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Resumen

La aparicion de compuestos farmacéuticos tanto en aguas hospitalarias como en los
efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales y los grandes problemas
potenciales que esto puede generar en el medioambiente y en la salud humana, ha llevado
a la necesidad de plantear tratamientos complementarios, principalmente terciarios que
sean capaces de remover eficientemente este tipo de micro-contaminantes. Dentro de esos
tratamientos estan los sistemas basados en la reacciéon Fenton, un tipo de proceso
avanzado de oxidacién, el cual ha demostrado ser eficiente en la remocion de una gran
variedad de contaminantes. En este trabajo se planteo el uso de un sistema electro-Fenton
en el que las especies de hierro y el peréxido de hidrogeno, reactivos necesarios en la
reaccion Fenton, son electro-generados, en el primer caso, a partir de un anodo de sacrificio

de acero inoxidable reciclado (tipo austenitico - AISI 420 - proveniente de un residuo
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reciclable), y en el caso del peréxido de hidrogeno, empleando un cétodo de difusion de
gas (con fibra de grafito). El sistema se utilizé sin modificacién de pH, en presencia de acido
citrico. Los resultados muestran que al aplicar una densidad de corriente de 0.31 mA/cm?
sobre el anodo, se gener6 una concentracion de 0.07 mM después de 5 minutos de haber
encendido el sistema y que aumenta progresivamente con el tiempo hasta un maximo de
0.18 mM después de 60 min. Resultados iniciales mostraron que el hierro electro-generado,
en combinacion con el perdxido de hidrégeno 0.40 mM, también electro-generado;
conllevan a la degradacion completa de la ciprofloxacina CPF (un compuesto modelo de
contaminantes de preocupacién emergente), por lo que se espera que disminuya también
su actividad antimicrobiana. Teniendo en cuenta datos de degradacion de la ciprofloxacina
mediante sistemas electro-Fenton similares y productos de degradacién detectados durante
el tratamiento, se realizaron calculos in silico de ThOD, Log P y acoplamiento molecular
“Docking” para determinar la biodegradabilidad, la toxicidad y actividad antimicrobiana,
respectivamente, tanto del compuesto original (CIP) como de los productos de degradacion.
Los calculos mostraron una tendencia a aumentar la degradabilidad de los intermediarios
formados y a disminuir tanto la toxicidad como la capacidad antimicrobiana debido a los
bajos valores de inhibicion enzimatica. Los sistemas electro-Fenton han demostrado ser
eficientes en la remocién de este tipo de compuestos y tienden a ser sistemas sustentables
y de bajo consumo energético, cuando se emplean alternativas en su implementacion como

la demostrada en éste trabajo, al emplear materiales de reuso.

Palabras clave: Electro-Fenton, Electrodo de sacrificio, Contaminantes de Preocupacion

Emergente (CPE), Ciprofloxacina, Célculos in silico.
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Abstract

The appearance of pharmaceutical compounds both in hospital waters and in the effluents
of wastewater treatment plants, and the great potential problems in the environment and in
human health that this can generate, has led to the need to propose complementary
treatments, mainly tertiaries that are capable of efficiently removing this type of micro-
contaminants. Among these treatments, systems based on the Fenton reaction (a type of
advanced oxidation process) have been evaluated, which has proven to be efficient in
removing a wide variety of contaminants. In this work, the use of an electro-Fenton system
was proposed, in which the iron and hydrogen peroxide species, necessary reagents in the
Fenton reaction, are electrogenerated. In the first case, from a recycled stainless-steel
sacrificial anode (austenitic type - AISI 420 - from a recyclable residue), and in the case of
hydrogen peroxide, using a gas diffusion cathode (with fiber of graphite). The system was
worked in the presence of citric acid at near-neutral pH value. The results show that when
the current density of 0.31 mA/cm? was applied on the anode, a concentration of 0.07 mM
of iron species was generated after 5 minutes, which increases progressively until a
maximum of ~ 0.18 mM after 60 min. Initial results showed that electro-generated iron
species, in combination with 0.40 mM hydrogen peroxide, was also electro-generated; leads
to the complete degradation of ciprofloxacin, CIP (a model compound of contaminants of
emerging concern), therefore its antimicrobial activity is expected to decrease as well.
Taking into account degradation data (from other authors) of ciprofloxacin using similar
electro-Fenton systems, and degradation products detected during treatment, in silico
calculations of ThOD, Log P and molecular coupling “Docking” were performed to determine
biodegradability and toxicity, both of the original compound (CIP) and the degradation
products. The calculations show a tendency to increase the degradability of the

intermediates formed and to decrease both toxicity and antimicrobial capacity due to low
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enzyme inhibition values. Electro-Fenton systems have proven to be efficient in removing
this type of compound and tend to be a sustainable system with low energy consumption,
when alternatives are used in their implementation, such as the one demonstrated in this

work, by using reuse materials.

Keywords: Electro-Fenton, Sacrificial-electrode, Contaminants of Emerging Concern

(CEC), Ciprofloxacin, in silico calculation’s.

1. INTRODUCCION

El agua es la base indispensable para la vida, este liquido vital constituye cerca del 80%
de la masa del cuerpo de la mayoria de los organismos y hace parte de los procesos
metabolicos que sustentan la vida y es primordial en el equilibrio de los ecosistemas. Un
70% de la corteza de nuestro planeta esta cubierto por agua y cerca del 2.5% es agua
dulce, por lo que un pequefio porcentaje del agua dulce (menor al 1%) esta disponible para
diferentes actividades humanas. Estas actividades generan una alta carga contaminante
(quimica y biologica) en el agua, que ha ido aumentando durante las ultimas décadas
UNESCO, 2018), uno de estos tipos de contaminacion son los denominados contaminantes
de preocupacion emergente “CPE”, son un grupo de compuestos de diferente naturaleza
guimica que se encuentran por lo general en concentraciones bajas (en el rango de los pg/L
a los ng/L) y que han sido identificados en diferentes tipos de agua, como en aguas de
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) o en aguas hospitalarias

(Jardim et al, 2004).
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Entre los CPE se pueden encontrar moléculas de tipo farmacéutico (Botero-coy et al.,
2018), como antibidticos, que pueden propiciar la aparicion de bacterias patdgenas
resistentes, lo cual es considerado una de las grandes probleméticas de salud a nivel
mundial (Al6s, 2015). Se ha demostrado que las PTAR no son eficientes para la eliminacion
de este tipo de contaminantes, ya que no estan disefiadas para removerlos (Janet et al.,
2012). De manera convencional estas plantas cuentan con procesos primarios basados en
procesos fisicos-quimicos de coagulacién-floculacién, para remocion de material grueso,
grasas y de algunos contaminantes orgénicos, en algunos casos cuentan con sistemas
secundarios basados en procesos de degradacion biolégica que no son eficientes en la
remocion de algunos CPEs (Hernandez et al., 2015). En Colombia se han llevado a cabo
algunos estudios de identificacién y deteccion de CPE en aguas residuales de las ciudades
de Bogota, Medellin; aguas residuales hospitalarias en el municipio de Tumaco y aguas
superficiales de Florencia-Caqueta, en donde se destaca la presencia de un sin niumero de
compuestos como drogas ilicitas y compuestos farmacéuticamente activos ,en los que se
detectaron algunos antibioticos, como la ciprofloxacina (CIP), en concentraciones cercanas

a los 20 ug/L (Botero-coy et al., 2018).

