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RESUMEN

La deteccién de iones metalicos es importante para la investigacion en medicina,
células vivas y muestras ambientales. En este trabajo, el antibidtico ciprofloxacino

13

(Cipro) se utiliz6 como un quimiosensor para la deteccién simultanea de AI** y Cu®" por
puertas I6gicas asistidas por fluorescencia. Se probé la interferencia de iones metélicos
coexistentes comunes como Cd®*, Ni?*, Cu?*, Sr**, Mg?*, Co?*, Fe**, K*, Al**, sm*", Ag",
Na®, Ba?*, Bi*", Cr**, Zn** y Mn?*, y se encontré que no existe interferencia con la
deteccién de AI** y Cu®". Curiosamente, la intensidad de fluorescencia se extingue para
Cu?* y aumenta para AI*" con la concentracién creciente en presencia de Cipro,
mostrando que actia como un guimiosensor que desactiva y activa la fluorescencia,
respectivamente; sin embargo, con una adicién secuencial de Cu®* a Cipro, seguido por
AI**, la intensidad de fluorescencia aumenta en gran medida, convirtiéndose en el modo
de fluorescencia activada. Otras combinaciones de iones metélicos adicionadas a Cipro
no cambian el comportamiento de la fluorescencia. Es importante destacar que la

I**y Cu?* en muestras reales como células vivas muestran que Cipro

deteccion de A
actla eficientemente como sonda fluorescente para el ion AI** en sistemas vivos,
especialmente en Saccharomyces cerevisiae; esto es confirmado por microscopia

confocal de barrido laser.

Se prepararon nanoparticulas (NPs) de TiO, y se doparon con NPs de Ag, las cuales se
caracterizaron por DRX, TEM, EDS, DLS y espectro UV-Visible. La oxidacion foto-
catalitica de Cipro mediante las NPs anteriores se estudio bajo luz visible asi como
radiacion UV. La oxidacién del sustrato fue monitoreada por medio de fluorescencia.
Curiosamente, a pHs altos, la intensidad de fluorescencia aumenta cuando el Cipro se
expone bajo UV o luz visible en presencia de TiO,-Ag y TiO, y este aumento de
intensidad sigue una cinética de primer orden en el sustrato, para lo cual se propone un
posible mecanismo. El efecto del pH también se analizé en la oxidacion, mostrando que
a valores de pH bajos, el sustrato no se sometid a variaciones significativas de

fluorescencia.
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ABSTRACT

Detection of metal ions is important for research in medicine, living cells and
environmental samples. In this work, the antibiotic ciprofloxacin (Cipro) is used as a
chemo-sensor for the simultaneous detection of AI** and Cu?* by fluorescent assisted
logic gates. The interference of common coexisting metal ions such as Cd** , Ni?*, Cu**,
Sr¥*, Mg?*, Co*, Fe**, K*, A¥*, sm*, Ag*, Na*, Ba?', Bi**, Cr*, zn** and Mn*" was
tested, and no interference with the detection of AI** and Cu®** was found. Interestingly,
the fluorescence intensity quenches for Cu®* and enhances for AI** with the increasing
concentration in the presence of Cipro, showing that it acts as fluorescence-OFF and —
ON, respectively; however, with a sequential addition of Cu®* to Cipro, followed by Al**,
the fluorescence intensity greatly increases, becoming the fluorescence-ON mode.
Other combinations of metal ions addition to Cipro do not change the fluorescence
behavior. Importantly, the detection of AI** and Cu?* in the real samples like living cells
shows that Cipro efficiently performs as fluorescent probe for AlI** ion in living systems,
especially in Sacharomyces cerevisiae; this is confirmed by confocal laser scanning

microscopy.

TiO, NPs were prepared, and doped with Ag NPs to yield TiO,-Ag NPs, and they were
characterized by XRD, TEM, EDS, DLS and UV-Visible spectra. The photo-catalytic
oxidation of ciprofloxacin by the above NPs were analyzed under both visible and UV
light. The oxidation of substrate was monitored by florescence technique. Interestingly,
at high pHs, the intensity of florescence was increased when ciprofloxacin was exposed
under UV or visible lights in the presence of TiO,-Ag and the intensity increase follows
first order kinetics in the substrate, for which a possible mechanism is proposed. The
effect of pH was also analyzed in the oxidation, showing that at low pHs, the substrate

does not underwent much changes in the fluorescence.
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CAPITULO 1
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La contaminacion del agua es uno de los problemas graves desde el punto de vista
ambiental y necesita una atencidén considerable debido a la necesidad de agua limpia
[1]. La presencia de compuestos farmacéuticos no biodegradables en aguas
superficiales [2], agua potable [1, 3, 4], afluentes de aguas residuales [5], residuos
hospitalarios [6] y efluentes de plantas de tratamiento de agua [2, 7-9] causa graves
problemas ambientales [1]. Los antibiéticos representan un arsenal de agentes
quimicos para combatir las infecciones bacterianas; sin embargo, una liberacion de
estos farmacos generados por las industrias farmacéuticas en los sistemas acuaticos
causa problemas ambientales; por ejemplo, la captacion celular de antibiéticos
aumentara inevitablemente el riesgo de muerte microbiana, alteracién ecoldgica,
amplificacion de genes de resistencia a antibidticos e incluso la creacion de
"superbacterias" [10-12]. Estudios previos indican que el consumo de quinolonas de
segunda generacion es en promedio tres veces mayor que el de la primera y la tercera
generacion de quinolonas [13]. De las quinolonas de segunda generacién, el Cipro
representd el 73% del consumo total, con 0.39 hasta 1.8 dosis diarias (DD) por cada
1000 habitantes [14]. Esta quinolona se utiliza ampliamente en aguas como las aguas
residuales (28,000 a 31,000 pg/L); hospitales (cantidades mayores a 10.0 pg/L), agua
municipal (0.255 a 0.568 ug/L) y tierras agricolas (0.020 a 0.100 pg/L, en China central)
[14-17].

Asi mismo, los nuevos sensores altamente selectivos para la deteccion de varios iones
metalicos o aniones a través del cambio de modos (activado y desactivado) en
luminiscencia [18-23] pueden aplicarse en las especies biolégicas y ambientales [24-
27]. Dado que la espectrofluorometria tiene alta sensibilidad, selectividad, rapidez y un
facil procedimiento operacional [28-30] en comparacidbn con otros meétodos como
espectroscopia de absorcion atomica, colorimetria, espectrofotometria y voltametria,
puede emplearse eficientemente para detectar iones metélicos, aniones o moléculas

organicas mediante la medicidbn de cambios en la sefial de fluorescencia. La presencia
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INTRODUCCION

del ion aluminio en el agua es toxica para las especies bioldgicas, en particular,
generando la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades de Parkinson y la
esclerosis lateral amiotréfica [31-35]. Sin embargo, la presencia de aluminio en el agua
es inevitable ya que se emplea generalmente para el tratamiento de aguas residuales
mediante co-precipitacion. Del mismo modo, el cobre es un elemento traza esencial e
indispensable que se encuentra en la fisiologia humana, y se requiere a
concentraciones bajas para el proceso biolégico en las plantas y animales, incluyendo
en el cuerpo humano; pero en cantidad excesiva, podria causar estrés oxidativo y los
trastornos asociados con enfermedades neuro-degenerativas como Menkes, de Wilson,
enfermedad de Parkinson, Alzheimer y enfermedades prionicas; también podria causar
dafio renal y hepatico. En el presente estudio, el antibidtico ciprofloxacino se utiliza
como quimiosensor para la deteccién de iones AI** y Cu®* en agua, y como aplicacion
adicional, la concentracion de Cipro también puede determinarse mediante la técnica de

fluorescencia afiadiendo AI** o Cu?".

La descarga de los productos farmacéuticos en el medio ambiente de las plantas de
tratamiento de aguas residuales sugiere muchos procesos de tratamiento
convencionales que a menudo no son eficaces en la reduccion de sus niveles en la
corriente de aguas residuales [36]. Una serie de estudios sobre la eliminacion de los
productos farmacéuticos desde el medio ambiente acuatico se ha llevado a cabo
recientemente, en particular la degradacién de ciprofloxacino en agua mediante
procesos de oxidacion avanzada (POA) [37-39]. Entre estos métodos, la oxidacion foto-
catalitica de contaminantes organicos utilizando TiO, se ha estudiado ampliamente ya
gue proporciona alta estabilidad quimica, no es toxico, es reutilizable y esta facilmente
disponible [40, 41]; sin embargo, existe una baja actividad catalitica bajo irradiacion de
luz visible (A mayor a 400 nm) debido a que el TiO, tiene una gran separacion de
bandas (3.2 eV para anatasa [36, 42, 43] y 3.0 eV para rutilo [44, 45]), ademas de la
rapida recombinacién de pares electron-hueco foto-generados [40] y la baja relacion de
superficie-volumen causa baja eficiencia. Por lo tanto, los procesos foto-cataliticos de
TiO, anatasa bajo luz visible (A>400 nm) es la técnica preferida [46] mediante la

ampliacion de su respuesta oOptica en la region visible a través de dopaje o depdsito de
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INTRODUCCION

NPs metélicas o no metélicas [47-49]; ya que pueden extender de manera efectiva su
foto-actividad hacia la regién visible debido a la separacion eficaz de las cargas y
reducir la brecha de bandas del TiO,. Por otra parte, este proceso también puede
disminuir la rapidez de recombinacion par electron-hueco, lo que facilita la formacion de
radicales libres [50, 51].

>,
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ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1. Problemas de contaminacion del agua

El océano contiene el 97% del agua de la tierra; el 3% restante es agua dulce que es
sobre todo inaccesible. Del 3% de agua no encontrada en el océano, aproximadamente
el 69% estd congelada en glaciares y en capas de hielo. Sélo alrededor del 1% del
agua dulce en la Tierra esta disponible para sostener y apoyar la vida en nuestro
planeta. Con la poblacion mundial que se espera que aumente de 7 mil millones en
2014 a 9 mil millones en 2050 y el crecimiento industrial continuo en todo el mundo, la
naturaleza esencial del agua la ha convertido en un recurso natural estratégico a nivel
mundial por su impacto en el ambiente, la sociedad, la salud, los alimentos, la energia 'y
la economia; ya que su falta de saneamiento y mal abastecimiento afecta la seguridad
de los nifios y los pobres. Debido a la multiplicidad de factores que plantean serios
desafios al suministro de agua dulce, como el cambio climético, el agotamiento de las
aguas subterraneas y la contaminacién de las fuentes de agua, el problema de la
escasez de agua se ha convertido en un motivo de grave preocupacion [52, 53].

Desafortunadamente, las descargas de residuos industriales y domésticos (directa o
indirectamente, a través de fugas en los sistemas de alcantarillado) en las fuentes de
agua causan una contaminacion excesiva de las aguas superficiales y subterraneas. En
consecuencia, se pierde la calidad del agua y el valor del riego, por lo que se ha vuelto
motivo de preocupacién importante por los efectos de estos contaminantes sobre la
salud humana y el medio ambiente, dependiendo de la concentracion, duracién y
trayectoria de exposicion. Algunos micronutrientes esenciales, tales como los
oligoelementos presentes generalmente en concentraciones mas bajas, pueden llegar a

ser téxicos en concentraciones mas altas [53-55].

De acuerdo a la Fig. 2.1, entre los contaminantes, podemos mencionar dos clases: los

inorganicos y los organicos.
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ANTECEDENTES

Metales pesados
(pb2+’ Hg2+, CU2+,
AlRY).

Aniones
Inorgdnicos ‘ (CN-, NO;', SO,%,
‘ C05%)

Radionucleidos

Contaminantes

~,

Productos
farmacéuticos y de
cuidado personal

Orgdnicos ’ Hidrocarburos

Pesticidas

Fig. 2.1: Clasificacién de contaminantes.

2.2. Contaminantes inorganicos

Entre los contaminantes inorganicos destacan los metales pesados téxicos como el

plomo, el cadmio, el cobre y el aluminio, los aniones y los radionucleidos.
2.2.1. Metales pesados (Cu®"y AlI*")

Los metales pesados son contaminantes toxicos que existen ampliamente en las aguas
residuales y su presencia es motivo de preocupacion para las industrias y
organizaciones medioambientales de todo el mundo. La mayoria de estos
contaminantes son severamente toxicos y peligrosos para la salud humana,
dependiendo especialmente de sus formas quimicas mas que de su contenido

elemental total, por lo que los estudios de especiacion cobran cada vez mas
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ANTECEDENTES

importancia. Por lo tanto, la separacion de las diferentes especies de elementos y la
determinacion de trazas de metales pesados es a menudo una tarea importante para
los quimicos analiticos, ya que es esencial para la identificacion y el monitoreo de

sustancias toxicas en muestras ambientales [54, 56].

Para la determinacibn de metales pesados se han aplicado diversas técnicas
instrumentales, entre las que se incluyen la espectrometria de absorcion atomica
electrotérmica, la espectrometria de emision 6ptica de plasma acoplada inductivamente,
la espectrometria de absorcion atdmica de llama, la espectrometria de masa por
plasma inductivamente acoplado, la espectrometria DRX de reflexion total y la espectro-
fluorimetria. Dado que los niveles de concentracion de metales pesados en muestras
ambientales son bastante bajos y la complejidad de las matrices es un problema
principal, a menudo se requieren técnicas de preconcentracion. Para la extraccion y
pre-concentracion de metales pesados en matrices naturales se han desarrollado
diferentes procedimientos como la extraccion liquido-liquido, el intercambio i6nico y la

extraccion en fase solida [56].

e Cu?"

