UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

CUANTIFICACION DE CARBAMAZEPINA EN EFLUENTES
HOSPITALARIOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION Y DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS QUIMICAS

PRESENTA:

Q.F.B. ADRIANA YAZMIN MARTINEZ GARAY

DIRIGIDO POR:

DR. JORGE JAVIER RAMIREZ GARCIA
DR. JOSE LUIS GALLEGOS PEREZ
DR. ARTURO COLIN CRUZ

TOLUCA ESTADO DE MEXICO, DICIEMBRE 2013



3° (EV. DE GR
OFICIO NO 523

México, 12 de noviembre de 2013

DE MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS

RIANA YAZMIN MARTINEZ GARAY

ACULTAD DE QUIMICA

- PRESENTE

La que suscribe Directora de la Facultad de Quimica, dependiente de la Universidad
Auténoma del Estado de México, comunica a Usted que el Jurado de su Evaluacién de
Grado estara formado por:

Dr. Arturo Colin Cruz

PRESIDENTE

Dra. Edith Erielia Gutiérrez Segura
SECRETARIO

M. en C.A. Maria Magdalena Garcia Fabila
PRIMER VOCAL

Dr. Jorge Javier Ramirez Garcia
SEGUNDO VOCAL

Dr. Francisco Granados Correa
TERCER VOCAL

Dr. Armando Ramirez Serrano
SUPLENTE

Dra. Araceli Amaya Chavez
SUPLENTE

ATENTAMENTE
PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
%2013, 50 Aniversario Luctuoso del Pogta Heriberto Enriqg A
)




go&bwﬁa@w&a@&ma@m,mwﬂmaummgm,

momenlo. cc’Lmanummottmmuoﬂmmaami,miau&eanm.




AGRADECIMIENTOS

A mi amado esposo Jhon por creer en mi, por su apoyo y amor a lo largo de

estos afios que hemos compartido.

A mi pequeiio David, fruto de nuestro amor, la luz de mi vida, por tus

hermosas sonrisas que me motivaron a seguir adelante.

A mis padres, Arturo y Araceli, por su guia espiritual, su amor

incondicional y sus oraciones para mi.

A mis suegros, José Luis y Patricia, por todo su apoyo y paciencia que he

recibido de ustedes.

A mis profesores y amigos, Dr. Jorge Ramirez, Dr. José Luis Gallegos y Dr.
Arturo Colin cuyo compromiso y valioso tiempo ha sido primordial para

que este trabajo haya sido concluido.

A la Universidad Auténoma del Estado de Mexico por las facilidades,
accesibilidad y los recursos proporcionados para la ejecucién del presente

trabajo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca

otorgada para estudios de posgrado.




INDICE GENERAL

RESUMEN .ttt ssne s ssssesssn e ssss e s sas s sss e s an e s sse s sas s asessanesesnesessnesssnesssnesssesnsns 12
N S 1 0 o N 12
1. INTRODUCCION...cucuririeurertresensssssessssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssses 14
2. ANTECEDENTES ..ottt st ssessssss st s sss s ssss e s ss e s s e s s st s s as e sabs e s sae s saesessnessnnesonnesenanss 16
21 CONTAMINACION DEL AGUA ...ucuerieerrereseessssistssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
2.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE FARMACOS Y SU ACTIVIDAD FARMACOLOGICA........ 17
2.3 FORMACION DE SUBPRODUCTOS DE DESINFECCION EN EL AGUA POTABLE ....ccceeveuvurene. 19
2.4 PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y FARMACOLOGICAS DE LA CARBAMAZEPINA........... 22
2.5 MECANISMO DE ACCION DE LA CARBAMAZEPINA ....ccovrireerrtresssrssstsssssssesssssssssssssssssssssssssssssns 23
2.6 METABOLITOS DE LA CARBAMAZEPINA ..iiiiiiesiiniesiesieniessesnsssessesssssesssssessessessessse 24

2.7 REMOCION DE LA CARBAMAZEPINA EN LAS PLANTAS TRATADORAS DE AGUAS
g ] | D10 27

2.8 PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA PARA LA DEGRADACION DE CARBAMAZEPINA..28

2.9  FOTOTRANSFORMACION DE LA CARBAMAZEPINA ....covuevreeeestressssessesssssssssessessssssssssssessssassanes 31
2.10 CINETICA DE DEGRADACION Y VIDA MEDIA ....coevvtrrreeererressssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssesasns 33
211 TOXICIDAD DE LA CARBAMAZEPINA ....uerrerreetreeressessessssassasssssessssssssssssessssssssssessesssssssassssesssssssanes 36
212  METODOLOGIAS ANALITICAS..cccvireereretrieesissssesssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
213 VALIDACION .aeeeeecectestestsessssssssesssssssssesssssssssssssesssssssassssssssssssasssssesssssssassessssssssssssessesssssssassessessssassanes 43
2.14 PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA ..cvtceiretnetreasessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 48
2.15 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO (LLE) suureesreereerreuressssssrsassssssssssssssssssssessssssssssessssssssssassssessssassanes 48
2.16 EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)..iiiureeererereresessssssssssesesesesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesens 49
2.17 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) ..ccesueeuesureusesssssssssssssssessesssssssssessesssssssssssssssssassanes 52
2.18 IDENTIDAD POR ULTRAVIOLETA (UV)uericerrerrerreusessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 53
2.19 IDENTIDAD POR RADIACION INFRARROUJA (IR) weeevuerurureuressesssssrsassssssessssssssssessessssssssssssessssassanes 54
3. JUSTIFICACION ..uvteurtreetresstsesssesssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnas 55
A, HIPOTESIS couiureeeeetsesreassssessessssasssssssessssssssssessesssssssassessesssssssassessessssassessessassssassessesssssssassessessssassessessessssasses 56
B, OBJETIVOS ..oeveetreuresssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssessssssssssssssssssssanes 56
5.1 OBJETIVO GENERAL woevureceeeteetesasessssesssssssssssesssssssasssssessesssssssesssssssssassessssesssssssessesssssssassessssssassanes 56
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS...cciiiseurierresrsissssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 56




B.  METODOLOGIA woeeieteeteeeteeeeeteeetesetsssstessssstssestssestessssssssestssestessstassssntsssntessstassssntssentessasessnentssstessnsessnens 57

6.1 CARACTERIZACION DEL ESTANDAR Y MEDICAMENTO GENERICO DE CBZ....ccoceeueerreureeennee 58
B.1.1  APARIENCIA weeeeeeestreereeesstsstesssssssssssssssasssssssesssssssassesssssssssssssessessssssssssessessssssssssessessessssassessssesassanes 58
6.1.2 IDENTIDAD POR ULTRAVIOLETA (UV).ueteeteetreureeeesessrssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssessssassasses 58
6.1.3 IDENTIDAD POR RADIACION INFRARROUJA (IR) cuvueueurerrssssssenssssssssssssssssssssssssssssssssssessssassasses 58
6.1.4  pH DE LAS SOLUCIONES DEL ESTANDAR Y MEDICAMENTO GENERICO ....c.ceceereerrerrenrnne 58
8.2 MUESTRED .ovueeueeeseeeesessssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssessessesssssssessessssassanes 59
6.2.1 IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS (ETIQUETADO) .ccvueureureeresssrsansssssssssssssssssssessssassasses 59
6.2.2 MUESTREO EN CANALES O COLECTORES (NMX-AA-003-1980) ......cccrreereresrrrrssssssssssassanees 59
6.2.3 PRESERVACION DE LA MUESTRA DE AGUA RESIDUAL ...uvvivrenerseesesessssssessesssssssssssssssssssens 60
6.2.4 PREPARACION DE MUESTRA .....ovtettreureststestsssssssssessssssssssssssssssssssssesssssssssssssessesssssssssessesassasses 60
6.3  EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE).uuicissrnseresessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 61
6.4  OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION ....c.ocrerecrrestresrenssssessssssesssssesssssssassanes 62
6.5  MONTAJE DEL METODO ANALITICO cucurtveurieerererreeesesessesessessssesssssssssessssasssssssssassssssssssssssssssssssssssssss 62
6.6  DEGRADACION DE LA CARBAMAZEPINA ...oeureureeeeesessrsasssssssssssssssssssessssssssssessesssssssssessessssassanes 63
6.7  VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA ooitrtetertrereeetsesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasns 63
6.7.1 LINEALIDAD ...ucurvetestestesassessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessesssssssassessessssssssssssesssssssassessesassasses 64
6.7.2 EXACTITUD cuuucueesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssasses 64
6.7.3 PRECISION DEL SISTEMA ...cueueeestestreasessssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssessesssssssssessessssassassesssssssasses 65
6.7.4 PRECISION INTERMEDIA ...ueueurisesesessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssasses 65
6.7.5 LIMITE DE DETECCION (LD) euvurrsesereusessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssessssssssssessesssssssssessssassasses 66
6.7.6 LIMITE DE CUANTIFICACION (LQ) cuvvereererererereresesesessasssssssssssssssssssssssssssssssssesesesesesesssesssssssssssssssns 66
6.7.7 ROBUSTEZ .uueueesteetessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessessssssssssessesssssssssessessssssssssssessssassassessesassasses 66
6.8  CALCULO Y EXPRESION DE RESULTADOS ...cuvvrirerersuressessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 67
7. RESULTADOS Y DISCUSION ..cuovureureseestessrsssesssssesssssssasssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssassssessssassanes 68
7.1 ARTICULO DE INVESTIGACION: .ctceerreerreersesssessssesssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 70
7.2 GESTION DEL MUESTREO ..cuiiusirieesestsssssasessssssssssssssasssssssssssssssssssssssssassssessssssssssssesssssssassessessssassanes 89
7.3  CARACTERIZACION DEL ESTANDAR Y MEDICAMENTO GENERICO....coveereerernrenesesssessesaesenes 90
7.4  OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y EVALUACION DE COLUMNAS

CROMATOGRAFICAS ..oceueeeveeteetreasssssssesssssssssssssssssssssssesssssssasssssesssssssssssssesssssssassessessssssssssessesssssssassessessesassanes 92
7.5  VALIDACION DEL METODO ANALITICO uoueeeeetrereeretreesesesssssssssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssesns 93
751  VERIFICACION DEL LIMITE DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION ....ooeeueeureereeereeressreanennes 94




752 LINEALIDAD DE LA CBZ uucutiriisetisntinnnistisnistisiisiiseissistististisiistissistiatistisistiessessossoses 95
7.5.3 VERIFICACION DEL LIMITE DE CUANTIFICACION DE LA LINEALIDAD PARA LA CBZ

(DESVIACION DE LA LINEALIDAD) .cvuevurrereesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessassasssssssssssssssassassassens 96
7.5.4  PRECISION ..ocuieeeeetestreteesessssstesssssssessessssssssssssesssssssassesssssssssssssesssssssssassessessssssssssessesssssssassessssesassanes 97
7.54.1 REPETITIVIDAD DEL SISTEMA ..cueiteeuseererrstessssssssssssssssssssesssssssassasssssssssssssassassssssesssssssassassasssens 97
7.5.4.2 REPETITIVIDAD DEL METODO....coumeueeureesessessseassssssssssssssssssessssssssssssessssssssssessessssssssssessssesassanes 98
755  PRECISION INTERMEDIA ...ovturruretestessssssssssssssssssssssassssssessesssssessassassssssssssssssassassssssesssssssassassassans 99
756 EXACTITUD coovseeeeeeeetresresessssssesssssssssssssssssssesssssssssassessesssssssassessssssssssssessssssssssssesssssssssassessessssassanes 99
7.5.6.1 DESVIACION DE LA LINEALIDAD....cesvreuretrstrssessssasssssssssssssssssassassssssssssssssassassssssessessassassassasssens 99
7.5.6.2  RECOBROS.....cuosieetretestessessssssssssssessessssassassssssessessessassassassssssssessassassasssssessessassassasssessssassassassasssnses 101
757  ROBUSTEZ .ouesiseureuretsstssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssessessssssssassssssessssassassassassseses 102
7.6  SEGUIMIENTO DE LA DEGRADACION DE CBZ POR CLAR ..oeeevreretestessessssssasssssssssssessassassasses 106
T.8.1  LUZ SOLAR eeeeeeeeeeretsstsssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssassassssssssssssassassasssessessassassassanssessssassassassasssnes 108
7.8.2  LUZ UV eeteeteeeeeetes st ssssss s sesses s sssssssssssssessessesssssassssssessessessasssssasssessessessassansanssssessassassassansanses 112
7.7  CUANTIFICACION DE LA CARBAMAZEPINA DEL AGUA RESIDUAL HOSPITALARIA........... 114
7.8 ANALISIS ESTADISTICO ccuemueeeeeurerrssessssssassssssssssssssssssassasssssssssssassassssssessessssassassassssssssssassassassasses 115
7.9  CONSUMO DE CARBAMAZEPINA EN PACIENTES DE HOSPITALIZACION .....ccoveeereereereaeeennne 119
8. CONCLUSIONES.....ooerertrstsstesssssssssssssssssssssssssasssssssssessassassassassssssssessassassasssessessessassassanssessssassassassassssses 120
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....ccvtrtrtriseseseseasessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 121




FIGURA 1
FIGURA 2

FIGURA 3
FIGURA 4
FIGURA 5
FIGURA 6
FIGURA 7
FIGURA 8
FIGURA 9
FIGURA 10
FIGURA 11

FIGURA 12
FIGURA 13

FIGURA 14
FIGURA 15

FIGURA 16

FIGURA 17

FIGURA 18

FIGURA 19

FIGURA 20

FIGURA 21

FIGURA 22

FIGURA 23

FIGURA 24

INDICE DE FIGURAS

Estructura molecular de la carbamazepina

Principales metabolitos de la carbamazepina y sus porcentajes en dosis
oral

Vias de metabolismo hepatico de la CBZ y oxcarbamazepina

Célculo del factor de asimetria o coleo (USP)

Extraccién liquido-liquido

Etapas para el proceso de extraccién por SPE

Detalle de una fibra montada en un soporte (SPME)

Metodologia general

Proceso de filtracion de la muestra de agua residual

Proceso de extraccion de la muestra de agua residual mediante cartuchos
Oasis HLB

Espectro de luz UV-VIS de estandar y medicamento de CBZ de 4 mg/L en
Metanol

Espectro de IR del estandar de carbamazepina

Cromatograma de la CBZ (10 mg/L), columna Symmetry C18 5um 3.0 x
250mm Waters y fase mévil metanol: agua (70:30)

Linealidad de la carbamazepina

Espectros de luz UV-VIS para la degradacion de CBZ por luz solar,
seguida por un periodo de 5 dias

Espectros de luz UV-VIS para la degradacion de CBZ por luz UV, seguida
por un periodo de 5 dias

Cromatograma de la solucién blanco (a) y de CBZ tiempo inicial preparada
el dia 20-08-12, pureza de 99.84% (b)

Cromatograma de la soluciéon de CBZ de 10 mg/L tras 56 dias de
exposicién a luz solar, pureza 91.22%

Cinética de degradacion de primer orden por luz solar de la
carbamazepina. k= 0.0039 dias™, t 1,= 194.73 dias

Cromatograma de la solucién de CBZ de 10 mg/L tras 43 dias de
exposicion a luz UV, pureza 91.44%

Cinética de degradacion de primer orden por luz UV de la carbamazepina.
k= 0.0026 dias™, t ,,= 267.56 dias

Cromatograma de Afluente (a) y Efluente (b) de agua residual muestreado
el dia 20-03-13.

Valor medio para los dos tipos de fotodegradacién, correspondiente a luz
solar y luz UV. A un nivel de confianza de 95%

Representacion de caja para luz solar y luz UV contra la variable de
respuesta concentracion. A un nivel de confianza de 95%.

22
25

26
a7
49
51
52
57
60
61
90

91
94

95
106

107

108

109

110

111

112

114

116

117




TABLA 1
TABLA 2
TABLA 3
TABLA 4
TABLAS
TABLA 6
TABLA 7

TABLA 8

TABLA 9

TABLA 10
TABLA 11
TABLA 12

TABLA 13
TABLA 14

TABLA 15

TABLA 16

TABLA 17
TABLA 18
TABLA 19
TABLA 20
TABLA 21

TABLA 22
TABLA 23

INDICE DE TABLAS

Grupos terapéuticos de farmacos

Informacién bésica de desinfectantes

Propiedades fisicas, quimicas y farmacologicas de la carbamazepina.
Ejemplos de toxicidad aguda en algunos organismos de prueba
Condiciones de operacion para la extraccion en fase sdlida (SPE)
Condiciones cromatograficas de operacion

Lectura de pH de la soluciéon estandar y el médicamento génerico a
23.5°C £ 0.2.

Parametros cromatograficos como: tiempo de retencion, area, altura,
respuesta, nimero de platos teéricos (N), factor de capacidad (k") y factor
de coleo

Relacién sefial/ruido para DL y QL de CBzZ

Verificacion de la desviacién de la linealidad para la concentracion del QL.

Repetitividad del sistema a 1 mg/L

Repetitividad del método con agua residual hospitalaria

Reproducibilidad del método a 1 mg/L

Desviacion de la linealidad a concentraciones de 0.25, 0.5y 1.0 mg/L

Diluciones tomadas de una solucion de 100 mg/L y las concentraciones
finales para el calculo de la exactitud del método

% de Recobro a diferentes concentraciones y diferentes muestras de
agua residual hospitalaria

Modificaciones al método para la prueba de Robustez

Condiciones originales de operacion

Robustez de proporcion de fase mévil

Robustez de flujo de fase movil

Concentraciones promedio encontradas en el afluente y efluente del
“Centro Médico Adolfo Lopez Mateos” en mg/L

Datos de ANOVA para el disefio experimental de dos factores

Cantidad administrada de CBZ a pacientes de hospitalizacion

19
22
23
40
62
63

93

94

95
97
98
99

100
101

102

103

104
104
105
106
114

116
119



ABREVIATURAS

ARN Acido ribonucleico

APCI lonizacién quimica a presién atmosférica (Atmospheric pressure chemical
ionisation)

Idil Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje

respecto de la media aritmética del andlisis inicial

CBZ-DiOH trans-10,11-dihidro- 10,11-dihidroxicarbamazepina

CBZ-EP 10,11-dihidro- 10,11-expoxicarbamazepina

CBz Carbamazepina

CL-EM Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometria de Masas
NDMA N- nitrosodimetilamina

log de P Coeficiente de particién octanol-agua

IM Iminostilbeno

EPA Environmental Protection Agency

ESI lonizacién por electrospray (Electrospray ionization)

HO Hemooxidasa

GST glutation —S-tranferasa

GOT glutamato oxalacetato transaminasa

GTP glutamato piruvato transaminasa

D.magna Daphnia magna

w Watts

CH Cavitacion Hidrodinamica

CA Cavitacion acustica

YES Pantalla de estrégeno de levadura (Yeast estrogen screen)
THMs Trihalometanos

uv Radiacion ultravioleta

CEs Concentracion de téxico efectiva que afecta el 50% de la poblacion
SPE Extraccién en fase sélida

LLE Extraccioén liquido- liquido

SPME Microextraccion en fase solida

10



Ccv

s/n

Coeficiente de variacién
Coeficiente de determinacion
Desviacion estandar
Promedio

Relacion sefal/ruido

11



ABSTRACT
In the last decade due to the emergence of more sensitive analytical techniques has been

feasible finding and quantifying different compounds worldwide in water bodies such as drugs
and many wastewater treatment plants are not designed to remove these kinds of compounds
so effluent treatment plants contribute to the presence of drugs such as carbamazepine in the

environment.