La implementacion de sistemas adicionales terciarios, como los procesos avanzados de
oxidacion (PAOs), que permitan llevar a la degradacion de micro-contaminantes tales como
los CPE, es una interesante alternativa para el tratamiento de aguas de desecho (Patifio &
Ordofiez, 2014). Estos tratamientos consisten en modificar quimicamente la molécula por
un ataque inespecifico de especies oxidantes con el fin de oxidar por completo (Ziolo et al,
2015), hasta lograr su mineralizacion formando dioxido de carbono y agua, que no
representan problema para los ecosistemas (Miklos et al., 2018). Adicionalmente, las
especies oxidantes generadas a partir de reacciones definidas, segun el proceso PAOs

aplicado (Rahmani et al, 2018), tienden a mejorar las caracteristicas quimicas y
6
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organolépticas del agua. Estos tratamientos han demostrados ser eficientes en la
degradacion de diferentes antibioticos presentes en aguas simuladas y aguas residuales
(Chévez et al, 2009; Janet et al., 2012; Michael et al, 2018). Entre estos sistemas cabe
destacar aquellos sistemas que se basan en la reaccion Fenton (Kurt, et. al., 2017), la cual
consiste en la reaccion del perdxido de hidrégeno (H202) con el ion ferroso (Fe*?), llevando
principalmente a la formacién de radicales hidroxilo (Ec. 1-3) (Miklos, et al.,2018, Yang, et
al, 2019), especie con un alto potencial de 6xido reducciéon (E° = 2.80 eV) por lo que es

capaz de oxidar especies organicas indistintamente (Ec. 4).

Fe2 + H:02 - Fe*2 +HO- + HO- [1]
H202+ HO® - HOgze + H20 2]
HO2+ « Oz + H* 3]
HO« + [Cn Hn On N > CO2 +H20 [4]

Las reacciones tipo Fenton, sin embargo, tienen algunas limitaciones como el consumo de
sus reactivos y ademas debe trabajarse a un valor de pH cercano a 3.0, con el fin de evitar
la precipitacion de las especies de hierro (Zhao et al., 2018), lo que implica aumento en los
costos por las etapas acidificacion y posterior neutralizacion. Estos inconvenientes se
pueden resolver gracias al uso de acidos organicos como el acido oxalico, citrico, tartarico,
entre otros; que pueden generar complejos tipo metal-quelato con el hierro, permitiendo
trabajar a valores de pH cercanos al neutro (Martinez,et al 2018). En los sistemas tipo
foto-Fenton, el uso de éstos acidos lleva a una foto-reduccion de las especies de hierro

permitiendo reacciones redox ciclicas de los iones ferrosos formados en la reaccion Fenton
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(Morgada, 2002). Adicional a esto, el consumo de las especies reactantes necesarios para
la reaccion Fenton puede disminuirse si estos son generados mediante sistemas
electroquimicos (sistemas electro-Fenton). En este caso se induce una corriente a través
de determinados electrodos en presencia de un electrolito, y mediante reacciones de 6xido
reduccion simultdneas en la superficie de los electrodos, se puede llevar a la generacién de
peroxido de hidrogeno sobre el catodo (Martinez et al, 2018) (Ec.5-6) y de especies de

hierro sobre un &nodo de sacrificio (Minghua Zhou, 2018). (Ec. 7-8)

2 H20 + O2 +2e o H202 +2H* [5]
O2+ H" + 2" > H202 [6]
Fees) < Fet2ac) + 2e [7]
Fees) < Fet3ac) + 3e° (8]

En el sistema electro-Fenton se ha demostrado mayor eficiencia al utilizar anodos
especializados como son el de diamante dopado con boro (BDD) o anodos
dimensionalmente estables (DSA), que ademas de poder eliminar el contaminante organico
a través de una oxidacién anddica directa, lo pueden hacer a través de la formacién de otras
especies oxidantes secundarias que pueden llevar a una total degradacién y mineralizacion
(Yang & Oturan, 2019). Sin embargo, a pesar de ser una metodologia de operacion
aparentemente sencilla, su implementacion a escala industrial tiende a ser dificil (Rosales
et al., 2018), debido a que su aplicacion sugiere altos costos por el uso de &nodos como el
BDD o el DSA (su precio oscila entre los 0.65 a los 1.05 dolares por cada centimetro

cuadrado. Recuperado de https://hbyichangwiremesh.en.alibaba.com), sumado a la
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necesidad de adicionar sales de hierro (en algunos casos en forma de minerales ferrosos)
generando altos costos de instalacion. En la intencién de disminuir estos costos, se ha
planteado la implementacién de anodos de sacrificio, con los que se pretende electro-
generar especies de hierro mediante procesos de corrosion electroquimica (Guadalupe &
Manrique, 2015), en lugar de utilizar minerales ferroso como fuentes de hierro (P.V.
Nidheesh et al, 2017). Estas metodologias normalmente han sido utilizadas para la
remocion de diversidad de contaminantes (materia organica, metales pesados, etc.) por
electrocoagulacion (Chavez et al., 2009), y se ha venido empleando hace algunos afos de
manera exitosa en los sistemas basados en la reaccion Fenton (Mejia, 2005). En los
procesos en que se emplea un anodo de sacrificio, un parametro importante es su vida util,
esto porque una vez iniciado el proceso este sufrird procesos de corrosion, que conlleva a
pérdida del material. Tener materiales con largos tiempo de vida util es indispensable en
aras de minimizar el costo. Por otro lado el uso de corrientes elevadas puede llevar a un
rapido desgaste del anodo generando incluso altas concentraciones de las especies de
hierro, lo cual es poco beneficioso para aplicarlo a la remocion de CPE, ya que la saturacion
por especies de hierro en matrices acuosas tienden a generar lodos de Oxidos de hierro
(Mondal & Sinha, 2018). Existe la posibilidad de emplear aleaciones de aceros inoxidables
gue permiten una liberacion de especies de hierro controlada en sistemas de electro-
generacion (Ko€anova et al, 2016); por ejemplo aleaciones formadas por 89% hierro, 10%
cromo y 1% carbono (Padilla, 1999, Chaparro et al, 2015), que difieren de aquellas
aleaciones de acero crudo (97% Fe y 3% C), resisten muy bien a los procesos de corrosion
ambiental al presentar una estructura cristalina de base cuadrada cubica que impide la
formacion de oxidos de hierro, y tienden a sufrir menos procesos de pasivacion de su
superficie por estar en contacto con oxigeno. Sin embargo, el utilizar aleaciones de acero

inoxidable de alta pureza y calidad, no permite una disminucién de costos considerable.
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Por lo anterior, y teniendo en cuenta que se pueden encontrar materiales de esta naturaleza
de aleaciones (tipo austeniticas) en diferentes tipos de residuos, que no pueden ser
reintegrados facilmente la industria por presentar baja maleabilidad térmica (a diferencia
del acero crudo), se plantea reutilizar el material de desecho como fuente para preparacion
de &nodos de sacrificio a muy bajo costo. En Colombia, segin el comité colombiano de
productores de acero, se producen alrededor de 400 mil toneladas de acero inoxidable al
ano (se registraron 1.2 millones de toneladas en el afio 2018), de lo cual se tiene una tasa
de aprovechamiento a largo plazo del 96%. Esto significa que existe alrededor de 16 mil
toneladas al afio (que corresponde 4% de la produccion) de producto de desecho o
producto no reciclable (no aprovechable en la industria) de la industria siderurgica nacional

(ANDI, 2018).

Por otro lado, los sistemas electro-Fenton han sido ampliamente utilizados en la
degradaciones de una gran variedad de CPE, demostrando su capacidad para removerlos.
De estas remociones se han reportado también gran variedad de productos de degradacion
(PD), que dependen de las condiciones y configuracion del sistema aplicado. Estos PD,
pueden ser mas toxicos para distintos organismos (Wang et al., 2020) y menos degradables
gue su compuesto de partida, por lo que es recomendable realizar pruebas de
biodegradabilidad y de toxicidad a las muestras de aguas contaminadas, durante diferentes
periodos del tratamiento (Wang et al, 2020). Estas pruebas conllevan un gran desarrollo
experimental, muchas veces engorroso, y que genera gasto de tiempo, recursos y en
muchas ocasiones, no se puede garantizar la veracidad de los resultados obtenidos,
llevando a porcentajes de error relativamente altos. Sin embargo, actualmente gracias a
herramientas de calculo informatico sencillo, se pueden realizar acercamientos de estas
variables (toxicidad, degradabilidad, etc.) mediante metodologias in silico, tales como: i)

evaluar el perfil de biodegradabilidad a través de célculos computacionales teoricos de
10
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demanda de oxigeno ThOD (Serna-Galvis et al., 2019), ii) evaluar la toxicidad y
bioacumulacion de determinado compuesto mediante perfiles de lipofilicidad (log P) v iii)
posible pérdida de actividad antimicrobiana mediante metodologias de acoplamiento

molecular (molecular docking) (Ferreira,et al 2015).

