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Resumen

En esta investigacion la degradacién electroquimica del antibi6tico cefalexina (CPX) en diferentes
matrices (DW, MWW vy orina) se llevo a cabo mediante anodos DSA Ti / RuO2-1rO,. Variables
operacionales como el tipo de electrolito soporte, pH y la densidad de corriente fueron estudiados.
Se obtuvo una mayor degradacion de CPX en presencia del eletrolito NaCl mientras que en sales
como Na»SO4 0 NasPOs la degradacion fue minima. El efecto de la densidad de corriente aplicada
mostro una tendencia lineal respecto a la velocidad de degradacién de CPX (100% de degradacién
en 5min a 6mA cm?, 100% en  7.5min a 4mA cm2y s6lo 40% a 2mA cm2). Sin embargo, los
consumos energéticos incrementan con el aumento de este parametro (0,088Kw h m=a 4mA cm-
2y 0,105Kw h m=a6mA cm?). Se logré una mayor velocidad de eliminacion de CPX utilizando
un pH bajo por la rapida formacién de Cl.. Se determind la inocuidad de algunos productos de
degradacion, evaluando pardmetros analiticos como demanda quimica de oxigeno (DQO),
demanda bioldgica de oxigeno (DBOs), cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a masas
(HPLC-MS) vy actividad antibidtica (AA). Los resultados mostraron la rapida formacion de los
intermediarios CPX- (S) -sulfoxido y CPX- (R) -sulféxido a los 5 min, generados debido al ataque
de especies de cloruro activo en el tioéter de la CPX. El anélisis de la DBOs y la AA demostraron
la capacidad de las especies de Clz-activo electrogenerado para transformar estos intermediarios
en compuestos biodegradables. Los analisis efectuados en las diferentes matrices mostraron una
mayor velocidad de degradacion en agua desionizada (22.5umol L*m™) que en agua residual
municipal (3.96pumol L*m™) y orina (0.576pmol L*m™), esto fue debido a la materia organica
presente o a los iones como el nitrégeno generado por la oxidacion parcial de urea, que bloquearon
los sitios activos para la oxidacion de cloruro , en la superficie del electrodo. Segun los resultados
anteriores la degradacion electroquimica se puede utilizar como una estrategia para la eliminacion
de otros compuestos similares, contenidos en matrices de agua reales como la orina 'y agua residual
municipal.
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1. Introduccién

La presencia de antibidticos en las aguas residuales municipales representa una gran amenaza
para la salud publica, debido a la proliferacion de bacterias resistentes. Un ejemplo de estos
compuestos la cefalexina (CPX), que pertenece a la familia de las cefalosporinas, es el segundo
grupo de antibioticos mas consumidos en todo el mundo y se caracteriza por un anillo de B-
lactama dentro de sus estructuras y alta solubilidad en agua, (Homem Vera, Santos Lucia, 2011)(
Watkinson et al., 2009). Este compuesto farmacéutico se usa ampliamente para tratar
enfermedades infecciosas causadas por bacterias en la piel, la garganta, las amigdalas y el tracto
urinario y tiene una tasa de biotransformacion de solo el 10%, excretando el 90% restante a través
de la orina( Mirzaei et al., 2008) (Kimmerer klaus., 2009). En consecuencia, su presencia se esta
convirtiendo en un riesgo humano grave en ambientes acuaticos, ya que se asocia principalmente
con la proliferacién de organismos resistentes a los antibiéticos y puede generar efectos toxicos
incluso en concentraciones bajas (Kiimmerer Klaus, b, 2009).

Estos efectos son mas graves si se considera que ninguna organizacion internacional de salud (es
decir, la OMS) ha establecido un limite méaximo de residuos para este compuesto, por lo que su
uso no esta regulado. Debido a su estructura quimica y naturaleza antimicrobiana, los métodos
convencionales para el tratamiento de aguas residuales (fisico, quimico y biolégico) son
ineficientes para eliminar este compuesto; por lo tanto, la CPX, como antibidticos en general, se
considera un contaminante emergente pseudo-persistente.