El cobre, como el tercer oligoelemento mas abundante tras el hierro y el zinc en
sistemas bioldgicos y ecoldgicos, juega un papel importante en una variedad de
procesos fisioldgicos fundamentales, incluyendo la formacién 6sea, el desarrollo del
tejido conectivo, la respiracion celular, la regulaciéon de la hemoglobina sanguinea, la
prevencion de la anemia y las reacciones de transferencia de electrones que implican la
oxidacion de diversos sustratos organicos. Al mismo tiempo, la alta concentracion de
cobre es toxica y dafia gravemente al medio ambiente (principalmente por el uso
generalizado en la industria y la agricultura). El contenido de cobre total del cuerpo
humano adulto contiene tipicamente aproximadamente de 70 a 80 mg de cobre en
circunstancias normales. Sin embargo, los iones de cobre en los niveles anormales son
nocivos y pueden causar estrés oxidativo e inducir enfermedades neurodegenerativas

graves como el Alzheimer, el Parkinson, Menkes, Wilson y priones en humanos.
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ANTECEDENTES

Ademas, la acumulacién de Cu®* en el higado y los rifiones pueden causar problemas
gastrointestinales, hipoglucemia, dislexia y dafio hepatico infantil. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) establecié el limite de seguridad del cobre en el agua
potable a 2 ppm (31.5 mM). Por lo tanto, es esencial un método fiable para determinar

la cantidad de Cu** en muestras biolégicas y ambientales [57-60].

o AP

El aluminio, el metal mas abundante y el tercer elemento mas prevalente en la biosfera,
estd ampliamente disperso y aplicado en el mundo moderno: en el cuerpo de agua
natural, los aditivos de alimentos, las medicinas, materiales de envasado y utensilios de
cocina, en la industria papelera, textil y cosmética, y en ciertos tipos de aleaciones
ligeras. Ademas, algunas sales de aluminio, se utilizan en antitranspirantes y como
coagulantes en plantas de tratamiento de aguas residuales. Por otra parte, el tamafio y

la carga de AP

lo convierten en un inhibidor competitivo de varios elementos
esenciales de propiedades similares como Mg?*, Ca®" y Fe**. La acumulacion de una
cantidad excesiva de metal puede conducir a diversos problemas fisiolégicos y
bioquimicos, tales como la enfermedad ésea relacionada con aluminio (ARBD), la
anemia hipocrémica microcitica, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica, demencia y osteomalacia, y posiblemente también cancer de pulmén y
vejiga. Segun un informe de la OMS, la ingesta humana diaria promedio de aluminio es
de aproximadamente de 3 a 10 mg y la ingesta de aluminio semanal tolerable en el
cuerpo humano se estima en 7 mg/kg de peso corporal. Sin embargo, debido a la mala
capacidad de coordinacién de AlI** en comparacién con los metales de transicién, una
fuerte tendencia a la hidratacion y la falta de propiedades espectroscopicas, la
deteccion de A** siempre ha sido problemaética; por lo que se pone en peligro el medio

ambiente y la salud humana [61-63].

Si bien, el cobre y el aluminio, asi como otros metales pesados, son importantes para
los seres vivos y el medio ambiente, el uso excesivo por las industrias y el mal manejo

de residuos han generado una fuerte necesidad de controlar los niveles de estos
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ANTECEDENTES

metales en los cuerpos de agua. Por lo tanto, la deteccién simultanea de iones AI** y

Cu?*y su estudio en muestras reales son importantes.

2.3. Contaminantes organicos

Entre los principales contaminantes organicos, los cuales poseen por lo menos un anillo
aromatico en su estructura, se encuentran los fenoles, hidrocarburos, pesticidas,

productos farmacéuticos y de cuidado personal, aditivos, etc.

Actualmente, debido a su notable utilizacién y efectos biolégicos y ecotoxicologicos
peligrosos, los productos de cuidado personal y los productos farmacéuticos pueden
considerarse como uno de los principales grupos de contaminantes del agua. Aunque
las concentraciones de productos farmacéuticos en las aguas superficiales son
normalmente bastante bajas (es decir, menos de 1 g/L), el uso generalizado y rapido de
los productos farmacéuticos tanto en la sanidad veterinaria como en la humana es
especialmente preocupante debido principalmente al uso elevado de (1) esteroides para
la promocion del crecimiento y (2) antibidticos humanos y para profilaxis en el ganado
destinado a la produccion de alimentos. Se sabe que los productos farmacéuticos y sus
metabolitos entran en las plantas de tratamiento de aguas residuales; sin embargo,
debe tenerse en cuenta que algunos de ellos no pueden ser completamente eliminados
o transformados durante los métodos convencionales de tratamiento de aguas
residuales. Las aguas residuales de las industrias, los hospitales y los efluentes de los
locales domésticos se arrojan directamente a las aguas superficiales y subterraneas sin
ningun tratamiento previo de descontaminacion. Esto puede resultar en contaminacion y
efectos perturbadores. La mayoria de estos productos farmaceéuticos, debido a su alta
resistencia a los métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales, son
persistentes en ciclos de agua y por lo tanto, se hacen omnipresentes en el medio
ambiente. Sin embargo, actualmente no existen regulaciones para niveles aceptables
de productos farmacéuticos en aguas residuales hospitalarias o municipales. Por lo

tanto, el efecto de estos productos farmacéuticos y sus metabolitos en el medio

>,
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ANTECEDENTES

ambiente, su genotoxicidad y toxicidad aguda han sido objeto de serias investigaciones
cientificas [64, 65].

En la Fig. 2.2, y como se ha mencionado anteriormente, se destaca la importancia de
realizar aportaciones a la investigacion sobre contaminantes orgénicos. Esta tesis se
centra en plantear y analizar dos estrategias diferentes para disminuir la concentracién

de un contaminante organico (antibidtico ciprofloxacino) en las aguas residuales.

[ Contaminantes ]

Inorgém Organicos

Metales pesados: Compuestos aromaticos:
Pb*", Hg*", AI*', cu® fenoles, pesticidas,
hidrocarburos, firmacos

Reutilizacidn como
quimiosensor Ciprofloxacino Degradacion

¢, Qué es mejor?

Fig. 2.2: Esquema general de la problemética alrededor del antibiotico ciprofloxacino y

dos posibles estrategias para combatirla.

©

11



ANTECEDENTES

2.3.1. Antibiotico ciprofloxacino

Los antibi6ticos son una de las clases farmacéuticas mas frecuentemente observadas
en efluentes de aguas residuales debido a su ubicuidad de uso tanto en salud animal
como humana. Sin embargo, so6lo una pequefia proporcidon de los antibidticos
suministrados son metabolizados o absorbidos por el animal o el ser humano, y la
mayor parte de la dosis de antibiéticos se libera en las excretas, entrando en el suelo y
el agua. Muchos estudios ambientales se han centrado en la presencia de los mismos
antibioticos comerciales en las aguas residuales y las aguas superficiales. Por lo tanto,
hay una creciente preocupacion acerca de los riesgos potenciales de los residuos de
antibiéticos para el medio ambiente terrestre, ya que pueden estimular el desarrollo de
genes de resistencia a los antibidticos o bacterias resistentes a los antibidticos. Las
bacterias expuestas a los residuos antimicrobianos presentes en las matrices
ambientales pueden sufrir alteraciones en sus genes, dando como resultado
microorganismos que son resistentes al compuesto. Se deben usar farmacos mas
potentes en el tratamiento de enfermedades debido a bacterias resistentes a farmacos.
Por lo tanto, es muy importante utilizar tecnologias de tratamiento que sean capaces de

eliminar la actividad antimicrobiana residual de estos compuestos. [66, 67].

Las fluoroquinolonas (una estructura de anillo de quinolona sustituida por fltor),
representan una de las clases mas importantes de antibiéticos basadas en sus ventas
mundiales anuales y versatilidad terapéutica. Se trata de antibioticos producidos
sintéticamente, activos contra un amplio espectro de bacterias patdogenas gram-
negativas y gram-positivas. En consecuencia, se utilizan como antibioticos de primera
eleccion para las enfermedades infecciosas bacterianas generales como infecciones
gastrointestinales, urinarias, respiratorias, oculares y de la piel, y sus eficacias son muy
apreciadas. Sin embargo, el uso no controlado de quinolonas representa un riesgo
potencial para la salud humana, ya que tal uso conduce a la aparicion de residuos en
los alimentos humanos, ya que del 20 al 80% de las fluoroquinolonas que se ingieren se
excretan en una forma farmacologicamente activa, lo que lleva al desarrollo de

resistencia bacteriana y alergias [66, 68].
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El acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(piperazinil)-quinolona-3-carboxilico
(ciprofloxacino), pertenece a la segunda generacion de quinolonas con un atomo de
flior en la posicién 6 (fluoroquinolonas) (Fig. 2.3). Es un producto de degradacion
primaria de la enrofloxacina, que se utiliza en todo el mundo en aplicaciones acuicolas y
agricolas. Trabaja inhibiendo tanto la subunidad A de ADN girasa bacteriana
(topoisomerasa II) como una enzima esencial que mantiene los giros super helicoidales
en el ADN bacteriano, lo que afecta el crecimiento y la reproduccion de las bacterias. El
ciprofloxacino se transporta facilmente al medio ambiente mediante la descarga de
aguas residuales y la escorrentia directa. La investigacion sobre la biodegradabilidad
del ciprofloxacino demostrd que no es "facilmente biodegradable" en el agua. El estudio
del comportamiento de las fluoroguinolonas durante el tratamiento mecanico, quimico y
activo de los lodos de las aguas residuales y la digestiéon de los lodos demostré que
mas del 70% de la cantidad total de ciprofloxacino y norfloxacino pasa a través de la
planta de tratamiento de aguas residuales tal como lodo digerido cuando se adsorben a
los lodos durante este tratamiento. De hecho, el ciprofloxacino en el agua se transfiere
principalmente de una fase a otra, pero no se degrada realmente después del
tratamiento por las plantas tradicionales de tratamiento de aguas residuales, que
pueden causar la contaminacién secundaria del medio ambiente [68-70].

O O

OH

Fig. 2.3: Estructura quimica del ciprofloxacino.

El monitoreo de bajas cantidades de estos compuestos de diferentes matrices
ambientales es esencial para la proteccion de la salud humana y el control ambiental.
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Se ha publicado un gran nimero de métodos para la determinacioén de fluoroquinolonas
en aguas ambientales, incluyendo especialmente la cromatografia liquida con deteccién
de fluorescencia (LC-FD) o masa (LC-MS). Pero también es muy importante utilizar
tecnologias de tratamiento que sean capaces de eliminar la actividad antimicrobiana
residual de estos compuestos. Sin embargo también hay estudios que prueban que la
exposicion a la luz solar debilitara la persistencia de fluoroquinolonas en la zona [71,
72].

Parte 1 Parte 2

Quimiosensor Reutilizacion
para Al** y Cu?*

Degradacion Productos
- de
gradados

Ciprofloxacino

Fig. 2.4. Propuestas de accion frente a la presencia de ciprofloxacino en aguas

residuales.

De acuerdo al esquema anterior (Fig. 2.4), para remover o contribuir en la disminucion
de la concentracién de ciprofloxacino (contaminante organico emergente) en los
cuerpos de agua, el presente trabajo se dividird en dos partes. La Parte 1 trata de la
reutilizacion de ciprofloxacino como quimiosensor para la deteccion simultanea de los
iones metalicos Cu®" y AI** (contaminantes inorgénicos) en medio acuoso; mientras que
en la Parte 2 se presenta, como una segunda alternativa, la degradacién foto-catalitica

de ciprofloxacino mediante NPs de TiO, y TiO2-Ag.

2.4. Parte 1: Reutilizacion de ciprofloxacino como quimiosensor.

La espectro-fluorometria tiene alta sensibilidad, selectividad, rapidez y un facil
procedimiento operacional [28-30] en comparacion con otros métodos como
espectroscopia de absorcién atomica, colorimetria, espectrofotometria y voltametria,
por lo que puede emplearse eficientemente para detectar iones metalicos, aniones o

moléculas organicas mediante la medicion de cambios en la sefal de fluorescencia.
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Asi, la técnica de fluorescencia se utiliza con éxito para detectar numerosos iones
metélicos en muestras biolégicas [73-78] como sigue: Ca** [79], Mg®* [80-82], Pb?* [83-
85], Cd** [86-88], AI** [89-92], Cr** [93, 94] , Hg®" [95-99], Fe*" [100], Co®* [101, 102],
Ni** [103, 104], zn*" [105-111], Cu®*' [112-114], Ag® [115, 116], Mn?** [117]; iones
metélicos raros de la Tierra [118-121]. A parte de la deteccidn de iones metalicos, esta
técnica se ha aplicado en la deteccion de plaguicidas, dinamita, biomoléculas, gases
toxicos e incluso células cancerosas, debido a la sensibilidad ultra-alta con la que se
realiza la deteccion, principalmente en condiciones ambientales, asi como a la
visualizacion en células vivas mediante microscopia confocal. Estos sensores basados
en fluorescencia son sistemas emisores de luz que proporcionan amplificacion o
extincion de sefial tras la union o liberacibn de un analito bajo una variedad de
condiciones. El disefio de un sensor fluorescente con una varianza de sefial significativa

es importante para detectar el analito en un rango de concentracién mas bajo [59, 63].

Los receptores cromogénicos, capaces de transformar la union de especies idnicas en
sefales espectroscépicas, son especialmente atractivos debido a que el proceso de
reconocimiento puede monitorear conveniente y facilmente los iones objetivo en el
rango visible con alta selectividad, simplicidad, bajo costo y seguimiento rapido de
analitos en muestras biologicas, toxicolégicas y ambientales. Estas sondas
fluorescentes se explotan ampliamente en biologia, biotecnologia, reconocimiento
molecular, diagndstico clinico y analitico y ciencias de la vida. El disefio, la sintesis y la
caracterizacion espectroscopica de nuevos quimiosensores fluorescentes son
actualmente de interés y estan atrayendo considerable atencion en la quimica
biomimética. [58, 60, 62].