In this project an analytical method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was
developed and validated for determination and quantification of carbamazepine in influent and
effluent treatment plant from The Medical Center Adolfo Lopez Mateos located in Toluca city,

Estado de Mexico, Mexico. This is a tertiary care center and serves patients from all the state.

Method developed is based on the separation of carbamazepine through a chromatographic
column Symmetry C18 (5 um) (3.0 x 250mm) with UV detection at 285 nm using a mobile
phase consisting of methanol: water, 70:30 v/v. Calibration curve was performed in
concentration range of 2.5 to 10 000 ug/L which resulted linear with a determination coefficient
of 0.999. Detection limit was 1 ug/L and 2.5 ug/L for quantification limit. The analytical method

was linear, precise, specific and accurate in the range of concentrations studied.

Quantification of CBZ in hospital wastewater was carried out in 11 weekly samples in a period
of time April-June 2013. The analyte was extracted with Oasis HLB cartridges, finding
recoveries in influent ranging from 80.72-104.30% and in effluent 82.67-114.44%. And for 200
mL wastewater samples, CBZ was detected at concentrations ranging from 3.3 —55.8 and < 1

- 5.9 (ng/L) in hospital influent and effluent wastewater samples respectively.

We investigate the suitability of CBZ photodegradation by natural solar and ultraviolet (UV)
light The irradiation experiments were carried out for 8 months: placing a solution of CBZ 10
mg/L in direct contact with natural periods of solar light and in a dark chamber equipped with
two lamps at radiation source of 15-W each one, Hg (254 nm). Photodegradation for both
cases showed first-order kinetics. An analysis of variance was made and significant differences

between sunlight and UV light were observed with a confidence level of 95%.
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RESUMEN
En la ultima década gracias al surgimiento de técnicas analiticas mas sensibles se ha venido

encontrando y cuantificando alrededor del mundo en los diferentes cuerpos de agua,
diferentes compuestos como farmacos, hormonas y productos de higiene personal, esto
debido a que la mayoria de las plantas tratadoras de agua residual no estan disefiadas para
la eliminacion de este tipo de compuestos y por lo tanto contribuyen a la presencia de

farmacos como la carbamazepina en los efluentes de las plantas de tratamiento.

En este trabajo se desarroll6 y validé un método analitico por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion para la determinacién y cuantificacion de carbamazepina en afluentes y
efluentes de la planta de tratamiento del Centro Médico Adolfo Ldpez Mateos ubicado en
Toluca Estado de México. El cual es un hospital de tercer nivel donde ofrecen 33
especialidades y atienden a pacientes de todo el Estado de México.

El método desarrollado se baso en la separacion de la carbamazepina por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) a través de una columna cromatografica Symmetry C18
(5um) (3.0 x 250mm) Waters con deteccién UV a una longitud de onda de 285 nm con una
fase movil compuesta por metanol: agua, en proporcidon 70:30. La curva de calibracion se
realizd en el intervalo concentraciones de 2.5 a 10 000 pg/L donde resulto lineal con un
coeficiente de determinacion igual a 0,999. El limite de deteccion fue de 1 pg/L y el de
cuantificacion de 2.5 pg/L. EI método analitico resulté lineal, preciso, especifico y exacto en el

intervalo de concentraciones estudiadas.

Para la cuantificacion de CBZ en el agua residual del hospital, se realizaron 11 muestreos
semanales en el periodo comprendido de abril a junio del 2013. El analito se extrajo y
concentré mediante cartuchos Oasis HLB, encontrando recobros de 80.72-104.30% en el
afluente y de 82.67-114.44% en el efluente. Hallandose concentraciones de 3.3-55.8 y <LD-

5.9 ug/L en el afluente y efluente respectivamente.

Se realizo la cinética de degradacién de una solucién de carbamazepina de 10 mg/L expuesta
a periodos naturales de luz solar y otra solucién a luz UV en una camara obscura con 2
lamparas de Hg de 15 Watts durante un periodo de 8 meses, Para ambos casos la los datos
obtenidos se ajustaron a una cinética de primer orden. Se determiné mediante un andlisis de
varianza que existian diferencias significativas entre la luz solar y la luz UV, de igual forma el
tiempo de exposicion es un factor que influye en este resultado, con un nivel de confianza de
95%.
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1. INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos naturales, fundamentales para el desarrollo
humano. Fue hasta finales del siglo XIX que se reconoci6 al agua como origen de
numerosas enfermedades infecciosas (1). Del agua proveniente de lagos, rios y
de corrientes subterraneas, solamente el 0.62% esta disponible para consumo del

hombre y sus actividades (2).

Ultimamente se le ha prestado mucha atencion a la identificacion, analisis y
caracterizacion del riesgo que genera la presencia de compuestos farmacéuticos
en el ambiente. Y en particular en los diferentes tipos de agua (agua superficial,
potable y de plantas de tratamiento). Muchos estudios demuestran que las aguas
residuales urbanas son las que producen mayor contaminacion acuética por los
farmacos y sus productos de degradacién (3, 4). Ya que los tratamientos
convencionales del agua residual no logran eliminar con eficiencia algunos de
estos farmacos, lo que conlleva a la presencia de éstos en agua de efluentes de

hospitales, industrias y casas (3, 5, 6).

La continua presencia de farmacos de diferente naturaleza en agua residual
proveniente de industrias farmacéuticas y de efluentes hospitalarios, nos motiva a
continuar trabajando en esta area. Su monitoreo es dificil dada la cantidad tan
grande de grupos terapéuticos que existen hoy en dia, con diferentes estructuras

guimicas y propiedades fisicoquimicas.

De aqui surge el interés de determinar y cuantificar la carbamazepina en el agua
residual procedente de un hospital. Por lo tanto se validd una metodologia para
dicho fin por CLAR. Y se determind la cinética de degradacion de la CBZ, bajo luz
solar y luz ultravioleta (UV).

El farmaco antiepiléptico carbamazepina (CBZ) es uno de los compuestos que se ha
detectado de manera frecuente en el ambiente y por tal motivo se ha considerado

como un marcador de contaminacion antropogeénica.
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Por tal motivo, el presente trabajo se encuentra organizado en 9 secciones, en el
apartado 2 se encuentran los antecedentes donde se tocan tépicos como propiedades
fisicas, quimicas y farmacolégicas de la carbamazepina, remocion de la

carbamazepina en las plantas de tratamiento, toxicidad de la carbamazepina etc.

En los apartados 3, 4 y 5 se justifica la investigacion, se establece la hipotesis y los
objetivos respectivamente. En la seccion 6 se describe la metodologia seguida para el
cumplimiento de los objetivos establecidos, la caracterizacion de la carbamazepina, el
muestreo de agua residual, el pretratamiento de la muestra, la extraccion del agua

residual, la cuantificacion de carbamazepina en el agua residual etc.

En la seccion 7 contiene la parte de resultados y discusién como los incluidos en el
articulo de investigacion generado durante este trabajo, la carta de envio del articulo a
la revista Chemosphere, en este articulo se presentan los resultados derivados del
desarrollo y validacién de la metodologia para la determinacion de carbamazepina por
cromatografia de liquidos y su cinética de degradacion. Y finalmente otros resultados

no incluidos en el articulo de investigacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion del agua

El agua que procede de fuentes superficiales (rios y lagos), es objeto dia a dia de
una severa contaminacion, producto de las actividades del hombre; quien al

agregar al agua sustancias ajenas a su composicion, modifica la calidad de ésta

7).

Las fuentes de contaminacién son resultados indirectos de las actividades
domésticas, industriales o agricolas. Rios y canales son contaminados por los
desechos hospitalarios, desechos industriales, detergentes, abonos y pesticidas
que son arrastrados de las tierras agricolas. El efecto en los rios se traduce en la
desaparicion de la vegetacion natural, disminuyen la cantidad de oxigeno

produciendo la muerte de los peces y demas animales acuaticos.

El agua contaminada, se convierte en un vehiculo de agentes infecciosos como
hongos, virus, bacterias, protozoarios y helmintos, ademéas de sustancias toxicas
como pesticidas, metales pesados y otros compuestos organicos, gue son

perjudiciales para la salud (8, 9).

El agua también se utiliza para irrigar cultivos y para dar a beber a los animales,
los cuales a su vez se van a convertir en alimento para los humanos y otros seres
vivos, haciendo una cadena alimentaria, de tal manera que si las fuentes utilizadas
estan contaminadas, también se contaminaran los cultivos, animales terrestres y

acuaticos y a los humanos.
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2.2 Propiedades fisicoquimicas de farmacos y su actividad
farmacologica

Los habitos de consumo actuales en nuestra sociedad estan generando una serie
de residuos o microcontaminantes que hace tan solo unos afios no habian sido
identificados. Entre estas nuevas substancias aparecen los farmacos y los
productos de higiene personal que son un amplio grupo de compuestos quimicos
utiizados en medicina, veterinaria, practicas agricolas, salud humana vy
cosmetologia. Estudios recientes demuestran que los farmacos y productos de
higiene personal son altamente persistentes y pueden pasar a través de las
plantas de tratamiento de agua residual con poca o sin degradacion alguna,

convirtiéendolos en importantes fuentes para la contaminacion ambiental (9).

Después de su administracién, estos medicamentos son absorbidos vy
metabolizados por el organismo y luego excretados junto con las aguas
residuales. Algunas de estas sustancias no son degradadas en las plantas
tratadoras y llegan a las aguas superficiales con los vertidos de los efluentes
depurados, éste es el caso de la carbamazepina la cual es removida por procesos
de ozonizacion que son técnicas costosas pero es resistente a la cloracion y a
radiacion UV (6).

En la Tabla 1 (10) se muestra la clasificacion de farmacos de acuerdo a su grupo

terapéutico y su mecanismo de accion:
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Tabla 1. Grupos terapéuticos de farmacos

TIPO

MECANISMO/ACCION

EJEMPLOS

Antidepresivos

Aumentan la actividad de ciertos
neurotransmisores inhibidores, reduciendo asi el
funcionamiento de ciertas areas del cerebro.
Producen somnolencia, descenso en la ansiedad y
relajacién de los masculos.

Benzodiacepinas

Antiinflamatorios y
analgésicos

Para combatir el dolor e inhibiendo la sintesis de
compuestos involucrados en la respuesta
inflamatoria

Paracetamol, acido
acetilsalicilico,
ibuprofeno y
diclofenaco

Antiepilépticos

Evita el cumulo excesivo, rapido y repetitivo de
impulsos eléctricos, manteniendo normal la
actividad cerebral

Carbamazepina

Antineoplésicos

Empleados para el tratamiento del cancer

Bisulfan,
ciclofosfamidas

Antilipemiantes

Usados para bajar los niveles de colesterol en
sangre

Fibratos y estatinas

Bloquean los receptores beta que existen en el
corazén, consiguiendo disminuir la necesidad de

. , . . . Atenolol, ropanolol,

Betabloqueantes oxigeno del corazén, reducir el ritmo cardiaco, prop

A o . metoprolol

disminuir la fuerza de contraccién del corazon, y

reducir la contraccion de los vasos sanguineos.
Antiulcerosos . . .

L e Y| contra la acidez de estdmago, ulceras y otras o

antihistaminicos Ranitidina

(Hz)

alteraciones estomacales

Antibidticos.

Algunos son bacteriostaticos que impiden el
crecimiento de los microorganismos y otros son
bactericidas que los destruyen.

Fluoroquinolonas,
cloranfenicol, tilosina y
trimetroprim
sulfonamida,

penicilinas.

Generalmente los farmacos son moléculas polares y tienen mas de un grupo

ionizable. El grado de ionizacién y sus propiedades dependen del pH de la

solucién.

Los farmacos estan disefiados para ser muy activos e interaccionar con receptores

especificos en el hombre y animales, o bien para resultar téxicos para organismos

infecciosos como las bacterias, hongos, parasitos, etc. Aunque hasta la fecha hay

pocos estudios sobre los efectos directos de la presencia de estas sustancias en

el medio ambiente.
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Por ejemplo ciertos problemas en algunas especies de peces que pueden ser
debidos a la presencia en las aguas superficiales de medicamentos empleados
como agentes antidepresivos. Algunos estudios recientes han reportado la
evaluacion del riesgo de mayores anormalidades congénitas asociadas con el
consumo de carbamazepina (11), acumulacion de componentes activos de
medicamentos antidepresivos en el cerebro, el higado y los musculos de tres tipos
de peces diferentes que vivian en rios a los que vertian efluentes de plantas
tratadoras de aguas residuales (12), alteraciones en el comportamiento y fisiologia
de los insectos, inhibicion o estimulacion del crecimiento en plantas acuaticas y

algas, y desarrollo de bacterias resistentes, etc (13).

Por otro lado, y aunque a corto plazo parece que no se pueden detectar efectos
graves sobre la salud o sobre el ambiente, si resultan probables: efectos
potencialmente acumulativos de los farmacos a mediano o largo plazo pudiendo
ocasionar cambios en el medio ambiente o dafios en el hombre y en el caso de

antibioticos como proliferacién de microorganismos resistentes a los mismos (14).

2.3 Formacion de subproductos de desinfeccidon en el agua potable

El uso de cloro para la desinfeccion de agua potable ha eliminado practicamente la
mayoria de enfermedades transmitidas por el agua, que resultan de la ingestion de
agua potable. Sin embargo la cloracion forma un ndmero de subproductos de
desinfeccién que son motivo de preocupacion. Algunos de estos subproductos de
la desinfeccion tienen riesgos de cancer asi como algunos efectos agudos y
cronicos para la salud humana. A la fecha estudios toxicolégicos vy
epidemiologicos han caracterizado estos efectos de al menos treinta de estos

subproductos en la salud humana y animal.

Desde que se descubridé en 1974 algunos de estos subproductos, se han venido
investigando incluyendo a los trihalometanos (THMSs), acidos haloacéticos (HAAS),

haloacetonitrilos y halocetonas.
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El cloroformo, bromodiclorometano, dibromoclorometano, bromoformo, &cidos
dicloroacéticos, acidos tricloroacéticos, tricloroacetonitrilo, bromatos y cloro ya se
han reportado que poseen efectos carcinogénicos para la salud humana, como
tumores en higado, rifion, piel, colon y muerte del embridn. Algunos otros
subproductos nitrogenados como la N- nitrosodimetilamina (NDMA) pueden
fomentar mayor riesgo de cancer. Si a la desinfeccién primaria del cloro se le
sigue la adicion de cloroaminas para una mayor desinfeccion, es probable que se
formen NDMA, y subproductos de la cloracion algunos regulados y otros no

regulados (15).

La Tabla 2 (14) muestra que el cloro es muy eficaz en la mayoria de los casos y es
un desinfectante relativamente barato. Las eficiencias de desinfecciébn se ven
afectadas por sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, esta eficiencia del
producto se puede determinar mediante la concentracion residual del producto

desinfectante y el tiempo de contacto del desinfectante en el agua.
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Tabla 2. Informacion basica de desinfectantes .

Caracteristica Cloro Cloroamina | Dioxido de Ozono Radiacion
cloro uv
Aplicacion Mas ) Uso
i Comdn Ocasional Comdn
comun emergente
Costo ) _ Extremada
Mas bajo Moderado Alta Alta
mente alto
Bacterias (V.
cholera, E. coli, Excelente Bueno Excelente Excelente Buena
etc)
Virus ( Polio,
) Excelente Bueno Excelente Excelente Moderado
o rota virus,etc)
Eficiencia en _
] . Protozoarios (G.
desinfeccion _
lambia, C.
parvum, E. Moderado Bajo Buena Bueno Excelente
intestinalis,etc)
Endoesporas Moderado Bajo Moderado Excelente Moderado
Rebrote de 3 Mas
. Nulo Nulo Nulo Mas probable
organismos probable
Limites de
residuos 4 mg/L 4 mg/L 0.8 mg/L - -
libres
Trazas de
4 (THMs) y )
Regulados (THMs) y Cloro Bromatos Ninguno
(HAASs)
(HAASs)
) Algunos
Subproductos Varios Compuestos
subproduct o )
Haluros de organicos Ninguno
No regulados Muchos o 0s ) )
cianbégeno, ] biodegradabl conocido
selectivos
(NDMA) es
de cloro
Oxidacion Fuerte Débil Excelente Fuerte Ninguno
Remocion de ]
Excelente Buena Inestable Moderado Ninguno
olor y sabor
Estabilidad Estable Estable Inestable Inestable
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2.4Propiedades fisicas, quimicas y farmacolégicas de la
carbamazepina

N

07 “NH,

Figura 1. Estructura molecular de la carbamazepina

Tabla 3. Propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas de la carbamazepina.

Formula Ci5H1oN0

No.CAS 298-46-4

Peso Molecular 236.27 g mol™

Uso Analgésico, antiepiléptico

Solubilidad en agua 17.7.mg L™ (25°C)

Log P (octanol/agua) 2.45

Constante de la ley de Henry 1.09 x 10°Pa m® mol * (25°C)
1,08 x 10™%atm m® mol™ (25°C)

pka 7

Presion de vapor 1,84 x 10" mm Hg (25 °C)

Vida media de eliminacion 25-65 hrs

En la Tabla 3 (16) se muestran algunas propiedades fisicoquimicas de la
carbamazepina. De acuerdo a su valor de solubilidad, tendera a disolverse
principalmente en agua, metanol, etc. También se observa que presenta un bajo
potencial para volatilizarse, siendo facilmente transportado del lugar del
vertimiento por una fuerte lluvia, riego o escurrimiento, hasta cuerpos de agua
superficial y/o subterranea. Cuando el valor del coeficiente de particion octanol-
agua es alto, el medicamento puede fijarse a la materia organica, sedimento o
biota, valores bajos dan nocion de presencia del medicamento en los acuiferos y

en aguas superficiales (16). En este caso valores altos de log de P, estan
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considerados como valores de 3.5 a 5 y bajos de 1 a 3. De acuerdo a su
estructura quimica y pKa es un compuesto neutro (ver Figura 1) que hara mas facil

su determinacion por CLAR.