En los Ultimos afios la oxidacidn electroquimica indirecta mediante especies de cloro activo
(CI/CI- E= 1.36 V vs SHE, HCIO/CI- E= 1.49 V vs SHE y CIO-/CI- E= 0.89 V vs SHE) ha
emergido como alternativa de degradacion de contaminantes organicos; debido a la presencia de
iones de cloruro como precursores mediante la aplicacion de una corriente eléctrica en multiples
efluentes y aguas residuales, donde estén presentes (Deborde M., von Gunten U., 2008. La
actividad de las especies Cl,-activo ocurre a potenciales menos positivos, lo que hace que
disminuya el consumo de energia y conlleva a que sea mas selectivo para contaminantes
contenidos en aguas con materia organica natural (Palma et al., 2013) (Palma et al., 2015). Es
bien conocida que las especies Cl.-activo se generan eficientemente a través de la oxidacion de
cloruro usando &nodos dimensionalmente estables (DSA) a base de 6xidos catalizadores RuO; y
IrO,. Estos materiales anddicos se caracterizan por una gran area superficial, alta actividad
catalitica, alta estabilidad a la corrosion anddica, resistencia eléctrica y bajo consumo de energia
(Deborde M., von Gunten U., 2008)(Palma et al., 2013). En el presente trabajo se propone la
tecnologia electroquimica como alternativa para el estudio de la eliminacion del antibi6tico
Cefalexina (CPX, 30 mg/L) y su actividad antibidtica asociada mediante cloro activo electro-
generado por un anodo DSA de Ti/RuO,-IrO; en agua destilada y matrices sintéticas de orina y
agua residual municipal, en las cuales es comun encontrar este tipo de medicamentos.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la eficiencia en la degradacion del antibidtico cefalexina (CPX), mediante oxidacion
electroquimica, con el &nodo Ti/RuO--IrO-, utilizando especies de cloro activo (Clz-activo).

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar la formacion de especies de cloro activo funcion del

electrolito soporte NaCl.

2.2.2 Analizar sistematicamente parametros operacionales del sistema
electroquimico en la degradacion de la CPX (densidad de corriente y
pH).

Determinar los productos de la degradacion mediante parametros
analiticos como DBOs, HPLC y actividad antibidtica.

2.2.3 Evaluar el efecto que tiene la matriz, en tres medios diferentes (agua
destilada, agua municipal y orina) durante la degradacion
electroquimica del CPX.

3 Marco Teorico

Problematica de los antibiéticos en el agua

Con el aumento de la sociedad de consumo, para satisfacer el mercado global, toneladas de
sustancias quimicas son vertidas a las corrientes de agua (Torey, 2014). Dentro de éstas los
antibidticos, son sustancias recalcitrantes que alcanzan una oxidacién parcial o ninguna
modificacion por métodos convencionales, lo cual impide el cumplimiento de las normas
ambientales ya establecidas(Janssen L.J.J, Koene L., 2002).

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha establecido que con los antibi6ticos existe
hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad alimentaria y el
desarrollo humano, ya que hay una creciente resistencia a los antibiéticos que hace que estos
medicamentos sean ineficaces para el objetivo que fueron disefiados(Organizacién Mundial
de la Salud, 2017) (Salud, 2018). Estudios revelan que especialmente en américa del sur y
américa del norte la resistencia a los antibi6ticos ha aumentado en las cefalosporinas y las



fluoroquinolonas (O. Salud, 2014). En Colombia la cefalexina tiene un consumo importante
(Castro Jobany, 2016). En algunas zonas del pais ocupa el tercer lugar con un 95% en ventas
entre los antibidticos més consumidos (Pefia Viviana, 2015).

Alternativas de tratamiento

Como se menciond anteriormente, métodos convencionales para eliminar contaminantes
organicos se han utilizado. Métodos fisicos tales como filtracion, sedimentacion, coagulacion
y floculacion sélo transfieren el contaminante de una fase a otra (liquida a sélida), requiriendo
mas costos en tratamientos adicionales. También los métodos quimicos (como H.0,, Ozono
y oxidacion via humeda), asi como métodos biolégicos (donde se usan microrganismos) se
han utilizado, pero debido a la naturaleza antimicrobiana y estructura de antibi6ticos como la
cefalexina, no se puede realizar una oxidacion completa del contaminante. Por este motivo
es necesario la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento mas eficientes, econdmicos y
sostenibles( Panorel et al., 2012) (Janssen L.J.J, Koene L., 2002).

Investigaciones recientes, muestran que la oxidacion electroquimica indirecta, ha ganado
gran interés en el mundo cientifico, debido a su efectividad en la degradacién de
contaminantes organicos no biodegradables, en medios con presencia de iones cloruro.
Mediante estos sistemas se electro-generan especies oxidantes (Clz-activo) de la materia
organica utilizando anodos de dimension estable (DSA). Estas especies tienen potenciales de
reduccion bastante altos (Cl,-/Cl- E°=1.36V, HCIO/CI- E°=1.49V y CIO/CI E®=0.89V), que
degradan los contaminantes presentes en las aguas residuales (Palma et al., 2013) (Palma et
al., 2013).

En el caso de la oxidacidn electroquimica con Cl; activo, el material del anodo juega un papel
muy importante, ya que éste afecta directamente la eficienciay selectividad de la degradacién
(Palma et al., 2013) (Lubomira Rumlova, 2012). Los anodos DSA son mezclas de 6xidos
metalicos (IrOz, RuO;,, TiO,, Ta,0s). Presentan la ventaja de un menor costo, poca corrosion,
bajo consumo de energia y son muy buenos electro-catalizadores de especies inorganicas, ya
gue tienen una alta actividad catalitica hacia la oxidacion del agua (Palma et al., 2013).