Los objetivos del presente trabajo fueron i) estudiar la electro-generacién de especies de
hierro empleando un anodo de sacrificio de acero-inoxidable (referencia AlSI 420) obtenido
de material de desecho, en diferentes condiciones de trabajo como densidad de corriente y
pH, ii) determinar la capacidad del catodo de difusion de gas para electro-generar peréxido
de hidrégeno, iii) evaluar la eficiencia del sistema electro-Fenton propuesto para degradar
ciprofloxacina (compuesto modelo de CPE) y iv) emplear herramientas computacionales
para hacer una aproximacion a la evaluacion de la degradabilidad (ThOD), toxicidad (Log
P) y disminucion de la actividad antimicrobiana (Docking) tanto del compuesto contaminante
modelo, ciprofloxacina como de sus productos de degradacion (reportados en trabajos
previos por otros autores). Todo esto con la intencidon de aportar una posible alternativa en
la reduccion de costos de los sistemas electro-quimicos aplicados en la remocion de

contaminantes para su potencial aplicacion a escalas mayores.

2. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en los laboratorios de la linea de investigacion en
Remediacion Ambiental y Procesos Avanzados de Oxidacion adscrita del Grupo de
Investigacion en Ciencias Bioldgicas y Quimicas de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Antonio Narifio.
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2.1. Reactivos

Para la realizacion de los ensayos se utilizé &cido citrico (CeHsO7), acido sulfarico (H2S04),
sulfato de sodio (Na2S0a4), fenantrolina (C12HsNz), hidroxilamina (HsNO), acetato de sodio
(CH3COONa), fosfato diacido de potasio (KH2PO4), yoduro de potasio (KI) ,heptamolibdato
de amonio ((NH4)sM07024 ); todos grado analitico de Merck. Todas las soluciones fueron
preparadas con agua ultra pura producida por un equipo Millipore Milli-Q con una
resistividad de > 18 MQ cm a 25 °C. El estdndar de ciprofloxacina grado HPLC fue obtenido

de Sigma Aldrich.

2.2. Celda electroquimica

Se empled una celda electroquimica que consta de un vaso de vidrio de 250 mL, abierto no
dividido, operado en modo batch a temperatura ambiente. La celda esta equipada con un
catodo y un anodo (dependiendo del ensayo de diferentes caracteristicas) ubicados en el
centro de la celda a una distancia de 2.0 cm entre ellos. A la celda se le adicionaron 200
mL de electrolito soporte, el cual consiste en una solucion 0.05 M de sulfato de sodio.
En los casos en los que se adicion6 &cido citrico, este se encontraba en una concentracion
de 3.03 x 10° M (Martinez et al., 2018). Cuando el pH fue ajustado a 3.0 + 0.1, se adicion6
una solucién 0.1 M de acido sulfarico, haciendo las mediciones con un pH-metro HI 2212
de HANNA Instruments. La solucion fue agitada continuamente durante todo el proceso con
una barra magnética a una velocidad de 300 rpm en un agitador magnético ARECT de
VELP Scientifica, con el fin de asegurar la homogeneidad de la solucién y el transporte
adecuado de los reactivo desde y hacia los electrodos. Como molécula modelo para los

ensayos de degradacion se empled el antibiético ciprofloxacina (CIP).

Las diferentes configuraciones del sistema electro-Fenton empleadas en este trabajo

12
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fueron: i) produccion de especies de hierro a partir anodo de sacrificio de acero inoxidable
(aleacion AISI 420) con un cétodo inerte de acero inoxidable, ii) produccion de especies
oxidantes (H202) sobre un cétodo de difusion de gas GDE, con un &anodo inerte de grafito,
en este caso la celda fue burbujeada con aire de un compresor de aire para saturar la
solucién de oxigeno y asegurar su presencia durante el proceso, complementado con
agitacion magnética a 300 rpm. Diferentes densidad de corriente fueron aplicadas a los
anodos (entre 0.31 mA/cm? y 3 mA/cm?; para la generacién de especies de hierro) y los

catodos (entre 0.39 mA/cm? y 1.20 mA/cm?; para la generacién de especies oxidantes H20x.

2.3. Medicion de especies de hierro

La medicién de especies de hierro se realiz6 mediante el método colorimétrico con
fenantrolina, empleando una curva de calibracion por patron externo, previamente
estandarizada (patrones entre 1.0x10-3y 3.58x10% mM). En una celda de cuarzo de 2.0 mL,
se adicionaron 1320 pL de la muestra (o estandar en el caso de las curva de calibracion),
80 uL de solucién de hidroxilamina (0.1 M), 200 pL de una solucién de fenantrolina (5.54x10
3M) y 400 pL de una solucion de acetato de sodio (0.1 M). Para la determinacién de iones
ferroso se omitié la adicion de hidroxilamina y se lleva a volumen con electrolito. Se
homogeneizo6 la muestra y se midio la absorbancia de la solucién a una longitud de onda
de 510 nm después de 15 min en oscuridad en un espectrofotbmetro UV-Vis (Martinez,et

al 2018).

2.4. Determinacién de la formacion complejos de hierro — citrato
La medicion de la formacibn de complejos de hierro-citrato se realizd6 en un
espectrofotometro UV-Vis en configuracion de barrido en el rango longitudes de onda entre

600 nm y 200 nm, con intervalo de longitudes de onda igual a 5. Se hicieron barridos de

13
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solucién de cloruro de hierro (lll) , solucion de sulfato de hierro (ll), solucion de acido citrico
sola y solucion de perdxido de hidrégeno, todas en concentraciones de 5.0 mg/L.
Ilgualmente se hicieron barridos de las mezclas de soluciones de sulfato de hierro + &cido
citrico; cloruro de hierro (lll) + acido citrico; peréxido de hidroégeno + sulfato de hierro y
peroxido de hidrégeno + sulfato de hierro + &cido citrico; todo esto con el fin de simular las
condiciones de la celda electroquimica y siguiendo la relacion estequiometria de reaccion
(1:1) entre la concentracion molar de hierro y acido citrico (Caram, 2018). De igual manera
se hicieron barridos con soluciones de hierro electro-generado en el sistema en presencia

de &cido citrico el cual fue posteriormente adicionado.

2.5. Medicion de oxidantes electro-generados

La concentracion de las especies oxidantes totales electro-producidas en el sistema
electroquimico se determiné por el método yodométrico, empleando una curva de
calibracion por patron externo, previamente estandarizada (patrones entre 0.1 y 2.0 mM).
En una celda de cuarzo de 2.0 mL se adiciona una alicuota de 600 pL de la muestra (o
estandar), 1350 pL de la solucion de yoduro de potasio de 0.1 M y 50 uL de la solucién de
heptamolibdato de amonio (0.01 M). Se homogeneizé la muestra y se midio la absorbancia
de la solucién a una longitud de onda de 350 nm después de 15 min en la oscuridad en un

espectrofotometro UV-Vis (Martinez,et al 2018).