Dado que el Cu®* paramagnético es un notable apagador de fluorescencia, sélo unos
cuantos quimiosensores fluorescentes radiométricos para Cu?* estan disponibles en la
bibliografia. Ciertamente, algunos manuscritos muestran amplificaciones de
fluorescencia con Cu®, pero Cu?" también tiene interferencia con otros metales [58].
Actualmente varios investigadores han desarrollado quimio-sensores para la deteccion
de iones de cobre de la siguiente manera: curcumina [57], derivado de p-
dimetilaminobenzamida [122], cumarina 0 en forma de cumarina hidrazida [123-125],
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derivados de 4-aminoantipirina [126], acetatos de 4-(1,4,5-trifenil-1H-imidazol-2-il)anilinil
[127], benzo-ditiofeno [128], polimeros con terperidina colgante [129], tiourea con
polimero conjugado [130, 131], residuo de piperazinilo [132], derivado de rodamina B
[133], colorantes de rodamina acoplados a dipicolilamina [134], derivado de rodamina
multifuncional [135], quinaldina-indol [136], 3,5-diclorosalicilal-dehido-omicron-rodamina
B hidrazona [137], pireno o naftalamida a base de semicarbazida [138, 139],
compuestos a base de pireno[140], calix 4 areno ligado a benzotiazol [141], residuo de
pirrol [142], base simple de Schiff [143], ferroceno-antraceno [144]. Un quimiosensor
fluorescente del tipo “turn-on” para la deteccién de i6n Cu®" [145] y también algunos de

los sensores anteriores se han aplicado en células vivas [57, 77, 122, 140, 146, 147].

Tabla 2.1: Quimiosensores reportados para la deteccién de Al®*.

Compuestos organicos utilizados como Medio :
oh 3+ . Referencias

guimiosensores para Al Disolvente

7-metoxicromona-3-carbaldehido-((2-

tiobenzotiazolilo)acetil) hidrazona Etanol [30]

1-(2-piridilazo)-2-naftol Metanol [89]

N -(4-d|§-:'tllam|no-2-h|drOX|benC|I|deno)-2-h|drOX|- CH3CN/H,0 [148]

benzohidrazida

1-(2-hidroxi-5-iminometilfenil)- naftaleno-2-ol Agua/Metanol [149]

3_,5-b|s_.((E)-(2-|mlnohldrOX|fen|I)met|I)-4- Metanol [150]

hidroxibenzoato

8-f_orm_y|-7-hydrox_y|-4-met|Icumar|na—(2 -metil Etanol [151]

quinolina -4- formil) hydrazona

2-((_E)-(2-((E)-2-h|drOX|benC|I|deno-am|no)|mmofenll) Metanol [152]

metil)fenol

Denyado; de 2-aldehido cloronicotinico-rodamina B CHSCN [153]

funcionalizado

N,N’-bis(2-hidroxi-1-naftaldehido)-l,2-fenilendiamina DMF [154]

4_-(8-h_|drOX|qumoI|na-7-|I)met|Ien-lmlno-l-fenll-2,3- Metanol/Agua [155]

dimetil-5-pyzole
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La deteccién de AI** en medio acuoso es importante aunque dificil en comparacién con
otros iones metdlicos. Por lo tanto, una variedad de quimiosensores se ha divulgado
recientemente para la deteccién de AI**. Los estudios de la Tabla 2.2 muestran que la
mayoria de los quimiosensores son adecuados s6lo en medio no acuoso (metanol,
etanol, DMF o mezcla de disolventes) debido a su capacidad de coordinacion deficiente
y su fuerte tendencia de hidratacion. Aunque estos sensores detectan eficientemente el

13

ion AI°", su aplicacion en muestras reales se limita en la literatura, sobre todo en bio-

imagenes de células vivas [63, 148, 156-158].

Las puertas l6gicas moleculares [22, 159-165] definida como una reacciéon quimica
como entrada y la respuesta de la fluorescencia como salida, se pueden utilizar para
sensores bioquimicos/épticos [166-170]. El estudio de la levadura Saccharomyces
cerevisiae tiene muchas ventajas en comparacion con los clasicos estudios bacterianos;
principalmente, porque las levaduras son células eucariotas cuya similitud con células
animales y humanas es mayor, en comparacioén con las células procariotas, como las
bacterias. Las pruebas de sensores quimicos en las células bacterianas tienen como
principal desventaja las fuertes diferencias en la membrana celular y, también, la falta
de organelos en la mayoria de las células procariotas podria conducir a resultados
falsos ya que los procesos involucrados en la difusion y el metabolismo de sustratos
externos no son tan complejos como los que se encuentran en las células eucariotas
[171].

I** y Cu® es un

Por lo tanto, un compuesto organico adecuado que detecte iones A
desafio, y por otra parte, la deteccion de estos metales mediante el uso de antibiéticos
es interesante, sin embargo no existe ningun reporte en la literatura de que el
ciprofloxacino esté siendo utilizado como un quimiosensor para iones metalicos. La
mayoria de los estudios se han centrado en que los antibidticos son un problema
ambiental, como contaminantes del agua. No hay estudios donde los antibidticos se
utilicen para detectar cationes, aniones o moléculas organicas téxicas. La novedad del
presente trabajo es que el antibiotico ciprofloxacino esta siendo empleado para detectar

los iones metalicos tales como A" o Cu?*.
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2.5. Parte 2: Degradacion de ciprofloxacino por NPs de TiO, y TiO,-Ag

Para remover antibiéticos de agua residual como ciprofloxacino existen varios métodos,

tal como se muestran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: Métodos de remocion de antibibticos en cuerpos de agua.

Método Ventajas Desventajas

e Econdmicamente factible | ¢ No es eficiente para

. y de facil manejo. contaminantes aromaticos.
Tratamiento . L
. e Puede aplicarse a | e Los compuestos aromaticos
Convencional . >
(anaerobio y grandes cantidades. son toxicos para los
- e No genera productos o microorganismos.
aerobio) : RN A
intermediarios toXicos. e Los antibidticos matan a las
e Produce CH,y CO, bacterias.
e Productos precipitados (no
Tratamiento tratados).

e Rapida precipitacion

fisico-quimico i s e Alto costo (reactivos
(coagulacion- | ® Reaccion quimica quimicos)
Y (coagulacién). . ' .
precipitacion) e Aplicado a cantidades
menores.

e Efectivo para producir alto
potencial oxidante (OH").

e Reutilizable. e Alta energia de brecha de

Procesos de Catalizad q q bandas (requiere luz UV).
oxidacion * aralza orr ba ecuado e Alta recombinacion de par
avanzada para = pruebas € electrén-hueco.

efectividad bajo luz

- - . M L4
visible. Baja separacion de cargas.

e No genera lodos toxicos.

Los procesos de oxidacién avanzada son conocidos como métodos eficientes para
eliminar contaminantes organicos no biodegradables de aguas subterraneas,
superficiales y residuales. Su efectividad depende del radical OH" in situ generado que
es capaz de oxidar moléculas organicas hasta su mineralizacién. Estos radicales
pueden ser producidos por métodos quimicos, fotoquimicos o electroguimicos. Existen
varios estudios disponibles sobre la degradacion de contaminantes organicos tales

como pesticidas, colorantes, productos farmacéuticos, compuestos aromaticos,
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nitrofenoles o surfactantes mediante la foto-oxidacion Fenton. Algunos estudios han
demostrado que es un método de tratamiento viable para degradar o eliminar el

ciprofloxacino del agua y las aguas residuales [69].

02. -

Foto-reduccion
Banda de conduccion 0,

hv 2 Eg 4
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OH H

Fig. 2.5: Generacion de par electron-hueco en un semiconductor foto-catalitico.

Un sistema fotocatalitico basado en un semiconductor puede ser descrito por el modelo
bandgap (brecha de banda), en el que la banda de valencia que es la banda ocupada
mas alta y la banda de conduccion que es la banda vacia mas baja, estan separadas
por una brecha de banda; una regién de energias prohibidas en un cristal. Un electron
es excitado a la banda de conduccion y deja un hueco (h*) en la banda de valencia
cuando la energia incidente es igual o mayor que la brecha de banda del
semiconductor, como se muestra en la Fig. 2.5. El electron foto-excitado se utiliza en
una reaccion de reduccion con un aceptor de electrones; por ejemplo, la reduccién de
protones en hidrégeno, la generacion de un radical O," o la reduccién de CO,, pero s6lo
si el minimo de la banda de conduccion se encuentra en un potencial mas negativo que
el potencial electroquimico de la reaccion deseada. En la banda de valencia del

semiconductor, el hueco foto-generado también puede realizar una reaccion oxidativa

>,
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con un donante de electrones con potencial de oxidacion mas negativo que la banda de

valencia méxima [172].

Entre los procesos de oxidacion avanzada disponibles, la fotocatalisis con dioxido de
titanio (TiOy), especialmente en su fase cristalina anatasa, como catalizador es capaz
de lograr la oxidacion completa de los contaminantes organicos mediante la generacion
de radicales hidroxilo cuando el catalizador esta expuesto a la radiacion ultravioleta. Es
el fotocatalizador mas utilizado debido a su bajo costo, su no toxicidad y su estabilidad.
Debe sefalarse que la adsorcidon de contaminantes por TiO; es la clave de este proceso
de oxidacién avanzada, ya que el compuesto necesita ser adsorbido sobre la superficie
del catalizador para que tenga lugar la reaccion de oxidacion. La eficiencia de la
adsorcion del compuesto en el semiconductor varia. Esto depende del contaminante, la
concentracion del adsorbente, el pH y la complejidad de la matriz. Por otra parte, TiO»
tiene dos inconvenientes principales: (1) TiO, puede ser fotoexcitado sélo bajo
irradiacion UV (con longitudes de onda menores a 387 nm), que constituye sélo del 3 al
5% del espectro visible; (2) el TiO, puro tiene una tasa de recombinacion alta de
electrones y huecos fotoinducidos, limitando su aplicacion a escala comercial. Para ello,
se han realizado grandes esfuerzos para desplazar la respuesta éptica de TiO, de la
region UV a la region de luz visible para recoger la energia solar de manera mas
eficiente y para aumentar la eficacia de separacion de pares de portadores de carga; a

través de dopaje o depdsito de NPs metalicas o no metalicas [66, 173].

La presencia de particulas metalicas como el Au, Ag y Cu en la superficie de TiO,
pueden extender de manera efectiva su foto-actividad hacia la region visible debido a la
separacién eficaz de las cargas y reducir la brecha de bandas del TiO,. Por otra parte,
este proceso también puede disminuir la rapidez de recombinacion par electron-hueco,
lo que facilita la formacion de radicales libres [50, 51]. Sin embargo, estos esfuerzos
han brindado mejoras s6lo modestas en la foto-actividad debido a que la absorcion de
luz visible no puede ser francamente relacionada con la velocidad de reaccion, ademas
de que las especies externas a menudo funcionan como centros de recombinacion para

los pares electron/hueco foto-generados.
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Varios estudios se han centrado en TiO,-Ag como foto-catalizador para la oxidacion de
los contaminantes en presencia de luz UV [92]. Asi, las nanoparticulas (NPs) de
metales nobles (Ag) son elegidos para la deposicion superficial sobre TiO, para
aumentar la separacion de la carga, y para reducir la tasa de recombinacion de pares
electron-hueco, y también reducir el intervalo de banda del diéxido de titanio [174-178].
Por lo tanto, la segunda parte del presente trabajo, se ocupa de la oxidacion del
ciprofloxacino como contaminante emergente y también se analiza la influencia del
metal (Ag) en el catalizador TiO, aplicados en la degradacion del ciprofloxacino bajo luz
UV y visible.
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JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

El antibiético es un producto farmacéutico no biodegradable por métodos
convencionales en plantas de tratamiento de aguas residuales y, por ende, representa
un problema grave en la contaminacién del agua. Otro problema de contaminacion en el
agua es la presencia de altas concentraciones de iones metélicos. La deteccién de AI**
en medio acuoso es importante pero dificil en comparacion con otros iones metélicos
debido a su poca coordinacion, fuerte capacidad de hidratacion y falta de caracteristicas
espectroscopicas [148, 179, 180]. Del mismo modo, controlar la presencia de cobre en
el agua (nivel permitido 2.0 ppm, 30 mm) es un problema dificil debido al uso
generalizado de Cu®* (asociado a enfermedades neuro-degenerativas) en la industria y
la agricultura. La novedad de esta investigacion es que en la primera parte los
antibiéticos, especialmente ciprofloxacino, estdn siendo empleados para detectar los

I** o Cu?*. Dado que la espectrofluorometria tiene alta

iones metalicos tales como A
sensibilidad, selectividad, rapidez y un facil procedimiento operacional [28-30] en
comparacion con otros métodos de espectroscopia, puede emplearse eficientemente
para detectar iones metalicos, aniones 0 moléculas organicas mediante la medicion de
cambios en la sefial de fluorescencia. Asi mismo, se analizé su aplicacién a células de
levadura, ya que son células eucariotas cuya similitud con células animales y humanas
es mayor, en comparacion con las células procariotas, como las bacterias. De igual
manera, como aplicacion adicional, la concentracion de Cipro también puede

determinarse mediante la técnica de fluorescencia afiadiendo AI** o Cu?".