El anodo Ti/RuO.-IrO, posee frente a otros DSAs la ventaja sinérgica de combinar
propiedades de sus componentes dxidos; por un lado presenta una alta actividad catalitica
hacia la evolucion de O, y resistencia a la corrosion por parte del RuO2, y por otro lado
presenta una superior actividad hacia la produccion de especies de Cl, activo por parte del
IrO; (Palma et al., 2013)(Ruiyong Chen et al., 2013).



Estudios han mostrado ademas la oxidacion indirecta de antibioticos B-lactdmicos con
especies electro-generadas de cloruro activo (Serna Efraim et al., 2017) (Serna Efraim et al.,
2016). Esta tecnologia puede aplicarse como etapa final en un tratamiento de aguas residuales
como lo ha comprobado (Jojoa Dayana et al., 2017), razén por la cual esta tecnologia
presenta las ventajas de una facilidad de automatizacion, control, versatilidad y
compatibilidad con el ambiente, entre otros (Serna Efraim et al., 2016) (Jittnera K., Gallab
U. 2000).

4  Metodologia

4.1 Reactivos
Los reactivos que se utilizaron para llevar a cabo los procedimientos experimentales fueron
de grado comercial y analitico. Se utilizaron algunos con concentraciones que simularon
aguas residuales municipales y otros como soluciones de acidos y bases para ajustar el pH.
Ademas, para los andlisis cromatograficos se utilizaron solventes con alta pureza.

Los siguientes reactivos fueron utilizados como se recibieron de féabrica: Cloruro de
sodio(Nacl, Merck), dihidrdgenofosfato de potasio (KH2PO4, Merck ), fosfato monoacido de
potasio (K:HPO., Merck), acetonitrilo (C2HsN, Merck), sulfato de sodio(Na;SO4, Merck),
yoduro de potasio (KI, Merck), hidroxido de sodio (NaOH, Merck), sulfato de magnesio
(MgSO4, Merck), cloruro de potasio (KCL, Merck), cloruro de magnesio (MgCL,, Merck),
heptamolibdato de amonio ((NH4)sMO24.4H,0) fue obtenido de Pro analisis, acetonitrilo
(C2Hs3N, Merck). La cefalexina fue proporcionada por el laboratorio syntopharma de Bogota.
La matriz de orina sintética fue preparada de acuerdo a (Udert KM, Larsen TA 2003). La
matriz del agua residual municipal fue preparada de acuerdo a “Standard Practice for the
preparation of substitute Waste water” (ASTM D5905, 2018).
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4.2 Reactor y variables del proceso

4.2.1 Compuesto de estudio

como modelo para esta degradacion fue la

contaminante que se utilizo,

cefalexina(Ci6H17N304S). Para los ensayos de degradaciéon se utilizaron soluciones de

86pmol L™. La estructura quimica de este compuesto se muestra en la figura 1.

Figura 1. Estructura quimica de la cefalexina

4.2.2 Sistema de reaccién

En la oxidacién electroquimica, se realizaron experimentos en una celda electroquimica
cilindrica de pyrex con un volumen de 130mL usando tres electrodos: Ti/RuO.-IrO; (DSA)
de 3cm? como anodo, una espiral de circonio de 10cm como catodo y Ag/AgCI de 10 cm
como electrodo de referencia. Se us6 agitaciébn magnética de 150 rpm para mantener el



sistema homogéneo proporcionando un buen transporte de masa, en la figura 2 se muestra el
diagrama del reactor electroquimico utilizado.

Reactor

Magnetic stirrer

Figura 2. Reactor electroquimico utilizado para la degradacién de la CPX

4.2.3 Evaluacion sistematica del electrolito soporte, la densidad de
corriente y el pH

Se evaluaron propiedades como el electrolito soporte, el pH y la densidad de
corriente. Para evaluar el efecto de la densidad de corriente se utilizaron



valores de 2, 4, y 6mA. Se estudio el efecto del pH inicial de la solucion a
tratar(a 2, 6 y 9 ) mediante ajustes de pH &cido y basico y el pH natural de la
solucion con H,SO4 y NaOH respectivamente y el efecto del electrolito soporte
se evaluo utilizando las sales NaCl, Na,SO4y NasPO4 a una concentracion en
agua destilada de 0.05mol L™ para cada electrolito.

En la tabla 1 se muestran las condiciones utilizadas:

Tabla 1 condiciones de parametros operacionales evaluados

Medida/condiciones CPX 86umol L™y 0.05 mol L™ de electrolito

pH 2 6 9
Densidad de corriente (mA 2 4 6

cm?)

Electrolito soporte/ 0.05 NaCl Na2SO4 NasPO4
molL™*

Los valores de densidad de corriente fueron escogidos en la region anddica de la
voltamperometria ciclica realizada en presencia de la CPX (ver figura 13).

