto indica su
estabilidad (Joss et al., 2006). Es una herramienta Util para la determinacion de la efectividad de
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remocion de un farmaco de aguas residuales e identificacion de la presencia de los posibles
productos toxicos de degradacion derivados de la reaccion de degradacion (Blair et al., 2015).

Al conocer los valores de la cinética se logra predecir en qué momento se degrada el farmaco, en
qué tiempo se forman los productos y a su vez conocer si son persistentes o inestables (Alsante et
al., 2014). Sin embargo, es importante mencionar que los compuestos quimicos, en este caso €
farmaco, tendran un comportamiento cinético distinto dependiendo las condiciones a las que se
encuentren expuestos (Zhang et al., 2015).

En este proyecto se andlizara el comportamiento cinético de degradacién por un mecanismo de
fotélisis para una mezcla de tres farmacos (diclofenaco, trimetoprima y 17-a-etinilestradiol)
frecuentemente detectados en aguas residuales; para determinar su vida mediay el momento en el
gue se presentan sus productos de degradacién, para que estos datos puedan ser utilizados para la

evaluacion de remocioén del farmaco.
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3.4. Diclofenaco (DCF)
Es un antiinflamatorio no esteroide, utilizado como analgésico, antiartritico, y para otro tipo de
desbrdenes inflamatorios (L onappan et al., 2016). Como se muestra en la Figura 2, es una molécula

dicloro difenilamino que contienen un grupo acido acético como sustituyente, € cua lo hace muy
soluble en agua (Drug Bank, 2005).

A
|’ [
CI J:-"-. - S __DH
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Figura 2. Estructura quimica del diclofenaco (Nombre IUPAC: acido 2-{2-[ (2,6-diclorofenil)
amino] fenil} acético) (Drug Bank, 2005).

La presencia de este fa&rmaco se ha detectado frecuentemente en efluentes de agua residual como
resultado del alto consumo de medicamentos con este principio activo (Castro-Pastrana et al., 2015)
y de la baja eficiencia de remocion que tratamientos de aguas residuales tradicionales poseen (20-
40%) (Magureanu et al., 2015). En laFigura 3, se muestra la tendencia de su consumo en 15 paises
comparado con otros nueve farmacos antiinflamatorios durante el afio 2011 (McGettigan y Henry,
2013), donde se puede notar que el diclofenaco es el antiinflamatorio que ha tenido mayor uso.
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Figura 3. Consumo de nueve farmacos antiinflamatorios en 15 paises durante el 2011 (McGettigan
y Henry, 2013)
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3.4.1. Propiedades fisicoguimicas del diclofenaco
Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del diclofenaco (Drug Bank, 2005).

Formula C14H11CI2NO;
No. CAS 15307-86-5
Peso molecular 296.149 gmol*
Apariencia Polvo cristalino fino blanco a blanco crema
Estado fisico Solido
Punto de fusion 283-285°C

Tabla 2. Movilidad, persistenciay bioconcentracion del diclofenaco (Drug Bank, 2005).

. ] ) . Bioconcentracién
Movilidad ambiental Persistencia . »
y biocacumulacion
Presionde |Solubilidad en agua . ) By o log
Koc pKa |Fotdlisis |Biodegradacién | Hidrdlisis BCF
vapor a25°C Kow
6.14 X 108 mm

245 Hg 237mgL? 4.15 + - - 451 | 3.0-4.09
a25°C
3.4.2. Toxicidad

El diclofenaco se ha detectado en el ambiente en concentraciones drededor de 1 pug L (Alharbi et
al., 2017; Garima and Sindri, 2017). Se han reportado datos de toxicidad para este compuesto
después de una exposicion de corto plazo (hasta 4 dias) para varias especies acuéticas incluyendo
algas, plantas acudticas, crustéceos, bivalvos y algunas especies de peces como la trucha arcoiris y
el pez cebra. (Memmert et al., 2013; Magureanu et al., 2015; Lonappan et al., 2016; Garima and
Sindri, 2017).

3.5. Trimetoprima (TMT)

Es un antibidtico inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa, se prescribe de manera conjunta
con sulfamidas para € tratamiento de enfermedades infecciosas urinarias en humanos y animales
(Jewdl et al., 2016; Liu et al., 2017). Es una aminopiridina cuya estructura consiste en 2,4 diamina
y 1,2, 3-trimetoxibenceno unidos por un puente metileno, ver Figura 4 (National Center for
Biotechnology, 2015).
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Figura 4. Estructura quimica de trimetoprima (Nombre IUPAC: 5-[ (3,4,5-trimetoifenil)
metil] pirimidin-2,4-diamina) (National Center for Biotechnology, 2015).

L os antibidticos son uno de los medicamentos mas consumidos a nivel mundial (Woolhouse et al.,
2016). Como se observa en la Figura 5, México es uno de los paises latinoamericanos con mayor
consumo de este grupo terapéutico, siendo la trimetoprima y sus combinaciones uno de los tres

antibi6ticos de mayor consumo (Center for Disease Dynamics Economics & Policy, 2015).
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Figura 5. Consumo de principal es antibioticos, durante el afio 2010 y su proyeccion de consumo en

el afio 2030 (Center for Disease Dynamics Economics & Policy, 2015).
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3.5.1. Propiedades fisicoguimicas
Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de trimetoprima (National Center for Biotechnology, 2015).

Formula C14H18N40s
No. CAS 73384-59-5
Peso molecular 290.323 g mol*
Apariencia Polvo cristalino blanco ablanco crema
Estado fisico Solido
Punto de fusion 199-203 °C

Tabla 4. Movilidad, persistenciay bioconcentracion de trimetoprima (National Center for
Biotechnol ogy, 2015).

. . . ) Bioconcentraciony
Movilidad ambiental Persistencia . »
bioacumulacién
Presién de | Solubilidad en L . » o log
Koc pKa | Fotélisis | Biodegradacién | Hidrélisis BCF
vapor aguaa25°C Kow
9.9x10° mm
2692 400mgL?t |7.12 + - - 0.91 | 1.41-0.16
Hg25°C
3.5.2. Toxicidad

Trimetoprima es particularmente toxico para humanos y mamiferos por administracion oral a corto
y largo plazo. Sin embargo, puede ser irritante y sensibilizadora. Puede ser teratogénico y
embriolégico (Kim, Kim and Yu, 2015). Es muy estable y es comun detectarlo en concentraciones
menores a 10 ng L"* en efluentes acuéticos (Wu et al., 2016), su presencia continua en €l ecosistema
representa un peligro, ya que ha ocasionado la aparicién de patdgenos resistentes a los
medicamentos (Wu, Chen and Kookana, 2011).
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3.6. 17-a-etinilestradiol (EE2).
Es un estrégeno esteroidico sintético, derivado del estradiol, para administracion oral. Se caracteriza

por la presencia de un grupo etinilo en la posiciéon 17 alfa en la molécula del estrégeno (Ver Figura
6) (Micevych et al., 2007).

HO

W

OH

Figura 6. Estructura quimica de 17-a-etinilestradiol (Nombre IUPAC: 8R,9S,13S,14S,17R)-17-
etinil-13-metil-7,8,9,11,12,14,15,16-octahidr o-6H-ci clopenta[ a] fenantrene-3,17-diol) (Drug Bank,
2005).

Al igual que € edradiol, constituye € principal ingrediente activo de medicamentos
anticonceptivos, se utiliza en las terapias de reemplazamiento estrogénico, y para prevenir o reducir
los sintomas asociados a la menopausia (Orepesa, 2008), estd identificado como uno de los
compuestos disruptores enddcrinos estrogénicos (e-EDCs) que pueden ser hormona mente activos a
bajas concentraciones y provocar efectos negativos en € sistema endécrino de humanosy animales.
Como se muestra en la Figura 7 durante los dltimos 20 afios €l de medicamentos con este tipo de
activo se ha incrementado, dando paso a incremento de la generacion de residuos que pueden ser

liberados d medio ambiente (Jurgens et al., 2002).
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Figura 7. Uso de anticonceptivos a nivel mundial. (Jurgens et al., 2002).
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3.6.1. Propiedades fisicoguimicas
Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de 17-o-etinilestradiol (Drug Bank, 2005).

Formula CaoH240z
No. CAS 50-63-6
Peso molecular 296.403 g mol
Apariencia Polvo cristalino fino blanco a blanco crema.
Estado fisico Solido
Punto de fusion 142 °C- 144 °C.

Tabla 6. Movilidad, persistencia y bioconcentracion de 17-o-etinilestradiol (Drug Bank, 2005).

. ) _ ) Bioconcentraciény
Movilidad ambiental Persistencia _ )
bioacumulacién
) Solubilidad

Presion de . ) » o log

Koc enaguaa | pKa | Fotdlisis | Biodegradacion | Hidrélisis BCF
vapor Kow
25°C
1.95 x 10° mm

6310 11.3mgL?| 10.33 + - - 3.67 3.88

Hga25°C
3.6.2. Toxicidad

El etinilestradiol ha sido detectado en aguas superficiales en concentraciones en el rango de 0.05 a
831 ng L%, (Orepesa, 2008) aunque son relativamente bajas, su potencia disruptora endocrina es de
10 a 50 veces més elevada que otros estrogenos naturales como €l estradiol y la estrona. Algunos
efectos ocasionados por la exposicion de esta sustancia a los organismos incluyen la disminucién de
su eficacia reproductora debido a su interaccion con el receptor de estrégenos, ateraciones en la
diferenciacion sexual, generacion de individuos intersexo y alteraciones en e comportamiento

reproductivo.

3.7. Vadidacién de un método analitico por CLAR
Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiades y
pardmetros gque se deben cumplir, para llevar a cabo el andisis de un componente especifico
(andlito) de una muestra.
La validacion es € proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad
del método satisface los requisitos parala aplicacion analitica deseada.
Los métodos se pueden clasificar en funcidn de su propésito analitico:

a) Métodos para cuantificar € analito (contenido o potencia)

b) Métodos para establecer la presenciadel analito aun limite

c) Métodos paraidentificar el analito
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Esta clasificacion se utiliza para establecer 1os pardmetros de desempefio a estudiar en la validacion
del método analitico. Latabla 7 muestra los parametros requeridos dependiendo de la aplicacién del
método analitico.

Tabla 7. Parametros de desempefio a estudiar en un método analitico (CNQFB, 2002)

Contenido
_ Prueba de Impurezas )
Parametro de Desempefio Potencia/ : Identidad
. Contenido/ _
Valoracion _ Limite
Vaoracion

Adecuabilidad del Sistema S S S *

Precision del Sistema S S S *
Linealidad del Sistema S S No No
Especificidad* S Si No Si
Exactitud y repetibilidad S S No No
Linealidad del método S S No No
Precision intermedi&? S Si No No

Estabilidad andlitica de la
* * No No
muestra?

Limite de Deteccidn No No S No
Limite de Cuantificacion No S No No
Robustez * * * No
Tolerancia * * * No

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

Como seindicalatablalos parametros a evaluar durante la validacion del método analitico, deberén
estudiarse dependiendo de la clasificacion del método, y teniendo en cuenta las siguientes
consideraciones:

1. La fata de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra aternativa
analitica de soporte, como por g emplo cromatografia de capa fina.

2. También es definido como un estudio de tolerancia

3. Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico o a los otros

componentes de la muestra.
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4.1.

Hipdtesis

La presencia de radiacion UV afecta la estabilidad de los farmacos diclofenaco, trimetoprimay 17-

a-etinilestradiol y favorece la formacion de sus productos de degradacién estables.