2.5 Mecanismo de accion de la carbamazepina

Este farmaco es un antiepiléptico de primera generacion, que se usa en todo el
mundo para tratar epilepsia (crisis parciales simples y complejas y tonico-clonicas
generalizadas, pero no ausencias), bulimia, trauma encéfalo-craneano, diabetes
insipida central, dolor del miembro fantasma, neuralgias del trigémino y
glosofaringeo, neuropatias periféricas, detoxificacién por consumo de estimulantes

y alcoholismo (16). Ha sido usada por casi 40 afios.

La carbamazepina es un farmaco que ha demostrado propiedades
anticonvulsionantes en ratas y ratones inducidos quimica y eléctricamente con
convulsiones. Parece que actla reduciendo la respuesta poli sindptica y
bloqueando la potenciacion postetanica. La carbamazepina no esta relacionada
guimicamente con otros anticonvulsionantes u otros farmacos usados para el dolor
del trigémino. Han sido propuestos muchos mecanismos de accion donde la
evidencia experimental apoya la disminucion en la habilidad de las neuronas para
disparar a alta frecuencia mejorando la inactivacion del canal de sodio. Sin
embargo la carbamazepina ha demostrado también ser antagonista de receptores
Al adenosina, es poco probable que las acciones en los receptores de adenosina
sean responsables de las propiedades anticonvulsionantes de la carbamazepina.
Los receptores agonistas de adenosina son los que poseen las propiedades

anticonvulsionantes no los antagonistas.

El principal metabolito de la carbamazepina el 10,11-epoxido (CBZ-EP), tiene
también propiedades anticonvulsionantes demostrando su eficiencia produciendo
limitados disparos repetitivos de alta frecuencia a concentraciones comparables a

los de carbamazepina. Sin embargo un metabolito inactivo de la carbamazepina,
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el diol (CBZ-DIOH), no afecta los disparos repetitivos de alta frecuencia hasta
concentraciones de un orden mayor que aquellos efectivos para carbamazepina
(17).

2.6 Metabolitos de la carbamazepina

Después de la administracion algunos farmacos no son completamente
metabolizados. Parte del farmaco y algunos metabolitos que son metabolizados
son subsecuentemente excretados del cuerpo via urinaria y fecal. En lugares con
sistemas de drenaje, estos desechos farmacéuticos entran a las plantas tratadoras
de aguas residuales. Aproximadamente el 72% de la carbamazepina administrada
por via oral es absorbida, mientras que el 28% es descargado sin cambios a
través de las heces (16).

La carbamazepina es metabolizada principalmente en higado, dando como
resultado la formacion de varios metabolitos principalmente 10,11-dihidro- 10,11-
epoxicarbamazepina (CBZ-ep6xido) y trans-10,11-dihidro- 10,11-
dihidroxicarbamazepina (CBZ-diol). Solo aproximadamente el 1% de la dosis de la
carbamazepina se excreta de forma inalterada. Al menos se han identificado 30
diferentes metabolitos. Se han descrito tres diferentes vias principales para su
metabolismo (18). La Figura 2 muestra los porcentajes de distribucién en heces y

orina de la carbamazepina y sus metabolitos (4).
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En heces En orina
CBZ

1%
Heces CBZ / CBZ-epoxido
28% % 7 g
o o

CBZ-diol
30%

CBZ-acridan
4%

2-OH-CBZ
4%

Carbamazepina

Figura 2. Principales metabolitos de la carbamazepinay sus porcentajes en dosis oral.

Se han descrito tres rutas principales para el metabolismo de la carbamazepina
(Figura 3). La ruta principal es la formacion de carbamazepina-10,11-epoxido que
es un compuesto activo con propiedades anticonvulsionantes. La segunda ruta
concierne a la produccion de compuestos hidroxilados. y la tercera ruta minoritaria

conduce a la formacion de iminostilbeno (IM) (4).
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Oxcarbamazepina

Iminostilbeno
(OXCBZ) Carbamazepina (CBZ)
0 am)
Do S0
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. / i \ j | )\
)\ H NH;
o MH;
Oridacién Hidroxilacién
P450 34472C8
10-dihidroxi-10,11-
dihidroCBZ carbamazepine-
10-OH-CBZ 10,11-epoxido : compuestos hidroxilados
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Figura 3. Vias de metabolismo hepatico de la CBZ y oxcarbamazepina
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Aunque el higado es el 6rgano de mayor metabolismo de farmacos, los leucocitos
son las células de mayor cantidad en el organismo humano, involucradas en la
induccién de respuestas inmunes. Dentro de los leucocitos la carbamazepina, es
convertida por la mieloperoxidasa en una serie de metabolitos principalmente en
un aldehido intermedio 9-carboxialdehido acridina, acridina y acridona. Por lo tanto
Breton y colaboradores (4), disefiaron un método por CL-EM para la deteccion y
cuantificacion de carbamazepina y ocho de sus principales metabolitos en plasma
humano para el monitoreo continuo en pacientes tratados con este farmaco y
estudiar la posible relacion entre los metabolitos reactivos y la aparicion de

reacciones idiosincraticas.

2.7 Remocién de la carbamazepina en las plantas tratadoras de aguas
residuales

La mayoria de las plantas tratadoras utilizan procesos de lodos activados donde
se aplican microorganismos para mineralizar los contaminantes en agua y dioxido
de carbono o degradarlos. Los contaminantes pueden ser también removidos del
agua por extracciébn con aire o por absorcién en lodos que son descargados
regularmente. Algunas sustancias pueden estar sujetas a la fototransformacion.
Por lo tanto la eliminacion de residuos farmacéuticos en los procesos de lodos
activados incluye cuatro mecanismos: biotransformacion, extraccion con aire,
sorcion y fototransformacion. Sin embargo se ha encontrado que un coeficiente de
Henry mayor a 3 x 10° es necesario para la extraccién significativa en un
bioreactor con aireacion de burbujas finas (16). De acuerdo al valor que se
encuentra en la Tabla 3 para la carbamazepina de 1.09 x 10°Pa m* /mol (25°C)
este proceso de aireacion de burbujas finas no es del todo eficiente para su

remocion (16).

En varios estudios se ha encontrado que la carbamazepina es persistente y sus
eficiencias de remocién se encuentran menores a 10%, la mas alta encontrada fue

de 53% por Paxéus en el 2004 (16). Esta baja remocion de la carbamazepina
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puede ser explicada con base a sus propiedades. Primero resulta que es
resistente a la biodegradacién a bajas concentraciones. Smartelatou et al, (2003)
(16) realizaron un experimento de biodegradabilidad de la carbamazepina en
acetato de sodio en un cultivo de lodos activados en agua de mar y agua dulce.
No observaron biodegradacion en ambas aguas a una concentracion de 0.5 mg/L.
La segunda es que dificilmente se une a los lodos, su coeficiente de distribucion
entre agua y el lodo secundario (Kd) es de 1.2 L/kg, el cual estd muy lejano al que
realmente se necesita para que haya una absorcion en el lodo significativa (500
L/kg).

La remocion de compuestos organicos depende de varias propiedades
fisicoquimicas de la sustancia especifica. Especialmente la absorcion de
compuestos organicos en el lodo juega un papel importante. Esta absorcion puede
predecirse por el coeficiente de particion octanol-agua (Log P), para la
carbamazepina su Log P es de 2.45, lo cual indica un bajo potencial de absorcién
en el lodo (19).

2.8 Procesos de oxidacion avanzada para la degradacion de
carbamazepina

Debido a su amplia utilizacion de la carbamazepina en la vida diaria, el compuesto
original y algunos de sus metabolitos posteriormente se liberan a las plantas de
tratamiento de aguas residuales, donde como ya se ha mencionado que el tipo de
tratamiento de éstas ha resultado ser completamente ineficiente en la mayoria de

los casos es menor a un 10% de remocion (16).

La degradacion de la carbamazepina se ha convertido en un tema de
preocupacion debido a que no se elimina mediante tratamientos convencionales
bioldgicos y de biorreactores con membrana de las plantas tratamientos (< 10%).
Procesos fisicoquimicos como la coagulacion-floculacién y flotacion no dan
buenos resultados en cuanto a eliminacion (20-35 %). Por otra parte, los procesos

de oxidacion avanzada como la ozonizacion, la degradacion fotolitica por UV-
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H.O, degradacion fotocatalitica con TiO, dan altos porcentajes de degradacion
(>90%). Pero la principal limitante es la formacion de productos no deseables y en
algunos casos toxicos (20).

Por lo tanto se requieren tecnologias de tratamiento avanzadas para eliminar a la
carbamazepina y otros compuestos persistentes y toxicos para el ambiente
acuatico. El tratamiento ultrasénico es considerado un proceso de tratamiento de
oxidaciobn avanzada que genera radicales hidroxilo a través de cavitaciones
acusticas. La destruccion de compuestos quimicos usualmente se logra por una
combinacion de reacciones pirrolicas que ocurren dentro o cerca de una burbuja y

reacciones de radicales hidroxilo que ocurren en la mayoria del liquido.

Otro tipo de oxidacién, ocurre con el reactivo de Fenton, que en la presencia de
metales ferrosos o iones férricos con peroxido de hidrogeno a través de una
reaccion en cadena de radicales libres que produce radicales hidroxilo. Las
substancias organicas se eliminan durante dos estados de oxidacion y

coagulacion, ver ecuaciones (1 — 2).

Fe**+e — » Fe?® (1)

H,0, + Fe? ——OH" + HO + Fe** ()

En un estudio llevado a cabo en el 2013 (21) en agua proveniente de una planta
de tratamiento de una comunidad en Quebec, Canada. Dicha planta tratadora
tiene una capacidad de 400, 000 m® por dia, a agua recolectada antes de la
aplicacién del tratamiento con luz UV, se le aplicé un proceso de ultrasonicacion,
oxidacion Fenton y ferro- sonicacion (combinacion de ambos) donde la oxidacién
Fenton fue el proceso con mejor remocion de la carbamazepina (84 a 100 %)
observandose la mayor demanda quimica de oxigeno soluble y carbono organico

soluble. Se identificaron los productos de degradacion provenientes de los
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diferentes procesos aplicados al agua residual, mediante Espectrometria de
Masas halldndose en los tres casos epoxicarbamazepina e hidroxicarbamazepina

con una m/z de 251.1y 253.1 respectivamente.

Otro proceso de oxidacion avanzada para la degradacion de carbamazepina y
otros compuestos farmacéuticos que se ha estudiado recientemente es la
Cavitacion Acustica Hidrodinamica la cual ha demostrado un efecto sinérgico alto,
la Cavitacibn es capaz de generar in situ radicales altamente reactivos en
soluciones acuosas, que pueden actuar como oxidantes para varios
contaminantes. Por consiguiente se forman burbujas llenas de vapor o gas, las
cuales crecen y subsecuentemente colapsan. En la fase colapsada se genera una
alta temperatura (hasta 5000 °K) después de la compresion rapida de los gases o
vapores dentro de la burbuja. Asi una incision homolitica puede ocurrir, resultando
en la formacién de radicales hidroxilos y perhidroxilos reactivos que son capaces
de oxidar a los contaminantes en sistemas acuaticos. El proceso de Cavitacion
puede iniciarse tanto por efectos acusticos (ultrasonido) o por la utilizacion
fenémenos hidrodindmicos. Ambas técnicas tienen ventajas y desventajas,
concernientes al escalamiento como eficiencia energética, temperatura de colapso
y densidad de burbuja. El proceso de cavitacion mas frecuente es la generada por
transductores ultrasénicos (cavitacién acustica CA), pero presenta problemas de
requerimiento de energia y de escalamiento. Una técnica alternativa es la
cavitacion hidrodinamica (CH), donde las burbujas se crean debido a la presién de
gota causada por el incremento de la velocidad del fluido o por la separacion de la
capa limite. Esta tecnologia provee mejores posibilidades de escalamiento, altas
densidades de burbuja y un menor costo de inversion. La eficiencia energética
para ambos métodos que genera el proceso de cavitacion es muy diferente. La
intensidad de colapso (temperatura y presion en el colapso), para la CH es menor
en comparacion con la CA. En este estudio en Berlin, Alemania realizaron una
combinacion de ambas técnicas en un sistema de reactor (Cavitacion Acustica
Hidrodinamica), al tener las ventajas de ambas técnicas se logré un sinergismo
resultando un 96% de degradacion de la carbamazepina en solo 15 minutos con

condiciones optimas (22).
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2.9 Fototransformacion de la carbamazepina

Debido a que la luz solar visible se encuentra de 400-750 nm, dificilmente causa
reacciones fotoquimicas, mientras que la radiacion UV-B que va de 280-315 nmy
la radiacién UV-A (315-400 nm) induce varios procesos fotoquimicos directos e
indirectos en el nivel superior de aguas superficiales, que puede conducir a una

degradacion de microcontaminantes antropogénicos (20).

La carbamazepina puede ser fotolizada bajo irradiacion de luz solar pero
solamente a una velocidad relativamente baja. En un estudio de Andreozzi y
colaboradores en el 2003, (16) determiné la vida media de la carbamazepina
resultando de 100 dias, en agua doblemente destilada por tanto se concluy6 que

la fotodegradacion de la carbamazepina no es significativa por este medio.

Esta comprobado que la materia organica natural juega un papel importante en el
proceso fotoquimico que induce la luz solar en las aguas superficiales. Esta
materia organica puede actuar como un filtro interior, como eliminador de radicales

y como precursor de especies reactivas.

El humus es la sustancia compuesta por ciertos productos organicos de naturaleza
coloidal, que proviene de la descomposicibn de los restos organicos por
organismos y microorganismos benéficos (hongos y bacterias). Se caracteriza por
su color negruzco debido a la gran cantidad de carbono que contiene. Se
encuentra principalmente en las partes altas de los suelos con actividad organica.
Los elementos organicos que componen el humus son muy estables, es decir, su
grado de descomposicion es tan elevado que ya no se descomponen mas y no

sufren transformaciones considerables.

Una caracteristica importante de los compuestos humicos radica en su habilidad
para iniciar transformaciones fotoquimicas de compuestos organicos en aguas
naturales y su consiguiente degradacion. Los compuestos organicos naturales

después de ser activados por fotones solares pueden producir especies reactivas
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de oxigeno, radicales hidroxilo entre otros. Estas especies reactivas son capaces

de degradar compuestos organicos antropogénicos (20).

Sin embargo los &cidos humicos actuan como filtros interiores para la
carbamazepina y diclofenaco disminuyendo su fototransformacién pero también
actuan como fotosensibilizadores para sulfametoxazol, acido clofibrico, oflaxocin y
propanolol, mejorando su fototransformacion (16). Para el caso de la
carbamazepina una posible explicacion en la disminucion del tiempo de vida
media con la presencia de compuestos humicos es que tanto la carbamazepina
como los compuestos humicos absorben radiacion ultravioleta en el mismo rango,
por lo tanto parte de la radiacion emitida por la luz solar la absorben los
compuestos humicos y la restante la carbamazepina disminuyendo asi su tiempo

de vida media de eliminacion (11).

Algunos estudios mas recientes han hecho experimentos con tratamientos
UV/H,0,, indicando que la adicion de H,O, durante el tratamiento con UV resulta
altamente efectivo para mejorar la degradacion de compuestos farmacéuticos y

productos de cuidado personal (3, 14).

Doll et al.,, 2003 (20) estudiaron la degradaciéon mediante un simulador con
irradiaciéon solar y UV de varios compuestos como el &cido clofibrico, la
carbamazepina y el iomeprol en agua deionizada (Milli Q), con lampara de Xenon
de 1000 W de arco corto. La carbamazepina mostré la absorcion mas fuerte de la
irradiacion que llega con el simulador, comparado con los otros dos farmacos
estudiados, sin embargo mostré la menor constante de degradacion. Se vio que
existia una degradaciébn mas rapida en presencia de materia organica natural.
Este tipo de reacciones puede ocurrir via especies reactivas formadas por la
irradiacion de la materia organica natural como el anion superédxido, peroxido de
hidrogeno, electrones solvatados (electrones libres en una disolucion), etc.
También es razonable asumir reacciones directas de la materia organica natural
con la carbamazepina por una transferencia de electrones o transferencia de

energia.
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2.10 Cinética de degradacion y vida media

La base del analisis cinético de una reaccion quimica se encuentra en el hecho
experimental de que la evolucién entre el estado de reactantes y el de los
productos tiene lugar en un periodo durante el que se aprecie un cambio en los
valores de las concentraciones. Sobre la base de este cambio, la Cinética quimica
introduce el concepto de velocidad de reaccion y trata de encontrar la ecuacion de
velocidad del proceso como una funcidn mateméatica que posibilita predecir la
evolucion de las concentraciones. El fundamento tedrico de la cinética esta en la

“Ley de accion de masas” que establece:

“La velocidad a la cual sucede una reaccién es directamente proporcional al
producto de las concentraciones de reaccionantes que intervienen en el paso
determinante de la reaccion, elevadas cada una de ellas a una potencia igual al

numero de moléculas que intervienen en dicha reaccién” (ver ecuacion 3).

O sea que:

Dénde:

V= velocidad de reaccién

K= contante de velocidad

(R)= concentracion de los reaccionantes

n= No. de moléculas que intervienen en dicha reaccion
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Orden de reaccion

Reacciones de orden cero

Este tipo de reacciones la velocidad de reaccion es independiente de la
concentracion de la sustancia o del farmaco que puede descomponerse al pasar el
tiempo, por lo que en la ecuacion 4 se describe la constante de velocidad de

reaccion en su forma diferencial:

Dénde:

k= constante de velocidad de la reaccion

Reacciones de orden uno

Es cuando la reaccion depende de la concentracion de un solo reactante, que se
descompone en uno o mas productos la velocidad de reaccién es directamente

proporcional a la concentracion del compuesto.

La ecuacion 5 en su forma diferencial define el proceso siguiente:
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Resolviendo la ecuacion diferencial se obtiene la ecuacion 6 en su forma lineal:

[N C = Kt [NCN e ererrermeemmeemaeee e et e et ettt et et e et e et e e e e e eeas (6)

Donde graficamos logaritmo natural de la concentracion (In C) en el eje de las Y
contra el tiempo en el eje de las X. La ordenada al origen resulta ser In Co
(concentracion inicial) y la pendiente es la constante de velocidad en su forma

negativa.

h"l Cg
In C

m= -k

L

El tiempo de vida media (t12), es el tiempo que transcurre para que se elimine o
degrade la mitad de la concentracién del farmaco inicial.