4.2.4 Efecto matriz

Se evalu6 la degradacion electroquimica en diferentes matrices donde generalmente
se encuentran este tipo de antibiético, con la finalidad de evaluar la degradacién en
medios naturales. Una de agua residual municipal y otra de orina fueron estudiadas.
Estas fueron preparadas con base a la norma ASTMD5905 (ASTM D5905, 2018).
En la tabla 2 se describen las composiciones de las matrices utilizadas.



Tabla 2. Composicion quimica de las matrices en mg L

Orina Agua Agua destilada
fresca (pH 6) municipal (pH 8) (PH 6)

Cl 6524 Cl 18 cr 2900
Urea 16000 Peptona 160

Acetato de 10250 Extracto de carne 110

Sodio

Na>SO4 2300 Urea 30

NaH:PO4 2900 K2HPO, 28

NaOH 120 MgSO..7H,0 4

4.3 Analisis efectuados

4.3.1 Formacidn de especies oxidantes y UV-Vis

La cantidad de oxidantes, asi como las especies de cloro activo generadas, fueron
determinadas por el método yodométrico reportado por (Palma Ricardo et al.,
2016a)(Palma Ricardo et al. 2016b), mediante espectrofotometriaUV-Vis. Para este
analisis alicuotas de 600uL de la solucién de interés fueron adicionadas a una celda
de cuarzo que contenia yoduro de potasio (KI) 0.1M y heptamolibdato de amonio
0.01M, esta solucion fue posteriormente mezclada por agitaciéon. La absorbancia fue
medida a 350nm, 5 minutos luego de la reaccion.

4.3.2 Demanda bioldgica de oxigeno (DBO)

El anélisis de la demanda biolégica de oxigeno, de las soluciones finales tratadas se
realizaron acorde a la norma ASTM WK23808. En este andlisis se utilizaron botellas
de incubacién de vidrio, utilizando un sistema respirométrico Velp termostatizado a
20°C, aun pH de 6.5 a 7.5, esta incubacion se realizd durante cinco dias.



4.3.3 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El seguimiento de la evolucion de los intermediarios de la degradacion se realizo
utilizando analisis cromatografico de alta resolucion (HPLC), con un UHPLC
Dionex Thermo scientific ultimate 3000 equipado con una columna de LiChrospher
RP-18(5um). Se utilizé un volumen de inyeccion de 25uL, usando como fase movil
una mezcla de acetonitrilo/acido férmico 80:20 (\V/V) con pH=3, a una velocidad de
flujo de 0.5mL min™. La identificacion de estos intermediarios se realiz con un
HPLC Agilent 1200 series acoplado a un espectrometro de masas Agilent LC/MSD
VL SQ, operado en modo ion positivo, utilizando una columna y la fase movil a las
condiciones anteriormente descritas para el analisis cuantitativo de antibiéticos.

4.3.4 Actividad antimicrobiana (AA)

El andlisis de la actividad antibidtica fue efectuado con base en el método del halo
de inhibicidn (Palma Ricardo et al., 2016a)(Palma Ricardo et al. 2016b). Para este
analisis se utilizd6 como microorganismo de prueba Staphylococus aereus ATCC
6538. Este consistio en adicionar 10l de muestra con el antibidtico después de ser
tratada dentro de caja Petri que contenia una pelicula con 5mL de agar de dextrosa y
10mL de agar nutricional (con densidad dptica de 0,6 a 580nm). Estas cajas Petri
fueron luego incubadas por 24 horas a 37°C en un incubador Memmert(schwbacht),
luego de este tiempo se midié el halo del crecimiento bacterial utilizando un pie de

rey.

4.3.5 Carbono organico total (COT)

En el seguimiento al proceso de degradacion se midié el carbono organico total
(COT). Para determinarlo se inyectd una porcion de muestra de CPX en una cdmara
de reaccion de alta temperatura, empacada con catalizador oxidante.
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5 Resultados y discusién

5.1 Efecto del electrolito soporte

Para entender la funcion que cumplen los iones cloruro como electrolito soporte se
debe ahondar un poco, en el proceso de oxidacion electroquimica de contaminantes
organicos en un medio acuoso. En cualquier proceso electroquimico un voltaje es
aplicado entre el anodo y el catodo de la celda electroquimica, donde ocurren la
oxidacion y reduccion respectivamente de especies organicas e inorganicas. El voltaje
aplicado esta relacionado con el potencial o densidad de corriente de diferentes
maneras, una de estas es el control de la velocidad de transferencia de electrones
electroquimicamente a las especies activas, a traves de la interface que existe entre la
superficie del electrodo y el electrolito, cuando no existen limitaciones en
disponibilidad de estas especies activas en la superficie del electrodo(Panizza et al.,
2009).

En la siguiente figura se muestran los esquemas de la oxidacién directa e indirecta de
contaminantes organicos.