4.2. Objetivo genera

Determinar el comportamiento cinético y la vida media de diclofenaco, trimetoprima y 17-a-

etinilestradiol en solucidn acuosa bgjo radiacion deluz UV.

4.3. Objetivos Especificos

Caracterizar los estdndares y férmacos a utilizar mediante las técnicas analiticas de
Espectrofotometria por UV Visible e Infrarrgjo.

Optimizar y validar los métodos analiticos por cromatografia de liquidos (CLAR) para la
identificacién y cuantificacion de los farmacos diclofenaco, trimetoprima y 17-a-
etinilestradiol.

Implementar anivel laboratorio una celdafotolitica para la realizacion de la degradacion de los
farmacos bajo radiacién de luz UV (fotodegradaci on).

Realizar la prueba de degradacion bajo radiacion de luz UV (fotodegradacidn) de los farmacos
diclofenaco, trimetoprima y 17-a-etinilestradiol.

Determinar la cinética de degradacion y vida media de los f&rmacos por cromatografia de
liquidos (CLAR).

Evidenciar y determinar la estabilidad de los productos de degradacién de los farmacos en

medio acuoso por Cromatografia de liquidos (CLAR).
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ﬂ

5. METODOLOGIA
El desarrollo experimental se realiz6 considerando las actividades mostradas en el diagrama
de flujo de la Figura 8. Seinicié con la caracterizacion de los farmacos y la validacion del

método analitico, finalizando con los experimentos de fotodegradacién y el andlisis de los
resultados.

Identidad IR

UV (Méxima
absorbancia)

Caracterizacion de los farmacos

Optimizacion de Método Analitico Degradacion de | os farmacos por
(CLAR). exposicion de radiacion de luz UV.

Evidenciar y determinar la estabilidad de

los productos de degradaci én fotolitica por
Validacién de método analitico (CLAR). método analitico (CLAR).

Andlisis de datos.

Establecimiento de cinética de degradacion
y tiempo de vida media.

Figura 8. Diagrama de flujo de metodologia
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5.1. Caracterizacion de los farmacos

Los farmacos utilizados corresponden a diclofenaco, trimetoprima y 17-a etinilestradiol de la marca
Sigma Aldrich con 98% de pureza grado estandar.

a) Identidad por radiacién infrarroja (IR)

Se obtuvieron los espectros de absorbancia de FTIR para diclofenaco, trimetoprima y 17-a
etinilestradiol con € Espectrémetro IR Avatar 360 (Nicolet) usando pastillas de KBr. Las pastillas
se prepararon mezclando cada muestra con KBr seco, aplicando una presion aproximada a 8
toneladas durante 5 minutos. Se realizaron 32 barridos sobre € intervalo de niUmero de onda de

4000400 cm!. El software OMNIC fue utilizado para lainterpretacién del espectro IR.

b) Identidad por Ultravioleta (UV)

La prueba se realizo en un espectrofotometro Lambda 25-Perkin Elmer con software UV WinLab,
tomando lectura de una solucién de 10 mg L de cada uno de los farmacos.

La soluciones se prepararon realizando una dilucion de una solucién de 100 mg L con agua
desionizada tipo 1 Milli-Q. Para & caso del EE2 se diluyo previamente con metanol y laTMT con
acetonitrilo.

Con esta prueba se definié la longitud de onda a la que hay mayor absorcion, para determinar las

condiciones del método analitico CLAR.

5.2. Cuantificacién de la concentracion de los farmacos por CLAR

Se propuso la metodologia descrita a continuacion, para la determinacion de diclofenaco,
trimetoprima y 17-a-etinilestradiol por CLAR.

Equipo: Waters Detector 2487 (ABS dual) Bomba 515 de flujo isocrético con detector UV.
Materiales: estandar de referencia de diclofenaco, trimetoprima y 17-a-etinilestradiol de la marca
SigmaAldrich, acetonitrilo grado HPLC, agua desionizadatipo 1 Milli-Q, acido férmico.
Condiciones cromatogréficas:

e Columna: Columna Eclipse XDB- C18 5 um 4.6 x 250 mm

e Flujo: 1.0 mL min?

o Fase mévil: Acetonitrilo: Acido férmico 0.1% (v/v) 70:30

¢ Volumen deinyeccién: 10 L

e Temperatura de columna: ambiente

¢ Longitud de onda: 280 nm.
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a) Validacion de método

La validacion del método analitico se realizd conforme a lo indicado en la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos emitida por & Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos
(CNQFB, 2002).

En laTabla 8 se muestra la metodol ogia a seguir pararealizar la validacién del método desarrollado

paralacuantificacion de los analitos estudiado.

Tabla 8. Parametros, metodologia y criterios de aceptacion de la validacion (CNQFB, 2002)

Parametro de ) o _
. Preparacion Criterio de aceptacion
desempefio
o Preparar una muestra
Adecuabilidad _ CV <2.0%
obtener seislecturas
Precision del
_ Preparar seis muestras CV<15%
sistema
o Preparar 5 niveles en un
Linealidad del _ _ r>>98.0
_ interval o de concentracion o
sistema IC (B2) No debeincluir €l cero
de 40% - 120%
El porcentgje de recobro y €l coeficiente de
variacion globa deben cumplir € siguiente:
Preparar seis muestrasa la El intervalo de confianza parala media
Exactitud y _ . _
Renetibilidad concentracion de 100% con | poblacional (1C (u)) incluye el 100 % o €l
ibili
ep placebo adicionado promedio del % de recobro seincluye en el
intervalo de 98.0 % - 102.0 %.
CV.<2.0%.
r?>0.98.
IC (B1) Incluye la unidad.
IC (Bo) Incluye €l cero.
_ CV.y/x.<2.0%.
o Preparar tres niveles de
Linealidad del El porcentgje derecobroy el C. V. de cada
) 40% - 140% con placebo
meétodo . nivel y global del intervalo de lalinealidad
adicionado
deben cumplir con & siguiente:
IC () incluye e 100 % y/6 seincluye en el
intervalo de 98.0 % - 102.0%
CV.<2.0%.
Precision del Preparar por dos analistas
wagp _ Y CV.<20%.
método en dos dias diferentes
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5.3. Degradacion de farmacos con equipo de radiacion por luz UV

Se utilizd una celda fotalitica con agitacion consistente en un reactor tipo batch equipado de una
lampara monocromatica tipo UV-C con una longitud de onda fija (A=254 nm) y potencia de 15 W;
con un sistema de reflujo para mantener la temperatura constante (298,288 y 278 K) y una parrilla
de agitacion magnética a 700 rpm aproximadamente, el reactor se encuentra aisado de la luz

exterior. LaFigura9 muestrael esquema del dispositivo.

Figura 9. Equipo de degradacion por luz UV.
a) Bafio de agua para control de temperatura. b) Lampara. ¢) Camara de oscuridad. d) Parrilla
para agitacion magnética. €) y f) Salida y entrada de agua g) Reactor con muestra del farmaco

en solucién

5.3.1. Seguimiento de la degradacion de los farmacos

Se tomaron dicuotas de la solucidn irradiada a diferentes intervalos de tiempo para evaluar €
cambio en la concentracion inicia de la solucion y evidenciar la formacion de sus productos de
degradacion. Previo a su andlisis las muestras se filtraron usando acrodiscos de nylon con tamafio
de poro de 0.45 um. El andlisis cuantitativo se realizd utilizando un método analitico de

cromatografia de liquidos de altaresolucion (CLAR).

5.3.2. Determinacion de cinética de fotodegradacion y vida media de los farmacos

Los datos obtenidos del experimento de fotodegradacion y de la cuantificacion por e método
cromatogréfico se trataron aplicando € método integral (Scott Fogler, 2002), el cua implica
suponer € orden de reaccion (0, 1, 2, etc.) y sustituir los datos obtenidos en la ecuacion de
velocidad de degradacion correspondiente @ modelo del sistema, con el propdsito de obtener €l
mejor gjuste a los datos experimentales, obteniendo la constante cinética y la vida media de cada

uno de los farmacos.
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Resultados y discusion




6.1. Caracterizacion del farmaco

6.1.1. Identidad por radiacién infrarroja (IR)

a) Diclofenaco
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Figura 10. Espectro IR de DCF

Tabla 9. Interpretacion de espectro infrarrojo de DCF

75—5 /V\'Ill I."I; ‘kilnl' ||J .I 1 .| .”'lllé::ﬂ'
?D—; |J i1 ] H"!| ]
s ' ]

[
500

Ndmero de onda (cm™)

Grupo funciona

3750-3000 N-H aargamiento
3300-2900 Ar-H alargamiento
3000-2700 -CH»-, C-H aargamiento
3000- 2700 H-C=0 aargamiento
1900-1650 C=0 adargamiento
1500-1450

850.750 -Cl flexion
1475-1300 -CH- flexion

1000-650 Ar-H flexion

Como se muestra en la Figura 10 y se indica en la Tabla 9 e espectro infrarrojo muestra 1os
principales picos de absorcion a 3381.26 cm® debido a la presencia de aminas secundarias (— NH),
1575.31 cm® debido a iones carboxilo (- C = O) y 770.36 cm™ debido a que se extiende en €
espectro de C-Cl. Los datos obtenidos coinciden con lo reportado en la literatura (Durga, Lohithasu
and Murthy, 2017; Hana et al., 2017).
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b) Trimetoprima
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Figura 11. Espectro IR de TMT.

Tabla 10. Interpretacion de espectro infrarrojo de TMT.

500

NUmero de onda

Grupo funcional

3500 N-H Alargamiento asimétrico

3400 N-H Alargamiento simétrico
3300-2900 Ar-H alargamiento
3000-2700 -CH»-, C-H alargamiento
1620-1590 N-H. deformacion por erJk.)reposi cién con anillo

aromético

1500-1400 CH Anillo aromético flexion
1400-1300 CH flexion
1200-1100 Metoxi aromatico flexion
1000-650 Ar-H flexion

LaFigura1ly laTabla 10 indican los principales picos de absorcién a 3500 y 3400 cm? debido a

la presencia del grupo amino primario (— NH), 1575.31 cm debido a iones carboxilo (- C = O).

Los datos obtenidos coinciden con lo reportado en la literatura (Manius, 1978; Hernandez et al.,

2018).
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C) 17-a etinil estradiol
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Figura 12. Espectro IR de EE2.
Tabla 11. Interpretacion de espectro infrarrojo de EE2.
Numero de onda (cm?) Grupo funcional
3350-3250 OH aargamiento
3300 CH aargamiento
2980-2580 C=C alargamiento
1600-1475 C=C aargamiento
700-800 C-H flexion

En la Figura 12 y en la Tabla 11 se muestra e espectro IR de EE2 con una sefial dentro del

Intervalo de 3350-3250 cm?, la cual representa un grupo de acohol (OH). Otra sefial se encuentra

en 2980-2580 cm?, indicando la presencia del grupo aquilo. Los datos obtenidos coinciden con €

espectro FTIR de Spectral Database Organic Compounds SDBS No.: 10994.

6.1.2. Identidad por Ultravioleta (UV)

Se encontré que la longitud de onda con maxima absorbancia para los tres f&rmacos es 280 nm

(Figura 13). Esta corresponde a la absorcion del doble enlace del anillo aromético que constituye a

la molécula de cada uno de los farmacos, esta longitud de onda se utilizé como referencia para las

lecturas del método analitico.
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Figura 13. Espectro UV de DCF, EE2 y TMT.