En la segunda parte se degrada el antibiotico ciprofloxacino, mediante el uso de TiO, y
TiO,-Ag como catalizador bajo UV y luz visible, para analizar el efecto del dopaje con
plata, elegida para aumentar la separacion de la carga, reducir la tasa de
recombinacion de pares electrén-hueco, y también reducir el intervalo de banda del
didxido de titanio [174-178] lo que extiende de manera efectiva su foto-actividad hacia la

region visible.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1. Objetivos

4.1.1. Objetivo general

Analizar la propiedad electronica de ciprofloxacino como quimiosensor para la deteccion

de metales y su oxidacion foto-catalitica mediante TiO, y TiO,-Ag NPs bajo luz visible y

UVv.

4.1.2. Objetivos particulares

4.2.

Analizar propiedad electronica (comportamiento espectral y fluorescencia).
Estudiar ciprofloxacino como quimiosensor en fluorescencia para diferentes
metales (pruebas de enlace, titulacién, andlisis estequiométrico e interferencia).
Analizar presencia de puerta légica.

Emplear ciprofloxacino como quimiosensor para deteccién de AI** y Cu®* en
sistemas biologicos (levadura).

Estudiar foto-degradacion por TiO, y TiO,-Ag a través de luz visible.

Analizar el comportamiento de la cinética de degradacion de ciprofloxacino.

Hipotesis

Si Cipro funciona como detector para metales (AI** y Cu®*) se puede emplear
como quimiosensor para deteccion de estos metales en diversas aplicaciones.

En caso de que TiO,-Ag degrade eficientemente a Cipro a través de luz visible y
UV, se puede emplear como foto-catalizador para la degradacién de quinolonas

en aguas residuales.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1. Materiales y equipos

Los reactivos quimicos y solventes fueron adquiridos comercialmente de Sigma-Aldrich
y usados sin purificaciones adicionales: ciprofloxacino, metanol, agua destilada,
nitratos metalicos (Cd?*, Ni?*, Cu?*, Sr¥*, Mg?*, Co?*, Fe*', K*, A**, Sm**, Ag*, Na*, Bi*",
Ba®*, Cr**, Zn®** y Mn?"), acido clorhidrico, hidréxido de sodio, ter-butéxido de titanio
(TBT), etanol, acido acético, agua desionizada, nitrato de plata, carbonato de sodio. Asi
mismo, se utiliz6 como medio agar de Cisteina Triptica (CTA, BIOXON) para el
mantenimiento del cultivo celular y agar Mueller Hinton (DIBICO) para la mezcla de

diluciéon de inoculacion.

Preparacién de muestras bioldgicas: Todos los reactivos quimicos fueron adquiridos de
Sigma Aldrich y se utilizaron sin purificacion adicional. Las cepas fueron obtenidas del
Banco de Cepas (WFCC/WDCM-100), Facultad de Quimica, UNAM para el cultivo
celular, y mantenidas en Medio Agar de Cisteina Triptica (CTA, BIOXON) para el
mantenimiento del cultivo celular y Agar Mueller Hinton (DIBICO) para la mezcla de
dilucion de inoculacién. Para todos los estudios biolégicos, se utilizé agar Miller Hinton
como medio de cultivo, como factores de crecimiento suplementarios se utilizaron
peptona de carne (Sigma Aldrich) y glucosa (J. T. Baker) sin purificacion adicional. Para

el cultivo se utilizé una incubadora (BOEKEL).

5.2. Mediciones fisicas

El espectrofotometro UV-Vis (Perkin-Elmer Lambda 25) y el espectrofotometro de
fluorescencia (F-96 Pro) (Fig. 5.1) se emplearon para analizar las propiedades

electronicas y de fluorescencia de ciprofloxacino, asi como para la deteccion de iones
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metélicos. La fluorescencia confocal se realizé en un microscopio confocal Leica TCS
SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), con laser de diodo azul (50 mW, A = 405
nm) y adquisicibn como xyz a una velocidad de 400 Hz. y procesadas utilizando el
software de imagen Zen 2009 (Zen, Frickenhausen, Alemania). La oxidacion de
ciprofloxacino se control6 midiendo los cambios de fluorescencia del sustrato mediante
espectroscopia de fluorescencia (F-96 Pro). Se empled cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC, Varian Modelo Varian Pro-Star) acoplada con un detector UV (254
nm) para analizar el producto formado durante la oxidacion ciprofloxacino. En el
experimento de HPLC se us6 una columna de fase inversa C-18 y la mezcla de
disolventes (CH3CN y H,0O 30:70) como fase movil (Fig. 5.2).

Fig. 5.1: Equipo de fluorescencia para determinar propiedades electronicas de

ciprofloxacino, asi como su cinética de degradacion.
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©

Fig. 5.2: Equipo HPLC para identificar intermediarios de la degradacion de

ciprofloxacino.

5.3. Propiedades fisico-quimicas de ciprofloxacino:

Es esencial eliminar el ciprofloxacino, el cual tiene fuertes propiedades antibidticas, del
medio ambiente. La novedad del presente trabajo es que se elimina el antibiético
ciprofloxacino: 1) re-utilizado como detector de iones metélicos, y 2) degradado a su

forma no toéxica.

A continuacion se presenta la metodologia experimental que se siguid para la eliminacion

de ciprofloxacino mediante las dos estrategias propuestas anteriormente.
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Fig. 5.3: Diagrama general del procedimiento experimental.

5.3.1 Ciprofloxacino como sensor quimico:

Pruebas de reconocimiento de enlace con metales: La prueba de unién de metales fue
realizada para los siguientes iones metélicos: Cd**, Ni**, Cu®*, Sr**, Mg?*, Co**, Fe*,

K*, AP*, sm®, Ag®, Na*, Ba**, Bi**, Cr®", Zn*" y Mn?*. En el experimento, cada solucién
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de ion metélico (2.0 pyL, 0.1 M) fue agregada a Cipro (2.0 mL, 0.1 mM) en metanol, y
después se midi6 la emisién de fluorescencia (360 a 720 nm).

I** y Cu®": La selectividad de enlace del

Estudios de titulacién (Cipro frente a iones A
Cipro con iones AI** y Cu®* se analiz6 mediante titulacién espectrofotométrica; en donde
la intensidad de emision fluorescente se midié para cada adicion sucesiva de AI** (de
0.0 a 0.075 mM) a Cipro (2.0 mL, 0.1 mM) y también de Cu?* (de 0.0 a 0.59 mM) a
Cipro (2.0 mL, 1.0 mM).

Estudios de titulacién ([Cipro+Cu®'] frente a iones AI**

): La selectividad de enlace para
[Cipro+Cu?'] con AI** también se analiz6 mediante la medicién de la emisién de la
intensidad fluorescente para cada adicion subsecuente de iones Al** (0.0 a 0.1 mM) a

[Cipro (2.0 mL, 0.1 mM), + Cu®* (0.05 mM)].

Andlisis estequiometrico mediante grafico de Job (Cipro con iones AI** y Cu®): La
relacién estequiometrica en la que se combinan Cipro y los iones Cu®* y A** se analiz6
mediante la medicién de la emision de la intensidad fluorescente para cada relacion
estequiométrica. Para cada ion se obtiene un gréfico de Job, el cual se realiza
preparando una solucion de cada ion (0.1 mM) y una de Cipro (0.1 mM). Para obtener
la estequiometria se mantiene fijo el volumen en la celda (3.0 mL). En cada celda de
ambos gréficos de Job se agrega primero el porcentaje correspondiente a la solucion de
Cipro y posteriormente el porcentaje correspondiente a la solucion del ion metélico. Los
porcentajes de ion metalico en las celdas fueron: 0, 6, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 92, 94, 96, 98 y 100%.

Andlisis estequiometrico mediante grafico de Job ([Cipro+Cu?'] con iones AP*): La
relacién estequiometrica en la que se combinan [Cipro+Cu®"] y AI** se analizé6 mediante
la medicibn de la emisibn de la intensidad fluorescente para cada relacion
estequiometrica. Inicialmente se prepara una solucién de iones AI** (0.1 mM) y una de
[Cipro (0.1 mM), + Cu?* (0.05 mM)]. Para obtener la estequiometria se mantiene fijo el

volumen en la celda (3.0 mL). En cada celda se agrega primero el porcentaje

©
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correspondiente a la solucién de [Cipro+Cu®"] y posteriormente el porcentaje
correspondiente a la solucién de AI**. Los porcentajes de AlI** en las celdas fueron: 0, 6,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 92, 94, 96, 98 y 100%.

Andlisis de enlace competitivo o de interferencia (Cipro+Al** y Cipro+Cu?®*): La posible
interferencia de otros iones metélicos se estudié durante la selectividad del enlace de
Cipro con A**. A 2.0 mL de la solucién de la mezcla de Cipro (0.1 mM, 35.0 mL) + AI**
(2100.0 mM, 35.0 uL), se agregaron diversos iones metalicos (2.0 pyL, 100.0 mM) de tal
manera que la concentracién final fue de 0.1 mM, y entonces se midié la emision de
fluorescencia en la region visible después de la excitacion a 365 nm. Del mismo modo,
para Cipro con Cu®*, se analiz6 la selectividad de unién y se afiadieron diferentes iones
metalicos (1.0 pL, 100.0 mM) a 2.0 mL de la mezcla de [Cipro (35.0 mL, 0.1 mM) + Cu®
(100.0 mM, 17.5 L], y la concentracion final fue de 0.05 mM.

Andlisis de enlace competitivo o de interferencia ([Cipro+Cu®] y AP*): El enlace
competitivo entre otros iones metalicos y [Cipro+Cu?‘] con AI**, fue estudiado. A 2.0 mL
de la solucién de la mezcla de [Cipro (0.1 mM, 35.0 mL) + Cu®" (100.0 mM, 17.5 uL)] +
APP* (100.0 mM, 35.0 pL) se le agregaron diversos iones metalicos (2.0 pL, 100.0 mM)
de tal manera que la concentracion final fue de 0.1 mM, y entonces se midio la emision

de fluorescencia.

Efecto de la temperatura en la emision de fluorescencia para los diversos sistemas: Los
efectos de la temperatura en la intensidad de fluorescencia para Cipro (0.1 mM), [Cipro
(0.1 mM, 35.0 mL) + Cu®* (100.0 mM, 17.5 uL)], [Cipro (0.1 mM, 35.0 mL) + AI** (100.0
mM, 35.0 uL)] y [Cipro (0.1 mM, 35.0 mL) + Cu®" (100.0 mM, 17.5 uL)] + A** (100.0
mM, 35.0 pL) fueron analizados. Para medir la intensidad de fluorescencia, se preparan
celdas con 2.0 mL de cada sistema, utilizando un bafio de hielo o un bafio de agua

caliente, segun se requiera, en un rango de 5 a 50°C.
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Reconocimiento de AI**y Cu®* en muestras biolégicas: La aplicacién del quimio-sensor

Cipro para los diversos sistemas en muestras biologicas, se resume en el siguiente

diagrama (Fig. 5.4):

Tipo 1 Tipo 2
(sco) (scc)

Hm Z Cipro como
|
N F%OH factor de
B crecimiento

Inoculacion de
Saccharomyces cerevisiae

Agar
Muller Hinton

Adicién posterior modificado
de Cipro
NS Y
\:CLI:J\”OH 4 Cultivo por 24 hrs. a temperatura %
00 ambiente
Difusién Cu?t + ARt
(10 minutos) ~. Y v ~ Adicion Secuencial

Cu?* + Al 2 — o
Adicién Secuencial \/'/

Analisis por Microscopia Confocal
(}“excitacién: 405 nm; ;‘emisién: 500 nm)

Fig. 5.4: Diagrama experimental en la aplicacién de Cipro en muestras biol6gicas para

el reconocimiento de Cu?*y AI**.

Purificacion de la célula: Las células de levadura Saccharomyces cerevisiae se
obtuvieron a partir de cultivos disponibles comercialmente. La purificacion de las cepas
celulares se hizo a través de una modificacion de los métodos previamente reportados
[171, 181]. En un experimento tipico, se tomaron 0.5 g de células secas y se afiadi6 a
tubos de ensayo esterilizados con 5.0 mL de agua destilada que contiene cierta
cantidad de sacarosa (0.05 g/mL). El cultivo se dejé crecer durante dos horas y luego

250.0 pL se anadieron a una caja Petri que contiene agar Muller Hinton modificado con

peptona de carne y glucosa (1.0% p/v de cada uno).
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Difusion del quimiosensor en células de levadura: Con el fin de entender los procesos
de difusion de ciprofloxacino dentro de las células de levadura, se llevaron a cabo
diferentes experimentos. Anteriormente la levadura purificada se cultiva en dos
entornos diferentes: Saccharomyces cerevisiae cultivado en agar que contiene
ciprofloxacino (SCC) y levadura crecida sin ningan antibiético afiadido al agar (SC0). En
ambos experimentos, se cultivaron células de levadura en agar Miller Hinton
modificado como se describe antes. Una soluciéon madre (5.0 mM) se preparé en un
medio que contiene una mezcla de H,O y etanol (90:10). A continuacion se utilizé esta
mezcla como fuente de Cipro para el cultivo celular, donde se afiadieron 250.0 yL de
antibiético para las cajas de Petri que contienen el medio de cultivo modificado.
Después de la adicién de ciprofloxacino, el contenido se homogeneizé y se permite que
se difunda en el agar durante diez minutos. Por altimo, la levadura se transfirié para el
cultivo desde tubos de ensayo a cajas Petri e incubadas durante 24 horas a
temperatura ambiente. En el caso de los cultivos libres de ciprofloxacino SCO, se aplico
un procedimiento similar; sin embargo, en este caso, se utilizé una solucion de reserva
gue contenia sélo agua y etanol y se afiadié Cipro Unicamente antes de la observaciéon

bajo el microscopio confocal de barrido.