2.6. Célculo de la demanda teérica de oxigeno (ThOD) de la CIP y sus productos de
degradacion.

La metodologia planteada para determinar la demanda tedérica de oxigeno fue adaptada de
los trabajos previos (Serna-Galvis et al., 2019; Kim et al., 2000), donde se calcula la ThOD,

partiendo de la férmula del compuesto en estudio (ChHmOeXkNjSiPh), donde X representa la
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suma de los halégenos. Adicionalmente, se supone que todo el nitrdgeno organico se
transforma en amoniaco y que la oxidacion del carbono, fésforo y azufre que se produce en

la molécula es estequiomeétrica (Ec. 10)

CihHmOeXkN;SiPh + bO2 - nCO, + [(Mm— k— 3j— 2i— 3h)/2] H20 + kHX + jNH3 + iH2SO4 + hH3PO4 [10]

El valor del coeficiente b se define como las moles de oxigeno necesarias para oxidar un

mol de la sustancia orgéanica y se calcula utilizando la (Ec.11.)
b = n+ [(M-k-3j-2i-3h)/4] - (e/2) +2i+2h [11]

EI ThOD (en mg O2/L) para 1 mmol/L de materia organica (CnrHmOeXkN;SiPn) se obtiene de

la siguiente manera (Ec. 12):
ThOD = b*32 [12]

Con lo anterior se puede determinar la funcién de estado AThOD, la cual es calculada por

diferencia entre ThOD del producto de degradacién y el compuesto original (Ec.13).

AThOD = ThOD producto de degradacion — ThOD compuesto original [13]

2.7. Evaluaciéon de toxicidad de la CIP y sus PD mediante el calculo de perfil de
lipofilicidad Log P

El coeficiente de particion entre el n-octanol y el agua (log Po/w) es el descriptor clasico de
la lipofilicidad, para el que se utilizan multiples predictores con el fin de seleccionar los
métodos mas precisos para una serie quimica determinada y generar una estimacion
(Mannhold, R, et al. 2009; Ren et al., 2010). EI modelo predictivo llamado W LogP
implementado en la plataforma SwissADME, es un método puramente atomistico basado

en el sistema fragmentario de Wildman y Crippen, que incluye factores correctivos y una
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comparacion con una base de datos (Wildman, S. & Crippen, G. 1999). El perfil de Log P/w
calculado para una sustancia se puede relacionar con la capacidad de atravesar estructuras
lipofilicas tales como las membranas plasméticas. También permite relacionarlo con el tipo
de transporte hacia el interior de la célula mediante un coeficiente de permeabilidad que se
obtiene mediante el servidor PerMMm (Lomize et al., 2019). Ese coeficiente de
permeabilidad establece la evaluacién tedrica de la permeabilidad pasiva de las moléculas
a través de la bicapa lipidica basandose en la teoria de la solubilidad-difusién no
homogénea (coeficiente de permeabilidad de bicapa lipidica) (Lomize & Pogozheva, 2019).
Adicionalmente se calculo la velocidad de permeabilidad J mediante una derivacion de la

ley de fick (Delgado, 2014) (Ec. 14)
J=-PxAc [14]

Donde P es el coeficiente de permeabilidad de membrana y Ac es la diferencia entre
concentraciones de la molécula evaluada en ambas parte de la bicapa, la cual en este caso
se asume como un valor de n concentracion en el exterior de la célula y un valor 0 de
concentracion al interior. Por ultimo se llevé a cabo la prediccion de la capacidad de
inhibicion enzimatica mediante el servidor MOLinspiration (http: //www.molinspiration. com),
en donde se realiza una comparacion de las moléculas evaluadas con farmacos modelos
gue son inhibidores de la actividad enzimatica. Esto con el fin de determinar la posibilidad
de unién de los compuestos de degradacion a determinadas enzimas comparandola con la

capacidad inhibitoria de CIP.
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2.8. Evaluacion de actividad antimicrobiana de la CIP y los PD mediante calculo de

acoplamiento molecular (docking)

Para la metodologia de acoplamiento molecular se utilizé6 el autodock vina v1.1.2,
mediante un acoplamiento de ligando flexible y receptor rigido, se utilizd como objetivo el
dominio de unién de ruptura a quinolonas de la cadena A de ADN girasa de E. Coli extraida
del Protein Data Bank (1AB4) esto segun (Akter et al., 2012), la cual se proceso; se protond
la estructura y se afiadieron las cadenas laterales que faltaban. Se eliminaron las moléculas
de agua y los cofactores con los que se resuelve la estructura cristalina (Ferreira et al.,
2015). Se establecié como punto de unién alostérico los residuos Ser 111, GiIn 267, Glu
94, Glu 267, Asp 113, Ser 97 (Aziz,et al 2011), determinando como residuos responsables
de la inhibicidbn enzimatica la interaccion con la Aps 87 y Arg 91 (Pefa, 2015). Por otro
lado, los ligandos virtuales (CIP, PD1, PD2, PD3, PD4, PD5 Y PD6 ) se trataron a partir de
la revisiébn de las posiciones de sus atomos y de todos sus enlaces, tomando como
referencia la estructura mostrada en la base de datos PuBChem para la molécula inicial
CIP vy las estructuras obtenidas a partir de los datos de espectrometria de masas para los
productos de degradacion, donde se model6 los ligandos a partir de su estructura 2D
(Rakhshandehroo et al, 2018; Gupta & Garg, 2018). Empleando el programa Avogadro se
corrigieron angulos mediante método gaussiano. Para el docking en condiciones de pH 6.1
en el programa autodock tools v4.2 se establecio la raiz de torsidn y los posibles puntos de
torsion, esto se realiz6 con cada uno de los productos de degradacion (Pefia, 2015).
Posteriormente, se realiz6 una inspeccion visual de los resultados en el programa Pymol,
para determinar el grado de similitud entre las poses generadas y las poses nativas, en

base a la energia necesaria para la interaccion estable.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Validacién de técnicas

3.1.1. Validacién de la técnica espectrofotométrica para la medicién de oxidantes
Siguiendo la metodologia de medicién de especies oxidantes descrito con anterioridad, se
realiz6 la curva de calibracion utilizando diversas concentraciones de peroxido de hidrégeno
grado reactivo (Fig. 1). Los resultados demuestran un comportamiento lineal que indica
una correlacion entre la concentracion y la sefial de absorbancia del complejo formado con
los oxidantes de la muestra, corroborado por un valor de coeficiente de correlacion lineal

estadistico (R?) de 0.9984.

2,5000

2,0000 y = 0,9814x - 0,0028
R2 =0,9998

1,5000

1,0000

Absorbancia

0,5000

0,0000
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Concentraciéon (mM)

Figura 1. Curva de calibracion de oxidantes con un rango de cuantificacién de 0.1

a2.0mM

Para determinar la precision del método implementado se realizé las medidas por triplicado

de los puntos de calibracion asi como repeticiones de las medidas en diferentes dias esto
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con el objetivo de eliminar la variabilidad de la medida por variantes ambientales e
instrumentales. Todas las mediciones tuvieron un coeficiente de varianza menor al 2%
Ilgualmente, se determind la exactitud del método calculando el porcentaje de recuperacion
de las medidas de las concentraciones analizadas, las cuales estuvieron entre el 86% vy el

99% superiores al 3% (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de exactitud y precision del método para la medicion de oxidantes

Concentraciones
Concentracion segln la Curva de PROMEDIO DES %C.V % de recuperacién

(mM) Calibracion

0,100 0,085 | 0,087 | 0,087 0,0863 8,0,E-04 | 0,928 86,321
0,300 0,291 | 0,295 | 0,298 0,295 3,5,E-03 | 1,176 98,300
0,500 0,486 | 0,489 | 0,489 0,488 2,0,E-03 | 0,410 97,597
1,000 0,982 | 0,985 | 0,982 0,983 2,0,E-03 | 0,204 98,284
1,500 1,495 | 1,492 | 1,464 1,483 1,7,E-02 | 1,153 98,898
2,000 2,001 | 1,904 | 1,936 1,947 5,0,E-02 | 2,546 97,356

Se obtuvo un limite de cuantificacién de 5.44 x102 mM el cual se aceptd, teniendo en cuenta
gue la concentracion de las muestras tomadas del sistema EF, las cuales fueron superiores
a 0.10 mM. Se obtuvo un limite de deteccién de 3.09x 102 mM, garantizando que el ensayo
no solo posee una buena sensibilidad para la cuantificacion de los oxidantes generados,
sino también para su deteccion. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede
afirmar que el método espectrofotométrico se encuentra validado, y es una herramienta
importante para determinar la cantidad de oxidantes generados, durante todos los

experimentos de degradacion de mediante el proceso EF.