6.2. Método analitico para cuantificacion por cromatografia de liquidos

Para determinar € tiempo de retencién de los farmacos se inyect6 una solucién de 10 mg L™ de
cada estandar en un cromatégrafo Waters Detector 2487 (ABS dua) Bomba 515 de flujo isocratico
con detector UV bgjo las condiciones cromatogréficas descritas en la Tabla 12.

Tabla 12. Condiciones cromatogrdficas para la determinacion de farmacos en estudio.

Columna Eclipse XDB- C18 5 um 4.6 x 250 mm
Flujo 1.0mL min?
Fase movil A: acetonitrilo: B: &cido formico 0.1%
70:30 (VIv)
V olumen de inyeccién 10 uL
Temperatura de columna Temperatura ambiente
Longitud de onda 280 nm
Cromatégrafo de liquidos marca Waters
Detector espectrofotométrico de onda dual modelo 2487
Equipo Bomba isocrética modelo 515

Sistema de inyeccion automética modelo 717

Software Waters Breeze
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Los tiempos de retencion se reportan se muestran en los cromatogramas de lafiguras 14 ala 16:

Columna Eclipse XDB- C18 5um 4.6 x 250 mm E )
oo | FaSemOvil: Acetonitrilo: Acido férmico 0.1% (v/v) 70:30 g t;romn
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Figura 14. Cromatogreaima de inyeccion individual de diclofeneaco.
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Figura 15. Cromatograma de inyeccion individual de 17-o etinil estradiol.
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Figura 16. Cromatograma de inyeccion individual de trimetoprima.

6.2.1. Vaidacion de método

La vaidacion del método analitico se realizd conforme a lo indicado en Guia de Validacion de
métodos analiticos editada por e Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México. Los
resultados de la validacion se reportan en la Tabla 13, indicado que € método analitico es exacto,
preciso y lineal y los resultados son reproducibles para cada una de las pruebas anditicas. En los

Anexosdel 1a 7 se describe laobtencidn de los pardmetros para la validacion.
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Tabla 13. Resultados de validacion del método analitico CLAR.

Parédmetro de o )
~ Criterio de aceptacion Resultado DCF Resultado EE2 Resultado TMT
desempefio
Adecuabilidad
] CV <2.0% CV =1.6% CV=0.5% CV=12%
del sistema
Precision del
) CV<1.5% CV=0.9% CV=13% CV=1.1%
sistema
2 2
o r?=08.8 r =98.9 r =986
Linealidad del r>>98.0 1C @) N 1€ (8) Noinduyed | IC () Noinduyed
o] o incluye oincluye
sistema IC (B1) No debeincluir € cero _ ' 1 Y 1 Y
incluye el cero cero cero
El porcentaje de recobroy el
coeficiente de variacion global | IC () incluye el . IC (p) incluye el 100
_ o IC () incluye el 100
deben cumplir el siguiente: 100 % % %
El intervalo de confianzaparala | % de Recobro = ° % de Recobro =
Exactitud y ) ) ) % de Recobro =
media poblacional (IC (W)) incluye 100.00 100.95 %
Repetibilidad , 98.10 %
el 100 % o e promediodel % de | C.V.=0.62% CV.=131%
_ , CV.=0.95%
recobro seincluyeen el intervalo | 1C: 100.65%- IC: 102.00%-99.56%
IC: 98.97%-97.23%
de 98.0 % - 102.0 %. 99.35%
CV.<20%.
r2>0.98.
IC (B1) Incluye la unidad. r2=0.9987 r2=0.9880 r2 =0.9943
IC (Bo) Incluye e cero. IC (B1) Incluye | IC (B1) Incluye la | IC (B1) Incluye la
C.V.y/x.<2.0%. launidad unidad unidad
El porcentajederecobroy € C. V. | IC (B0) Incluye | IC (B0) Incluye el | IC (BO) Incluye el
Linealidad del | de cadanivel y global del intervalo el cero cero cero
método de lalinealidad deben cumplir con | IC (1) Incluye el |IC (u) Incluye el 100|1C (u) Incluye el 100
el siguiente: 100 % % %
IC (n) incluyeel 100%y/6se | % deRecobro=| 9% de Recobro = % de Recobro =
incluye en el intervalo de 98.0 % - 98.84% 98.80 % 99.21 %
102.0% CV.=07% CV.=02% CV.=12%
CV.<2.0%.
Precision del
i CV.<20%. CV.=11% CV.=14% CV.=19%
método
Limite de deteccion 0.0002mg L* 0.002mgL? 0.003mgL?
L imite de cuantificacion 0.001mgL? 0.0l mglL? 0.0l mglL?
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6.3. Degradacién delosfarmacos por radiacion deluz UV-C

Los experimentos de fotodegradacion se realizaron utilizando una solucién de 10 mg L expuesta a
radiacion de luz ultravioleta tipo UV-C (longitud de onda de 254 nm) a tres temperaturas diferentes
(278, 288 y 298 K). Se siguio el cambio de concentracion tomando muestra a diferentes interval os
de tiempo y analizdndolos con e método analitico CLAR descrito previamente. Un cuarto
experimento se efectué a temperatura de 298 K pero sin exposiciéon a la radiacion, e cua se
considerd como un blanco para verificar si la degradacion del farmaco ocurre debido a efecto de la
radiacion y no ala hidrélisis o algin factor ambiental no considerando dentro de la evaluacion de

|os resultados.

6.3.1. Efecto delaradiacion de luz UV-C en DCF

El perfil de degradacion del DCF a diferentes temperaturas se muestra en la Figura 17. En este
gréfico se observa que a la temperatura de 298 K e cambio de la concentracion de DCF ocurri6
durante los primeros diez minutos de exposicion a la radiacion y después de este tiempo la
concentracion permanecio constante, se acanzd un porcentagje de degradacion aproximado a 90%.
Para el caso de los perfiles de las temperaturas de 288 y 278 K, €l proceso de degradacion ocurrio
con menor rapidez, ya que alrededor de los 10 minutos e porcentaje de degradacion para 288 K fue
de solo 55% y para 278 de 45%, alcanzandose el 90% hasta casi los treinta minutos. Ambas
temperaturas tuvieron un comportamiento similar, y durante los primeros quince minutos
presentaron un cambio de concentracion continuo; después de este tiempo el cambio fue en menor
grado. Lo anterior muestra que la degradacion de DCF es susceptible alos cambios de temperatura
y lareaccion de degradacion se ve favorecida s esta se incrementa.

Alrededor de los treinta minutos las tres temperaturas alcanzaron la misma concentracién (90% de
degradacion de DCF), punto que podria indicar que a partir de ese momento € factor de la
temperatura no influye y se ha alcanzado el equilibrio de lareaccion.

Para el caso del perfil definido como blanco, durante el tiempo de exposicion a la radiacion no se
present6 alguna modificacion en la concentracion del compuesto indicando que la degradacion fue
ocasionada por la exposicién del farmaco alaradiacion tipo UV-C.

También se observé que durante e experimento la apariencia de las soluciones expuestas a la
radiacién fue cambiando gradualmente a un tono amarillo, siendo esto indicativo de la presencia de
subproductos derivados de la descomposicion del farmaco. Lo anterior no ocurrié en la solucion
indicada como blanco, aportdndose como prueba adicional para confirmar que € DCF es
susceptible a los efectos de la radiacion tipo UV-C. La Figura 18 ilustra el aspecto inicia y final de
la solucién irradiada, esto concuerda con lo reportado en trabgjos de fotolisis de DCF con radiacion

de luz solar o luz tipo UV-C, donde el tono amarillo de la solucion indica que se han formado los
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ﬂ

productos de degradacion denominados como carbazoles (Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010;
Keen et al., 2013).
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Figura 17. Perfil de degradacion de DCF (Co = 10 mg L ™).

a) b)
Figura 18. Solucion de DCF antes (a) y después (b) dela irradiacion de luz UV-C.

6.3.2. Efecto delaradiacion de luz UV-C en EE2

La Figura 19 muestra el comportamiento del EE2 para las cuatro condiciones evaluadas. Se puede
observar que durante el tiempo de radiacién el blanco, no presentdé cambios de concentracion
indicando que la degradacién fue debido ala exposicion de la solucién alaradiacion tipo UV-C.

En e grafico se aprecia que a 298 K |a degradacion del farmaco ocurrié en un tiempo ligeramente
menor que las otras dos temperaturas; siendo la temperatura de 278 K la que presento una
degradacion mas lenta 'y con menor porcentaje de degradacion (75%). A una temperatura de 298 K
se acanz6 unareduccion del farmaco del 95% arededor de las 20 horas; a 288 K & 85% se alcanz6
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cercano alas 22 horas de exposicion alaradiacion y en este mismo tiempo a 278 K la degradacion
fue del 75%. Lo anterior indica que latemperatura impacta ligeramente en la rapidez con la que se

degrada €l EE2 y lareaccion se ve favorecida con su incremento.

Figura 19. Efecto de la radiacion tipo UV-C sobre la degradacion de EE2 (Co = 10 mg L™).

6.3.3. Efecto delaradiacion de luz UV-Cen TMT

El perfil de degradacion para TMT se muestra en la Figura 20. Durante €l tiempo de exposicion €
blanco no presenté cambios de concentracion por |o gue se confirma que la degradacion ocurrio por
laradiacion.

Al someterlo alaradiacion a una temperatura de 298 K se observo resistencia a la degradacion, ya
gue después de 72 horas solo se acanzd un porcentgje de degradacién aproximado al 4%. Durante
las primeras 30 horas del experimento ocurrio un cambio de concentracion, y después de este
tiempo esta variable se mantuvo estable debido a que la reaccién alcanzo el equilibrio y a partir de
este punto no es susceptible a la fotdlisis. Comportamientos similares se encontraron en trabg os
previos, donde también se estudio el comportamiento del farmaco bgjo radiacién de luz UV (Kim,
Kimand Yu, 2015; Wu et al., 2016).

Debido a bajo porcentgje de degradacion alcanzado (4%) y a la tendencia observada en los
experimentos de los dos farmacos anteriores no se evalud la degradacion a las otras dos
temperaturas, ya que como se observo en los resultados obtenidos el porcentaje de degradacion fue

menor a temperaturas por debajo de 298 K.
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Figura 20. Perfil de degradacion de TMT (Co= 10 mg L™).

6.4. Maoddo cinético de fotodegradacion

Se tomaron dicuotas de la solucion irradiada a diferentes tiempos para evaluar el cambio en la
concentracion inicia de la solucién, cuantificando las muestras con el método analitico previamente
descrito.

Para la determinacion del orden de velocidad de fotodegradacion se utilizaron los valores de
concentracion encontrados a diferentes tiempos y fueron tratados utilizando el método integral
(Scott Fogler, 2002), considerando al sistema como un reactor tipo batch con agitacion homogénea,
volumen y temperatura constante, para obtener los parametros que describen la ecuacion de la ley

velocidad de reaccion siguiente:

Donde 7, (mol L™ min?) es la velocidad de reaccién, C, es la concentracion del farmaco (mol L
), t el tiempo (min), kel coeficiente cinético de la velocidad de reaccion y a el orden de la

reaccion.