Pruebas de selectividad: La selectividad de ciprofloxacino hacia algunos iones
metalicos, especificamente Cu®" y AI**, se analizd6 mediante el crecimiento de cierta
cantidad de células de levadura en presencia de los iones metélicos. Se cultivaron
células modificadas SCC segun el procedimiento descrito anteriormente y después de
24 horas de cultivo, una carga de células se fija en un portaobjetos de vidrio; a este
paquete de las células, se afiadieron 50.0 pL de Cu®* o APF* 0.1 mM en varias

combinaciones.

5.4 Foto-degradacion de ciprofloxacino mediante NPs de TiO,-Ag
bajo luz visible y UV.

Sintesis y caracterizacion de TiO, NPs: Se prepararon como se reportd en la literatura
[182]. Ter-butdxido de titanio (TBT) (4.5 mL) se disolvié primero en EtOH (41.0 mL), y
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después se afiadio lentamente (~ 1.0 mL / min) a la mezcla disolvente (100 mL, etanol:
agua, 50: 50%) teniendo un pH de 3.0 ajustado por CH3COOH. La solucion resultante
se agitd durante 2.0 horas para formar un sélido y después se dejo durante 8 horas a
20 °C, seguido por evaporacion a 80 °C durante la noche en un horno; a continuacion,
se recogieron las muestras en un crisol e incineradas a 450 ° C durante 5 horas. Esta
muestra fue caracterizada por difraccion de rayos X (DRX) usando un difractometro
Rigaku RU300 (Radiacion Cu K, A = 0.154 nm), y microscopia de transmision
electronica (TEM, por sus siglas en inglés) para analizar la morfologia de las muestras
mediante el uso de un microscopio de transmision de electrones (TEM, JEOL 2010 200
kV) con espectroscopia de energia dispersiva (EDS, micro analizador).

Deposicidn de NPs de Ag sobre NPs de TiO, y su caracterizacion: El TiO, preparado se
recubrié con Ag (1.0% p/p proporcién) de acuerdo con una técnica ya reportada [183,
184]. TiO, (0.50 g) fue suspendido mediante sonicacion en agua desionizada (10.0 mL),
a la cual se agreg6 lentamente AgNO3 (0.46 mL, 100.0 mM); la solucién resultante se
homogeneiz6 por agitacion a 20 °C durante 30 min, y luego se afiadié Na,CO3 (0.5 mL,
1,0% p/v) lentamente [185]. Esta muestra fue caracterizada por difraccion de rayos X
(DRX), microscopia de transmision electréonica (TEM, por sus siglas en inglés) y

espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Foto-oxidacion de ciprofloxacino para ambos nano-materiales: La foto-eficiencia de los
materiales fue probada en radiacion UV vy visible para la oxidacion de ciprofloxacino

COMO se muestra:

i i UV o luz visible/TiO, . i i .,
ciprofloxacino eficiencia de oxidacion

. . UV o luz visible/TiO,—Ag .. . . ..
ciprofloxacino eficiencia de oxidacion
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Se prepard una solucion de concentracion 1.0 mM de Cipro en MeOH. Se tomaron 7.5
mL de ésta solucidén, 22.5 mL de agua destilada, se agregaron 30 mg de catalizador
(1.0 mg/mL) y se sonico para disolver el catalizador. La mezcla resultante fue expuesta
bajo luz UV o luz visible bajo agitacién constante por un periodo de 60 minutos. La
concentracion de ciprofloxacino fue determinada mediante la técnica de fluorescencia.
La eficiencia de oxidacién de ciprofloxacino fue determinada de acuerdo a la Ecuacion
1.

Cy x100

Gy = 100 — (222 (1)

Cy = porcentaje de concentracién de ciprofloxacino después de la oxidacién (eficiencia
de oxidacion); C; = concentracion de ciprofloxacino a diferentes tiempos; Co =

concentracion inicial de ciprofloxacino.

Efecto de pH en la oxidacién de ciprofloxacino: Los efectos de pH fueron analizados
bajo irradiacion UV y visible para conocer el efecto en TiO, y con deposicion de Ag en la
eficiencia de la foto oxidacion del ciprofloxacino. Los pH’s manejados fueron: 3, 7 y 8.
La solucién inicial con catalizador presenta un pH inicial de 7. Para obtener los valores
de pH basico o acido se utilizaron soluciones de NaOH 1.0 M y HCI 1.0 M,

respectivamente, asi como tiras de pH.

Andlisis HPLC de oxidacion del ciprofloxacino: Se analizé el efecto del pH y la
degradacion de Cipro bajo luz Visible por 5 horas, para una mezcla de 26.25 mL de
agua destilada y 3.75 mL de una solucion de Cipro (2.0 mM) en MeOH, con 3.0 mg de
catalizador TiO,-Ag (1.0 mg/10.0 mL). Una vez degradado, se filtr6 para retirar el
catalizador, después se tomaron 20.0 yL en una microjeringa y se inyectaron a una
Columna C18 ZORBAX por 10 minutos. EI método utilizado para la lectura fue:

Tioanisoles/MeOH y la mezcla usada fue Acetonitrilo : Agua en una relacién 30:70.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Ciprofloxacino como quimiosensor

Pruebas de reconocimiento de enlace con metales: En la prueba de unién de metales,
realizada para los iones metalicos Cd**, Ni?*, Cu®*, Sr**, Mg®*, Co*", Fe*", K*, Al*,
sm*, Ag*, Na*, Ba**, Bi**, Cr*", zn*' y Mn?*, Cipro fue excitado a 365 nm y se observé
la emisidon fluorescente correspondiente a 440 nm. Resulté que el antibidtico Cipro

I** y Cu* (Fig. 6.1); en la que existe una

detecta simultaneamente los iones A
considerable extincién de la intensidad de fluorescencia (medida en u.a.) para Cu®"y
una fluorescencia mejorada para AI**, por lo que el antibiético Cipro actia como un
guimio-sensor a través de los modos “activado” y “desactivado” para el reconocimiento

de iones AP**y Cu®*.
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Fig. 6.1: Estudios de fluorescencia para pruebas de enlace de metales con Cipro (0.1

mM) en metanol con diferentes iones metalicos (2.0 uL, 100.0 mM).

NOTA: El eje de las ordenadas “Fluorescencia” tiene unidades arbitrarias (u. a.) de intensidad de
fluorescencia.
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13

Estudios de titulacién de Cipro frente a iones AlI** y Cu?*: La selectividad de enlace del

13

Cipro con iones AI** y Cu®* se analiz6 mediante titulacién espectrofotométrica (Fig. 6.2);

en donde la intensidad de emision fluorescente se midié para cada adicién sucesiva de
AP** (de 0.0 a 0.075 mM) a Cipro (2,0 mL, 0.1 mM) y también de Cu®* (de 0.0 a 0.59
mM) a Cipro (2.0 mL, 1.0 mM). La intensidad del pico se desactivé considerablemente
para Cu?*, por lo tanto, la emisién de fluorescencia alrededor de 440 nm disminuye
linealmente con el aumento de las concentraciones de Cu?* (0.0 mM a 0.59 mM) y para
APP* la intensidad de fluorescencia aumenta al aumentar la concentracién en Cipro.
Incluso con pequefas cantidades de humedad, las sales de aluminio facilmente pueden
formar compuestos de aluminio hidroxilados, facilitando la interaccion de OH’, MeOH y

H,O con el 4cido fuerte AI** para producir el complejo AI*".

50 Cipro/Cu?* 401 Cipro/AI3*

— () u\_ — ] u\_
— —
— L — 5 L
— 7 L — L
300 - — L 3
(1] — 15 PL s 20 PL
5250 ] . 35 UL o 30 L
2 35 L — 0 L
% e 45 1L 50 pL
3 60
= pL 70 pL
75 uL 80 pL
100 pL 120 uL
4 150 pL 200 L
/ 250 ulL 300 uL

Fluorescencia

T T T T : T .
380 405 430 455 480 505 530 555
A (nm)

a) b)

Fig. 6.2: Espectros de fluorescencia para estudios de titulacion de a) Cipro (1.0 mM)
con Cu?* (desde 0.0 hasta 0.59 mM) y b) Cipro (0.1 mM) con A** (desde 0.0 hasta
0.075 mM).
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OH

-

o} Q
Ciprofloxacino

Fig. 6.3: Interaccién de Cipro con Cu®*y AI**

Este estudio muestra que la interaccién de Cipro con AI** o Cu®" funciona como
interruptores de fluorescencia activada o desactivada; esto es porque los iones
metalicos involucran la formacion de complejos (Fig. 6.3). Una grafica de Stern-Volmer
(Fig. 6.4a) fue elaborada usando los datos de extincion de la fluorescencia para
entender el proceso de extincion. Esto demuestra que los contactos moleculares entre
el Cipro (fluoréforo) y el ion metélico (desactivador) forman un complejo no fluorescente,
causando que la fluorescencia se desactive. Ademas, el efecto de extincion sigue la
ecuaciéon de Stern-Volmer (Ecuacion 2): a muy baja concentracion de analito, la
contribucion de [Q] es menos prominente, produciendo un grafico lineal pero en
concentraciones mas altas, el grafico se desvia de la linealidad y se curva hacia arriba
lo cual se asocia con la desactivacion de la fluorescencia mas estatica que dinamica
(Fig. 6.4a).

Fo/F = 1+ Ksv[Q] (2)
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Fo = intensidad de fluorescencia en estado estacionario en ausencia del inhibidor;

F = intensidades de fluorescencia en estado estacionario en la presencia del inhibidor;

Ksv = constante de inhibicion de Stern-Volmer, es decir, la eficiencia de inhibicion;

[Q] = concentracién del inhibidor [Cu®"].
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Fig. 6.4: a) Grafica Stern—Volmer Fo/F vs.

fluorescencia frente a [AI*].
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Gréfica de Job para Cipro con Cu®": La relacién estequiométrica de [Cipro:Cu®'] se

determind a través de la grafica de Job. Sin embargo, puesto que la intensidad de

fluorescencia se desactiva cuando se agrega Cu®* a Cipro, la interaccién se considera

que sigue el proceso de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET).

Hemos adoptado el siguiente enfoque matematico para determinar la relacion

Cipro:Cu?*. Si Cipro forma un complejo con Cu?* completamente, es decir, ninguna

molécula de Cipro esta disponible en solucién para la emisién de fluorescencia, puede

representarse como sigue:

F = [Cipro] — ri [Cu?*]

F = Emision de fluorescencia a 440 nm

®3)

ro = relacién del complejo [Cipro:Cu?'].

>,
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Si consideramos que la concentracion total (C;) de [Cu?*] y [Cipro] es constante.
C;= [Cipro]+[Cu*"] ()

[Cipro] = C¢- [Cu™] (5)
La Ecuacion 5 se sustituye en la Ecuacion 3 de la siguiente forma:

F = C, — [Cu?*] — = [Cu®*] (6)

I'c

La relacion (r;) puede ser calculada mediante un nuevo arreglo de la Ecuacion 6

igualada a cero:

-1

re = () )

En el experimento, la emision fluorescente se desactiva completamente después de la
adicién de Cu?* (0.03 mM) (Fig. 6.5) y la suma de [Cipro] y [Cu®"] esta siendo
considerada como constante (0.1 mM). La aplicacion de los valores anteriores en la
ecuacion 8 arroja 0.492, lo que significa que Cipro (0.5 mmol) esta formando un

complejo con Cu?* (1.0 mmol) con una relacién equivalente de 2:1.

100

y =-1947.2x + 78.352
90 4 R*=0.9876

| |
80 1
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40 4 a
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0+ : - : . . L]
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04
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Fig. 6.5: Andlisis de estequiometria: grafica de Job para [Cipro : Cu®'].
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Gréfica de Job para Cipro con AI**: La estequiometria para Cipro/Al** se determina por

el aumento de la intensidad de fluorescencia con el aumento proporcional de ion Al**

contenido en la solucion de Cipro, que resultdé en aproximadamente 1.0 equivalentes, es

decir, una relacién estequiométrica [Cipro :Al**] de 1:1 (Fig. 6.6b).
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Fig. 6.6: a) Aumento de la fluorescencia al aumentar la concentracién de AI**; b)
Gréfica de Job.

Analisis de Enlace Competitivo: Una posible interferencia de otros iones metalicos se
estudié durante la selectividad del enlace de Cipro con AI** (Fig. 6.7). Se midi6 la
emision de fluorescencia en la region visible después de la excitacion a 365 nm y los
resultados muestran que existe una pequefia interferencia de iones Fe*" durante el

13

reconocimiento de Al°" a través de Cipro (Fig. 6.7).

Del mismo modo, para [Cipro+Cu?®*], se analiz6 la interferencia (Fig. 6.8) para diferentes
cationes (concentracion final de 0.05 mM). En el estudio, la adicion de Cu?* a Cipro
seguido de AI**, presenté una mejora significativa de la fluorescencia. Por lo que

estudiamos experimentos de tipo puertas logicas.
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Fig. 6.7: Prueba de interferencias de enlace para el reconocimiento de AI** a través de

Cipro (0.1 mM) con diferentes iones metalicos [100.0 mM, 2.0 uL].
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Estudios de Titulacién de [Cipro + Cu®'] frente a iones A

3+,
I

: La selectividad de enlace

para [Cipro+Cu®"] con A** también se analiz6 mediante la medicién de la emisién de la

intensidad fluorescente para cada adicién subsecuente de iones AP* (0.0 a 0.1 mM) a

©

44



RESULTADOS Y DISCUSION

[Cipro (2.0 mL, 0.1 mM), + iones Cu®" (0.05 mM)]. La intensidad maxima fue
incrementada considerablemente con el aumento de la concentraciéon de Al** (Fig. 6.9),
lo que establece que la emision de fluorescencia alrededor de los 433 nm incrementa
linealmente con un incremento de las concentraciones de AI** desde 0.0 mM hasta 0.1
mM. Los resultados sugieren que hay una puerta légica de tipo AND para Cipro con la
adicién de Cu?* seguido por AI** que es necesaria para el reconocimiento de AlI** y Cu?*

en solucion.