Partiendo de la ecuacién 7 en su forma lineal:

INC =K+ N CN (7)

Y sabiendo que si
t

t,, >C=C,/2
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Se obtiene la vida media para reacciones de orden uno, ver ecuacion 8.

( _Ih2 0693
K T K e (8)

Dénde:

t12 es independiente de las concentraciones iniciales.

2.11 Toxicidad de la carbamazepina

Tanto diazepam como carbamazepina han sido clasificados como sustancias
potencialmente peligrosas para el medio acuatico, debido a que la mayoria de las
especies estudiadas muestran efectos agudos a concentraciones por debajo de
los 100 mg/L. Para ambos compuestos es la D. magna el organismo mas
afectado, situdndose los valores de toxicidad aguda a concentraciones de 17.2
mg/L (10).

Se ha visto que la carbamazepina no es mutagénico en células de mamifero pero
se considera carcinogénico en ratas, ademas, resulta letal para el pez cebra a

concentraciones de 43 pg/L (10).

En Berlin Conardo-Jara y colaboradores (23) estudiaron carbamazepina,
ibuprofeno y bezafibrato debido a su potencial bioacumulativo que presentan estos
farmacos y que provocan cambios moleculares en el organismo de prueba
Dreissena polymorpha (mejillones). Se evaluaron cambios en el ARN mensajero
de enzimas y algunas proteinas involucradas en la prevencion de dafio a proteinas
como la proteina de choque térmico 70, (Hsp 70) y el estrés oxidativo (superéxido
dismutasa, catalasa y metalotioneina), glutation S-transferasa clase pi, receptor de
aril hidrocarburos, entre otras proteinas que sirvieron como biomarcadores

moleculares. Los mejillones fueron expuestos en un sistema de flujo para
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aumentar las concentraciones de los tres farmacos (1, 10,100 y 1000 nM). Se
midieron las concentraciones de tejido después de 1,4 y 7 dias, evidenciandose la
captacion de carbamazepina e ibuprofeno por los mejillones. Se encontr6é que el
factor de bioconcentracion mas alto en los mejillones fue debido a la concentracion
mas baja de carbamazepina e ibuprofeno, con 90 y 460 veces mayor
concentracion de tejido respectivamente después de siete dias. De los tres
compuestos estudiados la carbamazepina fue el Unico en causar incremento
significativo en el nivel de ARN mensajero de la proteina Hsp 70 en branquias en
tan solo un dia de exposicidn, evidenciando el potencial de la carbamazepina para
inmediatamente provocar condiciones de estrés y causar dafio en proteinas de

branquias (23).

La funcion basica de estas proteinas, como chaperonas moleculares dependientes
de ATP, incrementa la sobrevivencia celular bajo cualquier tipo de estrés. La
funcion chaperona es natural para la estructura de las proteinas de la familia
Hsp70, las cuales tienen un dominio C-terminal que une proteinas no-plegadas y
péptidos y adicionalmente tiene un N-terminal con actividad ATPasa que controla
la apertura y cierre del surco de union al péptido. Su papel inmuno estimulante
podria antagonizar con su actividad protectora contra la muerte celular inducida

por estrés o agentes citotoxicos (24).

Se ha demostrado que la carbamazepina es teratogénica. En un estudio
prospectivo de 1255 casos de exposicidn a carbamazepina durante el embarazo
reflejan un aumento en el indice de anormalidades congénitas, principalmente
defectos de tubo neural, anormalidades cardiovasculares y del tracto urinario, labio
paladar hendido, ademas de un patron de anomalias congénitas menores y

retraso en el desarrollo. Y una disminucion en la edad gestacional del feto (25).

En células como los eritrocitos se han presentados dafios provocados por la
carbamazepina. Suwalsky y colaboradores en el 2006 (26), realizaron un estudio
sobre el dafio a la membrana del eritrocito humano. La microscopia electronica de

barrido muestra que en los eritrocitos incubados con 50 uM de carbamazepina
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sufrieron alteraciones morfolégicas cambiando su forma discoide a equinocitos y
en menor medida a estomatocitos. Los equinocitos suelen presentarse cuando el
compuesto afiadido se adhiere a la monocapa exterior, mientras que los
estomatocitos se observan cuando el compuesto se acumula en la monocapa
interna. Estos hallazgos indican que el nivel de citotoxicidad en la membrana de la

célula es significativo

En la Universidad de Québec en Canada (27), estudiaron la bioacumulacion de
carbamazepina a una concentracién de 150 ug/L, a través de una cadena tréfica
acuatica compuesta del alga verde Pseudokirchneriella subcapita, el crustaceo
Thamnocephalus platyurusy el cnidaria Hydra attenuata. La bioacumulacion se
evalué mediante Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometria de masas
dando factores de bioacumulacion de 2.2 y 12.6 respectivamente en el alga y en el
crustaceo. (se dice que si su factor de bioacumulacién es mayor a 5 es altamente
acumulable). No se encontré bioacumulacion significativa para H. attenuata. En T.
platyurus se observo una fuerte estimulacién de la enzima Hemo oxidasa (HO)
(76%) y la actividad de la glutation —S-tranferasa (130%) pero una drastica
inhibicion de la actividad citocromo P450 3A , lo cual sugiere una alteracion en la
actividad de la enzima causada por la carbamazepina, Sin embargo para H.
attenuata se observo un incremento en la actividad del citocromo P450 3A,

mientras que la actividad de la GST se inhibi6 .

Repetto en el 2003 (28) estudié la ecotoxicidad de la carbamazepina mediante
seis modelos bioldgicos evaluados a diferentes periodos de tiempo de exposicion.
Se incluy6 la inmovilizacion de Daphnia magna, la inhibicion de la bioluminisencia
en la bacteria Vibrio fisceri, inhibicion del crecimiento del alga Chlorella vulgaris y
la induccién de micronucleos e inhibicion del crecimiento radicular de la planta
Allium cepa .La morfologia celular, la captacion de rojo neutro, el contenido de
proteinas totales, metabolismo MTS (ensayo de medida de la actividad metabdlica
celular), desaparicion de la enzima lactato deshidrogenasa y la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fueron estudiadas en la linea celular de
pescado salménido RTG-2. Para la linea celular Vero de riibn de mono se
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investigd la morfologia celular, la captacion de rojo neutro y el metabolismo MTS.
El sistema mas sensible para la carbamazepina fue la linea celular Vero, seguida
de Chlorella vulgaris, Vibrio fischeri, Daphnia magna, Allium cepa y RTG-2. La
concentracion efectiva 50 (CEsqy fue de 19uM en células Vero en 72 hr.
Comparando la concentracion en agua y la cantidad cuantificada en este ensayo
se concluye que la carbamazepina no produce efectos tOxicos en organismos
acuaticos bajo estas circunstancias pero efectos crénicos y sinergismos con otros

compuestos quimicos no pueden ser excluidos.

Varios estudios han reportado diferentes toxicidades agudas de la CBZ en
diferentes organismos de prueba, en todos los casos se ha visto que es menor a
100 mg/L la concentracién necesaria para producir efectos. En la Tabla 4 se

muestran los siguientes resultados (12):

Tabla 4. Ejemplos de toxicidad aguda en algunos organismos de prueba

Organismo de prueba Toxicidad aguda
Cyprinus carpio 59.70 mg/L
Daphnia magna 17.2 mg/L
Danio rerio 43.0 pg/L
Aedes albopictus (Mosquito) 34.4 mg/L
Vibrio ficheri 52.5 mg/L

Los vertebrados acuaticos particularmente los peces al parecer tienen enzimas y
sistemas de receptores similares a los sistemas de mamiferos. Los peces
reaccionan a los compuestos toxicos que estan en el ambiente, cambiando y
adaptando sus funciones metabodlicas. Cambios en las actividades enzimaticas de
los organismos acuaticos son extensamente usados para demostrar el dafio tisular
y también para diagnostico de enfermedades en peces. Las enzimas

biomarcadoras glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) y la glutamato piruvato

39


http://es.wikipedia.org/wiki/Aedes_albopictus

transaminasa (GPT), usualmente se presentan dentro de las membranas de la
célula, citoplasma y mitocondria. La acumulacién de sustancias toxicas en estas
células puede conducir a un dafio o desintegracion de la célula, liberando a estas
enzimas dentro de la circulacion sanguinea. Y como resultado puede ocurrir un
aumento dramatico en el suero sanguineo de las transaminasas durante las
condiciones de estrés. La elevacion de la actividad de GOT puede indicar dafio
tisular especialmente del musculo cardiaco, asi como una mayor actividad de GTP
indica dafio en células hepaticas. La elevacion de actividad de transaminasas

indica un dafio en higado, rifidn y branquias.

En este estudio el aumento significativo de la actividad GOT y GPT en branquias,
higado y muasculo, durante la exposicidn a la concentracion aguda y subaguda
indica que el dafio de los 6rganos trata de mitigar el estrés inducido por la CBZ,
incrementando la tasa de metabolismo. Finalmente el estudio concluye que la CBZ
induce alteraciones en la actividad enzimatica C. carpio, a concentraciones

agudas y subagudas (12).

En el 2013 Donner y colaboradores (29) presentan un estudio de ecotoxicidad no
solo de la carbamazepina, sino de dos de sus principales y mas toxicos
fotoproductos de degradacién a partir de luz UV, acridina y acridona. Donde se
compard la ecotoxicidad de la solucién de carbamazepina inicial contra la solucion
obtenida durante la irradiacién con luz UV que contenia los fotoproductos y otros
productos no identificados. Estas soluciones se sometieron al estudio de
ecotoxicidad donde los organismos de prueba de diferentes niveles tréficos y sus

correspondientes efectos a observar fueron:

¢ Inhibicidn de la bioluminiscencia en la bacteria marina Vibrio fisheri (Biotox
kit de prueba; ISO 11348-3, 1998)

¢ Inhibicidén en el crecimiento del alga verde Pseudokirchneriella sudcapitata
(1SO 8692, 2004)

¢ Inmovilizacién del crustaceo D.magna (ISO 6341, 1996)
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Los resultados que se obtuvieron fueron que la solucion inicial de CBZ resulto ser
significativamente menos téxica que la que contenia los fotoproductos. De igual

forma determinaron que la acridona es menos téxica que la acridina.

2.12 Metodologias analiticas

El andlisis quimico de residuos farmacéuticos en el ambiente esta vinculado con
las capacidades analiticas. El desarrollo de equipos mas sensibles y versatiles ha
sido util para la deteccion de niveles muy bajos de analitos en la contaminacién del

ambiente y es una herramienta que asegura su identificacion mas precisa.

Desde hace algunos afios estudios en matrices complejas como agua residual, se
han realizado en cromatografia de liquidos de alta resolucion por su capacidad de
lograr una separacion de la muestra, mediante el uso de estandares para
identificar los compuestos de interés, aunque si quedaba la incertidumbre de se
identificara otro compuesto con igual tiempo de elucion que el buscado, con
tiempos de andlisis relativamente mas largos que los obtenidos con cromatografia
de liquidos acoplado a espectrofotometria de masas. Pero adn con esta
desventaja que es posible solucionar con otro tipo de andlisis. Es de mayor
accesibilidad y menor costo realizar analisis con cromatografia de liquidos de alta
resolucibn que con cromatografia de liquidos acoplado a espectrofotometria
masas. A demas de que la cromatografia de liquidos de alta resolucion presenta
ventajas como: separacion de una amplia variedad de compuestos de distintas
matrices con resultados reproducibles y exactos, altos recobros del analito de

interés, manejo facil de la técnica analitica, es altamente sensible, entre otros.

En la actualidad este tipo de estudios se realiza por cromatografia de liquidos
acoplado a espectrometria de masas, cuando se tiene acceso a este equipo. Las
ventajas son: proporciona una insuperable especificidad en la determinacion del
peso molecular debido a la posibilidad de medir exactamente su masa molecular
asi como obtener informacion a partir de los fragmentos i6nicos de un analito. Su

sensibilidad es muy elevada. Se ha demostrado la deteccion de moléculas en
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cantidades de ng/L. Es muy versatil, ya que permite determinar la estructura de
tipos de compuestos muy diversos. Es aplicable a los elementos y a todo tipo de
muestras, volatiles, no volatiles, polares y apolares, solidos, liquidos y gases. En
combinacion con técnicas de separacion de alta resolucion, es la mas cualificada
para analizar muestras complejas reales (30). Las desventajas de la
espectrometria de masas es una técnica destructiva, es necesario un alto vacio
(10°® torr), tiene una dificultad operativa mayor y es mas caro que un cromatégrafo
de liquidos. La cromatografia de liquidos es una adecuada técnica analitica para la

separacion y cuantificacion de farmacos en este caso para la carbamazepina.

En la literatura existen metodologias para la cuantificacidon de carbamazepina en
diferentes matrices como agua residual, plasma, etc. Para este fin existen varias
técnicas analiticas empleadas, como cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR), Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometria de Masas (CL-EM)

y Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-EM).

Para el caso de reportes con el uso de la cromatografia de liquidos de alta
resolucién se encuentra un estudio de Costa y colaboradores realizado en la
Universidad de San Paulo Brasil (31), desarrollaron un método por CLAR para el
monitoreo terapéutico de carbamazepina, carbamazepina -10,11-epoxido,
fenitoina y fenobarbital en muestras de plasma. En Arabia Saudita (32)
desarrollaron un método analitico por CLAR para la cuantificacion de

carbamazepina en plasma de conejo con recobros de 98.37 — 100.45 %.
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2.13 Validacion

Al desarrollar un nuevo método analitico hay que tomar en cuenta que debe estar
bien documentado y cumplir con lo que las diferentes instituciones establezcan
para que el método analitico sea cientificamente adecuado de acuerdo con los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Para esto existen
diferentes autoridades regulatorias Europa, EUA y Jap6n, como la ICH
(International Conference on Harmonization) (38), que establece guias para
validacion de métodos analiticos, originalmente existian dos documentos, Q2A y
Q2B. Recientemente estas guias fueron revisadas y combinadas en un solo
documento, Q2 (R1).

Es importante definir los términos usados en guias regulatorias cuando se habla

de validacién de métodos analiticos. (ICH Q2 (R1).

Exactitud: “La exactitud de un procedimiento analitico expresa la cercania de la
aceptacion entre el valor que es aceptable como un valor verdadero convencional
o un valor de referencia aceptado y el valor encontrado.” La exactitud del método
es la concordancia entre la diferencia en la concentracion medida del analito de
muestras adicionadas y no adicionadas...., el procedimiento de la adicion es
llamado spiking”. Esto se refiere a que la muestra a analizar contiene cierta
cantidad de analito X, a esta misma muestra se le adiciona una cantidad conocida
del mismo analito X. Para evaluar la exactitud se debe recobrar la misma cantidad
+ 20% del analito X.

Precision: “La precision de un procedimiento analitico expresa la cercania de la
aceptacion entre una serie de mediciones de un multiple muestreo de una misma
muestra homogénea bajo condiciones prescritas. La precision debe ser

considerada a tres niveles: repetitividad, precision intermedia y reproducibilidad.”

Repetitividad: “La repetitividad expresa la precision bajo las mismas condiciones

de operacion en un intervalo corto de tiempo.”
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Precision Intermedia: “La precision intermedia expresa las variaciones dentro de

laboratorios: diferentes dias, diferentes analistas, diferente equipo, etc”.
Reproducibilidad: “La reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios”.

Especificidad: “La especificidad es la habilidad de asegurar inequivocamente el

analito en presencia de componentes que se espera que estén presentes”.

Limite de deteccion: “El limite de deteccidén de un procedimiento analitico
individual es la minima cantidad de analito en una muestra que puede ser

detectada pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto”.

Limite de cuantificacion: “El limite de cuantificacion de un procedimiento
analitico individual, es la minima cantidad de un analito en una muestra que puede

ser determinada cuantitativamente con precision y exactitud”.

Linealidad: “La linealidad de un procedimiento analitico es la habilidad (dentro de
un rango), de obtener resultados que son directamente proporcionales a la

concentracion del analito en la muestra”.

Rango: “El rango de un procedimiento analitico es el intervalo entre la
concentracion mayor y la menor del analito en la muestra, para las cuales el

procedimiento analitico ha demostrado ser preciso, exacto y lineal”.

Robustez: “La robustez de un procedimiento analitico es la medicién de su
capacidad de permanecer inafectado por pequefas pero deliberadas variaciones
en parametros del método y provee un indicador de su confiabilidad durante el uso

normal”.

Para poder evaluar que columna cromatografica era mas adecuada para el

método, se tomaron en consideracion algunos parametros cromatograficos como:
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Factor de Capacidad

Es un parametro (k") que se utiliza para describir las velocidades de migracion de
los analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras mayor sea
el valor de este factor menor es la velocidad de migracion de los solutos en la
columna. Para una especie A, el factor de capacidad k' se define en términos

experimentales como se describe en la ecuacion (9):

Donde:
(tr)a= tiempo de retencion del componente A

tw = tiempo muerto obtenido para una especie no retenida.

Eficiencia de una Columna.

Como se dijo anteriormente, si no se toma en cuenta los factores que afectan el
ancho de un pico para la separacién cromatografia no se podria lograr una buena
separacion aun cuando se tenga un factor de selectividad alto para estos picos en
una columna particular. Es decir que mientras mayor es la capacidad de la

columna de producir picos mas estrechos mayor es su eficiencia.

La anchura de una banda aumenta a medida que se mueve a través de la
columna, debido a que cuanto mas tiempo transcurre mayor es la dispersion que
puede tener lugar. Por ello la anchura de la zona esta relacionada directamente
con el tiempo de residencia en la columna, e inversamente con la velocidad a la

que fluye la fase movil. Se utilizan dos términos afines con frecuencia como
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medida cuantitativa de la eficacia de una columna cromatogréfica: (a) la altura
equivalente de plato tedrico H y (b) el nUmero de platos tedricos N. Los dos estan

relacionados por la ecuacion 10:

N= -
H e, (10)
Dénde:

L = longitud (normalmente en centimetros) del relleno de la columna.

La eficacia de la columna cromatografica aumenta cuando mayor es el nimero de

platos, y cuando menor es la altura de plato.

La evaluacion experimental de H y N se puede realizar a partir de las siguientes

ecuaciones (11y 12):

w2
- 2
O (11)
t 2
N =16(R]
e, (12)
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Donde
L = longitud de la columna (cm)
W = ancho del pico a considerar (cm)

tr = tiempo de retencién (min).