6.4.1. Cinética de fotodegradacion de DCF

Para DCF se encontré que el modelo cinético de primer orden describe su perfil de degradacion;
esto concuerda con trabajos previos donde también se ha estudiado su cinética de fotodegradacion
(Hashim, Natargjan and Ray, 2014; Kovacic et al., 2016; Zhang et al., 2017). Este tipo de orden es
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caracteristico de reacciones de descomposicion, degradacion o isomerizacion (Scott Fogler, 2002).
L a representacion matemética del model 0 se muestra en la ecuacion siguiente:.

Cbcro = kpept ?

In

DCF

Donde Cp.r-€s la concentraciéon de diclofenaco (mg L), Cpero €S la concentracion inicial de
diclofenaco (mg L), t el tiempo (min) y k, € coeficiente cinético de la velocidad de reaccién de
DCF (min't).

Tener una cinética de primer orden indica que su velocidad de degradacion es directamente
proporcional ala concentracion, ocasionando que la variacion de la concentracion del farmaco alo
largo del tiempo dependa directamente del valor del coeficiente cinético de la reaccién, como se
indicaen laecuacion 2.

La dependencia directa a coeficiente cinético muestra que para aumentar o disminuir la velocidad
de degradacion el valor de esta debera de ser modificada. Segun la ecuacién de Arrhenius el valor
de esta constante depende de manera directa de la energia de activaciéon de la reaccién y de la
temperatura, por 1o que degradacion de DCF sera afectada por estos dos factores de forma directa.
La Figura 21 describe el modelo cinético de primer orden para las tres temperaturas eval uadas (298,
288 'y 278 K), €l cua se gjustd a los datos experimentales de cambio de concentracidn obtenidos
durante e tiempo evaluado. A partir de este modelo se determing la variacion de las tasas de
cambio de concentracion y del coeficiente cinético para cada temperatura. Este Ultimo se obtuvo de
la pendiente de la regresion linea de larectaen e gréfico del logaritmo de las concentraciones en
funcion del tiempo.

Los valores calculados fueron de 0.16 min™ para 298 K, 0.11 min para 288 K y 0.084 min'* a 278
K. Lo anterior indica un aumento de la constante con el incremento de la temperatura, ocasionando
gue la degradacién ocurra en menor tiempo a aumentar el valor de este parametro en la solucion

irradiada, tal y como ocurre en € perfil de degradacion mostrado en laFigura 17.

Y
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Figura 21. Modelo cinético de DCF.

6.4.2. Cinética de fotodegradacién de EE2

Para EE2 también se encontré que € modelo cinético de primer orden describe su perfil de
degradacion; coincidiendo con lo reportado en trabajos previos donde también se ha estudiado su
cinética (Zhang et al., 2010; Ma et al., 2015). La representacion matemética se muestra a
continuaci on:

©)

EE2

Donde Cg, es la concentracion de 17-a etinilestradiol (mg L), Cgzpo €S laconcentracion inicial de
etinilestradiol (mg L), ¢ el tiempo (min) y kg, € coeficiente cinético de la velocidad de reaccién
de EE2 (min'Y).

La cinética de primer orden, a igua que en DCF, indica que su velocidad de degradacion es
directamente proporcional ala concentracidn, ocasionando que la cantidad del fa&rmaco presente alo
largo del tiempo dependa de manera directa del valor del coeficiente cinético.

Este tipo de relacion muestra que para aumentar o disminuir la velocidad con la que se degrada el
farmaco e valor de esta variable debera de ser modificada.

La Figura 22 describe el modelo cinético de primer orden para las tres temperaturas eval uadas (298,
288y 278 K), a partir del cual se determind las tasas de cambio de concentracion y el coeficiente
cinético para cada temperatura. De la pendiente de la recta obtenida por regresion lineal, representa
el vaor de los coeficientes cinéticos siendo 0.021 min para 298 K, 0.0015 min? para 288 K y
0.001 mint a 278 K; reflgjando que a aumentar la temperatura esta variable se incrementa

ocasionado que la degradaci 6n ocurra en menor tiempo.
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Figura 22. Modelo cinético de EE2.

6.4.3. Cinética de fotodegradaciéon de TMT
Para TMT el modelo cinético se gjusto a un orden de 0.5 para la etapa en la que ocurrié un cambio
de concentracion, ya que presento una resistencia a la radiacién tipo UV-C. La ecuacion siguiente
iError! No se encuentra el origen de larefer encia.describe la cinética de la reaccion:

Cpirr = —krurt + Clizro (4)
Donde Cyyr €s la concentracion de trimetoprima (mg L), Cryro €S la concentracion inicial de
trimetoprima (mg L), ¢ el tiempo (min) y k¢ € coeficiente cinético de la velocidad de reaccion
de trimetoprima (mg L") Y2 min2,
El orden fraccional de esta reaccidn indica que es una reaccion no elemental a las condiciones
evaluadas su reaccion quimica se da en cadena o presenta un mecanismo de reaccion compleo
(Taoukis, Tsironi and Giannakourou, 2014).
Este tipo de cinética ha sido encontrado casos donde €l coeficiente de velocidad de reaccion es
inversamente proporcional a la concentracion, indicando que s la concentracion se incrementa la
reaccion serd mas lenta (Hernandez Enriquez et al., 2011). Comportamientos similares a los
resultados obtenidos se observaron en farmacos como |la doxorrubicina (Beijnen, van der Houwen
and Underberg, 2002), donde se atribuye esta conducta a que la molécula actiia como un filtro de
los fotones emitidos por la radiacion, ocasionando que no se absorba la energia necesaria para la
activacion de la degradacién, por lo que los tiempos necesarios para que se degrade el farmaco
resultan ser mayores a los de un farmaco con una cinética de primer orden (Piechocki and Thoma,
2007).
La Figura 23 describe € modelo cinético de orden 0.5 a 298 K, de la pendiente de la regresion

lineal delarectase calcul6 el valor del coeficiente cinético siendo de 1.34 x 10° (mg L2 minta
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278 K. La vida media se obtuvo de la ecuacion 4, considerando la mitad de la concentracién inicia
siendo esta de 69133 min (48 dias).
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Figura 23. Modelo cinético de TMT.
En latabla 14 se resumen los valores de las constantes cinéticas y el orden de reaccidn para cada
uno de los f&rmacos a las temperaturas eval uadas, siendo DCF y EE2 reacciones de primer orden y

TMT de orden 0.5, es decir una reaccion no elemental.

Tabla 14. Orden cinético y constante cinética de |a fotodegradacion de DCF, EE2 y TMT.

Farmaco Orden cinético Temperatura Valor (.je C _onstante Coefici enf[(,a
cinética de correlacion
298 0.16 mint 0.95
DCF 1 288 0.11 min* 0.98
278 0.084 mint 0.99
298 0.0021 min* 0.97
EE2 1 278 0.0015 min-1 0.98
288 0.001 min? 0.99
T™T 05 298 263 XU%O;E??' L) 0.98

6.5. Parametros cinéticos
Con base en la ecuacion de Arrhenius (Scott Fogler, 2002), se realizo la regresion linea para la
determinacion de los pardmetros cinéticos para DCF y EE2, considerando € modelo matematico

mostrado a continuacion:

lnk=lnA—%<%) (5
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Donde k es € coeficiente cinético, A e factor de frecuencia (min), E, es energia de activacion (kJ
mol), T latemperatura absoluta en grados Kelvin y R es la constante de los gases ideales (8.314 x
103 kJmol1 K1),

Esta ecuacion es utilizada para andlizar € efecto de la temperatura en la tasa de velocidad de la
reaccion de degradacion (Scott Fogler, 2002). Las Figuras 24 y 25 muestran los gréficos de la

regresion lineal de la ecuacién de Arrheniusy la Tabla 15 los valores de cada uno de |os parametros

calculados.
0
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Figura 24. Regresion lineal de la ecuacion de Arrhenius para DCF.
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Figura 25. Regresion lineal de la ecuacion de Arrhenius para EE2.
Tabla 15. Valores de las constantes de la ecuacion de Arrhenius.
Energia de activacion )
Farmaco A (min?)
(Ea, kI mol™?)
DCF 22.05 1.15
EE2 24.64 422
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Utilizando los valores de Ea y A obtenidos se realizd la simulacion del perfil de fotodegradacion
dentro del intervalo de 273 a 308 K para ambos farmacos. Posteriormente se evalud € coeficiente

cinético aparente y la vida media a diferentes temperaturas.

6.5.1. Modelo cinético de DCF

El grafico mostrado en la Figura 26 se presenta la prediccion del comportamiento de la
fotodegradacion utilizando el valor de energia de activacion obtenido para DCF (Tabla 15) y la
ecuacion 2, donde la reduccion de la concentracidn se favorece con e incremento de la temperatura
y provoca un incremento en la velocidad de reaccion.

Durante los primeros treinta minutos el DCF es afectado por la temperatura y €l cambio de
concentracion dependera del valor de ésta. Se observa que arededor de los cuarenta minutos los
valores de concentracion son similares para todas las temperaturas evaluadas, y arededor de los
sesenta minutos cuando se alcanza la minima concentracion para todos los perfilesy lavelocidad de

degradacion ya no es dependiente de la temperatura.
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Figura 26. Prediccion del comportamiento cinético de fotodegradacion DCF

Dentro del intervalo de temperatura evaluado los valores del coeficiente cinético (k) oscila entre
0.05 a 0.20 min; mostrando que a menor temperatura la velocidad de la reaccion ocurrira de
manera mas lenta, y a temperatura alta la degradacion sera favorecida. EI comportamiento de esta

constante se muestraen lafigura 27.
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Figura 27. Prediccion del comportamiento del coeficiente cinético de fotodegradacion del DCF (k).

El perfil de la vida media (t 1) se obtuvo de la ecuacion 6, considerando una reaccion de primer

orden y una concentracién correspondiente ala mitad de la concentracion inicial.
1
t'2 = In[0.5] [E] ©

Donde t/2 es la vida media del farmaco (min) y k la constante cinética de la reaccion de
fotodegradacion (min'?).

Los valores encontrados para la vida media de DCF, oscilan entre los 3 y 9 minutos
aproximadamente, disminuyendo con e aumento de la temperatura, debido a que aumenta el valor
del coeficiente cinético, ocasionando que e avance de la degradacion se acelere (Figura 28). Lo
anterior sugiere que a temperaturas bgjas el DCF es més estable y a temperaturas més elevadas se

degrada con mayor facilidad.
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Figura 28. Prediccion del comportamiento de la vida media DCF.

55




La corta vida media de este farmaco apunta a que existe una mayor probabilidad de que este se
presente en menor proporcion gque la concentracion inicial a encontrarse expuesto a la radiacion
tipo UV-C, y gque sea més probable localizarlo como una mezcla de subproductos derivados de su

degradacion. La Tabla 16 muestralos valores de los parametros eval uados.

Tabla 16. Parametros cinéticos de DCF.

Temperatura (K) 273 276 278 283 288 293 298 301 303 308

k (min') 0.07 008 008 010 012 014 016 017 018 021

Vida media (min) 9.95 895 835 7.06 6.00 513 441 4.03 380 330

6.5.2. Modelo cinético de EE2

El grafico mostrado en la Figura 29 muestra la prediccion del comportamiento de la
fotodegradacion de EE2 determinado a partir de su energia de activacion (Tabla 15) y de la
ecuacion 3, donde se observa que a igual que en DCF la reduccion de la concentracion se favorece
con € incremento de la temperatura, pero debido a que muestra resistencia mayor su degradacion
toma més tiempo prolongandose hasta cas setenta horas para acanzar arededor del 90% de

degradacion.
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Figura 29. Prediccion del comportamiento cinético de fotodegradacion EE2
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Dentro del intervalo de temperatura evaluado los valores del coeficiente cinético (k) oscila entre
0.0005 a 0.0025 min%; mostrando que a menor temperatura la velocidad de la reaccién ocurrira de
manera mas lenta, y a temperatura ata la degradacion sera favorecida. Los valores de la constante
menores a los de DCF indican que esta degradacion tomara mas tiempo. El comportamiento de esta

constante se muestraen la Figura 30.