Mediador

inorganico \\ / contaminante

Medio

Oxidante / \

Contamanante Electrolito
destruido soporte

contaminante

Contamanante
destruido

Electrolito soporte i
Superficie del superficie del
anodo anodo

a. Oxidacion directa | b. Oxidacién indirecta |

Figura 3ay 3b. Esquemas generales de la oxidacién directa e indirecta de
contaminantes organicos(Panizza et al., 2009)
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La figura 3a muestra que las reacciones la transferencia de oxigeno a los compuestos
orgénicas se pueden dar por electrolisis directa a través de especies oxidantes que son
absorbidos en la superficie del electrodo que luego degradan los contaminantes.
También en la figura 3b se observa que se puede dar en el seno de la solucién con la
mediacion de especies de oxidantes electrogeneradas anddicamente.

El electrolito soporte tiene la funcion de crear un medio conductor para el sistema y
obtener bajos potenciales a una densidad de corriente utilizada.

Reportes han mostrado que ciertos electrolitos tienen una gran influencia en el
mecanismo de oxidacion de la materia organica.

Estudios demuestran ademas que el uso de anodos activos tipo DSA promueve la
formacion de especies oxidantes a partir de los iones cloruro como resultado de la
electro-catélisis en la superficie del &nodo. Se sabe también que el Cl,, el HOCl y el
OCI- son especies que pueden oxidar la materia organica, y a un pH natural el HOCI
es la especie que méas predomina(Chen et al., 2013).

Para evaluar el efecto del electrolito soporte y determinar ademas un posible camino
para la degradacion de la CPX en presencia de NaCl, se determino la formacion de
oxidantes en presenciay en ausencia de la CPX utilizando NaCl y otras sales ( Na;SO4

120
a
Cl- )
100 A
10 minutes of treatment
i [=
% E 60 |
- without CPX
60 - e il
g 40
g With CPX
40 - g 20
3 |
=0
20 -
POy "3 S0, -2
4
0 . |
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y NasPO4) presentes normalmente en las aguas residuales. La figura 4 muestra los
resultados obtenidos.

Figura 4. Efecto de electrolito soporte para CPX 86umol L™ con NaCl 0.05 mol L?,
NazS04 0.05 mol L* y NasPO4 0.05 mol L™ con el &nodo Ti/RuO,-1rO; por 10 min a
6mA. Figura insertada a. ensayo de degradacién de formacion de oxidantes en ausencia y
en presencia de CPX

De la figura 4 se observa una gran diferencia entre las sales utilizadas, ya que la
degradacion que se presenta con el NaCl es mucho mayor, y luego de 5min 100% de
la CPX fue eliminada, mientras que al utilizar Na2SO4y NasPOa s6lo el 2% y 5% de
la CPX fue eliminado respectivamente.

Se observa ademas en la figura 4a insertada, que la velocidad inicial de formacion de
especies de Clz-activo fue mas baja en presencia que en ausencia de la CPX en la
solucion, mostrando valores aproximados 22 + 0.1 y 48 umol mint + 0.1
respectivamente. Esto muestra que los oxidantes que se formaron se consumieron
para degradar la CPX presente, lo cual conlleva a que el principal camino de la
degradacion fue de manera indirecta, por medio de las especies de cloruro activo
como se muestra en la figura 5.
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CPX
e )
Cl HCIO+ CIO- i
Clz + Hs0 CPX oxidada

Electrolito
_ soporte:NaCl
Superficie del
anodo: TiRuOz-IrQ2

| b Oxidacion indirecta |

Figura 5. Via de degradacion de la CPX

La figura 5 muestra que la electroformacion del Clz-activo se presenta debido a la
oxidacion de cloruro en la superficie del electrodo, el cual después pasa a ser HCIO
y CIO". Y para corroborar lo anterior se realizo un ensayo con NaCl 0.05 mol L2, en
presencia y en ausencia de CPX. la figura 6 muestra los resultados.
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Figura 6. Formacion de especies de cloruro activo, a diferentes densidades de corriente en presencia
y ausencia de CPX de 30ppm a un pH 6

La figura 6 muestra una alta acumulacién de oxidantes en ausencia del contaminante
CPX para diferentes densidades de corriente, mientras que en presencia de este la
formacion de oxidantes disminuyé considerablemente. Estos resultados muestran que
los oxidantes electrogenerados estan siendo utilizados para oxidar la CPX, esto, via
HCIO y CIO" electro-generados. Estos resultados sugieren como se menciond
anteriormente que la presencia de iones cloruro, conllevan a la generacion de especies
de cloro electro-generadas que degradan el contaminante.

5.1.2 Anadlisis de COT, DBOs, HPLC y actividad antimicrobiana.
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Aunque se ha observado una alta efectividad del sistema para degradar la CPX, se
conoce que la degradacion electroquimica puede llevar a la formacion de
subproductos tdxicos, por esta razén se analizé el grado de mineralizacion de la
materia orgénica a CO; a través del carbono organico total (COT) ya que valores de
COT cercanos a cero garantizan que no se acumulen contaminantes recalcitrantes o
intermediarios mas toxicos que los iniciales.