Factor de coleo

Es una medida de la simetria de un pico cromatografico la cual se obtendria con
un factor de coleo de uno. Pero en la realidad no sucede asi todo el tiempo. El
factor de asimetria de la Farmacopea de Estados Unidos (USP) lo calcula de la

siguiente forma (ver ecuacion 13):

TF=@tD/28D. .o (13)

Para llegar a una separacion Optima entre compuestos, deben obtenerse picos
agudos y simétricos. En general, picos con bajo factor de retencién son mejores
porque se evita su ensanchamiento cumpliendo mejor las caracteristicas
deseables.

Ay B son los segmentos medidos al 10 % de la altura del pico (ver la Figura 4).

Figura 4. Célculo del factor de asimetria o coleo (USP)
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2.14 Pretratamiento de la muestra

De modo previo a la extraccion de los analitos, la muestra es filtrada,
generalmente por membranas de fibra de vidrio de 0.45 pm para eliminar la
materia soOlida que puede provocar problemas durante el proceso de extraccion.
Ademas, en muestras complejas, como las aguas residuales, que pueden
contener microorganismos, la etapa de filtracion elimina dichos microorganismos,

contribuyendo a la conservacion de la muestra.

Posteriormente, se ajusta el pH de la muestra a acido, neutro o basico (2, 7y 9);
en funcién de la naturaleza acida (Ej. antiinflamatorios no esteroideos), neutra (Ej.
carbamazepina), etc. Con el fin de preservarlas éstas son generalmente
conservadas a 4 °C hasta el momento de la extraccion (33).

Para el caso de la extraccion y concentracion de muestras acuosas como el agua
residual, aguas superficiales entre otras, existen diferentes técnicas a seguir
dependiendo de la naturaleza del analito de interés. En la literatura se han
empleado distintas técnicas como la microextraccion en fase soélida (34), la

extraccion en fase sdlida que ha sido la mas ampliamente utilizada (6, 16).

2.15 Extraccion liquido-liquido (LLE)

La extraccion liquido-liquido (ver Figura 5), es una técnica de preparacion de
muestra en la cual se produce una transferencia de los analitos desde una fase,
generalmente acuosa, a otra organica, transferencia regida por una constante de
reparto. EI mayor problema derivado de esta técnica es el gran consumo de
disolventes, con el correspondiente gasto y problema ambiental.
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Figura 5. Extraccién liquido-liquido

2.16 Extraccién en fase solida (SPE)

La extraccidon en fase sdlida (Solid phase extraction, SPE) se desarroll6 a
mediados de los afios 70 como alternativa a la extraccion liquido-liquido (LLE).
Hoy en dia es una de las técnicas de preparacion de muestra mas ampliamente
utilizadas en el caso de matrices liquidas e incluso gaseosas (35). Mediante la
SPE se consigue concentrar y/o purificar los analitos mediante su retencion en una
fase sélida, o una fase liquida inmovilizada sobre un soporte sélido, para a
continuacion proceder a su elucion con un disolvente adecuado. Entre las

multiples ventajas que presenta destacan las siguientes

Baja manipulacion de la muestra

Alto poder de concentracion

Obtencién de extractos purificados con altas recuperaciones
Menor consumo de disolventes en comparacion con la LLE
Ausencia de emulsiones

Posibilidad de automatizacién

N N N N N N

Versatilidad en el tipo de absorbentes utilizados
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El adsorbente de extraccion en SPE esta contenido en tres posibles formatos:
discos, cartuchos vy jeringas. El primero se utiliza principalmente para concentrar
grandes volumenes de muestra entre 2 — 4 L, permitiendo flujos de paso de liquido
muy elevados debido a la escasa resistencia al paso de muestra que poseen,
mientras que los cartuchos y jeringas pueden ser facilmente integrados en
sistemas “on-line” con el equipo de medida, generalmente un cromatografo de
liguidos. De este modo la manipulacion de la muestra es minima, aunque los
volimenes concentrados son inferiores a los empleados en las aplicaciones “off-
line” (35).

El proceso de concentracion de la muestra en SPE consta de las siguientes

etapas basicas, descritas a continuacion (ver Figura 6):

1.- Acondicionamiento de la fase estacionaria: se hace pasar a través del cartucho
un disolvente o mezcla de disolventes adecuado, eliminando asi las impurezas,
hidratando la fase estacionaria y facilitando la transferencia de materia con la

muestra.

2.- Paso de la muestra a través del material adsorbente: el objetivo de esta etapa
es retener cuantitativamente el analito, consiguiendo ademas un cierto grado de

selectividad.
3.- Lavado: se utilizan disolventes con gran afinidad por las interferencias.

4.- Elucién: Con un disolvente apropiado se recupera el analito de la fase
adsorbente. Por lo general se utiliza un pequefio volumen de disolvente organico,

aunque también se puede realizar una desorcion térmica.
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Figura 6. Etapas para el proceso de extraccion por SPE

Las fases adsorbentes en SPE son similares a las empleadas en cromatografia de
liquidos. Las mas comunes son la de silices enlazadas, polimeros de tipo estireno
— divinilbenceno, carbén grafitizado, silicato de magnesio, silica gel y éxidos de

aluminio.

Dentro de las aplicaciones encontradas para muchos analitos es que la SPE es
una de las técnicas de concentracion de muestras acuosas mas utilizada. Para
aguas residuales y superficiales, los polimeros mas empleados son silices
funcionalizadas y materiales poliméricos de fase reversa como el C18 y Oasis
HLB.

En el 2010 la Universidad de Estocolmo en Suecia (36) presentd un meétodo
basado en la extraccion en fase solida para determinar 10 farmacos (cafeina,
atenolol, metoprolol, oxazepam, carbamazepina, ketoprofeno, naproxeno,
ibuprofeno, diclofenaco y gemfibrozil) en agua superficial mediante Cromatografia

de Liquidos de Ultra Alta Resolucion (UPLC) combinado con Espectrometria de
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Masas de tiempo de vuelo cuadrupolo en conjunto la técnica tiene un gran

potencial de ser tanto eficaz en tiempo como fiable.
2.17 Microextraccion en fase solida (SPME)

La microextraccion en fase solida (ver Figura 7), es una técnica de preparacion de
muestra desarrollada por Balardi y Pawliszyn en 1989. Se basa en la utilizacion de
una fibra de silice fundida recubierta de una fase absorbente de naturaleza
polimérica. En los analitos presentes en la muestra, por lo general, no se extraen
cuantitativamente en la fibra, sino que se establece un equilibrio entre las fases
existentes en el vial en el que se lleva a cabo el proceso de extraccion. A
diferencia de la SPE, la SPME no precisa de disolventes organicos y requiere una

manipulacion minima de la muestra (35).
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Figura 7. Detalle de una fibra montada en un soporte (SPME)
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El proceso de microextraccion en fase solida se desarrolla en dos etapas basicas:

1. Etapa de extraccion: Se expone la fibra a la muestra contenida en un vial
sellado para que se produzca la migracion de los analitos desde ésta hasta
la fibra durante un tiempo dado.

2. Etapa de desorcion de la fibra de SPME: Se introduce la fibra en el inyector
de un sistema analitico (cromatografo de gases o liquidos) donde los

analitos seran desorbidos térmicamente o por disolucién en la fase movil.

El muestreo puede llevarse a cabo de tres modos diferentes, segun las

caracteristicas de los analitos y de la muestra:

e Extraccion directa o por inversion
e Extraccion en espacio de cabeza

e Microextraccion en fase sélida indirecta o a través de una membrana

2.18 Identidad por Ultravioleta (UV)

El principio de la espectroscopia ultravioleta-visible involucra la absorcién de
radiacion ultravioleta — visible por una molécula, causando la promociéon de un
electron de un estado basal a un estado excitado, liberdndose el exceso de

energia en forma de calor. La longitud de onda (A) comprende entre 190 y 800 nm.

La luz visible o UV es absorbida por los electrones de valencia, éstos son
promovidos a estados excitados (de energia mayor). Al absorber radiacion
electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una transicion desde uno de
estos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias entre energias varian entre los
diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles, provocan coloracion en las
moléculas ya que absorben energia en el visible asi como en el UV, como es el

caso del B-caroteno.
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Cuando un haz de radiacion UV-Vis atraviesa una disolucion conteniendo un
analito absorbente, la intensidad incidente del haz (lo) es atenuada hasta |. Esta
fraccion de radiacibn que no ha logrado traspasar la muestra es denominada
transmitancia (T) (T = I/lo). Por aspectos practicos, se utizara la absorbancia (A)
en lugar de la transmitancia (A = -logT), por estar relacionada linealmente con la
concentracion de la especie absorbente segun la Ley de Beer-Lambert: A = ¢:l-c
(e: coeficiente de absortividad molar, I: camino 6ptico, c: concentracion de la

especie absorbente) (37).

2.19 Identidad por radiacion infrarroja (IR)

Cuando la radiacion infrarroja incide sobre una muestra, es capaz de provocar
cambios en los estados vibracionales de las moléculas constituyentes de la
misma. La absorcion de radiacién por parte de una muestra es indicativa del tipo

de enlaces y grupos funcionales presentes en la misma.

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas espectroscopicas mas
versatiles y de mayor aplicacion. Las posibles aplicaciones de esta técnica son
muchas. Sin embargo, a continuacion se citan algunas de las aplicaciones mas

importantes (37):

Caracterizaciéon e identificacion de materiales poliméricos y sdlidos

inorganicos (minerales):
o Andlisis de productos farmacéuticos y de sintesis.
o Andlisis de contaminantes
« Ciencia forense (identificacion)
« Biomedicina (andlisis de tejidos)
o Conservacion artistica (analisis de pigmentos, materiales utilizados...)
e Industria del reciclaje (identificacion de materiales poliméricos)
e Agricultura y alimentacion (IR cercano)
e Seguimiento de procesos quimicos

o Polimerizaciones, curado, reticulaciones, reacciones cataliticas etc
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3. JUSTIFICACION

En la dltima década la investigacion ambiental se ha enfocado a identificar y
cuantificar los llamados “contaminantes emergentes” que engloban a los productos
farmacéuticos y de cuidado personal debido a que muchos de estos compuestos
resultan toxicos para los organismos acuaticos (23). En la mayoria de los casos
las concentraciones de farmacos encontradas en los organismos acuaticos son

bajas y s6lo causan muertes por efectos crénicos o subletales (38).

Para el caso de la carbamazepina se estima que su consumo global es de 1014
toneladas por afio (16) y a pesar de que se trata de concentraciones muy bajas de
estos residuos en agua, en el orden de ng/L, su principal problema es que, con el
paso del tiempo, se acumulan en los organismos. De ahi la preocupacion que
actualmente esta existiendo en la comunidad cientifica internacional en torno a

estos contaminantes emergentes.

Las plantas de tratamiento de aguas residuales, los hospitales y la industria
farmacéutica son las fuentes principales de contaminacion del medio ambiente por
medicamentos. Por ello es necesario monitorear y caracterizar el agua proveniente
de estas fuentes para determinar la cantidad de farmacos y sus metabolitos

descargados al medio ambiente (3, 14).

El incremento en los dltimos 10-15 afios ha sido amplio y rapido en cuanto al
surgimiento de nuevas técnicas analiticas versatiles y especificas como la CLAR
que ha sido una revolucién en analisis ambientales permitiendo la identificacion de
compuestos farmacéuticos acidos, basicos y neutros a bajas concentraciones en

diferentes matrices.

La aportaciéon del presente trabajo de investigacion serd el desarrollo e
implementacion de una técnica analitica (CLAR) para el monitoreo de un
antiepiléptico la carbamazepina que es de alto consumo, en aguas residuales
provenientes de un hospital asi como la determinacion de la cinética de

degradacion.
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4. HIPOTESIS

La técnica analitica desarrollada CLAR permite la deteccién y cuantificacion de

carbamazepina en agua residual proveniente de un hospital.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Cuantificar la carbamazepina en el agua residual proveniente de un hospital

mediante CLAR y determinar la cinética de degradacion.

5.2 Objetivos especificos

e Optimizar y validar una técnica analitica para la deteccion y cuantificacion
de carbamazepina en aguas residuales de un hospital.

e Implementacion de la técnica analitica para identificar y cuantificar
carbamazepina y sus productos de degradacion.

e Determinar la cantidad presente de carbamazepina en aguas residuales de

un hospital

e Determinacion de la cinética de degradaciéon de la carbamazepina.
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6. METODOLOGIA

En la Figura 8 se muestra la metodologia general seguida en el presente estudio
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Caracterizacion de la
carbamazepina

!

Optimizacion y
montaje del método — Validacién
analitico por CLAR

!

Los puntos de

NMX-AA-003-1980 |« 'uestreodelagua |~ muestreo son:
residual influente y
l efluente

Pretratamiento y
extraccion de la
muestra (SPE)

!

Lectura de las
muestras por CLAR

l Alicuotas a diferentes
_ tiempos por
Degradacion de la espectroscopia de luz
carbamazepina por —» UV-VIS y CLAR

luz solar y luz UV

Figura 8. Metodologia general
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6.1 Caracterizacion del estandar y medicamento genérico de CBZ

6.1.1 Apariencia

De acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos USP 26 pag. 324-325, la
apariencia de la CBZ es un sélido blanco o casi blanco. De esta forma se hizo esta
prueba tanto para el estdndar como para el medicamento genérico.

Correspondiendo en ambos casos con la especificacion antes descrita.

6.1.2 Identidad por Ultravioleta (UV)

Para esta prueba se preparé una solucién fresca de CBZ estandar y del
medicamento genérico a una concentracion de 4 mg/L en metanol grado HPLC. Y

se realizd un barrido de 200 - 400 nm en el equipo Lamba 25 UV-VIS.

6.1.3 Identidad por radiacion infrarroja (IR)

Para esta prueba se hizo la técnica de pastilla con bromuro de potasio (KBr) que
implica una mezcla de la muestra finamente dividida con polvo de KBr, seguida de
la compresion de esta mezcla en un molde para formar una pastilla trasparente.
Se colocé en un mortero agata (cuarzo) 5 % de muestra tanto del estandar como
del medicamento respectivamente, por 95% de KBr de alta pureza, posteriormente
se homogeniz6 la muestra. Esta mezcla se comprime por dos minutos en una
prensa aplicando presiones entre 1200-3000 atm. Resultando pastillas

transparentes. El equipo empleado fue el IR avatar 360.

6.1.4 pH de las soluciones del estdndar y medicamento genérico

Para la lectura de pH, se leyeron las mismas soluciones preparadas para la
prueba de identidad por UV con el potenciometro marca PHM210 de Meter Lab. A

una temperatura de 23.4°C £ 0.5.
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6.2 Muestreo

6.2.1 Identificacion de las muestras (Etiquetado)

Las muestras de agua residual se etiquetaron con la siguiente informacion:

¢ Identificacion de la descarga.
e Numero de muestra.

e Fechay hora de muestreo.

e Punto de muestreo.

e Nombre de la persona que realizé el muestreo

6.2.2 Muestreo en canales o colectores (NMX-AA-003-1980)

Para el caso del muestreo del agua residual donde los puntos a muestrear fueron
el afluente y el efluente del agua residual, se llevd a cabo el siguiente
procedimiento, que implica al agua residual contenida en colectores profundos

entre 5-8 metros de profundidad:

e El recipiente muestreador utilizado fue una cubeta de plastico de 5 L de
capacidad, atado a un lazo de 10 metros de largo.

e Se introduce el recipiente muestreador en el contenedor del agua residual a
una profundidad de 1 m aproximadamente.

e La muestra se transfiere del recipiente muestreadora un frasco de vidrio de
1 L de capacidad color ambar con la ayuda de un embudo de plastico.
Teniendo en cuenta que la muestra sea representativa para las

determinaciones a efectuar.
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6.2.3 Preservacion de la muestra de agua residual

La preservacién de las muestras de las muestras durante el transporte fue por
medio de un bafio de hielo conservdndose a una temperatura de 4°C, se
recomienda que el intervalo de tiempo entre la extraccion de la muestra y su

analisis sea el menor posible, esto es que no exceda de tres dias.

6.2.4 Preparacién de muestra

De modo previo a la extraccion del analito de la muestra (ver Figura 9), se pasé la
muestra por fibra de vidrio contenida en un embudo de vidrio para retener sélidos
mayores a 1lum, posteriormente se filtr6 nuevamente en un crisol tipo gooch con
membranas de fibra de vidrio con tamafio de poro de 1uy 2.10 cm de didmetro
marca Ahlstrom para eliminar la materia sélida y microorganismos que puedan
provocar problemas durante el proceso de extraccion. Con el fin de preservar la

muestra esta sera conservada a 4° C hasta el momento de la extraccion.

embudo
de vidrio

Figura 9. Proceso de filtracidon de la muestra de agua residual
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6.3 Extraccion en fase solida (SPE)

Para la extraccion de la muestra (agua residual del hospital), se llevé el siguiente
proceso como se describe a continuacion en la Tabla 5. Y en la Figura 10 se
muestra el proceso de extraccion mediante cartucho Oasis HLB utilizando el

equipo Manifold.

Tabla 5. Condiciones de operacién para la extraccion en fase sélida (SPE)

Operacion Extraccion en fase sdlida (Oasis HLB)
Acondicionamiento 5 mL de agua deionizada y 5 mL de
metanol
Carga de muestra 200 mL de muestra
Flujo: 4-6 mL/min
Lavado 10 mL de agua deionizada
Flujo: 4-6 mL/min
Elucién 10 mL de metanol
Flujo: 2-3 mL/min
Secar por 20 min
Reconstitucién Aforar a 10 mL con agua deionizada

Figura 10. Proceso extraccion de la muestra de agua residual mediante cartuchos Oasis HLB
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6.4 Optimizacién de las condiciones de separacion

Se evaluaron diferentes columnas cromatograficas para optimizar las condiciones
de separacion las cuales fueron: Eclipse XDB C18 5um 4.6x250mm, pubondapack
C18 5um 3.9 x 300mm Waters, Bonclone C18 10um 3.9 x 300mm Phenomenex,
Symmetry C18 5 um, 3.0 x 250 mm Waters. Se evaluaron diferentes proporciones
de metanol: agua, obteniéndose mejores resultados con la siguiente proporcion:

metanol: agua 70:30 v/v.

6.5 Montaje del método analitico

Dentro de la optimizacién del método analitico, se logré una metodologia versatil
para dos propoésitos: la primera cuantificar la carbamazepina en el agua residual
hospitalaria y la segunda realizar el seguimiento de la cinética de degradacion por

las dos condiciones estudiadas, luz solar y luz UV.

Para esto se valido la técnica analitica por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién. Donde los pardmetros que se evaluaron fueron: exactitud, precision,
repetitividad, reproducibilidad y linealidad en un rango de 2.5 — 10000 pg/L. Las

condiciones cromatogréficas utilizadas fueron las siguientes de la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas de operacién

Columna Symmetry C18 5 um, 3.0 x 250 mm Waters.