©
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Fig. 6.9: Estudios de titulacién de [Cipro + Cu?'] frente a iones AI**.

Determinacion de la estequiometria [Cipro + Cu®*] frente a iones AI**: El método de Job
fue empleado para determinar la estequiometria de la reaccién entre [Cipro + Cu®"] y
AP (Fig. 6.10).
proporcionalmente hasta aproximadamente 1:1 equivalentes durante la adicién de iones
A|3+

En el estudio, la intensidad de la fluorescencia aumenta

a Cipro, es decir, la relacion de [Cipro + Cu?*] con el A** es de 1:1.
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Fig. 6.10: Estequiometria mediante grafica de Job para [Cipro + Cu®] Vs. AP* en

solucién acuosa.

Asi mismo, para el complejo [Cipro+Cu?']+Al**, se analiz6 la selectividad de unién para
diferentes cationes con concentracién final de 0.1 mM en solucion. En el estudio, la
adicién de diversos metales al complejo [Cipro+Cu?']+Al**, no presenté modificaciones
significativas de intensidades de fluorescencia, por lo que el complejo estudiado es

estable.
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Fig. 6.11: Prueba de interferencias de enlace para el reconocimiento del complejo Cipro
(0.1 mM) + Cu®* (0.05 mM) + AI** (0.1 mM) con diferentes cationes [100.0 mM, 2.0 pL].
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6.2 Sistema de puerta ldgica:

Se ha observado que el enlace de Cipro con Cu?" desactiva la intensidad de la
fluorescencia a través del proceso de FRET mientras la emision de fluorescencia se
traslapa con la absorcién de Cu®*. Curiosamente, cuando se afadié AI** a [Cipro +
Cu?"], se observé una mejora significativa de la fluorescencia, desarrollando un sistema
de puerta logica secuencial. Esto significa que el mecanismo FRET implica una puerta
l6gica del tipo AND (A), donde el Cipro y Cu®" son entradas, y la extincién de la
fluorescencia es la respuesta (Salida 1). Una vez que este sistema ha sido activado, el
complejo [Cipro + Cu®"] y A** funcionan como entradas para la salida en una puerta

l6gica del tipo AND (B), produciendo un aumento de la fluorescencia (Tabla 6.1).

Tabla 6.1: Tabla de verdad para el sistema de puerta l6gica en reconocimiento

secuencial de Cu®* y AI**,

Puerta L6gica AND basada en FRET. | Puerta L6gica AND Secuencial.
Salida 1
Entradal | Entrada?2
Entrada 3 Entrada 4 Salida 2
Cipro cu® FRET AP Fluorescencia
+ + + + +
+ - - - -
- + - - -

Curiosamente, sélo este orden secuencial de adiciones, es decir, Cu?** a Cipro, seguido
por AP** resulta en la mejora de la fluorescencia, y todas las demas combinaciones
producen la extincion de ésta (Fig. 6.12 y Fig. 6.13). En el Paso 1, en una puerta logica
AND A, Cu?* coordina con el grupo carboxilico del anillo quinolona (Cipro), exhibiendo

una transferencia de energia FRET mediante la donacion de los electrones excitados

>,
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de Cipro al ion metalico, lo que conduce a la extincibn en las intensidades de
fluorescencia. En el Paso IlI, (puerta l6gica B), se genera otro sistema AND, es decir,
AI** se puede unir a grupos amino del anillo de piperazina lo que aumenta la intensidad
de fluorescencia. La adicion de AI** a [Cipro + Cu®*] aumenta la intensidad de la
fluorescencia a través de la Transferencia de Electrones Fotoinducida (PET, por sus

siglas en inglés) [186].

Cipro
\ FRET
Cu?* A / AP B \ Fluorescencia Mejorada a 500 nm

Fig. 6.12: Sistema de puerta légica desarrollado para Cipro para la deteccién de Cu®*y

AR,
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Fig. 6.13: Sistema de extincion y mejoramiento fluorescente basado en mecanismos
sucesivos de FRET y PET.

Parece que el mecanismo FRET funciona en el Cipro uniendo el i6n Cu®, es decir,

cuando el fluoréforo es excitado, un electron se excita desde LUMO a la de baja altura
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HOMO (donador, fluoréforo). Inicialmente, la molécula (donador) es excitada, y cuando
vuelve al orbital de estado basal, la energia se transfiere simultaneamente con la
donacion de electrones al aceptor en el estado excitado (Fig. 6.14). Esta transferencia
de energia generalmente depende de dos factores que conducen a la desactivacion de
la fluorescencia: (1) el solapamiento del espectro de emision de fluorescencia del
donador (fluoréforo) y el espectro de absorcion del aceptor (analito), (2) la orientacion

del donador y del aceptor.

Para el caso de AI**, la transferencia fotoinducida de electrones (PET) [187, 188] esta
operando para Cipro, es decir, la transferencia de electrones se bloquea cuando el
receptor se coordina a un ion AI** (la inhibicién del proceso de PET desde el receptor al

I** se une a sitios donadores de

fluoréforo), mejorando la intensidad de fluorescencia. A
electrones del ligando, por consiguiente, el par solitario del electron del =N- desciende
por debajo del HOMO del fluoréforo, entonces, el proceso de inhibicion PET se produce

con el realce de fluorescencia posterior.

Inhibicién FRET mediante PET
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Estados Excitados

cul+ A|3+

ON uoIsILg
ep1a|qeIsay
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Fig. 6.14: Desactivacion de la fluorescencia a través del mecanismo FRET del receptor
después del enlace con Cu?*, seguido por la ruta PET para [Cipro+Cu?®‘] con AlI** para la

mejora de la fluorescencia.
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Efecto de la temperatura en la emision de fluorescencia para los diversos sistemas: Los

efectos de la temperatura en la intensidad de fluorescencia para el Cipro, [Cipro+Cu?'],

[Cipro+Al**] y [Cipro+Cu?*]+AI** fueron analizados (Fig. 6.15), y parece ser que para los

sistemas Cipro y [Cipro+Cu2+],

la intensidad aumenta, probablemente, debido a la
formacion del complejo de Cu®* con Cipro que estad siendo estabilizado con la
temperatura. Mientras que para [Cipro+Al**] y [Cipro+Cu?*]+Al**, donde la estabilidad de

I** es considerado un

estos sistemas se asocia sobre todo con la temperatura, como A
agente de coordinacion deficiente, por lo tanto se espera que la intensidad disminuya

con el aumento de la temperatura.
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Fig. 6.15: Efecto de la temperatura en la emision de fluorescencia.
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Estas son las primeras respuestas de puertas logicas del antibiético fluoroquinolona
como quimio-sensor de Cu?* y AI** que estan siendo aplicadas en las células eucariotas
en vivo (Saccharomyces cerevisiae) y se pueden considerar como nuevos farmacos
activos o marcadores bioldgicos o cuantificacion de AI** y Cu?* en ambientes acuéaticos

en la determinacién de niveles anormales de multiples analitos.

|3*

6.3 Reconocimiento de Al*y Cu®" en muestras biolégicas:

La actividad Dbiolégica de ciprofloxacino como un sensor quimico
fluorescente y selectivo se estudié para las células de levadura de Saccharomyces
cerevisiae con el fin de determinar su actividad potencial como sensor quimico para el
reconocimiento de iones Cu®* y A**. Se estudiaron las diferentes caracteristicas de los
efectos de Cipro en el desarrollo celular a los mecanismos de difusion dentro de la

célula.

Analisis de morfologia de Sacharomyces cerevisiae: Se analizaron células de levadura
Sacharomyces cerevisiae cultivadas (después de 24 horas) por microscopio (Fig. 6.16)
y se observaron que las células estan presentes en el rango de tamafio de 5.0 a 7.0 ym
con forma regular ovalada, y luego fueron purificadas con el fin de obtener las células
uniformes. Las células fueron cultivadas en dos formas diferentes con y sin Cipro, y
después el comportamiento de las células cultivadas se analizé bajo el microscopio de
fluorescencia después de la adicion de diferentes combinaciones de los iones metalicos
como se describe en la seccion experimental (Tabla 6.2). Los resultados muestran que
a excepcion de Sacharomyces cerevisiae, otros organismos estuvieron ausentes debido
a su potente naturaleza antibiotica de Cipro; por otra parte, el tamafio y la tasa de
crecimiento de la levadura no fueron afectados por la presencia de Cipro en el medio de
cultivo, resultando en que el brote de las células en tiempo real implica que Cipro no es

toxico para Saccharomyces cerevisiae.
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Fig. 6.16: Analisis de la morfologia de la cepa de Saccharomyces cerevisiae; en el

recuadro: células brotando.

Tabla 6.2: Reconocimiento selectivo de iones Cu®* y AI** mediante Sacharomyces

cerevisiae modificado con Cipro.

Células Longitud de Fluorescencia
robadas Onda de Cipro Cu2+ A|3+
P excitacion (nm) (450-550 nm)
+ - - Débil
+ + - NO
Saccharomyces ¥ N T NO
cerevisiae
(SCC) 405 nm + + + Fuerte
+ + + No

* El ndmero indica el orden de adicién del i6bn metalico.
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143:97 uym 140.97 ym

Fig. 6.17: Imagenes de microscopia confocal de Saccharomyces cerevisiae: Tipo 1:
células cultivadas sin Cipro, a) imagenes de fluorescencia a 500 nm después de la
adicién de Cipro, Cu?* y A** a las células justo antes de los estudios confocales, b) la
morfologia de la célula bajo luz visible. Tipo 2: la célula crecida con imagenes de
fluorescencia de Cipro c) a 500 nm después de la adicién secuencial de Cu®* y AP**, d)

la morfologia de las células bajo luz visible.

En el Tipo 1, donde las células se cultivaron primero y al que luego se afadieron Cipro,
Cu?* y AI** solamente justo antes de los estudios confocales en un orden secuencial, el
fluoréforo (Cipro+Cu?*+Al**) estuvo presente en la membrana exterior de la célula, y no
se observaron imagenes de fluorescencia dentro de las células (Fig. 6.17a). Esto
significa que para las células que fueron cultivadas sin Cipro, el espesor total fue de
140.97 um (hasta la superficie de la célula) que se determinG mediante un analisis de
multiples capas y no se observo ninguna respuesta de fluorescencia dentro de la célula
(Fig. 6.17b). Cuando estas células cultivadas interactian con Cipro, el espesor de la
célula aumenta a 143.97 um, con multiples cuerpos con formas irregulares y emisién de
fluorescencia a 500 nm después de excitacion a 405 nm (Fig. 6.17c). Para el Tipo 2, las

células fueron cultivadas junto con Cipro para difundir la molécula de antibiético dentro
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de la célula, y luego se afadieron Cu®* seguido de A
microscopia confocal (Fig. 6.17d).

Pared Celular
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Cipro en la superficie de la membrana Tipo 1: Emision de fluorescencia en
la superficie de la célula.
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o
Y ii) (AP

Excitacién a A=405 nm

Difusion de Cipro dentro de la célula Tipo 2: Emisién de fluorescencia

dentro de la célula.

13
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- # T 30um

S}

Cipro en la superficie de la célula
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Fig. 6.18: Modo de interaccién de ciprofloxacino con células Sacharomyces cerevisiae.

Los resultados muestran claramente que el sustrato fluoréforo esta presente dentro de

la célula, exhibiendo fluorescencia. Esto es consistente con la observacion reportada de

que la absorcion de las fluoroquinolonas tales como Cipro dentro de células eucariotas

(levaduras y animales) se facilita a través de la difusion acuosa (ADP). Cipro (base

débil, pKa;~6.8) puede ser facilmente protonado en condiciones ambientales en agua y

se puede difundir en la membrana celular. Se sabe que durante el crecimiento de la

célula también hay proceso de difusion de lipidos donde las moléculas de sustrato se

unen a las proteinas, aminoacidos o polipéptidos que también podria facilitar la

migracion del fluoréforo en la membrana celular [171, 181].

Prueba de selectividad: Se realizaron estudios de fluorescencia selectiva en
interaccién de Saccharomyces cerevisiae con diversos iones metdlicos junto con Cipro

(Tabla 6.2). Las células que fueron cultivadas con Cipro muestran una morfologia clara

la

>,

54



RESULTADOS Y DISCUSION

bajo luz visible (Fig. 6.19a), y se observé una emision de fluorescencia pequefia bajo
microscopia confocal a 500 nm después de excitacion a 405 nm (Fig. 6.19b). El mismo
comportamiento se observé en las células que fueron cultivadas con Cipro cuando
estaban presentes en diferentes combinaciones de los iones metalicos bajo estudios
confocales (Fig. 6.19c). Sin embargo, la fluorescencia fue mejorada significativamente
para las células cuando interactuaron con Cu?* (1.0 mM) seguido de AI** (1.0 mM) (Fig.
6.19d). Esto concuerda con los experimentos de puerta légica, en los que solamente
este orden de adicién, es decir, Cu®** seguido de A** a Cipro, aumenta la intensidad de
fluorescencia. Asi, Cipro puede aplicarse como un quimiosensor potencial para el
reconocimiento de Cu®* y AI** en orden secuencial en los sistemas bioldgicos y para
otras combinaciones de adiciones y se observa la fluorescencia en el modo

desactivado.