0.0030
0.0025
0.0020

0.0015

Keg, (Mint)

0.0010
0.0005

0.0000
270 275 280 285 290 295 300 305 310

Temperatura (K)

Figura 30. Prediccion del comportamiento de la constante cinética de fotodegradacion de EE2 (k).

El perfil de lavida media (t 12) a igua que para DCF se obtuvo de la ecuacién 6, ya que también
presenta una reaccion de primer orden.

Los valores encontrados para la vida media, oscilan entre las 4 y 14 horas aproximadamente,
disminuyendo con el aumento de la temperatura, debido a que & aumento del valor del coeficiente
cinético también se ve favorecido ocasionando que e avance de la degradacién se acelere (Figura
31). Lo anterior sugiere que en presencia de radiacién de luz UV-C, el EE2 a temperatura baja es
maés estable y a temperaturas més elevadas se degrada con mayor facilidad, pero mostrando mayor
resistenciaalafotolisis comparado con € comportamiento que el DCF mostrd. La Tabla 17 muestra

los val ores para cada uno de |os parametros mencionados.
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Figura 31. Prediccion del comportamiento de la vida media EE2.

Tabla 17. Parametros cinéticos de EE2.

Temperatura

(K) 273 276 278 283 288 293 298 301 303 308

k (min?) 0.0008 0.0009 0.0010 0.0012 0.0014 0.0017 0.0020 0.0023 0.0024 0.0028

Vida media(h) 1401 1250 1158 9.59 8.00 6.71 5.66 5.13 4.81 4.10

6.6. Parametros termodinamicos de la fotodegradacion

Teniendo en cuentalos valores de la constante cinética de degradacion (k) obtenidosy con ayuda de
la ecuacion linealizada de van't Hoff, (ecuacion 7) se realizo laregresion lineal para determinar los
valores de cambio de entalpia (AH, kJ mol™?) y de entropia (AS, kJ mol™* K1) paraDCF y EE2.

— o

Donde AH° (kJ mol?), As® (kJ molt K1) son & cambio de entalpia y entropia; T la temperatura
absoluta en grados Kelvin; R la constante de los gases ideales (8.314 x 10° kI molt K?); y k la

constante cinética de la velocidad de reaccion.
Con estos datos se realizo el céalculo del cambio de energia libre de Gibbs (AG, kJ mol™?) con ayuda
de la ecuacion 8 jError! No se encuentra € origen de la referencia.y dentro del intervalo de t
emperaturade 273 a 308 K.

AG° = AH° — TAS® €)
Donde AH° (kJ mol™), Ase (kJ molt K2), Ag® (kJ molt), son e cambio de entalpia, entropiay

energialibre de Gibbs; T latemperatura absoluta en grados Kelvin.
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Los valores de cambio de entalpia (AH, kJ mol™) y entropia (AS, kJ mol™? K1) se obtuvieron de la
pendiente e intercepto de la ecuacion linedizada (Ecuacion 7). Las figuras 32 y 33 muestran €

gréfico deln k vsinverso de temperatura (T1) y la Tabla 18 muestra los valores de |os parametros.
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Figura 32. Regresion lineal de la ecuacion de van't Hoff para DCF.
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Figura 33. Regresién lineal de la ecuacion de van't Hoff para EE2.
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Tabla 18. Parametros termodindmicos de DCF y EE2.

AH AS AG® (kJ mol?)
(kI mol?) |(kJmolt K1)

273K 276K 278K 283K 288K 293K 298K 301K 303K 308K

-22.03 0.058 -3801 -38.18 -3830 -3859 -38.88 -39.17 -3947 -39.64 -39.76 -40.05

-24.61 0.031 -33.10 -3319 -3325 -3341 -3356 -33.72 -3387 -33.97 -3403 -34.19

El comportamiento termodindmico de ambas degradaciones indica que las reacciones son
exotérmicas y ocurren de manera esponténea e irreversible. En estudios previos de la degradacién
con radiacion de luz solar también se encontré un comportamiento similar para la reaccion de
fotodegradacion parael DCF (Zhang et al., 2017) y para EE2 (Rosenfeldt and Linden, 2004; Wei et
al., 2018).

6.7. Formacion de productos de fotodegradacion

6.7.1. Productos de degradacion de DCF
De los experimentos de fotodegradacion realizados se detecté la formacion de aproximadamente
seis subproductos durante la exposicién aradiacion tipo UV-C (Ver Figura 34).
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Figura 34. Comportamiento de |os productos de degradacion de DCF.
Considerando €l nimero de compuestos encontrados y el cambio de coloracion ilustrado en la
Figura 18; la posible ruta por la que se esta degradando el farmaco es la formacion de dimeros
clasificados como carbazoles (Ver Figura 35) (Qin et al., 2012; Keen et al., 2013; Kovacic et al.,

2016); estos son compuestos que dan paso a una solucidn de coloracién amarillenta 'y su estructura
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esté integrada por anillos aromaticos que derivan de la unién de los anillos de la molécula de DCF
(Keen et al., 2013).

A Carbazoles
e
OH H OH
|
N0z NZIOZ =
Cz2
8 o
s g|8
- 2 =| £
2 £| =
Y 0 0 (o]
O H OH O H OH OH H OH
NH o. N N N
D « O d =
|
0 OH
Ald Cz5 Cz4 Cz3

Fenil Benzaldehido

Figura 35. Ruta de degradacion de DCF (Keen et al., 2013).

Debido a la estructura quimica del farmaco (Figura 2), la salida de los dos grupos cloruros se ve
favorecida durante el proceso de fotodegradacion dando paso a la unién de sus anillos aromaticos
originando alos carbazoles (Keen et al., 2013).

Tomando en cuenta lo reportado en trabajos de experimentos similares los productos mayoritarios
P: y P, encontrados derivan de la pérdida consecutiva de los dos cloros de la molécula de DCF, y
podrian tratarse de los compuestos denominados como carbazol 1 (8-cloro-9H-carbazol-1-il) &cido
acético y carbazol 2 (8-hidroxi- 9H-carbazol-1-il) acido acético, halados en diversos estudios con
radiacion de luz solar (Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010; Kovacic et al., 2016) y los
subproductos Ps, P4, Ps y Ps correspondan estructuras derivadas de la desintegracion de estas dos
moléculas que dan paso a la formacion de mas carbazoles o derivados de aldehidos (Eriksson,
Svanfelt and Kronberg, 2010).

La Figura 36 a) muestra e cromatograma de la solucién inicial de DCF, teniendo un tiempo de
retencion (tr) alrededor de los 5 minutos. Después de una hora de exposicion a la radiacion tipo
UV-C en la Figura 12 b) se observa la aparicion de nuevas sefiales con un tiempo de retencion
menor a DCF (tr aproximado de 2 a 3 minutos), |os cuales corresponden a subproductos derivados
de su degradacién. Conforme el tiempo transcurre se puede observar en las Figuras 36 ¢) y 12 d)
que las nuevas sefides aumentan de intensidad. Por lo tanto, ocurre e incremento de la

concentracion de los mismos. Esto indica que a pesar de que el activo ha sido degradado alrededor
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del 90% durante la primera hora, € 10% de la solucion remanente consiste en una mezcla del

farmaco (40%) con sus subproductos (60 %).
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Figura 36. Cromatograma de formacion de productos de degradacion a) inicial, b) 1h c) 24 h, d)

48 h después de exposicion a radiacion de luz tipo UV-C.

El aumento y disminucién del &rea de las sefides diferentes a DCF en los cromatogramas,
posiblemente se deba a que la inestabilidad de los diversos compuestos da paso a la formacién de
nuevos subproductos. Estos cambios se han reportado como reacciones secundarias que dan como
resultado compuestos denominados como carbazoles (Aglera et al., 2005; Eriksson, Svanfelt and
Kronberg, 2010)

La presencia constante de los subproductos més ala de la vida media del DCF (aproximadamente 4
minutos a 298 K) sugiere que algunos de estos compuestos son estables ante la radiacion tipo UV-
C. En la Figura 34 se muestra e comportamiento de su formacion y degradacion. Durante las
primeras 48 horas, se puede notar que los productos P; y P> son |os primeros en aparecer y tienden a
permanecer durante todo el tiempo de irradiacion. Después de las primeras dos horas |a presencia de
nuevos compuestos secundarios comienza a ser mas considerable, siendo el producto Ps uno de los
primeros en manifestarse, pero en menor proporcion que el subproducto Pi. En €l caso del producto
Pa, este aparece en los primeros minutos y no desaparece, sino va variando en la proporcion
correspondiente a la formacion de las otras especies, este compuesto tiene menor presencia en
comparacion alos demas subproductos. EI compuesto Ps a igua que P. va variando su proporcién
y partir de las primeras 2 horas su presencia incrementa. El producto Ps aumenta a partir de las 4
horas y permanece como uno de los subproductos mayoritarios a lo largo del periodo restante. Al
final se obtiene una solucién compuesta por dos productos mayoritarios P1 y Ps, que pueden
corresponder a alguno de los carbazoles reportados en investigaciones previas (Bartels and von
Tumpling, 2007; Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010; Keen et al., 2013).
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6.7.2. Productos de degradacion de EE2

Para el caso de EE2 un total de 5 productos de degradacion fueron detectados durante la fotalisis,
siendo e producto mayoritario el compuesto 2. La Figura 37 muestra que la aparicion de los
subproductos ocurre a partir de las 4 horas de exposicion a la radiacion, siendo los compuestos Ci,
Cz Cs y C4 los primeros en aparecer, pero solo e compuesto C, fue € que presento mayor
estabilidad.
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Figura 37. Productos de degradacion de radiacion tipo UV-C EE2.
El compuesto Cs aparecié a partir de las 5 horas y permanecio a lo largo de la duracion del
experimento al igual que € C, pero en menor proporcion. Al final del experimento se tiene una
mezcla del farmaco y dos subproductos, pero en este caso el 60% de |os componentes de la mezcla
corresponden al farmaco, e 30% al subproducto C, y 10% &l Cs. Por lo que la solucion remanente
sigue conservando a activo en mayor proporcion, demostrando que esta molécula es resistente a la
radiacion por luz UV y para asegurar su remocién es necesario aplicar un método con mayor
impacto. Con respecto a los productos de degradacion estos no presentaron un aumento a lo largo
del tiempo como se observé en diclofenaco por 1o que su liberacion a medio es en menor

proporcion.
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Figura 38. Cromatograma de formacién de productos de degradacién a) inicial, b) 6 h ¢) 48 h,

después de exposicion a radiacion de luz tipo UV-C.
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7. CONCLUSIONES

Lareaccion de fotodegradacion de DCF y EE2 por radiacion de luz tipo UV-C es de primer orden y
se ve favorecida por € incremento de temperatura, sendo € DCF e que presenta mayor
susceptibilidad a ser afectado por laradiacion UV.

TMT sigue una cinética de degradacién un comportamiento de orden 0.5, presentando la mayor
resistenciaala degradacién por luz tipo UV-C.