Equipo Waters Detector 2487 (abs dual) Bomba 515 (isocratico)
Longitud de onda 285 nm

Flujo 0.5 mL/min

Fase Movil Metanol : Agua (70:30)

Tiempo de corrida 10 min

Volumen de inyeccién 25 uL
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6.6 Degradacion de la carbamazepina

Para la prueba de degradacion, se realiz6 por triplicado con una solucion estandar
de carbamazepina de 10 mg/L, se preparé 100 mL de esta solucion de CBZ en
metanol al 5% en agua. Esta solucion se dividio en 6 tubos de vidrio de 10 mL de
capacidad cada uno, tres tubos se sometieron a exposicion por luz solar
colocandose en contacto directo con el sol esto es en periodos naturales de luz
obscuridad. Otro 3 tubos se colocaron en contacto con luz UV, para esto se
acondicion6 una camara en completa obscuridad que en la parte superior de la
misma contiene 2 lamparas de mercurio (Hg) de 15 W cada una que irradian a una

longitud de onda de 254 nm.

Al inicio del experimento se tomaban muestras de la solucion irradiada tanto por
luz solar como por luz UV cada 24 hrs aproximadamente y se leian por
espectrofotometria de luz UV-VIS, pero en un periodo de 3 meses que se realizé
este experimento no se notaba diferencia o disminucion en los resultados, por lo
gue concluimos que esta técnica no es adecuada para el seguimiento de la

degradacion (Figuras 17 y 18).

Para corregir este inconveniente se desarroll6 un método cromatografico por
HPLC, que es una técnica analitica mucho mas sensible y que nos permite
observar la disminucién en la concentracion de CBZ y la aparicion de productos de
degradacion de manera objetiva y mas confiable. Para este segundo experimento
el seguimiento de la degradacion se realiz6 por la técnica analitica de HPLC y las
muestras leidas fueron tomadas semanalmente, por la alta persistencia de este

compuesto.

6.7 Validacion de la técnica analitica

Una vez que se encontraron las condiciones a las cuales se obtiene la mejor
separacion y sensibilidad de deteccion de los analitos de interés se procedio a la
validacion del método analitico desarrollado con el objetivo de producir evidencia
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documental, la cual proporcione un alto grado de seguridad de que funcionara
correctamente cuando éste se ponga en practica, se evaluaran los siguientes
apartados, con base a “The International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH)
con la guia Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Methodology” (38).

e Linealidad e Exactitud

e Precision del sistema e Precision intermedia

e Limite de deteccion e Limite de cuantificacion

e Robustez ¢ Repetitividad y reproducibilidad

6.7.1 Linealidad

Se preparé una curva de calibracion de 10 puntos (2.5 — 10 000 png/L),

obteniéndose el coeficiente de determinacion r?, el cual fue mayor a 0.998.

6.7.2 Exactitud

Se determind el porcentaje de recuperacion por triplicado de 3 concentraciones
conocidas que correspondian a los niveles bajo, medio y alto de la curva de
calibracion. El porcentaje de recuperacion debe encontrarse entre el 80.0 -120.0%
o de 70-130% para concentraciones al nivel de QL. El porcentaje de recuperacion

se calcul6 con la ecuacion (14):

% Recobro = (in) X L00 . et (14)

TEO
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Donde:
Cexp= Concentracion experimental

C+teo= Concentracion tedrica

6.7.3 Precisidon del sistema
A partir de las lecturas obtenidas en la prueba de linealidad para cada punto, se
obtuvieron los % Desviacion Estandar Relativa (DER).

La DER fue menor a 2.0 %, en todos los casos. La DER se calcula con la ecuacion
(15)

%DER = L0001 (15)

Dénde:
s = desviacion estandar

X= promedio.

6.7.4 Precision intermedia

Para esta prueba dos analistas en dos dias diferentes realizamos una
determinacién por dia de una misma solucién de concentracion conocida al punto
medio de la curva de calibracion. Muestras por analista 6. Muestras por prueba 12.
Se determiné la diferencia absoluta entre los resultados obtenidos de cada dia
expresados como porcentaje de diferencia. La diferencia absoluta entre analistas

fue menor a 2.0 %
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%Diferencia = % 5100+t (16)

Dénde:
V1= Valor uno

V2= Valor dos

6.7.5 Limite de deteccion (LD)

La concentracion del limite de deteccion se seleccion6 analizando soluciones
estdndar adecuadas con concentraciones de mayor a menor concentracion
comenzando a una concentracion de 1 mg/L hasta llegar a 1 pug/L y se determind

su relacion seial ruido de cada concentracion hasta encontrar un valor de 2-3.

6.7.6 Limite de cuantificaciéon (LQ)

La concentracion del limite de cuantificacion se seleccion6 analizando soluciones
estandar adecuadas con concentraciones de mayor a menor concentracion
comenzando a una concentracion de 1 mg/L hasta llegar a 2.5 ug/L y se determiné
su relacion sefial ruido de cada concentracién hasta encontrar un valor alrededor
de 10.

6.7.7 Robustez

Para determinar la robustez del procedimiento analitico se modificaron algunas

condiciones del analisis y se siguieron las afectaciones de los resultados.
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En este caso los parametros a probar son:

e Cambios de flujo de la fase movil

e Cambios en la proporcién de la fase movil

6.8 Calculo y expresion de resultados

La cuantificacion de las concentraciones de carbamazepina en las muestras de

agua residual se realiz6 por estandar externo, expresando los resultados en pg/L.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados en dos apartados, en el primero se
muestra la carta de envio y el articulo de investigacion generado a partir de la
presente investigacion en el cual se interpretan los resultados analiticos obtenidos
en la determinacién de carbamazepina por CLAR en agua residual del “Centro
Médico Adolfo Lépez Mateos”. Se describe la metodologia utilizada para llevar a
cabo el desarrollo y validacion del método, asi como cinética de fotodegradacion
de la carbamazepina. Seguido de otros resultados llevados a cabo, pero que no

fueron incluidos en el articulo de investigacion, hasta el momento no publicados.
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ABSTRACT

Hospital wastewaters contain a variety of toxic or persistent substances such as
carbamazepine (CBZ). This compound was considered as an emerging contaminant;
which are quite often unregulated contaminants. In this paper, a specific, sensitive and
rapid analytical method was developed for the determination of CBZ in hospital
wastewater treatment plant (WWTP) and determination of kinetics degradation. CBZ was
extracted from the wastewater samples through cartridges Oasis HLB solid-phase
extraction (SPE). Then the analyte was identified and quantified using High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). The quantification limit (LOQ) was 2.5 pg L™ for 200 mL
wastewater samples. CBZ was detected at concentrations ranging from 3.3 —55.9 and < 1
- 5.9 (ug L) in hospital influent and effluent wastewater samples respectively. Suitability of
CBZ photodegradation by natural solar and ultraviolet (UV) light was investigated. The
irradiation experiments were carried out placing a solution of CBZ 10 ppm in direct contact
with natural periods of solar light and in a dark chamber equipped with two lamps at
radiation source of 15-W each one, Hg (254 nm). Photodegradation for both cases showed
first-order kinetics.

Highlights

e The HPLC method developed for quantification of CBZ in hospital wastewater is

rapid, sensitive, and specific.

o Higher degradation rate was observed with solar light in comparison to UV light,
half-life was lower with solar light.

e For the WWTP influent, the average recoveries of CBZ ranged from 95.88 -

104.30%, with the RSD ranging from 1.29-10.77% and for effluent samples
recoveries were 82.67-114.44% and the RSD 2.80-7.34%.

Keywords: Carbamazepine, Hospital wastewater, Kinetics degradation.
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1. Introduction

Over the past few years due to the existence of more sensitive analytical techniques, it has
been possible to analyze contaminants in different matrices that before were difficult to
detect. Over the last decade increasing attention has been paid to the presence of
emerging contaminants in wastewaters, surface waters and ground waters (39-43). These
emerging compounds are unregulated contaminants; monitoring their occurrence depends

on their potential health effects.

Carbamazepine (CBZ) is a drug resistant to biodegradation with a high rate of occurrence
(16, 20, 44, 45). It is a worldwide used antiepileptic drug currently prescribed for treatment
of many other medical conditions (46), only in England its consumption is over 40 tons per
year (47).

In surface waters, carbamazepine concentrations are relatively low and also diverse in
different countries. The highest detected concentration of carbamazepine in surface water
was reported in Berlin in 1999 (1075 ng L™) (40). It was also detected in sea water,
although at a very low concentration (2 ng L™) (48). Research conducted by the US
Geological Survey found an average CBZ concentration of 60 ng L™ in water and 41.6 ng
mg™ in the sediment of 44 rivers across the US (49). Tixier et al investigated the presence
of carbamazepine in Lake Greifensee, Switzerland, which has a mean water residence
time of 408 days. The influents consisted of three WWTP effluents and two rivers receiving
the discharge of four other WWTPs. (50).

Hospitals are important sources of contaminants resulting from diagnostic, laboratory and
research activities on one side and medicine excretion by patients on the other one.
Common contaminants include active principles of drug and their metabolites, chemicals,
heavy metals, disinfectants, detergents, radioactive markers and iodinated contrast media
(51). A report of a municipal WWTP that treats household sewage (96,000 inhabitants)
and effluents of five hospital (2339 beds together) found that 26% of the total

carbamazepine in the WWTP was from the hospitals (52).

Common treatment for hospital and municipal wastewater is not considered an adequate

solution. They use activate sludge processes wherein microorganisms are applied to
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mineralize the contaminants to water and carbon dioxide, or degrade them to less toxic
compounds. However removal efficiencies of carbamazepine in many cases are less than
10% (16).

Several studies on Pharmaceuticals and Personal Care Products (PPCPSs)
photodegradation with solar and UV light report that UV treatment would not be so
effective for a variety of PPCPs in water (11, 20, 53-56).

Loffler et al also found that carbamazepine was highly recalcitrant to elimination in a water/
sediment system at laboratory scale. The time required for a 50% reduction (DTs) of its
initial concentrations (100 pg L™ was 328 days, as calculated by first-order elimination
kinetics (57).

The aims of this study were to optimize the chromatographic analysis for detection and
gquantification of CBZ in hospital wastewater and to investigate the behavior of its
degradation during solar and UV treatment. For the analytical method High Performance
Liguid Chromatography (HPLC) coupled to a UV/Vis detector was used. Different columns,
solvents and gradients were tested to optimize the method. Water coming from Hospitals
effluents were collected and used for the optimization of the method as well for
guantitation. The kinetic study was follow up with the same developed method by HPLC.
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2. Methods

2.1 Reagents

Methanol HPLC grade was purchased from Fermont (Monterrey, Nuevo Léon, México).
Deionized water was obtained from a system of Milli- Q water. Carbamazepine analytical
standard was purchased from Sigma—Aldrich (Saint Louis, MO 63103 USA).

2.2 HPLC method optimization and analysis

Two analytical columns were compared during the method optimization: a Symmetry C18
(5 um patrticle size, 3.0 x 250 mm Waters) and a uBondapak C18 (3.9 x 300 mm Waters).
Under isocratic conditions, two solvent mixtures of methanol: water (v/v) were tested:
70:30 and 50 50. A Waters HPLC equipment configured as follows: isocratic HPLC Pump
Waters model 1515, UV-Visible Dual Absorbance detector Waters model 2487. Injection
volume was 20 pL, and all isocratic experiments were programmed at a flow rate of 0.5 mL
min™.

2.3 Method validation

Linearity was studied by analyzing preparations (n = 7) containing standard solution of
carbamazepine at concentrations between 2.5 and 10 000 pg L™. Linear concentration
range was estimated on the basis of a linear regression curve (y = ax + b) and correlation

coefficient (r?).

Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were estimated from the injection
of a standard solution successively diluted until reaching a concentration level

corresponding to a signal-to-noise ratio of 3 and 10, respectively.

Precision was determined as the repeatability of the analytical procedure within a

laboratory over a short period of time using the same analyst and the same equipment.

System repeatability was determined by three preparations at five concentrations of the
calibration curve with 3 replicate injections of each concentration, calculating relative
standard deviation (RSD). Method repeatability was tested by six preparation of the CBZ

standard at one concentration of 500 pug L™ .Inter-day precision was demonstrated
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analyzing by duplicate three samples of influent wastewater in two different days and by

two different analysts, result is expressed it as percent of RSD.

Extraction recoveries of CBZ were determined in hospital influent and effluent wastewater
using spiked samples at four concentrations levels: 250, 500, 750 and 1000 ng L™.
Accuracy was defined as (found value/added value) x100%.

All influent and effluent samples were analyzed by triplicate and their CBZ concentrations

were calculated by external standard calibration.

2.4 Sample collection

Hospital wastewater samples were collected from the WWTP of a Medical Center located
in the city of Toluca, Estado de México, Mexico, that serves patients from all the state.
This WWTP performs a pretreatment followed by activated sludge process wherein
microorganisms are applied to mineralize the contaminants and a last step clarification and
disinfection with sodium hypochlorite. The treatment plant process 250,000 L per week.
The sampling period was weekly from March to May of 2013. All samples were collected in
glass amber bottles (1000 mL), then stored immediately in ice-packed containers, and
transported to the laboratory for further analysis. Upon arrival, samples were immediately
passed through a 1-um glass microfiber filter from Ahlstrom Finland and then stored at 4
°C until analysis. Extraction and HPLC analysis were performed the next day after

sampling.

2.5 Sample extraction

Procedures for sample extraction of pharmaceutical residues using Oasis HLB-SPE
cartridges are reported elsewhere (58-60). Briefly, the sorbent of the cartridge has a
combination of hydrophilic-lipophilic polymer, which makes it suitable for the extraction of
different compounds. Each HLB cartridge was pre-conditioned with 5 mL of water and 5
mL of methanol on an SPE manifold. A volume of 200 mL of the water sample was passed
through the HLB-cartridge at a flow-rate of ca. 4-6 mL min™. After extraction was
completed, the cartridge was washed with 10 mL of water and then air-dried under
vacuum for 10 min. Trapped analytes were eluted from the cartridge using 10 mL of
methanol. Extract was diluted up to 10 mL with distilled water in a volumetric flask and
analyzed by HPLC.
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2.6 Photodegradation experiments

A solution of carbamazepine (10 mg L") was made in a 100 mL volumetric flask with
methanol-water 25:75 % v/v. This solution was split in two 50 mL glass tubes; one was
exposed to sun light with natural periods of light and darkness. The other was exposed to
continuous ultraviolet light consisting in a dark chamber equipped with two lamps with a
radiation source of 15 W Hg (254 nm). Irradiation time was from middle August 2012 to
early April 2013. These irradiated samples were analyzed once a week at the same hour
by HPLC.

3. Results and discussion

3.1 Method optimization and validation

Chromatographic conditions were optimized to achieve a separation with the best
sensitivity and avoiding matrix interferences. First, the mobile phase was optimized to
achieve a fast separation. Thus, two mixtures of methanol:water were evaluated: Mixture
A: 50:50 (v/v) and mixture B: 70:30 (v/v) . It was found that using the mixture A the
retention time of CBZ was 7 min in comparison of the 4 min with the mobile phase B. All
these experiments were carried out using the Symmetry C18 column. Also, a uBondapak
C18 column was tested; both columns showed a tailing and resolution to the nearest peak
similar however, the CBZ response was about 50% lower that the obtained with Symmetry
column and theoretical plates were also higher with this column. Thus the final
chromatographic conditions were: Symmetry C-18 analytical column, mobile phase B, flow
rate 0.5 mL/min with the UV and, detector set at 285 nm. Under these experimental

conditions hospital wastewater samples were injected to verify possible interferences.

We investigated the analytical characteristics of the developed method, such as its linear
response range, precision, accuracy and limit of detection and quantification to estimate
the efficiency of the approach and feasibility of applying it to the analysis of environmental

samples.

76



The regression equation is linear in the interval of 2.5-10 000 pgL™ with a correlation
coefficient of 0.999 for CBZ quantification. Detection and quantification limits were 1 and

2.5 ugL™ respectively.

Precision of CBZ standard and sample are presented in Table 1(a). For all concentrations
tested the RSD % was lower the 6. So the repeatability of standard and sample are

suitable for its intended use.

Specificity (selectivity) of the developed method is demonstrated by a representative
chromatogram from drug-free wastewater sample (blank) and the same sample spiked
with CBZ at 1 mg L™*(see Figure 1). In the figure, both chromatograms are overlappedand
it is observed that there is not a chromatographic peak that can interfere with the CBZ
signal, which show the ability of the method to detect the drug unequivocally in presence
of other components present in this type of water samples. Thus, it was concluded that
experimental conditions for the separation were appropriated.

All results presented for validation are within specification from the international
conference on harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals

for human use guideline (61)

3.3 Sample pre-treatment and solid phase extraction

The use of Oasis HLB for extraction of pharmaceuticals from different type of waters
(wastewater, surface water, groundwater) has been reported elsewhere (16, 62, 63).
Authors agree of it is excellent efficiency, yielding high recoveries for acidic, neutral

(carbamazepine) and basic analytes at a wide range of pHs, including neutral pH.

For WWTP influent, the average recoveries of CBZ ranged from 95.88 -104.30 %, with the
RSD ranging from 1.29-10.77 % and for effluent samples recoveries were 82.67-114.44 %
and the RSD 2.80-7.34 %. Recoveries of the influent and effluent might have been
affected by the presence of co-extracted matrix components, which typically suppress or,

less frequently, enhance, the analyte signals.
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3.2 Quantification of CBZ in Hospital wastewater

Quantification of CBZ in Hospital wastewater was performed through comparison of
retention time of carbamazepine standard solution and wastewater identification; the
quantities were calculated using the calculated calibration curve (y = 135977x + 1176.2).
Concentrations of CBZ found in the hospital WWTP have been detected in ranges from
3.3 — 55.8 for the influent and from <LOD — 5.9 (ug L™) for effluent (see Table 2). The
concentrations of carbamazepine residues in WWTP ranged from not detected. to 0.33 —
1.59 pg L™ in Austria (64), from 0.07 — 0.73 ug L™ in Korea (65). Also carbamazepine has
been detected at very high concentrations in WWTP up to 6.3 ug L* in German surface
waters (66). In this study we found that the concentrations of carbamazepine in the
hospital WWTP effluents ranged from <1 to 55.8 ug L™, higher to the concentrations
present in other countries, possibly due to the less population in hospital WWTP (150-200
patients per day), than the studies presented in Table 3, who process more wastewater
and dilution of carbamazepine is expected (380000 people).

