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El descubrimiento de Raab y von Tappeiner

Infusorio

Rojo acridina

O. Raab, Z. Biol. 1900, 39, 524
H. Von Tappeiner, Muench. Med. Wochenschr. 1900, 47, 5
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Oxigeno molecular singlete (10,)

E/kJ mol-,

>

Estado excitado
9421 H— 10, singlete

Estado
fundamental
0 ﬁLJF 302 triplete
Sensibilizacion

T,(@gUa) = 4 US K/ M1 S*+ 0, - S+ 10,
v' Proteinas 6 x 107
v Lipidos 1 x 105 La molécula de O, es muy pequeia
v DNA 4 x 104 = difusion rapida
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FOTOINACTIVACION MEDIADA POR 10,

Sarcina lutea Escherichia coli

BACTERIAS Deinococcus radiodurans Salmonella typhimurium
Enterococcus faecalis

Gram + Gram -

VIRUS Y BACTERIOFAGOS HIV, Herpes, Bacteriofago T4, etc.

pr Saccharomyces s, gp Conidiasde
roncos vieviouess g IR Gy e

B piychodi P -
ORGANISMOS ACUATICOS i Paramecium

HELMINTOS Ascaris, Taenia

dd &a &

E.M. Tuite and J.M. Kelly, J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 1993, 21, 103.
M. Jemli et al. J. Environ. Monit, 2002, 4, 511.

Puerto Iguazu 14-15 Oct. 2005, Prof. Dr. Guillermo Orellana (orellana@quim.ucm.es)



Laboratory of Applied Photochemistry
OVN soLARsAFEWATER Laboratorio de Fotoquimica Aphcada @

CITOTOXICIDAD DE 'O, : BACTERIAS

Lampara de W

(150 W)
Estimado: ‘
T, =246 ms /N

% Bacteria Killed

Filtro:
IR

Fotosensibilizador: Rosa de Bengala

Bacteria. tipo Gram(-) Placaz {gf(r)ig)erada

T.A. Dahl, W.R. Midden y P. Hartman, Photochem. Photobiol. 1987, 46, 345.

Puerto Iguazu 14-15 Oct. 2005, Prof. Dr. Guillermo Orellana (orellana@quim.ucm.es)



Laboratory of Applied Photochemistry
UCM s Laboratorio de Fotoquimica Aplicada @

CITOTOXICIDAD DE 'O, : BACTERIAS

Bacterias Gram — mas resistentes
a la fotodegradacion que
bacterias Gram +

(=

Fecal bactena
Jog/ 100 ml)

(L

strarting T4MPYP RB

l“"ll]l

Photosensitizer type

B Fecal coliform B Fecal streptococci

Gram —

M. Jemli et al. J. Environ. Monit, 2002, 4, 511.
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CITOTOXICIDAD DE 1O, : BACTERIAS

Supervivencia de diferentes cepas*

Species Relevant fenotype % survival
82+6
Escherichia
coli Deficient DNA repair 88+5
Hypersensitive to various agents 677
52+ 6
SEUNIESM Deficient DNA repair 5l+4
B2SRUNTUBINE |\ complete LPS barrier 24 + 3
Superproduction of His 90 £ 6

*Conditions: 102 CFU/filter; d = 0,65 mm:; t = 10 min
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CITOTOXICIDAD DE 10, : HELMINTOS

La porfirina cationica meso-sustituida (T,MP,P) es un eficiente
fotosensibilizador de huevos de helmintos

Condiciones:

[ T,MP,P] = 10 uM - 30 pM
lluminacion: > 0.1 W/cm?
Duracion: 60 min

Fotodestruccion de huevo Fotodestruccion de huevo
de Ascaris de Taenia

Z. Alouini et al. J. Environ. Monit., 2001, 3, 548.
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EMISION DEL 10, EN EL INTERIOR
DE LAS NEURONAS

TECNICA DE IMAGEN DIRECTA

VIS

A =1270 nm—s 'O,

A =1200 nm

A =670 nm — FOtosensibilizador d
( TMPyP)

Zebger et al. Photochem. Photobiol. 2004, 79, 319.
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MUERTE CELULAR MEDIADA POR
OXIGENO SINGLETE