53.58 um 2pm 17 53.58 um

Fig. 6.19: Imagenes de microscopia confocal de Tipo 2: a) Morfologia de células
Saccharomyces cerevisiae cultivadas con Cipro bajo luz visible; b) células cultivadas
con Cipro bajo microscopia confocal (excitacion a 405 nm y emision a 500 nm). c)
células cultivadas con Cipro cuando interactian con diferentes combinaciones de iones
metalicos bajo microscopia confocal (emision 500 nm, excitacion a 405 nm; d) células
cultivadas con Cipro cuando interactian en orden secuencial con Cu®" (1.0 mM)
seguido por A** (1.0 mM) bajo microscopia confocal (emisién 500 nm, excitacion a 405

nm).
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6.4 Ciprofloxacino y su oxidacion foto-catalitica

6.4.1 Caracterizacién de NPs

Difracciéon de rayos X (DRX):

a) TiO, (anatasa)

© T T T T T T T T T T T g T
=

[s5]
[sn]
%)
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35 gaa 45 50 55 6@ 65 ’a b= 88
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[T T T L T T T T T T T T T
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Fig. 6.20: Patrones DRX de TiO, y TiO2-Ag.
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En la Fig. 6.20a, las nanoparticulas de TiO, mesoporoso se presentan como anatasa.
En el caso de TiO,, las nano estructuras muestran picos caracteristicos de la anatasa a
26= 26.5 (101), 36.8 (004), 47.2 (200), 55-56 (105) y (211), 63.5 (204) y 69.2 (116)
[189], mientras que para las nanoparticulas dopadas TiO,/Ag (Fig. 6.20b) se observaron
picos adicionales correspondientes a la plata a 26 = 30.5. El tamafo de cristal de las

muestras de TiO, preparadas se calculé a través de la ecuacion de Scherrer-Debye:

;= 092
- B cos6

(8)

Dénde: T = tamafio promedio de grano (nm); A = longitud de onda de rayos X (kq del

atomo de Cu igual a 1.54 armstrongs); f = anchura total del pico a analizar a la mitad
de su intensidad maxima, definida en radianes; & = angulo de Bragg. El tamafio
calculado de las particulas fue 16.2624 para TiO, y 19.0457 nm para TiO,/Ag

mostrando que las particulas estan formadas uniformemente.

Dispersion dinamica de luz (DLS):

Para llevar a cabo los andlisis se utilizé un equipo Malvern ZetaSize series. En todos los
casos la muestra fue previamente dispersada en agua en un bafio ultrasénico durante 5
minutos. Se puede observar (Fig. 6.21) que en el caso de las NPs de TiO,, hay una
estrecha distribuciéon de tamafio con un maximo alrededor de los 150 nm. Se puede
observar que en esta muestra no hay otros tamafos asociados, lo cual corrobora la
uniformidad en tamafio y forma de las particulas de TiO,. En el caso de las NPs de
TiO,-Ag, se pueden observar dos diferentes maximos, en el primer caso, se observa un
pico con un maximo de 60 nm que puede asociarse a NPs de Ag no depositadas sobre
la superficie de TiO,, en el caso del segundo maximo, se observa una estrecha
distribucion de tamafio que coincide con las NPs de TiO,, por lo que se confirma la

presencia de NPs asociadas.
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a) TiO, (anatasa)
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Fig. 6.21: Caracterizacion DLS de nano-materiales: a) TiO, (también se muestra

caracterizacion por TEM) y b) TiO,-Ag.

Microscopia electrénica de transmision (TEM):

Los analisis de microscopia electronica de transmision fueron realizados en un equipo
JEOL 2010 con una aceleracion de 40 kV. En estos analisis se pudo determinar la
morfologia de las nanoparticulas de TiO, y los compositos de TiO,-Ag. Se puede
observar en las imagenes (Fig. 6.22) que dentro de la matriz de baja densidad (TiO5)
hay pequefios puntos densos uniformemente distribuidos, estos puntos pueden ser
identificados como NPs de Ag por su densidad y morfologia. Se llevaron a cabo analisis
de TEM de alta resolucion (HRTEM) en los que se pudieron identificar granos
individuales de TiO, que se distinguian por poseer un orden bien definido en su arreglo
cristalino, esto nos permitié obtener imagenes de alta calidad del arreglo cristalino que

fue identificado como TiO» en su fase anatasa.

©

58



RESULTADOS Y DISCUSION

©

Fig. 6.22: Imagenes TEM para NPs de TiO»-Ag: a) TEM x, b) TEM zoom, c) NP de Ag y
d) HRTEM.

La forma precisa y el tamafio de las NPs de TiO, depende del método de sintesis; sin
embargo, el TiO, usado en foto-catalisis cristaliza generalmente en una estructura

cristalina anatasa tetraédrica estable.

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS):

Los analisis EDS se realizaron midiendo 15 puntos diferentes de las muestras durante
los estudios de TEM, mostrando la composicion tipica de TiO; [190]. Los resultados de
la composicion quimica de TiO,-Ag con una resolucion de sistema de 75eV y tipo de
radiacion de electrones K fueron: O (%elemental: 28.38; %atomico: 56.86), Ti
(Y%elemental: 58.76; %atomico: 39.32) y Ag (Y%elemental: 12.85; %atomico: 3.82) con

tipo de radiacion de electrones L.
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Espectroscopia UV-Vis

La foto actividad de los catalizadores preparados se investigd a través de la

espectrofotometria UV-Vis de estado sélido (Fig. 6.23) y el calculo tedrico de band gap

fue realizado a través de la ecuacién de Einstein-Plank (Tabla 6.3). El catalizador TiO,

mesoporoso muestra una basorbancia tipica en la region UV (A<400nm) sin ninguna

actividad en la region visible. Las NPs de Ag tienen una resonancia de plasmon

superficial alrededor de los 400 nm. Sin embargo, la extensidbn en el pico de

absorbancia se debe a los estados de energia adicionales dados por los orbitales d en

el atomo Ag entre la banda de valencia y la banda de conduccion del TiO,. Los

espectros de absorcion muestran que los catalizadores dopados preparados tienen una

eficiencia mejorada bajo radiacion luminosa debido a que los estados de energia extra

inducidos por el metal noble dentro del intervalo de banda de TiO, conducen a la

extension del par e/ h'.

Tabla 6.3: Célculo de band gap tedrico para catalizador TiO, y TiO»-Ag.

Fig.

Ag.

Material TiO, TiO2/Ag Tedrico
(anatasa)

Long. de onda méaxima

366 2.43 3.20
(O=nm)
Bandgap
351 2.42 3.2
(eV)
0.7
0.6
W\V'vv\l‘\ 366
0.5 *
= TiO, mesoporoso (Referencia)
.04 TiO3 nano
= \
< 358 TiO,/Ag

0.3

0.2

0.1

o
300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

6.23: Analisis de foto-actividad en el espectro UV-Vis de catalizadores TiO, y TiO»-
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6.4.2 Degradacion de ciprofloxacino por TiO, o TiO,-Ag mediante luz UV o
Visible. Cinética de oxidacion del ciprofloxacino

Degradacion de ciprofloxacino bajo luz UV mediante NPs de TiO; o TiO2-Ag.

Los espectros de fluorescencia obtenidos durante la degradacion del ciprofloxacino
catalizada con TiO; o TiO,-Ag a diferentes pH’s (pH 3, 7 y 8) y bajo luz UV, se muestran
en la Fig. 6.24 y Fig. 6.25. Los espectros de fluorescencia para ambos catalizadores
muestran que no todos presentan el mismo comportamiento. A pH 3 se observa el
mayor cambio en los picos conforme avanza el tiempo y presenta los valores de
fluorescencia mayores en todo el experimento con TiO,, mientras que con TiO,-Ag, a
este mismo pH, no hay mucho cambio en los picos conforme avanza el tiempo y que la
fluorescencia varia (sigue poco la tendencia de aumentar conforme lo hace el tiempo).
Para pH 7 con catalizador TiO, se tiene poca variacion en la fluorescencia, y por el
contrario se observa una disminucién respecto a los tiempos iniciales, pero con
catalizador TiO»-Ag los picos se separan un poco mas aunque en los primeros minutos
de la reaccién se observa que la fluorescencia disminuye y después vuelve a aumentar
(posible error experimental). A pH 8, para ambos catalizadores, se observa una mayor
separacion entre los picos y una buena tendencia (aumenta la fluorescencia conforme
el tiempo aumenta) aunque el pico maximo se encuentra en intensidades muy bajas de

fluorescencia.

La cinética de oxidacién del ciprofloxacino se obtuvo a partir de los espectros de
fluorescencia anteriores, tomando para cada tiempo el punto maximo de fluorescencia
obtenida. Los graficos de Ln [C/C] frente al tiempo para los pH’s probados con TiO;
(Fig. 6.24) y TiO2-Ag (Fig. 6.25) dieron una linea recta, lo que sugiere que la reaccion es
de pseudo primer orden en el ciprofloxacino, y la pendiente de la grafica, que
corresponde a la constante de velocidad de reaccion, es directamente proporcional a la

concentracion de ciprofloxacino. La velocidad de reaccidn de este modo estéd dada por:

—kt =1In (Ci) (9)

0
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Donde k

constante de velocidad de reaccion; C y Co

ciprofloxacino en un tiempo determinado y al tiempo inicial, respectivamente.
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Fig. 6.24: Espectros de fluorescencia a distintos pH’s de la degradacion de Cipro con

TiO, como catalizador bajo irradiacion UV, asi como su cinética de primer orden.

Los gréaficos de la cinética de primer orden para ambos catalizadores arrojan que la

mayor pendiente, y por ende la velocidad de oxidacidon mayor, se obtiene a pH 8. Para

el catalizador TiO, se puede observar que a pH 7 se obtuvo una mayor dispersion en

los datos y la pendiente es negativa, contrario a lo obtenido para pH 3 y 8. Con TiO»-Ag,

para pH 3 la intensidad de fluorescencia se mantuvo practicamente constante, por lo

que la pendiente es muy pequefia y a pH 7 se observa una mejor tendencia en los

datos y un ligero aumento en la pendiente a diferencia de pH 3. Las longitudes de onda
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(A) a las que se aprecid la maxima intensidad de fluorescencia para pH 3, 7 y 8 fueron:
447, 417 y 414 nm, respectivamente, para TiO,; y para TiO,-Ag 450, 443 y 420 nm,

reSpeCtlvamente.
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Fig. 6.25: Espectros de fluorescencia de la degradacion de Cipro con NPs de TiO,-Ag e

irradiacion UV y su cinética de primer orden a distintos pH’s.

Resumiendo el efecto del catalizador en la degradacién de Cipro bajo luz ultravioleta
(Tabla 6.4) se tiene que la mejor degradacion a pH 3 se da en presencia de catalizador
TiO,, a pH 7 sucede cuando esta presente TiO,-Ag y a pH 8 la menor constante cinética
sucedio con TiO,. La maxima degradacion se da a pH 8 con catalizador TiO»-Ag. Y de

igual manera a pH 8 se tienen los valores de constante cinética mas altos.
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Tabla 6.4: Valores de la constante cinética de primer orden (min™) para la degradacion

de Cipro bajo irradiacion UV.

pH 3 pH7 pH 8
TiO,-Ag 0.0011 0.0147 0.0409
TiO, 0.0036 -0.0028 0.0076

Degradacion de ciprofloxacino bajo luz visible por TiO, o TiO,-Ag

Para este experimento, ademas de ver el efecto del catalizador TiO,-Ag y TiO; bajo luz
visible a diferentes pH’s, también se evaluo el efecto del calor (60 °C) que por si misma
emite la lampara utilizada para luz visible después de cierto tiempo con TiO,, para lo
cual se hicieron dos experimentos: el primero sin ningun tipo de refrigeracion y tal cual
como se usO para el catalizador TiO,-Ag; y el segundo, también con TiO,, utilizando

refrigeracion con el fin de mantener la temperatura constante (aprox. 20°C) (Fig. 6.26).

Fig. 6.26: Uso de refrigeracion para mantener a temperatura constante (aprox. 20°C) la

muestra de Cipro catalizada con TiO» bajo luz visible.
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Los espectros de fluorescencia obtenidos de la degradacion de ciprofloxacino
catalizada con TiO, durante 60 minutos de radiacion visible y sin refrigeracion, asi como
Su cinética de primer orden, se muestran en la Fig. 6.27, donde para todos los pH’s
existe una buena degradacion de Cipro y la tendencia es la observada en los demas
experimentos (incrementa la intensidad de fluorescencia conforme se incrementa el
tiempo de exposicion bajo luz visible). Nuevamente se aprecia una mejor degradacion
(mayor pendiente) a pH 8, y pH 7 y 3 mantienen su velocidad de reaccion similar entre
ambos. Las longitudes de onda (A) a las que se aprecidé la maxima intensidad de

fluorescencia para pH 3, 7 y 8 fueron: 445, 444 y 415 nm, respectivamente.
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Fig. 6.27: Espectros de fluorescencia y cinética de primer orden de la degradacion de
Cipro a distintos pH’s con TiO, como catalizador bajo irradiacion visible y sin ningun tipo

de refrigeracion.
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Fig. 6.28: Espectros de fluorescencia y cinética de primer orden de la degradacién foto-
catalitica de Cipro a pH 3, 7 y 8 conTiO, como catalizador bajo irradiacion visible y con

refrigeracion.