Studies presented in Table 3 were performed by chromatographic techniques coupled to
mass spectrometry detectors, however in this paper HPLC was used for carbamazepine
gquantification obtaining favorable results only with a lower suitability LOD and LOQ higher
than those achieved with mass detectors. HPLC-UV/Vis is a technique more available and
economic, that's why we expect to soon complete a methodology using LC-MS, and

compare the results obtained with different equipment.

3.4 Degradation kinetics

Results of a solution exposed to solar irradiation for 217 days (by triplicate), are shown in
Figure 2 (a) the half life obtained was 166.54 day by solar light and indicate that the
substrate concentration decreases very slowly in the irradiation time (8 months),
comparing with other reports sulphamethoxazole, diclofenac, ofloxacin and propranolol
with half-lives of 2.4, 5.0, 10.6 and 16.8 days respectively (16), . Whereas visible sunlight
(400<i< 750 nm) hardly causes photochemical reactions, solar UV-B radiation(280<i<
315 nm) and partially solar UV-A radiation (315<A< 400 nm) induce various direct and
indirect photochemical processes in the top level of surface waters, which can lead to a
degradation of anthropogenic microcontaminants (67). Data reported in Figure 2 for CBZ

photochemical degradation of CBZ have been analyzed by plotting the natural log of the
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relative residual concentration against the time and adjusted to a first-order kinetic by least
squares regression. A kinetic constant value of 0.0048 day™ was obtained This data
agrees with Zhang et al who describe that carbamazepine is extraordinarily persistent to
biodegradation at low concentrations and Clara et al studied a full scale WWTP at sludge
retention time (SRT) up to 275 days and found no removal of carbamazepine (16, 68).

Experiments with UV radiation at 254 nm cause photolysis of some organic chemicals that
absorb UV light directly, causing destruction of chemical bonds and subsequent
breakdown of the contaminant. However, some other organic species do not degrade very
quickly or efficiently by direct UV photolysis, which is the case of carbamazepine (44). In
Figure 2 (b) results for solar irradiation are shown. A kinetic constant value of 0.003 day™

has been obtained from which a half-life t;,= 236.89 day has been calculated.

One way analysis of variance (ANOVA) using STATGRAPHICS Centurion, StatPoint
Technologies, Inc, (p < 0.05) was carried out to determine if no significant differences
existed between solar and UV light kinetic results. The data entered into the program were
by triplicate, time was the blocking factor because it can interfere in the analysis since
sample exposed to sun light was subject to normal weather conditions and UV sample was
continuously radiated. Results showed that time of exposure has a statistically significant
effect on decrease in the concentration of CBZ and also significant effect on decrease in
the concentration of CBZ between solar light and UV light has been observed. We
observed more degradation with solar light than UV light, half-life was less by solar light.

4. Conclusions

The HPLC method optimized in this report is rapid, sensitive, and specific. Accuracy and
precision of the method are within the parameters recommended by the tripartite
harmonised ICH Guideline(61). The simplicity of technique and its high sensitivity make
this technique particularly attractive for the quantification of CBZ in hospital wastewater.
The method can also be readily adapted to routine quality control analysis and wastewater

treatment plants.

Our degradation half life time values by solar and UV light shows the low biodegradability
and persistence of carbamazepine. Conditions study for degradation of wastewater is not

suitable for this propose because of the low biodegradability of carbamazepine. However
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sunlight resulted more efficient than UV light under the conditions studied, with a shorter
elimination half-life, verified with the ANOVA.
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Table 1

Validation data

a) Method precision including system repeatability, method repeatability and intermediate
precision.

b) Recoveries of CBZ in influent and effluent by solid phase extraction followed by HPLC

analysis in hospital wastewater samples

Concentration System Method Intermediate precision

Repeatability repeatability
(hg L) (area)

RSD(%) n=3
RSD(%) n=6

25 3.55 Samples RSD%
a) (Date) (n=3)
50 6.12 06/03/13 0.028
100 1.13 13/03/13 0.021
500 5.78 0.97 20/03/13 0.011
1000 3.77
Accuracy Recovery (%) (n=3)
Concentration (ug L™) Influent Effluent
b) 250 100.44 105.90
500 80.72 82.67
750 104.30 108.71
1000 95.88 114.44

RSD (%), relative standard deviation

n= number of preparations
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Table 2
Quantification of CBZ (ug L™) using solid phase extraction followed by HPLC analysis in

hospital wastewater samples and (%RSD) in parentheses.

Date of sampling Concentration of CBZ(ug L™)

Influent (n=3) Effluent (n=3)

23-01-13 49.3 (3) 5.9 (4)
06-03-13 7.7 (11) 4.4 (8)
13-03-13 3.7 (7) <LOD
20-03-13 41.7 (2) 4.7 (6)
03-04-13 8.3 (7) 4.1 (13)
09-04-13 55.8 (3) < LOD
16-05-13 36.3 (5) 3.2 (9)
28-05-13 3.3(8) 3.1 (12)
31-05-13 7.7 (9) 3.3 (5)
03-06-13 15.7 (4) 5.2 (7)
05-06-13 20.1 (9) 4.2 (12)

< Concentrations were less than LOD
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Table 3

Comparison of levels of CBZ in WWTP influents and effluents in different countries (ug L™)

Location Influent Effluent wastewaters References
wastewaters
Austria 0.33-1.85 0.47-1.59 (64)
Germany - Up to 6.30 (66).
Iltaly - <1.3x10%1.32 (69)
Korea - 0.07 - 0.73 (65)
Spain <0.10-0.95 <0.1-0.60 (62, 70)
Spain <61-0.95 <0.04-0.63 (62)
Switzerland - Up to 0.95 (50)
Israel - 0.46 — 1.66 (71)
Taiwain - 0.29 - 0.96 (72) et
Mexico 3.3-55.8 <1-59 This study

- Data not available
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Fig. 1 Chromatogram of hospital wastewater sample (effluent from 09-04-13) and the

same spiked efluent with CBZ (1 ppm). Retention time about 3.8 min.
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Fig. 2 a) Sunlight photodegradation of CBZ in methanol-water 25:75 % v/v, [CBZ]o=10 ppm. Start time 11 a.m.—end time 4 p.m. (middle
August 2012 to early Apr 2013). Experimental points (full circle), calculated values with first order kinetic model (solid line). k= 0.0048
days-1, t 1/2= 166.54 days. b) UV light photodegradation of CBZ in methanol-water 25:75 % v/v, [CBZ]o=10 ppm. Start time 11 a.m.—end
time 4 p.m. (middle August 2012 to early Apr 2013). Experimental points (full circle), calculated values with first order kinetic model (red

solid line). k= 0.003 days-1, t 1/2= 236.89 days
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A continuacion se presentan resultados no publicados.

7.2 GESTION DEL MUESTREO

El dia 27 de marzo del 2012 se realiz6 la gestion para el muestreo del agua residual de la
planta de tratamiento en el “Centro Médico Adolfo Lépez Mateos”, siendo aprobado el

proyecto por el subcomité de Ensefianza, Investigacion y Etica de dicha Institucion.

GOBIERNO DEL G

ESTADO DE MEXICO eNGRANDE | /=7 T .

Sl Suw &,

“2012. Afio del Bicentenario de £l llustroder Nadonal”

Toluca de Lerdo, México a
1" de  Abril de 2012
CMLALMDIR/217B50061/1671 2012

Acta Informativa

Siendo las 10:00 horas del dia 27 de Marzo de 2012, reunidos en el Aula 2 de la
Subdireccion de Ensefanza e Investigacion, el Subcomité de Ensefanza, Investigacion y
Etica procedemos a revisar el protocolo  de tesis. "CUANTIFICACION DE
CARBAMAZEPINA E IDENTIFICACION DE SUS PRODUCTOS DE DEGRADACION EN
AGUA RESIDUAL PROVENIENTE DE UN HOSPITAL POR CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASAS" realizado por la Q.F B,
ADRIANA Y. MARTINEZ GARAY el cual ha sido APROBADO por decisién unanime

Se da por terminada la reunion siendo las 10:30 horas de! dia 27 de Marzo de 2012
Firmando al calce lg8 integrantes del Subcomité de Ensefianza, Investigacion y Etica de
este Centro Médico

Flores Canovas
nsefianza e Investigacion
del Subcomité de

o Investigacion

CENTRO MIDICO
d:g”.n m'luf ADOLFO LOPEL "'q
: entro Médlico 1y recion GEYPR

SECRETARIA DE SALUD DEL ESTADO DE MEX
INSTITUTO DE SALUD DEL ESTADO DE MEX
e Le EGIONAL . SPECIAL
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7.3 CARACTERIZACION DEL ESTANDAR Y MEDICAMENTO
GENERICO

Se realiz6 la caracterizacion del estandar de CBZ Lote: 061M1687V conforme a la
USP 26 pag. 324-325. Esto con el fin de identificar a la carbamazepina con las

siguientes pruebas.

-Apariencia: Tanto el estandar como el medicamento genérico corresponden a un

solido blanco

-ldentidad por UV: Ambos presentan las mismas bandas de absorcion, que se
observan en la Figura 11. Para esta prueba se prepar6 una solucion de 4 mg/L del
estandar y del medicamento y se leyeron en el equipo Lamba 25 UV-VIS.

Absorbancia max

06 J\ 215nmy 285 nm
05

03 —STD CBZ 4 ppm

02 —MEDICAMENTO CBZ 4
01 \ ppm

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 11. Espectro de luz UV-VIS de estandar y medicamento de CBZ de 4 mg/L en metanol

90



-ldentidad por IR: En la Figura 12 se presenta el andlisis de las bandas de
absorcion del espectro de IR, tanto de la region de sus grupos funcionales
caracteristicos como de la region de la huella dactilar del estandar. Esta técnica
tiene aplicacion para especies moleculares en las cuales existen pequefas

diferencias de energia entre los estados vibracionales y rotacionales.

Para absorber radiacion en el infrarrojo, una molécula debe sufrir un cambio neto
en el momento dipolar como consecuencia de su movimiento de rotacion o de
vibracion. De esta forma el campo eléctrico alterno de la radiacion puede
interaccionar con la molécula y provocar cambios en la amplitud de alguno de sus
movimientos. La carbamazepina es una molécula adecuada para ser analizada
por esta técnica, ya que en su estructura contiene dobles enlaces que le

proporcionan cambios dipolares y por lo tanto absorben radiacion infrarroja.

En esta prueba se evalu6 el espectro de infrarrojo del estandar de CBZ, para
identificar las bandas caracteristicas de la molécula de CBZ, con lo reportado en
bibliografia. En este caso se identificd el grupo amida, arilo y el doble enlace, que

corresponden con la estructura quimica mostrada en la Figura 12.

T

Figura 12. Espectro de IR del estdndar de carbamazepina
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-Lectura de pH: La literatura informa que la carbamazepina es un compuesto
neutro, en la Tabla 7 se muestran resultados de pH tanto del estandar como
del medicamento, donde ambos pH son iguales.

Tabla 7. Lectura de pH de la solucion estandar y el médicamento génerico a 23.5°C £ 0.2.

Solucién estandar Solucién del medicamento
Temperatura (°C) 23.3 23.7
Lectura de pH 7.44 7.45

7.4 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y
EVALUACION DE COLUMNAS CROMATOGRAFICAS
(ADECUABILIDAD DEL SISTEMA)

Se evaluaron diferentes columnas para optimizar las condiciones de separacién
las cuales fueron: X- Terra C18 5um 4.6 x 250mm, pBondapack C18 5um 3.9 x
300 mm Waters, Bonclone C18 10um 3.9 x 300 mm Phenomenex, Symmetry C18
5 um, 3.0 x 250 mm Waters. Se evalud la siguiente fase movil: metanol: agua en
diferentes proporciones de metanol: agua (50:50, 60:40 y 70:30) La proporcién de
metanol: agua (70:30) fue la proporcion que se eligid, debido a que presenté un
menor tiempo de analisis, forma del pico mas afilado y mayor respuesta. En
cuanto a las columnas, las primeras dos se descartaron debido a que en la
primera el tiempo de retencion era de 15 min y en la segunda no se observaba el
pico de la CBZ. Las otras dos columnas fueron las que presentaron buenos
resultados para el analisis de la CBZ (Tabla 8), Se inyectd por triplicado una
solucién de CBZ de 150 ug/L obteniendo los pardmetros cromatograficos como:

tiempo de retencidn, area, altura, namero de platos tedricos (N), factor de
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capacidad (k") y coleo (ver férmulas para los calculos en el apartado de 2.13 de

validacion).

Tabla 8.Pardmetros cromatogréaficos como: tiempo de retencion, area, altura,
respuesta, numero de platos teéricos (N), factor de capacidad (k") y factor de coleo

COLUMNA TR N k’ Coleo Area Altura

Bondclone 10 um C,g, 300 x 3.9 46+ 19972 0.55 1.05 31213 2651
mm phenomenex 0.2

Symmetry Cig5um 3.0 X 3.6 0.2 7999 1.27 1.14 67363 6572
250mm Waters

7.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Se evalug la linealidad del método, la exactitud, precision, limite de deteccion y
cuantificacion y robustez, a continuacion se muestran los resultados del estudio,
los cuales cumplen con los criterios de aceptacion de acuerdo a “The International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use ICH la guia Q2 (R) Validation of Analytical
Procedures: Methodology”.que para la relacién cantidad adicionada vs cantidad
recuperada utilizando el método de estimacién de minimos cuadrados la r* es
mayor a 0.990 y una %DER del porcentaje de recobro, no mayor al 2%. La Figura

13 muestra las graficas de la concentracion & la respuesta analitica
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Figura 13.Cromatégrama de la CBZ (10 mg/L), columna Symmetry Cig5um 3.0 x 250 mm
Waters y fase mévil metanol: agua (70:30)

7.5.1 Verificacion del Limite de deteccion y de cuantificacion

Se prepararon distintas soluciones de mayor a menor concentracion a fin de
encontrar la concentraciéon de CBZ que nos proporcione una relacion sefial/ruido
de alrededor de 3 para el DL y de 10 para el QL. Se calculé la s/n encontrandose

en un rango de valor de 3-5 para el DL y de 8-13 para el QL (ver Tabla 9).

Tabla 9. Relacion sefial/ruido paraDL y QL de CBZ

CBZ SIN

QL DL
1 13.0 5.0
2 10.6 33
3 9.0 4.0
4 10.6
5 8.0
6 9.0
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7.5.2 Linealidad dela CBZ

Se determind la linealidad del método analitico, analizando diez soluciones
estandar de concentraciones entre (2.5 a 10000 pug/L), preparadas a partir de dos

soluciones stock. Cada solucién estandar se inyecté una vez. En la Figura 14 se
muestra la ecuacién de la linealidad.

STD LOTE PUREZA %
Carbamazepina 061M1687V 99.96

LINEALIDAD DE LA CBZ
y = 144257x - 422
1400000 R?=0.9992

1600000 -

1200000 -
1000000 -
800000 -

600000 -

Area (UA)

400000 —
200000 -

(o=

-200000

T T T T
(o] 2 4 6 8 10

concentracion (ppm)

Figura 14. Linealidad de la carbamazepina

Conclusion:

e Laregresion lineal demuestra la aceptacion del método en un intervalo de
concentracion de 2.5—- 10000 ug/L para la CBZ.
e Lar’=0.9992> 0.990.
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7.5.3 Verificacion del limite de cuantificacion de la linealidad para
la CBZ (Desviacion de la linealidad)

Esta prueba se realizé para saber que tanto se desviaba el valor tedrico del

experimental, es decir es una prueba de la exactitud del método analitico. En la

Tabla 10 se observa que la desviacion es de 1.2%

Tabla 10. Verificacion de la desviacion de la linealidad para la concentracion del QL.

Inyeccién Area Concentracién Concentracién % Desviacioén
(mg/L) calculada
1 2569.00 0.027 0.029 108.40
2 2477.00 0.027 0.028 103.01
3 2392.00 0.027 0.026 98.04
4 2491.00 0.027 0.028 103.83
5 2482.00 0.027 0.028 103.31
6 2263.00 0.027 0.024 90.48
Promedio 2445.67 101.18
Desv. std 105.66
%DER 4.32
Conclusion:

e El promedio de desviacion se encuentra dentro de 70-130 % (calculado con
exactitud)

e La desviacion estandar relativa (DER) de las areas de la CBZ es menor a
15.0% para concentraciones menores a 50 mg/L.

e Ellimite de cuantificacion (QL) para la CBZ es de 2.5 pg/L
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7.5.4 Precision
7.5.4.1 Repetitividad del sistema
Una preparacion del Estandar de CBZ Lote: 061M1687V a una concentracion de 1

mg/L, fue inyectada 6 veces, en la Tabla 11 se muestran las areas y tiempos de

retencion de las 6 inyecciones.

Tabla 11. Repetitividad del sistema a 1 mg/L

CBZ de 1 mg/L

Inyeccion Area TR
1 67087 4.611
2 64046 4.610
3 69041 4.661
4 65125 4.612
5 66962 4.625
6 67425 4.614
Promedio 66614 4.63
Desv. std 1772.27 0.03
%DER 2.66 0.63

Conclusion:

e %DER de areas es menor a 15.0% para concentraciones menores a 0.05%
(50 mg/L)
e %DER para TR es menor a 5.0%
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7.5.4.2 Repetitividad del método

Seis preparaciones de una muestra de afluente de agua residual muestreada el
dia 06-03-13, fueron inyectadas una vez cada preparacion. Esta prueba es para
evaluar la repetitividad del método en muestras reales de agua residual (ver
resultados en Tabla 12.