La figura 7 muestra que luego de 4 horas de tratamiento sélo 16% del TOC inicial
fue eliminado.
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Figura 7. Remocion del carbono organico total (COT) para CPX 86umol L, NaCl 0.05
mol L%, 6mA cm?,0.030 A h L,pH 6, en agua destilada.

Esto indica que los intermediarios formados son recalcitrantes a las especies de
cloruro activo, es decir, que permanecen mayor tiempo en el ambiente sin ser
degradados totalmente. Esto se resume en que el COT no fue totalmente eliminado,
razén por la cual fue importante analizar otro pardmetro conocido como la actividad
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antimicrobiana (AA). Se determind la actividad antimicrobiana de la solucion tratada
ectroquimicamente, al medirla capacidad que tienen los microorganismos de inhibir
y eliminar el crecimiento de los hongos y bacterias. En la figura 8b insertada se
muestra el resultado obtenido.

b)
1.0
1.0
0.8
206
0.8 - <
: <04
<02
0.0 e
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O 06 Time/min
@)
~~
@)
0.4 -
0.2
0.0 - T
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Figura 8. CPX e intermediarios CPX-1, CPX-2, CPX-3y CPX-4, 86umol L, 0.05 mol L
! NaCl, 6mA cm?(0.05 A h L'1) concentracion normalizada en funcion del tiempo hasta los
30min del ensayo. La figura insertada 8b muestra la eliminacion de la actividad
antimicrobiana de la CPX.

Los intermediarios formados en la degradacién electroquimica de la CPX fueron
monitoreados e identificados utilizando HPLC-DAD y HPLC-MS. La figura 8
muestra que aunque el COT no fue totalmente removido una eliminacién rapida de la
CPX se logr6 a los 5 min, lo que indicaria aparentemente una cinética de primer
orden. Se observa ademas una rapida aparicién de los intermediarios CPX-1y CPX-
2. Por medio de UV-Vis (ver anexos, figura 19) se observo que estos intermediarios
son virtualmente idénticos a la CPX, al observarse la banda de absorbancia
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caracteristica de la CPX localizada a 264nm. La figura 9 muestra esta informacion
que soporta con una posible via de degradacion de la CPX.

NHZ

]\—H'L/
CPX-I-am/z 364

CPX m/z 348

CPX-I-1 m/z 364 CPX-I-2 m/z 364

CPX-( S )-sulfoxide CPX-(R )-sulfoxide

CPX-1-3, CPX-1-4, Further Products
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Figura 9. Via de degradacion propuesta para CPX utilizando especies activas con CI2
electrogeneradas en Ti / RuO2-1rO2. CPX-I-a se obtuvo por HPLC-MS.

Los datos de MS dieron como resultado masas tedricas idénticas (CPX-1-1
364.0 y CPX-I-2 364.1). Los espectros de MS exhibieron resultado en el
mayor pico (fragmento M+H, pico a m/z 346), que corresponde a la perdida
de agua. Los resultados arrojaron que CPX-1 y CPX-2 son sulféxidos
estereoisomeros de la CPX; CPX-1-(S) y CPX-2-(R) (ver anexos, figuras 18a,
by c). Estos se formaron por el ataque de las especies de Cl..activo en el sitio
activo mas susceptible de la CPX, este es un resultado que esta de acuerdo con
lo reportado por la literatura cuando se realiza transformacion con agentes
antibacteriales en los compuesto B-lactama en medio acuoso (Serna Efraim et
al., 2017).

La actividad antimicrobiana mostro una eliminacion de 40 y 86% para CPX-
1y CPX-2 respectivamente, esto debido a que el CPX-2-(R)-sulfoxido tiene
una actividad antimicrobiana mucho mayor que CPX-1-(s)-sulfoxido.
Ademas de CPX-1 y CPX-2, otros intermediarios aparecieron luego de 15
minutos (ver figura 8b), para estos (CPX-3 y CPX-4) no fue posible encontrar
la masa o la estructura, pero a través del espectro con UV-Vis (ver anexos,
figuras 19) se observo la falta de la banda de absorbancia de 264nm, esta es
un una caracteristica de los sistemas de acidos alqueno-carboxilicos
conjugados de la CPX, por lo que se clasificaron dentro de este grupo. De la
figura 8 se observa que después de 60 min estos intermediarios son
consumidos por lo que no se tendrian inconvenientes ambientales con los
subproductos formados.

Para determinar el grado de biodegradabilidad de los productos finales, se
analizo la demanda bioldgica de oxigeno DBOs en agua destilada, en la que
se utiliz6 como test de control una solucion de sacarosa. Los resultados se
muestran en la figura 10.
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Figura 10. Demanda bioldgica de oxigeno (DBOs) CPX 86umol L, 0.05 mol L NaCl en
agua destilada a 6mA cm(0.05 A h L) y pH6, con solucion de sacarosa para test.