L os parametros termodinami cos obtenidos para DCF y EE2 indican que su fotodegradacion se da de
manera exotérmica en unareaccion espontanea e irreversible.

La degradacion de DCF y EE2 da paso a la formacién de productos de degradacion estables siendo
la soluci6n remanente una mezcla de compuestos.

Para e caso de DCF los subproductos detectados corresponden a compuestos denominados como

carbazol es derivados de |a desclorinacion del diclofenaco.

8. RECOMENDACIONES

Considerando los resultados obtenidos se sugiere redlizar un estudio sobre la toxicidad de la
solucién remanente de |os farmacos para conocer s € grado de toxicidad después de la degradacion
aumento o disminuyo.

Establecer una metodologia analitica para la cuantificacion y caracterizacion de los productos de
degradacion evidenciados.

Para e caso de los dos farmacos que resultaron resistentes a la radiacion de luz UV-C (EE2 y
TMT); se sugiere redlizar un estudio combinando la luz UV-C con un agente oxidante o un
catalizador, para favorecer la degradacion y evaluar a su vez la estabilidad, € nimero de productos
de degradacion generadosy el indice de toxicidad de la solucion remanente tratado.

Para el caso de los subproductos de degradacion de DCF, a mostrar resistencia a la fotolisis en la
mezcla final implica la probabilidad de que estos se liberen a medio ambiente; por o que es
necesario extender un estudio sobre sus propiedades y su posible impacto ambiental, ya que se ha
encontrado evidencia de que algunos compuestos de este tipo tienden a bioacumularse y han
originado efectos toxicos en algunas especies acuaticas (Chittim et al., 2016a; Salam, llori and
Amund, 2017).
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Anexos

Vdidacion del método analitico paralacuantificacion de DCF, EE2y TMT

Se utilizaron estdndares de DCF, EE2, y TMT marca Sigma Aldrich pararedizar la validacion del
método con base ala Guia de Validacion de métodos analiticos editada por € Colegio de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos de México, las formulas utilizadas para e cdlculo de los parametros se
muestran en e Anexo 8.

Anexo 1. Adecuabilidad ddl sistema

El andlisis se realizo inyectando por quintuplicado €l estandar de referenciaa 100% para cada uno
de los farmacos (10 mg L), calculando € coeficiente de variacion (CV); y para cada inyeccion se
inform6 el factor de coleo (T), € factor de capacidad (K”) y € numero de platos tedricos (N),
cumpliendo con los criterios de aceptacion: CV< 2, T< 2, K > 2 y N> 4000 para métodos

cromatogréficos. La Tabla 19 muestra | os resultados obtenidos

Tabla 19. Adecuabilidad.

Farmaco DCF EE2 T™MT
Tiempo de retencion 5min 4min 2min
CV (%) 1.6 05 1.2
K 2.7 9.7 3.0
T 15 14 14
N 8734 8671 8413
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Anexo 2. Precision del sistema

El andlisis se realizd preparando un sextuplicado de soluciones a la concentracién del analito que
representa e 100% de la muestra (10 mg L) para cada uno de los farmacos; caculando la

desviaciéon estandar (S) y € coeficiente de variacion (CV), cumpliendo con los criterios de

aceptacion en donde la CV es menor al 1.5%. Los resultados se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Precision del sistema.

Sefia analitica (UA)

Muestra
DCF EE2 T™MT
1 296723 56356 210339
2 299866 55269 214499
3 295836 55073 213780
4 293523 56946 216949
5 294328 56305 215817
6 292206 56041 212838
Promedio 205414 55998 214037
S 2711.40 708.52 2325.53
CV (%) 0.9 1.3 1.1

N
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Anexo 3. Linealidad del sistema
En la Tabla 21 se muestran los resultados del andlisis de la linealidad e cud se realizd por
triplicado para 6 concentraciones diferentes: 20, 40, 60, 80, 100, 120% para los tres f&rmacos; los

cuales cumplen con los criterios de aceptacion, lar? es mayor a0.98.

Tabla 21. Linealidad del sistema

Parametro DCF EE2 T™T
Ecuacion y=3341.5x - 57655 y=717.82x-13481 y=1842.86x + 51355
r2 0.988 0.989 0.9861
IC (by) 3539.42-3143.61 758.08-677.55 1960- 1726
by 3341.5 717.82 1842.86
bo 57655 13481 51355
400000 y = 3341.5x - 57655
R2 =0.988
350000 ¢
300000
250000
8
= 200000
< *
150000
100000 .
50000
0 T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140
NIVEL (%)

Figura 39. Linealidad del sistema DCF.

N
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Area

Area

90000 y =717.82x - 13481
R2=0.989
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Figura 40. Linealidad del sistema EE2.
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Figura4l. Linealidad del sistema TMT.
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Anexo 4. Limite de deteccion y cuantificacion

L os resultados obtenidos del limite de deteccion y cuantificacién se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados obtenidos del limite de deteccidn y cuantificacion.

Parametros DCF EE2 TMT
n 15 15 15
to.o75,0-2 2.160 2.160 2.160
Swo 2519.6 7629 8139
St 56057 169728 181090
Syix 8482 25682 27401
IC(B1)+ 32851361 11102266 27673104
IC(B1)- 32609193 10369039 26890793
r 0.9996 0.9967 0.9998
Limite de deteccion
0.0002 0.002 0.003
(LD, mgL™)
Limite de
cuantificacién (LC, 0.001 0.01 0.01
mg L)

Anexo 5. Linealidad del método

Se evalud lalinedlidad del método para DCF, EE2 y TMT, los resultados del estudio se muestran en
la Tabla 23, los cuales cumplen con los criterios de aceptacion que para la relacion cantidad
adicionada vs cantidad recuperada utilizando el método de estimacion de minimos cuadrados la r?

es mayor a 0.98 y coeficiente de variacion de regresion (CV yx) del porcentgje de recobro, no es
mayor a 2%.
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Tabla 23. Linealidad del método.

_ Nivel  Nivel Nivel _
Analito % de Promedio + S CV (%)
80%  100%  120%
recobro
+S 99.29 9899  98.24 98,84+ 0.7 0.7
pcp ~ Cantidad Ic(u) 2 by b ICB)  IC(Ro)
adicionada
& Cantidad 0.9987 0.97-
100.09-98.67 0.96 0.26 0.35-0.17
recuperada 0.95
Nivel  Nivel Nivel _
% de Promedio + S CV %
80%  100%  120%
recobro
+S 0855 9896  98.56 98.80+ 0.2 0.2
EE2
Cantidad
IC(L) r? by bo IC(B1) IC(B)
adicionada
& Cantidad 1.0064- 0.048067-
100.61-98.55  0.9880 0.96 -0.07
recuperada 0.9847 -0.195611
Nivel  Nivel Nivel _
% de Promedio + S CV %
80%  100%  120%
recobro
+S 08.39 10052 98.74 99.21+ 1.1 1.2
T™MT
Cantidad
' IC(h) r2 by b IC(B)  IC(B)
adicionada
& Cantidad 1.0112 0.167650
101.46-98.91  0.9943 0.99 -0.02
recuperada 0.9776  -0.208
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Anexo 6. Exactitud y repetibilidad
Para evaluar la exactitud del método se determiné la cantidad recuperada del farmaco en donde €
CV fue menor a 2%. A continuacion se muestran |os resultados obtenidos en la Tabla 24.

Tabla 24. Exactitud y repetibilidad del método.

% de recobro

Analito _ CV % IC ()
promediox S
DCF 100.00 +0.62 0.62 100.65% -99.35%
EE2 98.1 +0.85 0.85 98.97-97.23%
T™MT 100.95+1.32 131 102% -99.56%

Anexo 7. Precision del método

Se evalud la precision del método en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes, se calculo la
desviaciéon estandar (S) y e coeficiente de variacion (CV) empleando todos los resultados
obtenidos, cumpliendo con los criterios de aceptacion en donde € CV es menor a 2%. A

continuacion, se muestran los resultados en las Tablas 25 a 27.

Tabla 25. Precision del método DCF.

ANALISTA 1 ANALISTA 2

DIA 1 DIA 2 DiA 1 DIA 2

Sumawga 1186.8
99.1 975 99.3 98.6

99.9 97.8 99.9 98.6

Viota 98.9
90.1 97.2 100.2 994
SUMA 298.1 292.6 299.4 296.6
Stotal 10
MEDIA 99.4 97.5 990.8 98.9
S 0.5 0.3 04 05
CViota 11
cv 05 0.3 0.4 0.5
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Tabla 26. Precision del método EE2.

ANALISTA 1 ANALISTA 2

DIA 1 DIA 2 DIA 1 DIA 2
Sumaa  1194.4

100.4 97.5 99.3 101.5

100.6 97.8 99.9 99.7

j\’total
101.2 97.2 100.2 99.0 99.5
SUMA 3022 2926 2994 3002
St 14
MEDIA 1007 975 998  100.1
S 0.4 03 0.4 13
Vo 1.4
cV 0.4 03 0.4 13

Tabla 27. Precision del método TMT.

ANALISTA 1 ANALISTA 2

DIA 1 DIA 2 DIA 1 DIA 2
Sumawea 12000.4

100.3 97.5 99.3 103.7

102.4 97.8 99.9 101.2

j\’total
1003 97.2 1002  100.7 100
SUMA 3029 2926 2094 3056
Sotal 1.9
MEDIA 1010 975 998 1019
S 12 03 0.4 16
CVtotaI 19
cV 12 03 0.4 16
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Anexo 8. Formulas pararedizar los calculos de los pardmetros de validacion de métodos analiticos

Mediaaritméticadey

1y
Y=

Media aritmética de x

Lx

n

x =

Desviacion estandar

o jn(w) -y

nn-1)

Cosficiente de variacion

S
CV ==%100
y
Pendiente
b = nyxy—Yx)y
7 nYa? - (Tx)?

Ordenada a origen

Xy—bi Xx
n

b()=

Coeficiente de determinacion

2 mCxy) - G0y’
T ) - T0HEEY) - By

Interval o de confianza parala pendiente
IC(B1) = by * to.975n-25p1

Desviacion estdndar de la pendiente

Sp1 = Sy/x

N
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Desviacién estandar de laregresion

S _]Zyz —b Y xy—bo Xy
y/x —

n—2

Interval o de confianza parala media poblacional

B s
IC(W) =¥+ toorsn-1 ﬁ

Desviacion estdndar de la ordenada al origen

(x)?

Spo =S —_—
” 522 - &0

y/x E+

Interval o de confianza parala ordenada al origen
IC(Bo) = bg % to.975n-25po

Diferencia Absoluta

|di| = 1y1 = ¥ol

Limite de Deteccion (LD), basado en la desviacién estandar de la ordenada a origen

Shy
LD =332
b,

Limite de Cuantificacion (LC), basado en la desviacion estandar de la ordenada al origen

Shy
LC =10
b,
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Anexo 9. Tabla estadisticade ladistribucion t de student

Tabla 28. Distribucion t de Sudent conforme a grados de libertad.