3.1.2. Validacion de la técnica espectrofotométrica para la medicion de especies de

hierro en solucién
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Siguiendo la metodologia de medicién de especies de hierro descrito con anterioridad, se
realizo la curva de calibracion utilizando diversas concentraciones de sulfato de hierro grado
reactivo (Fig. 2). Los resultados demostraron un modelo lineal lo que indica una correlacion
entre la concentracién y la sefial de absorbancia proporcionada por la formacion del
complejo coloreado del analito. Lo que demuestra coeficiente de correlacion lineal
estadistico (R?) de 0.9989. Se realizaron medidas por triplicado de los puntos de calibracién
obteniendo unos coeficientes de variacion menores del 2% entre las medidas lo cual implica

una baja dispersion entre las mediciones (Tabla 2).

0,350 1 y = 0,966x - 0,0045
0.300 - R2=0,9973

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400
Concentracion (mM)

Figura 2. Curva de calibracion de especies de hierro con un rango de cuantificacion de

0.001 a 0.350 mM.

Para determinar la precisién del método implementado se realizé las medidas por triplicado
de los puntos de calibracion asi como repeticiones de las medidas en diferentes dias esto
con tal de eliminar la variabilidad de la medida por variantes ambientales e instrumentales

las mediciones tuvieron un coeficiente de variacion menor al 2%, se determind la exactitud
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al determinar un porcentaje de recuperacion de las medidas de las concentraciones

analizadas las cuales estuvieron entre el 80 y el 98% (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de exactitud y precision del método para la medicion de especies de

Hierro
Concentraciones % de
Concentracién segln .Ia Cu.r}/a de PROMEDIO DES %C.V e

(mM) Calibracion

0,001 0,001 | 0,001 | 0,001 0,001 2,E-04 2,668 98,481
0,009 0,009 | 0,009 | 0,009 0,009 2,E-04 2,293 98,659
0,018 0,014 | 0,015 | 0,015 0,015 3,E-04 2,295 82,551
0,090 0,073 | 0,073 | 0,073 0,073 4,E-04 0,528 81,509
0,179 0,161 | 0,161 | 0,158 0,160 2,E-03 0,965 89,253
0,358 0,348 | 0,349 | 0,346 0,348 1,E-03 0,384 97,104

Se obtuvo un limite de cuantificacién de 2.69 x10-° mM el cual se aceptd, teniendo en cuenta
gue la concentracion de las muestras tomadas del sistema EF, fueron superiores a 8.95
x103 mM. Se obtuvo un limite de deteccién de 5.37 x10* mM, garantizando que el ensayo
no sélo posee una buena sensibilidad para la cuantificacion del hierro en solucion, sino
también para su deteccion. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la evaluacion
de los parametros de validacion establecidos, se confirm6é que el método
espectrofotométrico se encuentra validado, y es una herramienta importante para
determinar la cantidad de hierro en solucién, durante todos los experimentos de electro-

generacion y durante los test de degradacion de mediante el proceso EF.

3.2. Electro-generacion de los reactivos Fenton
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3.2.1. Electro-generacién de especies de hierro

Siguiendo la metodologia anterior para la configuracion de la celda electroquimica y
basandose en el trabajo de (KoCanova & Dusek, 2016), se evaluo la capacidad de dos tipos
de materiales de anodo de sacrificio en la electro-generacion de especies de hierro. El
primero un acero inoxidable con una aleacién tipo austenitico (acero de referencia; AR), el
cual se considera de alta pureza y el segundo un acero con una aleacion de baja pureza
tipo martensita (referencia AISI 420), encontrado en materiales de uso cotidiano y
proveniente de una fuente de desecho. En ambos casos las pruebas se realizaron en
diferentes valores de densidades de corriente (area del electrodo 5 cm?). La Figura 3
muestra la concentracién de especies de hierro electro-generadas: Fe total (FT), Fe?*y Fe®*,
en funcion del tiempo a diferentes densidades de corriente. Para el primer material de
electrodo (AR), se observé un aumento en la concentracion de especies de hierro
generadas a medida que se aumentaba el tiempo. Esta tendencia es similar a diferentes
densidades de corriente aplicadas. De igual manera se observa que a mayor densidad de
corriente, mayor es la produccién de especies de hierro, resultado esperado segun
resultados reportados por otros trabajos (Nidheesh et al., 2017). Se puede observar que a
densidades de corriente bajas (1 mA/cm?), y en un tiempo relativamente corto (20 min) ya
se generan concentraciones considerables de hierro en solucién (entre 0.05 mM y 0.1 mM),
suficientes para que una reaccion Fenton pueda llevarse a cabo, y que estan cerca a la
concentracion de hierro permitida (0.0895 mmol/L) en aguas superficiales segun la
normativa colombiana (ICONTEC, 2018). Ademas, se debe tener en cuenta que
concentraciones altas pueden llevar a la formacién de hidroxidos insolubles a valores de

pH altos.
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Figura 3. Generacion de especies de hierro en condiciones de pH 3 con electrodo de

referencia de acero inoxidable.

En estas pruebas también se evaluo6 el efecto de pasivacion de la superficie del electrodo,
evidenciado en la formacion de vetas de oOxidos de hierro en la superficie. Para este
electrodo no se observaron la formacion de dichas vetas ya que al ser una aleacion con un
alto contenido de cromo puede resistir el efecto de corrosion electroquimica al cual se esta
sometiendo. El cromo puede oxidarse mas facilmente en la superficie evitando la formacion
de Oxidos de hierro (Aperador & Uscéategui, 2015; Padilla, E, 1999). Estos primeros
resultados muestran la posibilidad de la generar electroquimicamente hierro de manera

controlada, modificando la corriente aplicada al sistema.

En el caso del electrodo de sacrificio que emplea material de desecho, se fabricaron
electrodos que consistian de 3 laminillas (hojas de afeitar marca Minora, sin usar) de acero
AISI 420 de 39 mm x 44 mm con un espesor de 1.5 mm la cual corresponde a un acero

martensitico, una de las aleaciones mas utilizadas en la cotidianidad (ANDI, 2018). El &rea

23



de trabajo superficial fue 16 cm? para cada anodo de sacrificio. Para las pruebas de
liberacién de especies de hierro se trabajé con densidades de corriente entre 0.3 y 1.0
mA/cm?, ya que en las pruebas anteriores 1.0 mA/cm? es una densidad suficiente para

producir las cantidades de hierro requeridas para la reaccion Fenton.

La Figura 4 muestra los resultados de estas pruebas. Se puede observar que a medida que
aumenta la densidad de corriente, aumenta la concentraciéon de hierro total (Fe') en
solucién. Sin embargo el aumento de la concentracion no es proporcional al aumento de la
corriente, lo que permite establecer que la ganancia en cantidad de especies de hierro en
solucién no es sopesada por el consumo energético que conlleva el aumentar la corriente.
En ese sentido se decidié emplear densidades de corriente bajas (0.31 mA/cm?), con la
cual, un tiempo de 10 min es suficiente para la formaciéon de la mayor cantidad de especies

de hierro en solucion.

1,2
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Fe*= Fa* FeT Fe® Fet FeT Fe* Fe*= FeT
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Figura 4. Generacion de especies de hierro en condiciones de pH 3 con electrodo de

sacrificio de acero inoxidable de una fuente de desecho.
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Bajo estas condiciones de trabajo se determiné una vida de uso media para este electrodo
de 32 horas antes de que la liberacion de hierro sea irregular. Después de este tiempo se
observa la aparicion de vetas de 6xido de hierro en la superficie. Se realizé igualmente la
determinacion del coeficiente de pérdida de masa cada 16 horas de uso, encontrandose un

porcentaje de pérdida de material total del 2.3 % m/m.