Las soluciones finales (tratada por 120 min), luego de los cinco dias de prueba
mostraron un alto consumo de O, indicando que la bacteria removi6 facilmente
la sacarosa. ElI aumento de la DBOs, indicdé un incremento de la
biocompatibilidad de los subproductos formados durante la degradacion.

5.2 Efecto del pH.

El pH es otro pardmetro importante a tener en cuenta en la degradacion
electroquimica, ya que dependiendo de su valor, afecta fuertemente la
estructura del contaminante, la velocidad inicial de degradacién y la
formacion o no de especies de cloro activo(Anglada Angela et al., 2009).

Para estudiar el efecto del pH inicial en la degradacion de la CPX, se realizaron
ensayos durante 7.5min para tres soluciones a pH de 2,6 y 9, para CPX

19



20

86umol L1, 0.25 M NaCl a condiciones de 4mA cm, 0.030 A h L. La figura
11 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 11. Efecto del pH para CFX 86pmol L, 0.25 M NaCl a condiciones de 4mA cm,
0.030 AhL?:, 75minpH26Yy9

En la figura 11 se observa inicialmente una eliminacion de CPX similar para
los tres pH, pero luego de 3min se llega una mayor eliminacion a pH 2 en
comparacion con los pH de 6 y 9. Esto demuestra el efecto del pH en la
degradacion de la CPX. Para un andlisis mas profundo en la figura 8 se
muestran los perfiles de los cromatogramas a pH 2, 6y 9.
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Figura 12. Cromatografia liquida de alta resolucion para CPX 86umol L, 0.25 M NaCl a
condiciones de 4mA cm2, 0.030 Ah L%, 7.5 minpH 2,6 y 9

De esta figura, se puede notar una intensidad dos veces mayor para el pico de
la primera transformacion de la CPX a CPX I-1 a los 3 minutos, con pH 2 que
con pH 6 y 9. Por otro lado se observa una menor acumulacion en la
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transformacion a CPX -2, lo que indica una eliminacion o poca formacion
de subproductos que se generan a pH mas &cido. Este comportamiento se
explica porque que al utilizar un pH &cido se mejora la rapida formacion de
especies oxidantes de Cl,, (El Sayed Zakaria, 2013) esto conlleva una mayor
formacion de la especie HCIO, la cual posee el mayor potencial redox (E
redox= 1.49 V/SHE) comparada con sus especies homologas, CIO- (E redox
=0.89 V/SHE), y CI2 (E redox = 1.36 VV/SHE)(Martinez-Huitle, EnricBrillas,
2015).

5.3 Efecto la densidad de corriente.

Como ya se menciono la densidad de corriente es de los parametros mas
importantes a tener en cuenta dentro la degradacién electroquimica, esta
corresponde a la intensidad de corriente aplicada por unidad de area, y es un
parametro estrechamente relacionado con la eficiencia de la corriente lo cual
se traduce en costos del proceso. En la figura 13 se observan los resultados
para los la voltametria ciclica realizada.
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Figura 13. Voltametria ciclica para CPX 30ppm con NaCl 0.1 mol L, 20m V s en

[CFX]/ mmol L™

Figura 14.

direccion anodica, con area de 3cm?, a pH natural =6

Esta figura muestra la voltametria ciclica realizada en presencia de la CPX en
el rango de la de la region anddica. Los resultados del anélisis de la densidad
de corriente se muestran en la figura 14.
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Composicion de la CFX a diferentes condiciones de corriente. para 30 ppm

CPX (30 mmol L-1), 0.05 mol L-1 NaCl, a pH 5.5.

Los resultados obtenidos muestran que a mayor densidad de corriente la
velocidad de degradacion de la CPX fue mucho mayor, lo cual indica que para
6mA cm se necesitaria menor tiempo para una degradacion completa (100%
de degradacion en 5min a 6mA cm?, 100% en 7. 5min a 4mA cm2y solo
40% a 2mA cm™). Esto se debe a que al ser una degradacion indirecta el
sistema depende del transporte de masa de los iones de cloruro hacia el
electrodo para formar Clz, con lo que al incrementar la densidad de corriente
en el sistema a una concentracion de NaCl y una velocidad de agitacion, se

23



24

aumenta el potencial para la generacion de Cl. / HCIO, favoreciendo la
evolucion de estas especies, y con esto también la velocidad de degradacion.

En la figura 15 se corrobor6 el aumento en la densidad de corriente no implica
necesariamente un aumento en la eficiencia de la degradacion.
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Figura 15. Composicion de CFX a diferentes condiciones de corriente en funcion de la
carga. para 30 ppm CPX (30 mmol L-1), 0.05 mol L-1 NaCl, a pH 5.5.