Tablal2. Repetitividad del método con agua residual hospitalaria

Muestra afluente Cantidad presente en la

Area TR (min) muestra
(06-03-13) (ng/L)

1 7193 3.958 7.91296

2 7205 3.941 7.92128

3 7426 3.951 8.07448

4 7266 4.001 7.96357

5 7341 4.005 8.01556

6 7412 3.966 8.06477
Promedio 7307 3.970 7.992
Desv. Std 101 0.027 0.070
%DER 1.4 0.67 0.88

Conclusion:

e %DER de areas es menor a 15.0% para concentraciones menores a 0.05%
(50 mg/L)
e %DER para TR es menor a 5.0%
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7.5.5 Precision Intermedia

La reproducibilidad del método estda demostrada por el andlisis de acuerdo al
método relevante. Se analizé una solucion de estandar de CBZ de una
concentracion de 1 mg/L, con seis preparaciones diferentes. La prueba se realiz6
en dos dias diferentes y por dos analistas distintos. En la Tabla 13 se muestran los

resultados encontrados:

Tablal3. Reproducibilidad del método a 1 mg/L

AREA
Nombre Dia 1 Dia 2 % Diferencia
CBz 69356 61896 0.108
69069 60826 0.119
70102 61906 0.117
69662 61421 0.118
70999 60289 0.151
69880 62036 0.112

Conclusioén:

La diferencia en las areas de carbamazepina es menor a 2.0%

7.5.6 Exactitud

7.5.6.1 Desviacion de lalinealidad
Los resultados de las pruebas de desviacion de la linealidad fueron preparadas

nueve soluciones estandar a tres niveles de concentracién (0.25, 0.5,y 1 mg/L) y
se calculd la concentracion experimental conforme a la ecuacion de la regresion
lineal (y = 144257x — 4222).
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Cada desviacioén se calculé de acuerdo a la ecuacion 14:

% Desviacion = Crxp * 100/ Crgo -« eeeneeeaaea i (17)

Dénde:

Cexp= Concentracion experimental

Cteo= Concentracion tedrica

A continuacion se presentan los resultados en la Tabla 14, con la desviacién de la

linealidad a las diferentes concentraciones probadas:

Tabla 14. Desviacion de la linealidad a concentraciones de 0.25, 0.5y 1.0 mg/L

Concentracion (mg/L)
0.25 0.5 | 1.0
Inyeccién % Desviacion
1 98.26 98.86 92.75
2 108.44 94.65 91.71
3 101.12 101.57 91.21
Promedio 102.61 98.36 91.89

Conclusion:

« La desviacion de la concentracion calculada respecto a la conocida es <

20.0%, por lo tanto la exactitud del método es aceptable para las tres

concentraciones de carbamazepina probadas.
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7.5.6.2 Recobros

La Exactitud del método se evalué por medio de recobros a diferentes
concentraciones comprendidas dentro del rango estudiado. Se prepararon
soluciones blanco por triplicado de las concentraciones probadas para los
recobros (0.25, 0.5, 0.75, 1 y 2 mg/L). En un matraz aforado de 200 mL se coloco
el volumen necesario de una solucién de CBZ de 100 mg/L y se aforo con agua
deionizada. Esto con la finalidad de conocer el &rea tedrica de cada concentracion.

A 200 mL de muestra de agua residual ya una vez filtrada (afluente y efluente), se
le adiciono la cantidad correspondiente (Tabla 15) partiendo de una solucion de
CBZ de 100 mg/L, preparada el dia del andlisis. Posteriormente se continuo con el

proceso de extraccion en fase solida.

Tabla 15. Diluciones tomadas de una solucién de 100 mg/L y las concentraciones finales
para el calculo de la exactitud del método

Concentracion final

Dilucion (mg/L)
0.5 0.25
1.0 0.5
1.5 0.75
2.0 1
4.0 2

El porciento de recobro se calculd con la siguiente ecuacion 15:

% Recobro = fﬂ 5 100 et (18)

Doénde:

Aexp= Area experimental
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Ateo= Area tedrica

A continuaciéon en la Tabla 16 se muestran los recobros con 200 mL de muestra

de agua residual a diferentes fechas de muestreo y a diferentes concentraciones.

Tablal6. % de Recobro a diferentes concentraciones y diferentes muestras de agua residual

hospitalaria
Recobro %
Fecha 28/05/2013 | 31/05/2013 | 03/06/2013 | 05/06/2013 | 16/05/2013 | 16/05/2013
Concentracion (mg/L) 0.25 0.5 0.5 0.75 1 2
Afluente 100.44 80.72 88.07 104.3 98.47 95.88
Efluente 105.9 82.67 93.61 108.71 114.44 108.99
Conclusién:

e Para las 5 concentraciones de recobros probados el promedio de recobro
se encuentra entre 80-120 % calculado con exactitud.

e Latendencia es a recuperar mayor cantidad de analito en el efluente debido
a que es la muestra de agua que ya ha recibido un tratamiento y por lo

tanto es mas limpia y con menor interferencia de matriz que el afluente.

7.5.7 Robustez

La robustez de un método analitico es una medida de la capacidad para
mantenerse sin afectaciones por pequefas pero deliberadas variaciones en los

pardmetros del método durante el uso normal.

Una solucion de 2 mg/L de carbamazepina se leyo en el cromatografo de liquidos

bajo distintas condiciones como se muestra en la Tabla 17:
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Tabla 17. Modificaciones al método para la prueba de Robustez

Prueba Variable Condicion original Modificacion

Metanol : Agua (70:30) Metanol : Agua (75:25) viv

1 Fase Movil
viv Metanol : Agua (65:35) viv
0.4 mL/min
2 Flujo 0.5 mL/min
0.6mL/min

Estos son los resultados de respuesta en areas de carbamazepina obtenidas con
las condiciones originales de operacion (ver Tabla 18), con la columna Symmetry

C18 5 mm 3.0 x 250 mm Waters y fase movil metanol: agua (70:30 v/v):

Tabla 18. Condiciones originales de operacion

Nombre RT (min) Area T
4.197 129580 1.15
CBz 4.161 128075 1.16
4.167 127358 1.14

T (Factor de coleo)
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En la Tabla 19, se muestran los resultados de robustez de fase mévil metanol:

agua 65:35y 75: 25 v/v, respectivamente.

Tabla 19. Robustez de proporcion de fase movil

Metanol: Agua (65:35 v/v)

RT (min) Area T
6.024 121289 1.14
6.023 128749 1.15
6.022 122620 1.14

Metano: Agua (75: 25 viv):

3.272 124402 1.17
3.268 123761 1.15
3.267 122786 1.15

Conclusioén:

e Al cambiar la fase mavil original (70: 30) por la modificada (65:35), solo se
afecta el tiempo de retencion del analito, al contener mayor cantidad de
fase acuosa, el tiempo de retencibn aumenta, esto es que el analito de
interés tarda mayor tiempo en eluir de la columna por su menor afinidad por
el agua. El caso contrario ocurre al aumentar el % de metanol en la fase
movil, haciendo que la carbamazepina eluya con mayor rapidez. Las areas

en los diferentes casos se mantienen constantes.

e El tiempo de retencién para la CBZ observado en el cambio de proporcion
de fase movil (65:25 y 75:25 de metanol: agua respectivamente) es mayor a
+ 20% respecto al obtenido bajo condiciones originales, por lo tanto no es

robusto este cambio.
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A continuacion en la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos con el cambio
de flujo de 0.4 y de 0.6 mL/min:

Tabla 20. Robustez de flujo de fase movil

Flujo 0.4 mL/min

RT (min) Area T
4.851 124581 1.2
4.856 123175 1.25
4.854 126354 1.22

Flujo 0.6 mL/min

3.721 124121 1.12
3.784 127895 1.14
3.754 127365 113

Conclusion:
e El tiempo de retencion de la CBZ observado en el cambio de Flujo de la
fase movil (0.4 y 0.6 mL/min) es menor + 20% respecto al obtenido bajo

condiciones originales, por lo tanto es robusto este cambio.
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7.6 DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION POR
ESPECTROSCOPIA DE LUZ UV-VIS y HPLC

Como se comento6 en el apartado 6.6 de metodologia, al inicio del experimento se
realizaba el seguimiento de la degradacién por espectroscopia de luz UV-VIS,
pero resulto ser una técnica poco sensible y para corregir esto, se buscd una
técnica analitica mas sensible que nos permitiera realizar la cinética de
degradacion con mayor exactitud. En las figuras 15 y 16 se muestran los
espectros de luz UV-VIS para la luz solar y luz UV respectivamente, donde
podemos observar una disminucion en el espectro de absorcién hasta el cuarto
dia, pero en el quinto dia la absorcion aumenta y comienzan a distorsionarse los
espectros de absorcion posiblemente porque sus productos de degradacion de la
CBZ absorben energia en la misma longitud de onda que la CBZ.
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DEGRADACION CBZ POR LUZ SOLAR
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Figura 15. Espectros de luz UV-VIS para la degradacién de CBZ por luz solar, seguida por un

periodo de 5 dias.
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DEGRADACION CBZ POR LUZ UV
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Figura 16. Espectros de luz UV-VIS para la degradacién de CBZ por luz UV, seguida por un
periodo de 5 dias.

7.6.1 LUZ SOLAR

La solucibn de CBZ de 10 mg/L para irradiar se prepard el dia 20-08-12,
obteniéndose el siguiente cromatograma de un blanco de metanol: agua (70:30)
(Figura 17 (a)) seguido de un cromatograma de la CBZ a un tiempo inicial con una

pureza de 99.84% (Figura 17 (b)). Esta pureza obtenida corresponde con la
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reportada en el certificado de analisis de Sigma-Aldrich del estandar de CBZ Lote:

061M1687V, en el cual se reporta una pureza de 99.8%.
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Figura 17. Cromatograma de la solucién blanco (a) y de CBZ tiempo inicial preparada el dia
20-08-12, pureza de 99.84% (b)

Una vez expuesta esta soluciéon de CBZ de 10 mg/L a luz solar, se ley6 con el
cromatografo de liqguidos semanalmente, hasta un periodo de 253 dias (31
semanas). En la Figura 18 se muestra un cromatograma de la solucion de CBZ
tras 56 dias de exposicion a luz solar, disminuyendo solo un 8.62% respecto al

porcentaje inicial de CBZ a un tiempo inicial.
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Figura 18. Cromatograma de la solucién de CBZ de 10 mg/L tras 56 dias de exposicion a luz

solar, pureza 91.22%

Con los datos obtenidos durante el tiempo de exposicion, se graficé logaritmo
natural de la concentracion contra el tiempo en dias. Hallandose una cinética de
degradacion de primer orden esto significa que la reaccion depende de la
concentracion de un solo reactante, que se descompone en uno o0 mas productos
de degradacion y la velocidad de reaccion es directamente proporcional a la
concentracion de la droga. El tiempo de vida media se extrapol6 de la ecuacion
obtenida en la cinética de degradacion por luz solar a una concentracion de 5

mg/L, obteniéndose un tiempo de vida media de 194.73 dias.
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Figura 19.Cinética de degradacion de primer orden por luz solar de la carbamazepina.

k= 0.0039 dias™, t 1,= 194.73 dias.

Podemos decir que bajo estas condiciones de degradacion con luz solar la CBZ se
degrada muy lentamente en comparacion con otros farmacos por lo tanto se
concluye que la carbamazepina es un farmaco muy persistente. La cinética de
degradacion se ajustd a un modelo matematico de primer orden dado que al
comprobar diferentes érdenes de reaccién el primer orden fue el que presenté una
r> mas cercana a uno. Y como se mencioné en el articulo de investigacion ya se

ha obtenido el mismo orden de reaccion en otros estudios (10).
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7.6.2 LUZUV

El experimento con luz UV se llevd a cabo como se menciona en el apartado de
metodologia en la seccion de degradaciéon por luz UV. Y se leyé en el

cromatografo de liquidos (ver Figura 20), de la misma forma que con la solucién

de luz solar.
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Figura 20. Cromatograma de la solucién de CBZ de 10 mg/L tras 43 dias de exposicion a luz
UV, pureza 91.44%

La cinética de degradacion calculada fue de primer orden y los resultados

obtenidos se muestran a continuacién en la Figura 21.
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Figura 21. Cinética de degradacion de primer orden por luz UV de la carbamazepina. k=
0.0026 dias™, t 1,= 267.56 dias

Con lo anterior mencionado se observa un tiempo de vida media de eliminacién
menor en la solucién de CBZ expuesta a luz solar 194.73 dias que la de luz UV
267.56 dias. Mas adelante en el apartado de Andlisis estadistico se discute mas

ampliamente el por qué la variacion de resultados entre luz solar y luz UV.
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7.7 CUANTIFICACION DE LA CARBAMAZEPINA DEL AGUA RESIDUAL
HOSPITALARIA

Se realizaron 11 muestreos en el periodo de enero-junio del 2013 en la planta de
tratamiento de agua residual del “Centro Médico Adolfo Lopez Mateos”. La
cuantificacion de la carbamazepina se hizo por estandar externo con base a la
ecuacion de la recta obtenida en la prueba de linealidad. A continuacion se
presenta en la Tabla 19 las concentraciones cuantificadas de carbamazepina en
el agua residual (afluente y efluente) y su respectiva fecha de muestreo:

Tabla 21. Concentraciones promedio encontradas en el afluente y efluente del
“Centro Médico Adolfo Lopez Mateos” en ug/L

Concentracion de CBZ

(no/L)

Fecha de muestreo Afluente Efluente
23/01/2013 49.29 <LD
06/03/2013 7.68 4.40
13/03/2013 3.69 <LD
20/03/2013 41.74 4.68
03/04/2013 8.32 4.06
09/04/2013 55.83 <LD
16/05/2013 36.25 3.20
28/05/2013 3.25 3.11
31/05/2013 7.70 3.33
03/06/2013 15.68 5.15
05/06/2013 20.14 4.15

A continuacion se muestran algunos cromatogramas tipicos de Efluente y Afluente

de agua residual (ver Figura 22).
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Figura 22. Cromatograma de Afluente (a) y Efluente (b) de agua residual muestreado el dia
13-03-13.

7.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizdé un andlisis de varianza de dos factores con la ayuda del programa
SPSS 17 para evaluar si existian diferencias significativas entre los dos
tratamientos que corresponden a los tipos de fotodegradacion (luz solar y luz UV)
con respecto al tiempo (en semanas) influia sobre la variable de respuesta

(concentracion) con un nivel de confianza de 95%.

A continuacion se presenta la Tabla 22 correspondiente al analisis de varianza
(ANOVA), donde los valores de P para el para todos los casos son menores a 0.05

y por lo tanto indican que existen diferencias significativas entre la luz solar y la luz

115



UV para la concentracion de la CBZ y de igual forma el tiempo si influye sobre la

variable de respuesta (concentracion).

Tabla 22. Datos de ANOVA para el disefio experimental de dos factores

Tests of Between-Subjects Effects

Variable dependiente::Concentracién

Fuente Suma de GL Cuadrado medio Fo Valor P.
cuadrados
Modelo corregido 601.264% 63 9.544 1152.214 0.000
Intercepto 10175.300 1 10175.300 1228445.021 0.000
Radiacion 10.609 1 10.609 1280.842 0.000
Tiempo 572.383 31 18.464 2229.122 0.000
Radiacion * Tiempo 18.271 31 0.589 71.1550 0.000
Error 1.060 128 0.008
Total 10777.624 192
Total Corregido 602.324 191

a. R?=0.998 (R? ajustada = 0.997)
GL (grados de libertad)

Fo (distribucién)

En la Figura 23 podemos apreciar que los valores medios para la luz solar y luz
UV no se sobreponen son diferentes en ambos casos y con esto se comprueba
nuevamente que si existen diferencias significativas en la luz solar y la luz UV a un
nivel de confianza de 95%.También se observa que el tiempo si influye para la

disminucién de CBZ, presentando diferencias significativas.
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Figura 23.Valor medio para los dos tipos de fotodegradacion, correspondientes a luz solar y
luz UV. A un nivel de confianza de 95%.

En la gréfica de cajas podemos visualizar el valor minimo, maximo, el valor
intermedio, el 25% de los datos asi como también el 75%, para cada dato
obtenido de cada semana donde se fue midiendo la disminuciébn en la
concentracion de CBZ para luz solar (Figura 24). Este tipo de grafico me indica
que la luz solar es mas eficiente que la luz UV, ya que en el mismo tiempo de
experimentacién la luz solar logra menor concentracién de la CBZ. Inclusive
cuando la luz solar fue con periodos de luz obscuridad natural (aproximadamente
8-9 horas de sol) y la luz UV permanecio todo el tiempo de analisis (8 meses
continuos sin interrupcion). Este resultado se le atribuye a que la luz solar aparte
de radiacion UV contiene calor lo cual ayuda a degradar compuestos organicos

con mayor facilidad. De igual manera se observa menor dispersion de los datos en
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la luz UV, la luz solar demuestra mayor dispersion y por lo tanto una menor

concentracion de CBZ en el mismo tiempo de analisis.
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Figura 24.Representacion de caja para luz solar y luz UV contra la variable de respuesta
concentracién. A un nivel de confianza de 95%.
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7.9 CONSUMO DE CARBAMAZEPINA EN PACIENTES DE
HOSPITALIZACION

Se solicito por ultimo al Director del Centro Médico Adolfo Lépez Mateos,
informacion acerca de la cantidad de carbamazepina administrada a pacientes
hospitalizados durante el periodo de muestreo en la planta de tratamiento de dicho
lugar (abril — junio). Asi como el nUmero de pacientes hospitalizados, esto con el
fin de mostrar un panorama acerca del el numero de pacientes, la cantidad
administrada de CBZ y la encontrada en el agua residual. Es dificil el poder
relacionar estas variables dado que es imposible el tener las mismas variables que
influyen en la cantidad encontrada en el agua residual en dos dias distintos porque
el numero de pacientes es diferente, la cantidad de agua utilizada por el hospital

de igualmente varia, asi como otros factores que influyen.

Tabla 23. Cantidad administrada de CBZ a pacientes de hospitalizacién

Fecha del Cantidad administrada No. de pacientes,  Concentraciéon de
muestreo de CBZ (mg) promedio por dia CBZ (mg/L)
03/04/2013 5600 174 0.00830
09/04/2013 2000 174 0.05583
16/05/2013 1600 159 0.03625
28/05/2013 2400 159 0.00325
31/05/2013 600 159 0.00770
03/06/2013 800 143 0.01568
05/06/2013 2000 143 0.02014
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. CONCLUSIONES

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es un método mas sensible
para el seguimiento de la degradacion de la carbamazepina, que la
espectrofotometria de luz UV-VIS.

Se logré optimizar y validar la técnica analitica para la cuantificacion de la
CBZ y el seguimiento de la degradacion, presentando una adecuada
exactitud, precision, repetitividad y linealidad en un rango de 2.5 —10 000
ug/L. De acuerdo con la ICH (guias Q2A y Q2B), entra dentro de
especificaciones.

Se comprobé que la carbamazepina es un farmaco persistente en el
ambiente y no biodegradable, al determinar su tiempo de vida media de
194.73 dias para luz solar y de 267.56 dias para luz UV. Y determinando
que entre la luz solar y UV si existen diferencias significativas para la
disminucién en la concentracion de la CBZ, de igual manera el tiempo, el
cual si presenta diferencia significativa a un nivel de significancia de 5%.

Se han encontrado CBZ en el afluente hospitalario a concentraciones de
3.7—-55.9 ug/L y en el efluente < LD — 5.8 ug/L.

Se determiné el orden de reaccién de la CBZ ajustandose a un orden uno
tanto para luz solar como para luz UV, con un coeficiente de determinacién

lo mas cercano a uno.
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