3.2.2. Electro-generacién de especies de hierro en presencia de acido citrico
Como se mencion6 anteriormente, el trabajar a pH 3.0 implica costos elevados para la
implementacion de los sistemas electro-Fenton a escala mayor, por lo que el adicionar
acidos organicos, que pueden obtenerse de fuentes naturales a bajo costo, permite
mantener el hierro en solucién a pH cercanos al neutro. Por lo tanto, se realizaron pruebas
de electro-generacion de especies de hierro en presencia de acido citrico (3 x 10° M), con
el fin de establecer el comportamiento del sistema con la posible formacion de los complejos
hierro- citrato.
0,14
0,12
0,1

0,08

0,06 0,31 mA/cm? ;pH 3

Fe" mmol/L

0,04 0,31 mA/cm? ;Ac

0,02 0,62 mA/cm? ;Ac

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 5. Comparacién de la generacién especies de hierro en presencia acido citrico sin

modificacion de pH y a pH 3.0.

25



uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

La Figura 5 muestra resultados similares de concentracion de especies de hierro (Fe™) en

solucién cuando se trabaja a pH 3.0 y cuando se trabaja en presencia de &cido citrico sin
modificacion de pH (linea gris (-°-) y naranja (-*-), respectivamente), durante los primeros

5 min de aplicada la corriente. La concentracion obtenida es ~ 0.08 mM en ambos casos.

Se pudo observar que el aumentar al doble la densidad de corriente (0.62 mA/cm?; linea
azul (-=-)) no se observa un aumento en la produccién de especies de hierro. Si el tiempo

es extendido, se observa aumento en la concentracién pero no en manera proporcional, por
lo que se establecié una densidad de corriente de 0.31 mA/cm? y un tiempo de electrélisis
de 5 min como condiciones adecuadas generar la concentracion de especies de hierro
minimas necesarias para llevar a cabo la reaccion Fenton, cumpliendo igualmente con la
normativa colombiana de niveles de hierro en aguas superficiales. Estas condiciones
ademas permiten un minimo desgaste del anodo de sacrificio, aumentando su tiempo de
vida medio con un relativo bajo consumo energético (4.167 x 10 kW.h/m3); en un rango
de pH cercano al neutro por la presencia del &cido citrico (~ pH 5.0). Adicionalmente, se

comprobd la formacién del complejo Fe3*- citrato mediante los barridos en el rango UV-Vis

(Fig. 6).
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Figura 6. Espectros de &cido citrico, especies de hierro y sus complejos de con citrato

3.3. Electrogeneracion de peréxido de hidréogeno

La electro-generacion de peroxido hidrogeno se lleva a cabo en la superficie del catodo de
difusion de gas (de un sistema grafito/GDE), el cual es la especie oxidante, que en
presencia de hierro (electro-generado en este caso), lleva a la formacion principalmente de
radicales *OH (Reaccion Fenton, Ec. 1). La concentracion de peroxido de hidrogeno
electrogenerado durante 60 min, empleando diferentes densidades de corriente y en dos
valores de pH se muestra en la Figura 7. Se puede observar que al aumentar la densidad
de corriente, la concentracién de H202 es mayor, como es de esperarse, un mayor flujo de
electrones sobre el catodo permite una mayor produccion de H20: (Ec. 5 -6) en condiciones
de pH 3.0. Igualmente se evidencia una disminucion considerable de la concentracion de
H20:2, para las tres densidad de corriente evaluadas cuando el acido citrico esta presente
en comparacion a la condicion de pH 3.0 , esto debido presumiblemente a un proceso de
oxidacion del acido por parte del H202 como ha sido reportado por otros autores (Morgada,
2002). Sin embargo, en presencia de Fe?*, el H202 tiende a oxidar preferentemente el Fe?*.
Por lo tanto, la concentracion de H20:2 tiende a ser mas baja en los casos en los que estas
especies (acido o Fe?*) estan presentes, que cuando estan ausentes. La densidad de
trabajo seleccionada sobre el catodo para emplearse en el sistema electro-Fenton fue de
0.39 mA/cm?, que implica un menor gasto energético, segin se demostré en trabajos

previos en el grupo de investigacion (Martinez et al., 2018).
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Figura 7. Concentracion de peréxido de hidrogeno electro-generado sobre un catodo
GDE, en condiciones de pH 3.0 (barras azules) y en presencia de acido citrico (barra

roja) después de 60 min de electrdlisis.

3.4. Sistema electro-Fenton (dnodo de sacrificio de acero / GDE)

Con los resultados anteriores de electro-generacion de especies de hierro, con un electrodo
de sacrificio, y de H202 sobre un céatodo GDE; se plante6 un montaje para la
implementacion de un sistema EF (sin adicibn de reactantes) a pH cercano al neutro
(adicion de acido citrico). El sistema propuesto implica dos etapas. La primera consiste en
la electro-generacion in situ de especies de hierro en solucién (principalmente iones Fe?*)
empleando una configuracion anodo de sacrificio (material de residuo)/catodo inerte
(acero), aplicando una densidad de corriente de 0.31 mA/cm?, durante 5 minutos. La
solucién que contiene las especies de hierro electro-generadas es sometida a una segunda
etapa electrolitica en la que la configuracion de electrodos es anodo de grafito inerte/catodo
de difusién de gas GDE, aplicando una densidad de corriente de 0.39 mA/cm?. La Figura 8
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muestra el comportamiento de las especies electro-generadas durante estas dos etapas.
Pasados los primeros 5 min (etapa 1), se observdO un aumento progresivo de la
concentracion de Fe?* hasta alcanzar una concentracion aproximada de 0.1 mM a pH 3.0y
de 0.06 mM en presencia de acido citrico, debido a que a valores de pH altos, tiende a ver
menores cantidades Fe?* disponible. Sin embargo, la presencia del acido citrico permite
mantener una concentracion considerable en medio acuosa. En la segunda etapa, cuando
el H202 es electro-generado, la concentracion de Fe?* comienza a disminuir
progresivamente a valores cercanos a 0.07 y 0.02 mM, a pH 3.0 y sin modificacion de pH,
respectivamente, después de 5 min de esta segunda etapa (10 min en total en la Figura 8).
Esto evidencia la reaccién entre el Fe?* y el H202 y la subsecuente generacion de radicales

*OH, encargados de la oxidacion de los contaminantes organicos presentes en la solucion.
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Figura 8. Evolucién en funcion del tiempo de la concentracion de Fe?* y del H202 en el
sistema EF propuesto a valores de pH de 3.0 y pH ~5.0 (en presencia de &cido citrico, Ac.

(3.0x10°° mol/L) con una densidad de corriente de 0.31 mA/cm?.

En este proceso, la concentracién de Fe?* se vuelve limitante. Después de 15 min totales,
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la concentracién de H202 comienza a incrementar, debido a que el Fe?* presente en la
solucién ha ido consumiéndose por la reaccién con el H202. Después de este tiempo, la
concentracion de H202 aumenta considerablemente, debido a que la relacion
estequiométrica de H202 con respecto al Fe?* ha sido superada, y el H2O2 se encontrara en
exceso. Bajo estas condiciones, resultados preliminares de degradacién del compuesto
modelo Ciprofloxacina muestran que el compuesto es degradado en mas del 70% después
de 20 min de tratamiento. Estos ensayos de degradacion deben ampliarse, pero
demuestran la capacidad del sistema para eliminacion de este tipo de contaminantes con
un relativo bajo gasto energético (2.7x10* kW/km) en el que se aprovecha un material de
desecho de acero inoxidable para la fabricacion de &nodos de sacrificio, haciendo que el
gasto economico relacionado con la adicion de sales de hierro al sistema pueda verse
disminuido considerablemente. Esto sumado a la eliminacion de la etapa de acidificacion,
demuestra una gran potencialidad de los sistemas electro-Fenton para su aplicacion a

escalas mayores, tendiendo a ser sustentables.