GRADOS DE to.o7s GRADOS DE tp.07s GRADOS DE ty.o7s
LIBERTAD LIBERTAD LIBERTAD
1 12.706 26 2.056 51 2.008
2 4.303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
4 2.776 29 2.045 54 2.005
5 2.571 30 2.042 35 2.004
6 2.447 31 2.040 36 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2.032 39 2.001
10 2228 35 2.030 60 2.000
11 2.201 36 2.028 61 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
13 2.160 38 2.024 63 1.998
14 2.145 39 2.023 64 1.998
15 2.131 40 2.021 65 1.997
16 2.120 41 2.020 66 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
18 2.101 43 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995
20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 46 2.013 71 1.994
22 2074 47 2.012 72 1.993
23 2.069 48 2.011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993
25 2.060 50 2.009 75 1.992

M

79




Anexo 10. Articulo

WATE-D-19-00653 - Submission Confirmation

em.wate.0.628697.1e55f21d@editorialmanager.com en nombre de
WATE<em@editorialmanager.com>
vie 12/04/2019 8:52

ParaJorge Javier Ramirez Garcia <jjramirezg@uaemex.mx=>;

Dear Dr. Ramirez,

Thank you for submitting your manuscript,
“Determination of the kinetic behavior of diclofenac, in aqueous solution by UV light radiation®, to Water,
Air, & Soil Pollution

The submission id is: WATE-D-19-00653
Please refer to this number in any future correspondence.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript.

Your username is: jjramirezg
If you forgot your password, you can click the 'Send Login Details' link on the EM Login page at

If your manuscript is accepted for publication in Water, Air, & Soil Pollution, you may elect to submit it to
the Open Choice program. For information about the Open Choice program, please access the following

URL: http://www.springer.com/openchoice

Alternatively, please call us at 001-630-468-7784 (outside the US)/(630)-468-7784 (within the US) anytime
from Monday to Friday.
Thank you very much.

With kind regards,

Journals Editorial Office WATE
Springer

P.O. Box 990

3300 AZ DORDRECHT

The Netherlands

Fax: +3178 657 6555

Now that your article will undergo the editorial and peer review process, it is the right time to think about

https://outlook.office.com/owa/?realm=uaemex.mx 12/04/2019

80




ﬂ

publishing your article as open access. With open access your article will become freely available to
anyone worldwide and you will easily comply with open access mandates. Springer's open access offering
for this journal is called Open Choice (find more information on www.springer.com/openchoice). Once
your article is accepted, you will be offered the option to publish through open access. So you might want
to talk to your institution and funder now to see how payment could be organized; for an overview of
available open access funding please go to www.springer.com/oafunding.

Although for now you don't have to do anything, we would like to let you know about your upcoming
options.

Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this journal. We will
keep your information on file to use in the process of submitting, evaluating and publishing a manuscript.
For more information on how we use your personal details please see our privacy policy at

https://www.springernature.com/production-privacy-policy. If you no longer wish to receive messages

from this journal or you have questions regarding database management, please contact the Publication
Office at the link below.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal
registration details at any time. (Use the following URL:

https://www.editorialmanager.com/wate/login.asp?a=r) Please contact the publication office if you have

any questions.

81



Determination of the kinetic behavior of diclofenac, in agueous solution by UV light radiation

M.E. Becerril*1, J. Ramirez - Garcia*!, N. Cavazos?, A. Ramirez Serrano*

YFacultad de Quimica, Universidad Autonoma del Estado de México. Paseo Coldn esq. Paseo
Tollocan SN, C.P. 50120 Toluca, Edo. de Méx. México.

2Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina, Departamento de Quimica
Analitica. Avenida Madero y Dr. Eduardo Aguirre Pequefio SN Col. Mitras Centro. Monterrey,
N.L.C.P. 64460.

*) corresponding author: maeugeni abo@gmail.com, jjramirez@gmail.com,

nocavazos@yahoo.com. aramirezs7/5@hotmail.com,

Keywords. photodegradation, drug, half-life, diclofenac.

Abstract

Diclofenac (DCF) is one of the most widely used non-steroidal anti-inflammatory drugs worldwide,
several studies have reported adverse effects on the environment, in plants and animals; so it is
classified as an emerging pollutant. There are severd dternatives for its removal; however, it is
necessary to study the way in which the DCF is degrading to offer more effective removal
techniques, since the traditional ones such as chlorination, activated sludge and biofiltration offer
low removal efficiency (20-40%). This work analyzes the kinetic behavior of the photodegradation
of DCF and the thermodynamic parameters of the reaction under UV-C type light radiation. The
results obtained indicate that it presents a first order kinetic promoted by the increase of the
temperature. Also within the evaluated interval (273 to 308 K) the values of the kinetic coefficient
(k) range between 0.05 to 0.20 min? and the half-life ranges from 3 to 9 minutes. The reaction is
exothermic and spontaneous and gives way to the formation of approximately 6 byproducts; being
two of with the greatest presence and stability. This suggests that its decomposition route occurs
through the dechlorination of the molecule and originates compounds known as carbazoles that
have been detected in previous works. It was also found that this mixture of byproducts remained
after the degradation of the drug, which is released to the environment, so it is necessary to extend a
study on its properties and its possible environmental impact.

1. Introduction

There is currently a growing concern about the continued presence of pharmaceutical products in
the environment because a negative impact on plants and animals has been detected. The drugs are
introduced into the aguatic effluents through their transport in wastewater containing excretes from
people who have used them, residues of medicines that were handled improperly or through

agricultural residues, such as livestock manure (Alalm, Tawfik and Ookawara, 2015).
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This has caused that plants and animals to be continuously in contact with this type of compounds
causing alterations in their normal cycle of growth and reproduction (Cooper and Song, 2007,
Orepesa, 2008).

Severa studies have evaluated the prolonged exposure of pharmaceutical contaminants in animals
and plants, obtaining results that show toxic effects on them as endocrine modifications,
cytotoxicity, teratogenesis and inhibition of their growth (Rainsford, Kean and Ehrlich, 2008;
Jiménez, 2011; Melo et al., 2014; Wang and Hu, 2014; Garima and Sindri, 2017). The previous
arguments have given a guideline to classify drugs as emerging contaminants.

Diclofenac has been frequently detected in wastewater effluents at concentrations around 1 ug L+
(Alharbi et al., 2017; Garima and Sindri, 2017)

and its adverse effects have been reported after a short-term exposure to severa aquatic species
including algae, crustaceans, bivalves and some species of fish such as rainbow trout and zebrafish
(Memmert et al., 2013; Magureanu et al., 2015; Lonappan et al., 2016; Garima and Sindri, 2017).
In the rainbow trout it was observed that a concentration of 1 pg L' generates alterations at the
cellular level (Kohler et al., 2004) and in several exposure studies at 48 h, high mortality of aquatic
fauna was observed, with maximum mean effective concentration values. (ECso ) from 22.4 mg
L 't0 39.9 mg L~ (Ferrari et al., 2003).

Other similar assessments show degenerative impacts on the structure and functions of aquatic
organisms at lower concentrations of 100 ngL* (Lawrence et al., 2007).

The presence of DCF in residua effluents is the result of the high consumption of drugs with this
active principle and the low removal efficiency (20-40%) (Magureanu et al., 2015) that traditional
treatments for wastewater have, such as chlorination, activated sludge or other forms of biologica
treatment such as biofiltration (Vieno, Tuhkanen and Kronberg, 2006). It is estimated that around
10,000 tons / year are consumed worldwide and these correspond to formulations for human and
veterinary use (Memmert et al., 2013).

The existing conventional water treatment plants were not designed for this type of contaminants,
so it is necessary to develop proposals with processes and treatment techniques to eliminate drugs.
Currently processes include advanced oxidation process (AOPS) such as the use of UV light, H202
or physical (zeolite) and electrochemical methods that have shown high removal rates. However,
they do not consider the formation of byproducts that can be stable and have a higher toxicity index
than the drug in agueous medium. Knowing the degradation profile of the drug, the instability or
resistance of this and its by-products can be evidenced, its percentage of decomposition can be
predicted and its half-life estimated. The latter being the specific time it takes for the present
amount of the compound to be reduced by half (Gidal et al., 2017). Obtaining the above data for
diclofenac, the kinetic behavior of the active agent was determined before photolysis, the stability
of its byproducts and its percentage of degradation.
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2. Methodology
2.1. Chemicals
Diclofenac standard (DCF) Sigma Aldrich brand, deionized Milli Q water from Millipore,
acetonitrile (ACN) brand J.T. Baker grade HPLC and formic acid (AF) Fermont brand (reactive
grade, 98%).
2.2. Photodegradation
A device consisting of a batch reactor equipped with a UV-C type monochromatic lamp with a
fixed wavelength (254 nm) was used with a reflux system to maintain the constant temperature and
amagnetic stirring grid. The reactor was isolated from outside light. Fig. 1 shows the diagram of the
system used. The experiment was carried out by subjecting an aqueous solution of 10 mg L™ of
DCF under ultraviolet light radiation (254 nm) at three different temperatures of 278, 288 and 298
K with constant magnetic stirring. The samples collected were analyzed immediately after having
been exposed to UV-C light radiation for a certain time.

Fig. 42. UV light degradation equipment
a) Water bath for temperature control. b) Lamp. c) Dark chamber. d) Grill for magnetic stirring. €)
and f) Water outlet and inlet g). Sample

2.3. Analysis

Aliquots of the irradiated solution were taken at different time intervals to evaluate the change in
the initial concentration and evidence the formation of their degradation products. Before to their
analysis, the samples were filtered using nylon acrodys with a pore size of 0.45 um. The
quantitative analysis was performed using a validated analytical method of high performance liquid
chromatography (HPLC) in a Waters brand equipment with UV detector model 2487 (dual ABS)
and 515 model pump with isocratic flow and an Eclipse XDB- C18 5um 4.6 x 250 mm; using as
mobile phase a solution of acetonitrile (ACN): formic acid (AF) 0.1% (v / v) 70:30 at aflow of 1.0
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mL min?, the injection volume of the samples was10 L, it worked at room temperature and the

detection was at a wavelength of 280 nm.

2.4. Kinetic evaluation of photodegradation

The data obtained from the photodegradation experiment and the quantification by the
chromatographic method were treated considering the system as a batch reactor with homogeneous
agitation, volume and constant temperature, to obtain the parameters that describe the rate reaction

eguation following:

dc
Ta = % = _kCIO)CCF 9)

Where ra is the rate reaction, Cpcr the concentration of diclofenac, t the time, k he kinetic

coefficient of the reaction rate and a the order of the reaction.

Y
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3. Resultsand discussion

3.1. Effect of UV-C light radiation in DCF

The photodegradation experiments were carried out using a 10 mg L solution exposed to
ultraviolet light radiation using a wavelength of 254 nm at three different temperatures (278, 288
and 298 K). A fourth experiment was carried out at a temperature of 298 K but without exposure to
radiation, which was considered as atarget to verify if the degradation of the drug occurs due to the
effect of the radiation and not to the hydrolysis or some environmental factor not considering within
the evaluation of the results.

The degradation profile of the DFC at different temperatures is shown in Fig. 2. In this graph it is
observed that at the temperature of 298 K the change in the concentration of DCF occurred during
the first ten minutes of exposure to radiation and after this time the concentration remained
constant, reaching a degradation percentage of approximately 90%.

In the case of profiles of temperatures of 288 and 278 K, the degradation process occurred less
quickly, in the first 10 minutes the percentage for 288 K was only 55% and for 278 of 45%,
reaching the 90% up to almost thirty minutes.

Both temperatures had a similar behavior, and during the first fifteen minutes they showed a
continuous concentration change; after this time the change was to a lesser degree. The mentioned
shows that DCF degradation is susceptible to temperature changes and it is favored if the
temperature rises.

Around thirty minutes after, the three temperatures reached the same concentration (90% of drug
degradation), point that could indicate that as of that moment the factor of the temperature does not
influence and the equilibrium of the reaction has been reached.