En este punto se encontré que el menor consumo de energia se obtuvo con
4mA cm3(3.31V) que con 6mA cm? (3.96V), ya que para una completa
remocion de la CPX el consumo de energia fue de 0.088 y 0.105 KW h m=
para 4y 6 mA cm respectivamente (ver figura 15).
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5.4 Efecto matriz

Para analizar la degradacion de la CPX en una matriz real, se realizaron
experimentos en tres matrices con una gran cantidad de iones y diferentes pH.
Estas representan matrices donde generalmente se encuentran este tipo de
antibioticos como la orina y agua residual municipal (MWW)I, el ensayo se
realiz6 también en agua destilada. La figura 16 muestra los resultados
obtenidos.
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Figura 16. Degradacion de la de CPX 86pmol L, 0.05 mol L™ NaCl utilizando diferentes
matrices: orina, agua residual municipal (MWW)y agua destilada a 4mA cm. El inserto
muestra la acumulacion de cloruro activo

En la figura 16, los resultados presentan una completa eliminacion a los 8, 45
y 120 min luego del tratamiento electroquimico para agua destilada, agua
residual municipal(MWW) y orina respectivamente. Esto indica que la
complejidad de la matriz afecta la eficiencia de la degradacion electroguimica,
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relacionada con la acumulacion de especies de cloruro activo durante la
degradacion, que dieron valores de 22.5, 3.9 y 0.576 umol L™ para agua
destilada, agua residual municipal y orina respectivamente. Por esta razén la
remocion de la CPX se le atribuye a las especies de cloro activo que se
formaron durante la degradacion. El grado de la remocion en las matrices mas
complejas puede atribuirse a que los iones de urea presente se pueden oxidar
parcialmente a nitrdgeno en la superficie del electrodo causando

AA/AAO

00 7] T T . ‘ T T
0 20 40 60 80 100 120
Time/ min

envenenamiento al bloquear los sitios activos para el cloruro y la evolucion de
oxigeno. Finalmente se realizd la prueba de la actividad antimicrobiana para
las matrices en la siguiente figura se exhiben los resultados.

Figura 17. Actividad antimicrobiana de la CPX 86umol L*,con 0.05 mol L* NaC,
utilizando diferentes matrices: orina, agua residual municipal (MWW) y agua destilada a
4mA cm?maA.

En concordancia con los resultados anteriores, se obtuvo una alta eliminacion en poco
tiempo para el agua destilada. Mientras para las matrices mas complejas se obtuvo
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una eliminacion total de la actividad antimicrobiana para el agua municipal a los
120min, mientras que para la orina la méxima remocién fue de 56%.

6  Conclusiones

La degradacion de la cefalexina con 86umol L con el anodo Ti/RuO2-1rO2, mostro
una alta acumulacion de oxidantes utilizando como electrolito NaCL 0.05 mol L7,
frente a otras sales como Na>SO4 0.05 mol Ly NasPO4 0.05 mol L, esto se reflejo
también al mostrar una mayor degradacion de la CPX, lo que muestra que su eleccion
como electrolito fua adecuada.

La evaluacién de parametros electroquimicos arrojo que las mejores condiciones para
degradar la CPX fue a un pH &cido de 2 y aunque a una densidad d corriente de 6mA
cm?mA se obtuvo una rapida degradacion de la cefalexina la degradacion fue mas
eficiente con 4mA cmmA al tener un menor consumo de energia 0.08 KW h m (para
4 cm?mA) frente a 0.105 KW h m*3(para 6 cm?mA).

Se realz0 seguimiento a los intermediarios en el proceso de degradacion de la CPX, por
medio de la formacidn de especies de cloro activo. Se identificaron dos estereoisomeros
CPX-1-(S) y CPX-2-(R) y dos acidos alqueno-carboxilicos conjugados de la CPX
(CPX-3 y CPX-4). Estos intermediarios a pesar de que la eliminacién del carbono
organico total fue baja, fueron degradados a los 60 minutos y mostraron ademas una
biocompatibilidad al analizar la demanda bioldgica de oxigeno.

La oxidacion indirecta de la CPX, fue evaluada en diferentes matrices. De los
resultados obtenidos se observo que la complejidad de las matrices afecta la oxidacion
electroquimica ya que se observaron acumulaciones de especies de cloro activo para
agua destilada, agua residual municipal y orina de 22.5, 3.96 y 0.576umol L* m?,
respectivamente. Esta degradacidn es entonces atribuida a las especies de cloro activo,
electro-generadas por la oxidacion de cloruro (CI°) presente.
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Figura 18. lonizacidn por electroespray espectrometria de masas (MS-ESI+), espectro para la
CPX'y los subproductos generados en el tratamiento electroquimico en medio de cloruro. a)
CPX, b) intermediario CPX-1-1 (CPX-(S)-sulféxido) y c) intermediario CPX-1-2 (CPX-(R)-
sulfoxido)
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Figura 19. Espectro UV-Vis obtenido por analisis de HPLC para la CPX y los
subproductos generados en el tratamiento electroquimico en medio de cloruro