3.4. Célculos computacionales como acercamiento a pruebas de degradabilidad y
toxicidad de CIP y sus productos de degradacion.
Un alto porcentaje de degradacion (incluso una remocion total) del compuesto modelo CIP
y de cualquier contaminante organico, no garantiza inocuidad del agua tratada. Durante
estos procesos degradativos, otras especies se pueden ir formando (productos de
degradacion (PD)), los cuales pueden llegar a ser menos biodegradables o incluso mas
toxicos que el contaminante original. En el caso particular de la CIP muchos estudios han
reportado la remocion de éste compuesto empleando el proceso electro-Fenton,
obteniéndose altos porcentajes de degradacion (mayores al 90%) y la deteccion de sus

productos de degradacion (Rakhshandehroo, et. al. 2018; Chen, et. al., 2017).
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Adicionalmente, la CIP es uno de los compuestos de preocupacidn emergente
frecuentemente detectado en aguas residuales con concentraciones relativamente altas y
con bajos porcentajes de remocion por parte de las plantas de tratamiento (Botero-coy
et al., 2018). Para comprobar la capacidad de degradacion de los sistemas EF en diferentes
configuraciones, se realiz6 una busqueda bibliografica para determinar los productos de
degradacion generados en sistemas similares. Se realizdé con un sesgo de busqueda de
articulos no inferiores de 10 afios y que reportan resultados de identificacion de espectros
de masa de los productos de degradacién. Se identificaron los trabajos de Gupta & Garg,
2018; Rakhshandehroo et al., 2018; Yahya et al., 2014; en donde se reporta la deteccion
de seis productos de degradacién PD1, PD2, PD3, PD4, PD5 y PD6 (Tabla 3), los cuales
son generados principalmente por un ataque de radicales *OH sobre la molécula de CIP
original. La CIP es inicialmente sufre un ataque nucleofilico sobre el anillo de piperazina, lo
gue conlleva a los productos de degradacion PD1 y PD2. Por otro lado, los PD3 y PD5
pueden generarse por una defluorizacion de PD2 y PD1, respectivamente (Gupta & Garg,
2018). También es posible una reaccion de descarboxilacion de CIP y una hidroxilacion en
el anillo quinolona para generar PD4, que en etapas consecutivas puede llevar a la

generacion de PD6 (Yahya et al., 2014).
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Tabla 3. Productos de degradacion de CIP por procesos EF.

COMFUESTO DE ORIGEH FRODUCTOZ DEDEGRADACION
£
.. . ~ I".
T T PD1
T e
cCIp
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J:;-

e
PGl
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] ]
oLy - PDE
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3.4.1. Degradabilidad de CIP y sus productos de degradacién

Como se puede observar en el trabajo de Yahya et al., 2014 el proceso de mineralizacion
de CIP no es total en las condiciones que estos reportan para un sistema EF con adicion
de hierro. En ese trabajo se reporta un maximo de mineralizacion de 94.62% luego de 6 h
de tratamiento, dando lugar a la formacién de los productos de degradacion antes
identificados, lo cual es corroborado por el trabajo de (Gupta & Garg, 2018) donde tampoco
se obtiene una total mineralizacién, esto es debido a que la degradacion de este antibiotico
puede generar productos que sean dificiles de oxidar por radicales *OH (Rakhshandehroo

et al., 2018). Sin embargo, la degradabilidad de alguno de estos intermediarios pueden
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aumentar con respecto al compuesto original CIP, mientras que otros, como se ha
reportado, tienden a acumularse, llevando a que no se alcanzan porcentajes del 100%.
Mediante el célculo ThOD se puede establecer, cuales de los PD formados presentan una
mayor degradabilidad con respecto al compuesto CIP original. La Figura 9 muestra de
manera general que los seis PD evaluados, presentan una mayor degradabilidad (valores
de ThOD mas negativos) con respecto a CIP. Los productos PD1y PD6 presentan la mayor
degradabilidad, PD2 y PD3 degradabilidad intermedia y PD4 y PD5 tedricamente son mas
dificiles de oxidar. A este tipo de compuestos puede atribuirse la dificultad en obtener una
mineralizacion completa de la muestra sometida a tratamiento EF. Por otro lado, pueden
representar un potencial peligro ya que existe la posibilidad de que conserven sus
caracteristicas antimicrobianas (Wang et al., 2020) y ayudar a la ganancia de procesos de
resistencia bacteriana (Akhter et al., 2012). Pueden también actuar como inhibidores de la
replicacion de ADN, llegando a ser tOxicos para ciertos microorganismo (Skauge, & Sletten,

2002).

PD1 PD2 PD3 PD4 PD5 PD6

O A 1
-20
-40
-60
-80

ThOD (mg O,/L)

Figura 9. Cambio en la demanda tedrica de oxigeno (AThOD basado en el compuesto

CIP) para los productos de degradacion.
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3.4.2 Toxicidad de CIP y sus productos de degradacién

Como se mencion6 anteriormente es posible que los productos de degradacion de CIP
generados en un sistema EF, sean toxicos para diferentes organismos (Dubar et al., 2011;
Leyva & Leyva, 2008). Con el objetivo de evaluar la posible toxicidad de la CIP y los PDs
generados en un sistema EF se realiz6 el célculo de perfil de lipofilicidad, el cual consiste
establecer la relacion entre el coeficiente de particion octanol/ agua (Log Po/w) (Figura 10)
y la capacidad de cada compuesto de actuar como un inhibidor enzimatico (Gupta & Garg,

2018; Wang et al., 2020) .

CIP PD1 PD2 PD3 PD4 PD5 PD6

Figura 10. El coeficiente de particion octanol-agua (Log P/w) de la molécula CIP y los

2,5

=
al N

Log P O/W
H

0,

(é)]

productos de transformacion, calculados como una prediccion de lipofilia.

El calculo de log P/w es un parametro que permite establecer la lipofilicidad que poseen los
PDs. De igual manera, permite establecer la posibilidad de cada uno de ellos de atravesar
la bicapa lipidica, lo que indicaria una mayor tendencia de toxicidad. Un valor alto implicaria
qgue los PD pueden acumularse en el interior de las células. Los resultados obtenidos

muestran que PD1, PD2 y PD6 tienen valores mayores que CIP (Figura 10 y Tabla 4), con
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lo que se puede inferir, que de persistir en el medio, pueden llegar a ser toxicos. En ese
orden de ideas, PD3 presentaria menos toxicidad; mientras que PD4 y PD6 tendrian
toxicidad similar a CIP. Con el fin de ampliar estas tendencias, se evalud la capacidad de
cada uno de los PD de atravesar la membrana (bicapa lipidica) al igual que la capacidad de
union con la misma (Tabla 4) teniendo como base los valores lipofilicidad y empleando la

herramienta virtual PerMM (Lomize et al., 2019).

Tabla 4. Relacién de la lipofilicidad con la permeabilidad de BLM (modelo bicapa lipidica)

de CIP y los PDs

VELOCIDAD DE BE T % CAPACIDAD
compuesto Log PO/w PERMEABILIDAD INHIBIDOR
el ( Kcal/mol ) ENZIMATICO
CIp 1,18 -7,08 E-09 -0,9300 1
PD1 2,12 -1,27E-08 -1,67085 0,47
PD2 1,71 -5,71E-09 -0,75014 0,45
PD3 0,29 -1,20E-09 -0,15772 0,17
PD4 1,19 -2,91E-08 -3,81621 0,23
PD5 1,48 -8,80E-09 -1,15664 0,21
PD6 1,66 -7,94E-09 -1,04311 0,46

Los datos de velocidad obtenidos muestran que el antibidtico CIP y el PD2 pueden
atravesar la membrana por difusion pasiva ya que su valor de AG sugiere que no sera
retenido en esta. Por el contrario PD1, PD5 y PDB6, tenderian a atravesar la membrana
pero con una alta probabilidad de ser retenidos. Los valores de AG para PD4 sugieren una
alta afinidad por la membrana, teniendo la mayor probabilidad de todos los PDs de ser
retenido por la membrana. PD3 presentd una baja lipofilicidad, lo que sugiere una mayor
polaridad y poca tendencia a atravesar la membrana por difusion simple, pero quiza si por

canales tipo porinas (Ruiz et al., 2012).