In the case of the profile defined as white, during the time of exposure there was no change in the
concentration of the compound indicating that the degradation was caused by exposure to UV-C
type radiation.

It was also observed that during the experiment the appearance of the solutions were gradually
changing to a yellow color, this being indicative of the presence of degradation products derived
from the decomposition. The above did not occur in the solution indicated as blank; being provided
as additional test to confirm that the DCF is susceptible to the effects of UV-C type radiation. Fig. 3
illustrates the initial and final appearance of the irradiated solution, this agrees with that reported in
photolysis work of DCF with sunlight and UV-C light radiation (Eriksson, Svanfelt and Kronberg,
2010; Keen et al., 2013).
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Fig. 44 DCF solution before (a) and after (b) of UV-C light irradiation

3.2. DCF kinetic photodegradation model

Aliquots of the irradiated solution were taken at different time intervals to evaluate the change in
the initial concentration of the DCF solution by quantifying the samples with the previously
described analytical method.

To determinate of the order of photodegradation velocity for DCF, the concentration values found
at different times were used and were treated using the integral method (Scott Fogler, 2002).

The results obtained indicate that a first-order kinetic model describes the profile of the
concentration changes; this is consistent with previous work where the photodegradation kinetics
for DCF has also been studied (Hashim, Natargan and Ray, 2014; Kovacic et al., 2016; Zhang et
al., 2017). The mathematical representation is shown bel ow:
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In =2 = k¢ (10)
Cpcr

Where Ca is DCF concentration, Cao is initidl DCF concentration t the time and k the kinetic

coefficient of the reaction rate.

The order obtained indicates that the rate of degradation is directly proportional to the
concentration, causing that the variation of the drug over time depends directly on the value of the
kinetic coefficient of the reaction, asindicated in equation 2.

This type of order is characteristic of decomposition, degradation or isomerization reactions (Scott
Fogler, 2002).

The direct dependency to the kinetic coefficient shows that to increase or decrease the rate of
degradation the value of this must be modified. According to the Arrhenius eguation, the value of
this constant depends directly on the activation energy of the reaction and the temperature, so DCF
degradation will be affected by these two factors directly.

Fig. 4 describes the concentration profile with respect to time considering that the reaction is of first
order for the three temperatures evaluated (298, 288 and 278 K), determining the variation of the
concentration change rates and the kinetic coefficient for each temperature. The latter was obtained
from the slope of the linear regression of plot. The calculated values were 0.16 mintat 298 K, 0.11
min? at 288 K and 0.084 min! for 278 K. The above indicates an increase in the constant with the
increase in temperature, causing the degradation to occur in less time to increase the value of this

parameter in the irradiated solution, as occursin the degradation profile shown in Fig. 2.
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Fig. 45 DCF degradation kinetics (Cpocro=10 mg L %)

88




3.3. DCF kinetic parameters

Based on the Arrhenius equation (Scott Fogler, 2002) linear regression was performed for the
determination of kinetic parameters where the activation energy of 22.05 kJmol and the frequency
factor of 1.15 kJmol* respectively. Next, the mathematical model used is shown:

Ea (1
Ik =InA-=2(3) (1)
Where k is the kinetic coefficient, A the frequency factor (1/ min), Eais activation energy (J mol=?)

and T the absolute temperature in degrees Kelvin.

This equation was used to analyze the effect of temperature on the rate of degradation reaction rate
(Scott Fogler, 2002). Fig. 5 shows the graph of the linear regression of the Arrhenius equation for
DCF.
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Fig. 46 Linear regression of the Arrhenius equation

Using the values of Ea and A obtained, the simulation of the photodegradation profile was
performed (Fig. 6) within the range of 273 to 308 K. Subsequently, the apparent kinetic coefficient
(Fig. 7) and the half-life at different temperatures were evaluated (Fig. 8). With the kinetic model
shown in Fig. 6, the photodegradation behavior is presented, where the reduction of the
concentration is favored with the increase of the temperature and the reaction speed. During the first
thirty minutes the DCF is affected by the temperature and the change in concentration will depend
on the value of it. It is observed that around forty minutes the concentration values are similar for

al the temperatures evaluated, and around sixty minutes when the minimum concentration is
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reached for all the profiles and the degradation speed is no longer dependent on the temperature,
confirming that the reaction at this point reaches equilibrium.

It was found that within the evaluated temperature range the values of the kinetic coefficient (k)
oscillates between 0.05 to 0.20 mint; showing that at alower temperature the speed of the reaction
will occur more slowly, and at high temperature the degradation will be favored. The behavior of
the values of the constant proves that the temperature directly influences the degradation. (Fig. 7).
The hdf-life profile (ti2) was obtained considering a first-order reaction and a concentration

corresponding to half the initial concentration. The equation used is shown below:

t1/,=In[0.5] [%] (12)
Where 1, is DCF hdf-life (min) and k the kinetic coefficient (min).

The values found for the half-life range from approximately 3 to 9 minutes and this decreases with
the increase of the temperature, thisis due to the fact that the increase in the value of the coefficient
is favored (Fig. 8). The above suggests that at low temperatures the DCF is more stable and at
higher temperatures it degrades more easily. The short half-life of the drug suggests that there is a
greater probability that it is present in a lower proportion than the initial concentration when
exposed to UV-C radiation, and that it is more likely to be located as a mixture of by-products
derived from its degradation. Table 1 shows the values of the parameters eval uated.
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Fig. 47 DCF Kinetic behavior photodegradation at different temperatures
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Fig. 49 Behavior of the half-life at different temperatures

Table 29 DCF kinetic parameters

Temperature (K) 273 276 278 283

288 293 298 301 303 308

k (min'd) 0.07 008 008 0.0

012 014 016 017 018 021

Half-life(min) 9.95 895 835 7.06

6.00 513 441 403 380 330
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3.4. Thermodynamic parameters of DCF photodegradation

The values of the kinetic coefficient (k) obtained using the van't Hoff linearized equation, the
enthalpy (AH®, kJmol™?) and entropy (AS°, kJmol* K1) were evaluated obtaining values of 22.03
kJmol* and 0.058 kJ mol K-* respectively (Fig. 9). The mathematical model is shown below:

In(k) ==+ (;) +2 (13)

Where AH®, AS® are the enthalpy and, entropy change; T the absolute temperature in Kelvin; R the
ideal gas constant (8.314x 102 kJ mol K1); and k kinetic coefficient.

The enthalpy and entropy values were used to calculate the free energy of Gibbs (AG, kJ mol™) in
the temperature interval from 273 to 308 K, with the help of the following equation:

AG® = AH® — TAS® (14)

Where AH®, AS° and AG® are the enthalpy, entropy and free energy of Gibbs change; T the absolute

temperaturein Kelvin.
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Fig. 50 Linear regression of the van't Hoff equation

The thermodynamic behavior of the photodegradation reaction indicates that it is exothermic and
occurs spontaneously and irreversibly. In previous studies with DCF solar radiation, similar
behavior was also found (Zhang et al., 2017).
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3.5. Photodegradation products

Of the photodegradation experiments carried out, the formation of approximately six byproducts
was detected during exposure to UV-C radiation (Fig. 10). Considering the number of compounds
found and the color change illustrated in Fig. 3; the possible route by which the drug is being
degraded is the formation of dimers classified as carbazoles (Qin et al., 2012; Keen et al., 2013;
Kovacic et al., 2016); these are compounds that give way to a yellowish solution and its structure is
composed of aromatic rings that derive from the union of the rings of the DCF molecule(Keen et
al., 2013).

It has been indicated that due to the chemical structure of the DCF (Fig. 11), the exit of the two
chlorides groups is favored during the photodegradation process giving way to the union of their
aromatic rings originating the carbazoles (Keen et al., 2013).

Taking into account what has been reported in works of similar experiments, the majority products
P1 and P2 found are derived from the consecutive loss of the two chlorines of the DCF molecule,
and could be compounds called carbazole 1 (8-chloro-9H-carbazole). -1-il) acetic acid and
carbazole 2 (8-hydroxy-9H-carbazol-1-yl) acetic acid, found in various studies with solar radiation
(Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010; Kovacic et al., 2016) and byproducts P3, P4, P5 and P6
correspond to structures derived from the disintegration of these two molecules that give way to the

formation of more carbazoles or aldehyde derivatives (Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010).
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Fig. 51 Behavior of DCF degradation products
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Fig. 52 Chemical structure of diclofenac

Fig. 12 a) shows the chromatogram of the initial solution of DCF, having a retention time (tr)
around 5 minutes. After one hour of exposure to UV-C radiation in Fig. 12 b) the appearance of
new signals with a retention time lower than the DCF (tr approximately 2 to 3 minutes), which
correspond to degradation products, is observed derived from its degradation. As time passes, it can
be observed in Fig. 12 ¢ and 12 d) that the new signalsincrease in intensity. Therefore, the increase
in their concentration occurs. This indicates that despite the fact that the asset has been degraded
around 90% during the first hour, 10% of the remaining solution consists of a mixture of the drug
(40%) with its byproducts (60%).

The increase and decrease in the area of the different signals other than DCF in the chromatograms,
possibly due to the instability of the various compounds leads to the formation of new products.
These changes have been reported as secondary reactions that result in compounds called
carbazoles (Aglera et al., 2005; Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010).

The constant presence of byproducts beyond the half-life of DCF (approximately 4 minutes at 298
K) suggests that some of these compounds are stable to UV-C radiation. In Fig. 10 the behavior of
its formation and degradation during the first 48 hoursis described, it can be noted that the products
P1 and P2 are the first to appear and tend to remain throughout the irradiation time. After the first
two hours the presence of hew secondary compounds begins to be more considerable, with the P3
product being one of the first to manifest itself, but to a lesser extent than the P1. The P4 product
appears in the first minutes and does not disappear, it only variesin the proportion corresponding to
the formation of the other species, and this compound has a lower presence compared to the other
products. The P5 compound as P4 varies its proportion and from the first 2 hours its presence
increases. The P6 product increases after 4 hours and remains one of the major byproducts
throughout the remaining period. At the end we obtain a solution composed of two major products
P1 and P6, which may correspond to one of the carbazoles reported in previous research (Bartels
and von Tumpling, 2007; Eriksson, Svanfelt and Kronberg, 2010; Keen et al., 2013).

Having carbazoles resistant to photolysis in the final mixture implies the probability that these will
be released into the environment; so it is necessary to extend a study on its properties and its
possible environmental impact. Evidence has been found that some compounds of this type tend to
bicaccumulate and have caused toxic effects in some aguatic species(Chittim et al., 2016b; Salam,
llori and Amund, 2017).
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Currently, drug removal alternatives focus only on the asset and not on its degradation products.
However, due to the above results it can be mentioned that options for the management or
inactivation of the degradation products must be included since it is very probable to find the
presence of these compounds during the treatments of removal of this drug or that some of them
have toxic properties.
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4. Conclusions

The photodegradation reaction of DCF by UV-C radiation is a first order and is promoted by the
increase of temperature.

The kinetic parameters were determined as a function of temperature (273-308 K) and it was found
that the average life of this drug ranges from 3 to 9 min. The thermodynamic parameters obtained
indicate that its photodegradation occurs exothermically in a spontaneous and irreversible reaction.
The degradation of DCF gives way to the formation of stable degradation products that tend to be
present even after their disintegration and possibly correspond to a mixture of compounds called
carbazoles derived from diclofenac dechlorination.
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