La Fig. 6.28 muestra los espectros de fluorescencia controlando la temperatura
manteniéndola constante (20 °C, aproximadamente) usando refrigeracion, y que, a pH 7
y 8, conforme aumenta el tiempo de degradacion también aumenta la intensidad de
fluorescencia, mientras que a pH 3 se observa un aumento en la fluorescencia a t=6
min pero después de ese tiempo se mantiene casi constante durante todo el tiempo de
degradacion. Para pH 8 se vuelve a tener intensidades de fluorescencia bajas, a

diferencia de pH 7 donde se tienen las intensidades mas grandes del experimento. Al
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analizar la cinética de primer orden, a diferencia de otros experimentos, se observa la
mayor degradacion (mayor pendiente) a pH 7 y la menor degradacion es a pH 3. Para
los tres valores de pH se puede ver que los datos se encuentran un poco dispersos. Las
longitudes de onda (A) a las que se aprecié la maxima intensidad de fluorescencia para

pH 3, 7y 8 fueron: 447, 445 y 417 nm, respectivamente.

En la Tabla 6.5, se resume el efecto de la temperatura bajo luz visible para el
catalizador TiO, en la degradacion de ciprofloxacino, donde el comportamiento de la
degradacion se ve modificado cuando la temperatura se mantiene constante,
disminuyendo la constante cinética a pH 3 y pH 8 en casi la mitad de cuando no hay
refrigeracion. A pH 7, con refrigeracion se aprecia un leve aumento en la constante
cinética (posible error experimental). Nuevamente a pH 8, se observa la mayor
degradacion y no se ve afectado este efecto por la presencia o ausencia de
refrigeracién. En general, cuando no se usa refrigeracion y, por consecuente, la
temperatura se eleva, se da la evaporacion del solvente MeOH de la mezcla de
solventes MeOH/H,O que se tiene como medio acuoso en el sistema; por lo que al
aumentar la concentracion de ciprofloxacino existe un aumento en la intensidad de

fluorescencia.

Tabla 6.5: Comparacion de los valores de la constante cinética de primer orden (min™)

para la degradacién de Cipro bajo luz visible catalizada por TiO, con refrigeracion y sin

ella.
Sin Con
pH : . : >
Refrigeracion Refrigeracion
3 0.0074 0.0031
0.0121 0.0155
8 0.0264 0.0122

Los espectros de fluorescencia para el catalizador TiO,-Ag en la degradacion de
ciprofloxacino bajo luz visible y a distintos pH’s (Fig. 6.29) muestran que a pH 3 se
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observa que no hay mucho cambio en los picos conforme avanza el tiempo y que la
fluorescencia no varia (sigue poco la tendencia de aumentar conforme lo hace el
tiempo); para pH 7 los picos se separan un poco mas y se muestra mejor la tendencia
esperada; y a pH 8 se observa una mayor separacion entre los picos y una buena
tendencia (aumenta la fluorescencia conforme el tiempo aumenta) aunque el pico
maximo se encuentra en intensidades muy bajas de fluorescencia. El gréfico Ln (C/Cy)
vs. tiempo a distintos pH's muestra que nuevamente se tiene la mayor pendiente
(constante cinética) a pH basico, seguida de pH 7; pero los datos presentan una

dispersion considerable para los tres valores de pH.
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Fig. 6.29: Espectros de fluorescencia de la degradacién de ciprofloxacinoa pH 3, 7y 8

con TiO,-Ag como catalizador expuesta a luz visible y su cinética de primer orden.
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Recapitulando el efecto del catalizador en la degradacion de Cipro bajo luz visible
(Tabla 6.6), se tiene que la mejor degradacion a pH 8 con catalizador TiO, (se toma en
cuenta sin refrigeracion porque los otros dos experimentos se llevaron a cabo con esa
condicion). Las constantes de velocidad mas altas se tienen con el catalizador TiO, bajo
luz visible. Otra vez se percibe que a pH 8 se tienen los valores de constantes de

velocidad, k, mas altos, incluso cuando no esta presente el catalizador.

Tabla 6.6: Valores de la constante cinética de primer orden (min™) para la degradacion
de Cipro bajo luz Visible a pH 3, 7 y 8 con catalizador TiO,-Ag y TiO; (sin refrigeracion)

pH 3 pH 7 pH 8
TiO2-Ag 0.0027 0.0074 0.0148
TiO, 0.0074 0.0121 0.0264

En general, la segunda parte de este trabajo sobre la degradacién de ciprofloxacino, se
resume en la Tabla 6.7; donde la radiacion UV resulté ser mejor que luz visible para el
catalizador TiO,-Ag (excepto para pH 3), mientras que para el catalizador TiO, la mayor
velocidad de oxidacion se da cuando esté bajo luz visible. Tanto la radiacién UV como
Visible, asi como cualquiera de los dos catalizadores o sin catalizador, funcionan de la
misma manera a pH 8, mostrando que a este pH se tienen las pendientes mas grandes

de todos los experimentos realizados.

Tabla 6.7: Valores de la constante cinética de primer orden (min™) para la degradacion
de Cipro bajo UV y luz visible a pH 3, 7 y 8 con ambos catalizadores.

uv Visible
TiO,-Ag TiO, TiO,-Ag TiO,
pH 3 0.0011 0.0036 0.0027 0.0074
pH 7 0.0147 -0.0028 0.0074 0.0121
pH 8 0.0409 0.0076 0.0148 0.0264
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Durante la oxidacion de Cipro por TiO; y TiO,-Ag como catalizador en presencia de luz
UV o luz visible, se observé que la velocidad de degradacién bajo luz visible fue casi
similar bajo luz UV a pH bajos; sin embargo, a pH altos, las NPs de TiO,-Ag son mas
adecuadas para la oxidacion debido al efecto superficial de Plasmon de Ag que inyecta
al electron en la banda de conduccion de TiO,, reduciendo el efecto de pH. Por el
contrario, para TiO,, la degradacion es adecuada soOlo a pH bajo ya que requiere
generar carga positiva en la superficie de TiO, para interaccionar con el medio
disolvente para producir radicales OH. Tedricamente, bajo luz visible esperabamos que
TiO,-Ag pudiera tener una mejor tasa de oxidacion para la degradacién de Cipro debido
a la reduccion de la brecha de banda debido al dopaje de Ag sobre TiO, que exhibe el
efecto superficial de Plasmon en la region visible; sin embargo, los resultados son
inconsistentes ya que existe una posibilidad de evaporacion lenta y también de
adsorciéon de Cipro sobre el catalizador que influye en la velocidad de oxidacién. Por lo
tanto, tenemos que volver a analizar la tasa de oxidacion de Cipro en diferentes

condiciones.

6.4.3 Analisis productos de degradacion de ciprofloxacino por HPLC de la

oxidacioén del ciprofloxacino

Se realiz6 analisis por HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion), para
comprobar la degradacion de Cipro, asi como el efecto de pH. Los cromatogramas
obtenidos se muestran en la Fig. 6.30. Para el Cipro no degradado (Fig. 6.30a) se
observa que el Cipro como tal tiene un tiempo de retencion de 2.40 min
aproximadamente, al tiempo 3.25 min se plantea que es excipiente (almidén) y al
minuto 2.00 puede ser producto levemente oxidado. Para Cipro degradado a pH 3 (Fig.
6.30b) se observa una pequefia lectura al minuto 2.50 lo que nos referiria que es el
remanente de Cipro degradado; en los tiempos de retencion 3.75 y 5.75
aproximadamente se esperaria que fueran los productos protonados, especialmente al
minuto 3.75 donde se presenta el producto protonado prominente. En el cromatograma
de Cipro degradado a pH 7 (Fig. 6.30c) se aprecia al Cipro degradado con un tiempo de

retencion de 2.50 con muy poca intensidad del pico, al minuto 2.00 encontramos al
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producto oxidado prominente con el pico de mayor intensidad, al minuto 3.00 se
encuentra otro pico que es posible producto oxidado y al minuto 3.25 el excipiente
ligeramente oxidado. ElI cromatograma de Cipro degradado a pH 8 no se reporta debido
a que la columna se vencid, por lo que se recomienda un futuro intento para los tres
pH's a diferentes condiciones con el fin de poder realizar un andlisis comparativo

eficiente.
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Fig. 6.30: Cromatogramas HPLC de la degradacion de Cipro con TiO,-Ag bajo luz
visible después de 5 horas para a) Cipro no degradado, b) pH3yc) pH 7. 71
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6.4.4 Mecanismo de degradacién de ciprofloxacino

En la Fig. 6.31 se proponen las diferentes estructuras de los productos de degradacion
por los que se ven afectadas las intensidades de fluorescencia en la degradacion de
ciprofloxacino.
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Fig. 6.31: Productos intermediarios de la degradacion de Ciproa pH 3, 7 y 8.
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El pH afectara la adsorcion de los farmacos sobre la superficie de TiO, dependiendo de
su estructura quimica. An et al. (2010) [38] investigaron que la dependencia de pH de la
fotodegradacion de ciprofloxacino asistida por TiO, y encontraron que el proceso foto-
catalitico era més eficiente a pH = 9 (k = 0.38 min), mientras que méas condiciones
extremas de pH afectaron significativamente las velocidades de reaccién (k = 0.06 min™
y 0.07 min™" a pH = 3y 11, respectivamente). Esto se debe a la estructura quimica de
ciprofloxacino: a pH alto, tanto el nitrégeno basico en el medio del anillo piperazinilo
(pKa = 8.6) y el grupo carboxilico (pKa = 6.1) se desprotonan con una carga global
negativa. Por lo tanto, la molécula es repelida por la carga superficial negativa del TiO,
y se produce una minima adsorcién. Similarmente, a pH bajo, ambos grupos
funcionales son protonados, y mejorados, la carga positiva global del ciprofloxacino

repele la superficie cargada positivamente del fotocatalizador.

La degradacion de Cipro fue analizada a diferentes pHs (3, 7 y 8) en solucién acuosa
bajo luz UV y luz visible en presencia de TiO, y TiO,-Ag, arrojando un gréfico lineal para
Ln [C] vs. tiempo. Las cinéticas del proceso de degradacion fueron determinadas por la
medicion de la intensidad de fluorescencia de Cipro a diferentes tiempos. Los
resultados muestran que la degradacion sigue un orden cinético de primer orden,
encontrando que la velocidad de remocién mas alta fue a pH 8 (k = 0.0076 min™ en
TiO-/UV; k = 0.0264 min™ en TiO,/visible; k = 0.0409 min™ en TiO,-Ag/UV; k = 0.0148
min™? en TiO,-Ag/visible). A pH bajo (pH 3), la velocidad de reaccién fue disminuida
considerablemente (k = 0.0036 min™ en TiO./UV; k = 0.0074 min™ en TiO/visible; k =
0.0011 min™ en TiO,-Ag/UV; k = 0.0027 min™ en TiO,-Ag/visible).

La velocidad de degradacion para cada una de las reacciones fotoliticas y foto-
cataliticas es mayor a pH 8, la cual es aproximadamente en promedio 10 veces mas
grande que la constante de reaccion observada a pH 3 bajo la degradacion fotolitica
Esto puede deberse a la velocidad de adsorcion de las diferentes especies de

ciprofloxacino bajo radiacion UV y visible. Curiosamente, la mayor velocidad de
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degradacion de ciprofloxacino bajo luz visible fue alcanzada solamente cuando se

utilizé TiO, como catalizador.

Tedricamente, las NPs depositadas de Ag sobre la superficie de TiO, pueden
efectivamente inyectar electrones a la banda de conduccién para crear estados
adicionales para los materiales dopados, conduciendo a la formacién de hetero-unién, y
esto forma efectivamente los radicales OH' desde la superficie de los catalizadores,
ademas de aumentar la vida media de la excitacién del par (e-/h+) y como resultado,

observar un incremento en la velocidad de reaccion [191].
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7. CONCLUSIONES

En la primera parte de este trabajo, el antibiético ciprofloxacino (Cipro) es utilizado

I3 y Cu®" por puertas logicas

como quimio-sensor para la deteccién simultanea de A
asistidas por fluorescencia. Con Cipro, Cu®" acttia como desactivador de fluorescencia,
mientras que para el AI**, actiia como activador de fluorescencia. Sin embargo, con una
adicién secuencial de Cu?* a Cipro, seguido por A**, se convierte en puerta légica
apoyado en el modo de fluorescencia activada, el cual también fue probado en la
muestra real como células vivas, encontrando que Cipro actla eficientemente como
sonda fluorescente para ion AI** en sistemas vivos, especialmente en Saccharomyces
cerevisiae; esto es confirmado por microscopia confocal laser de barrido. De igual
manera, como aplicacion adicional, la concentracion de Cipro también puede

determinarse mediante la técnica de fluorescencia afiadiendo AI** o Cu?".

Para la segunda parte, la actividad fotocatalitica de las NPs de TiO,y TiO,- Ag bajo luz
visible o UV fue probada a diferentes pH’s para la oxidacién del ciprofloxacino. La
velocidad de oxidacion del ciprofloxacino sigue una cinética de primer orden en el
sustrato. El analisis de la cinética arroja que las NPs de TiO,-Ag exhiben una buena
foto-oxidacion UV y que las NPs de TiO, presenta una mayor velocidad de degradacion
bajo luz visible (se recomienda una investigacion mas a fondo sobre el efecto de la
temperatura de la lampara visible y la concentracion de Cipro en las mediciones de
fluorescencia, asi como otras condiciones para la columna en HPLC). Los efectos del
pH fueron también analizados y resulté que conforme el pH aumenta, lo hace también
la constante cinética. Curiosamente, tanto la radiacion UV como visible, asi como
cualquiera de los dos catalizadores, funcionan de la misma manera a pH 8, mostrando
gue a este pH se tienen las pendientes mas grandes de todos los experimentos

realizados y por ende las mayores constantes de velocidad de degradacion.
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