35



uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

3.4.3. Acoplamiento molecular de CIP y sus productos de degradacion con el dominio

de ruptura de las subunidad A de ADN girasa de E. Coli (1AB4).

Debido a lo anterior se pudo evaluar la capacidad que presentan algunos PDs para actuar
como un inhibidor enzimético comparado a su molécula de origen CIP (Tabla 4). A partir
de los valores encontrados, se seleccionaron a PD1, PD2 y PD6 para evaluar la posibilidad
de inhibir la ADN girasa de E. Coli 1AB4. Estos PDs fueron evaluados en cuanto a la
capacidad de realizar acoplamientos moleculares para determinar su probabilidad de
mantener la actividad antimicrobiana al unirse a una estructura proteica definida, sobre la
cual la molécula de CIP actia como inhibidor. Como se puede observar en la Figura 11, la
molécula CIP se une mediante interacciones tipo puente de hidrégeno a la subunidad A de
la ADN girasa, especificamente a los residuos Arg 91, Asp 87, GIn 267 y Ser 97, lo que
conlleva a un cambio conformacional en la proteina impidiendo asi la union/liberacion del
complejo enzima-ADN (Bauernfeind, 1997; Hawkey, 2003). Esto permite establecer la
actividad antimicrobiana propia de éste antibidtico. En el caso de los PD1 y PD2, se
observan interacciones con los residuos Arg 91, Asp 87 y Ser 97 similares a los observados
para CIP. Esto puede deberse a que estos compuestos no sufrieron una descarboxilacion
ni pérdida del anillo de piperazina, lo que puede indicar una posible actividad como inhibidor
alostérico, y que conserven su actividad antimicrobiana. Por el contrario, PD6 no genera un
cambio conformacional como los otros PDs evaluados. Sus interacciones se dan con Arg
91 y Asp 87. Los valores de energias de unién para CIP (- 5.4 Kcal/mol), PD1 (- 5.3
Kcal/mol), PD2 (-6.6 Kcal/mol) y PD6 (-6.3 Kcal/mol) indican que la conformaciones de los
complejos enzima-PD son mas estables para PD2 y PD6 que para CIP y PD1. Estos
resultados son interesantes y deben tratarse con cuidado ya que pueden indicar cierta
problematica en el caso de la degradaciéon de este antibidtico, debido a que la zona de la

ADN girasa donde interaccionan los PD, es conocida como la zona de union a quinolonas,
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responsable de mutaciones puntuales en los residuos mencionados que pueden conllevar

a la resistencia de bacterias a antibioticos tipo quinolonas (Akter et al., 2012; Pefia, 2015).

A &

Figura 11. Acoplamiento molecular CIP y sus PD con la subunidad A de ADN girasa (1AB4):
A) sitio de unién de CIP en el sitio de union con 1AB4; B) sitio de union PD6 en el sitio de
union con 1AB4; C) sitio de union PD1 en el sitio de unién con 1AB4; D) sitio de unidn
PD2 en el sitio de union con 1AB4. Los ligandos se muestran en el centro, las cadenas
laterales de la proteina que se unen mediante interacciones tipo puente de hidrégeno (---).

La molécula esta en el centro de la figura y la proteina esta representada por una cinta.
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4. Fortalezas y limitaciones del estudio.

En este trabajo se plantedé el uso de materiales de desecho de acero inoxidable para el
montaje de un anodo de sacrificio, que se empled en un sistema electro-Fenton, junto con
un catodo de difusion de gas. Este sistema busca electro-generar in situ y de manera
controlada, las dos especies reactantes de los sistemas Fenton, a saber, especies de hierro
en solucion (a partir del anodo de sacrificio) y el peroxido de hidrégeno (sobre el catodo
GDE). Esto evitaria la adicion de éstos reactantes a las muestras de agua contaminadas,
disminuyendo los costos en este sentido, sobre todo si se reutilizan materiales de desecho.
Adicionalmente, en el sistema propuesto no es necesario acidificar el medio para evitar la
precipitacion del hierro, ya que gracias a la adicion de acido citrico (el cual puede obtenerse
también de desechos alimenticios) el hierro permanece en solucion debido a la formacion
de un complejo Fe-Citrato. Esto impacta positivamente en los costos de operacion ya que
se eliminan las etapas de acidificacion y re-ajuste de pH que se realizan en sistemas Fenton
convencionales. Una limitacién del trabajo, es que solo se evalué un tipo de material de
desecho y su caracterizacion definitiva no fue posible; por lo que es necesario seguir con
este tipo de trabajos y ahondando un poco mas en la caracterizacion de los materiales
usados y como cambia la composicion elemental a medida que transcurre el tiempo de
electrolisis, incluyendo la evaluacion de especies liberadas a la solucién. Por otro lado, el
uso de herramientas computacionales para evaluacion de degradabilidad, toxicidad y, en
este caso, pérdida de actividad antimicrobiana, abre una ventana para la realizacion de
estudios de acercamiento previos que permitan disminuir costos y tiempo en las pruebas

de laboratorio establecidas para estudiar estos parametros.
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4. CONCLUSIONES

Se planted el uso de materiales de desecho formados de acero-inoxidable (referencia AISI
420), para la preparacion de anodos de sacrificio que permitieron la electro-generacion de
especies de hierro trabajando con densidades de corriente muy bajas, lo que implica un
relativo bajo consumo energético, y con valores de pH cercanos al neutro, adicionando al
sistema un &cido organico (acido citrico) que forme complejos con las especies de hierro y
las mantenga en solucion, redundando en una disminucion de costos ya que se elimina las
etapas de acidificacion y re-ajuste de pH que se realizan en un tratamiento Fenton
convencional. El peroxido de hidrogeno también es electro-generado empleando un catodo
de difusion de gas, lo que permite controlar su presencia en la solucién. Se demostré que
estas especies electro-generadas, reaccionan entre ellas, llevando a la posible formacion
de radicales OH, encargados de la degradacion de contaminantes organicos. A pesar de
gue los estudios de evaluacion del sistema electro-Fenton propuesto en la degradacion de
un compuesto modelo (Ciprofloxacina) no se realizaron en su totalidad, si se observé una
tendencia en la disminucién de la concentracion de ésta molécula en un tiempo corto, bajo
las condiciones de operacion establecidas. Estudios posteriores son necesarios para
obtener datos contundentes de degradacion de este tipo de compuestos. Por otro lado, se
emplearon herramientas computacionales para hacer una aproximacion a la evaluacion de
la degradabilidad (ThOD), la toxicidad (Log P) y disminucién de la actividad antimicrobiana
(Docking), tanto del compuesto contaminante modelo, ciprofloxacina, como de sus
productos de degradacion (reportados en trabajos previos por otros autores);
encontrandose que a pesar de eliminar el compuesto original, la presencia de productos de
degradacion no garantizan una total mineralizacion, ni una mejor calidad del agua tratada
ya que algunos presentaron mayores caracteristicas de toxicidad que el compuesto original.

Adicional a esto, algunos de los productos de degradacion presentan interacciones
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similares a la molécula original de ciprofloxacina, por lo que no se observa pérdida de la
actividad antimicrobiana. Esto establece, que es necesario hacer seguimiento puntual de
los intermediarios formados en los procesos degradativos en cuanto a su toxicidad y
biodegradabilidad para garantizar una mayor eficiencia de los procesos de degradacion

planteados.
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