» Fosfolipasas

e Ceramida

= Ca?* citosol

e Oxido nitrico sintasa (NOS)
» Fosforilacion proteinas

= Factores de transcripcion

= Regulacion expresion génica

CASPASE

3 3

CASPASE

caspase-6 — Pro-caspase-6
caspase-T Pro-caspase-7

R.D. Almeida et al. Biochim Biophys Acta 2004, 1704, 59.
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FOTOSENSIBILIZACION DE 10,: APLICACIONES
TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)

@ Oncologia (e.g. Photofrin®)

@ Control de infecciones topicas

(virus, bacterias resistentes a antibioticos)

@ Esterilizacion de sangre
contaminada*

* R.C. Allen, Patente PCT 9715661 a Eoe, Inc., USA.
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ETAPAS TERAPIA FOTODINAMICA

eAdministracion del farmaco (via topica o intravenosa).
eTiempo de espera para la retencion farmaco en tejido diana.
elrradiacion con laser de la zona a tratar.

eDestruccion celular por 1O,.

ePeriodo de eliminacion del farmaco (reacciones de
fotosensibilidad).

PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADOR IDEAL

eBaja toxicidad.
eAlto rendimiento cuantico de produccion de oxigeno singlete.
eAbsorcion de luz a A= 600 nm.

ePropiedades farmacocinéticas (alta selectividad, alta
solubilidad en agua, facil eliminacion).
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FARMACOS USADOS EN TERAPIA FOTODINAMICA

Photofrin®
Aexe. = 630 Nm

Profundidad 5 mm ' Visudyne®
(BPDMA)

Aexe. = 690 Nm

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422002000500016
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TECNOLOGIAS PARA LA DESINFECCION DE AGUAS

Gran escala

e Cloro (gas)

e Cloramina

e Hipoclorito sodico
e Di6xido de cloro

Media escala
e Ozono

e | Uz UV

Peqguena escala

e Ebullicion
e lOodo
e Fotoguimica
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El método SODIS

SODIS usa radiaciéon solar

para destruir www.sodis.ch

microorganismos patdgenos A
que causan infecciones a L e
través del agua. Inacitv;tiﬁn of mlcrmrganlsnzls by

UV-A-radiation and thermal

treatment

Limitaciones del método SODIS

M SODIS no mejora la calidad del agua si tiene contaminantes quimicos
M SODIS requiere agua relativamente limpia (turbidez menor de 30 NTU)
M SODIS requiere condiciones soleadas de tiempo atmosférico

M SODIS no es util para tratar grandes volumenes de agua
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FOTOSENSIBILIZACION DE 102: APLICACIONES
I DESINFECCION DE AGUA 1

FOTOSENSIBILIZADOR

FASE HOMOGENEA FASE HETEROGENEA
Inmovilizado en un

FOTOSENSIBILIZADOR
en disolucion
SOPORTE

\ ENSAYOS EN f

LABORATORIO ‘ |

PLANTAS b Produccion Proyectos U.E.:
PILOTO eficiente de 1O, SOLWATER
AQUACAT
» Inactivacion
microorganismos e Otros (EPA/USA)
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TIPOS DE FOTOSENSIBILIZADORES

e N—CH
e
R

R ﬁ R
N
~
R
IGQO!
MesN S NMe,
+
|

_ T,MP,P
Azul de metileno
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TIPOS DE FOTOSENSIBILIZADORES (2)

B T,MP,P
Inactivacion de coliformes fecales B Azul de metileno
| | Rosa de Bengala

—
~
—

Fecal coliforms
(Ulog/100ml)

Fecal coliforms
(Ulog/100 ml)

. T

g
i |
-
E
i
™
=
o
-
==

IR

D

0
60 >
120 180

lNme EXposure (min) Time exposure (min) lme exposure (min)

[sensibilizador] = 1 uM [sensibilizador] = 5 uM [sensibilizador] = 10 uM

Irradiacion solar
M. Jemli et al. J. Environ. Monit, 2002, 4, 511.

Puerto Iguazl 14-15 Oct. 2005, Prof. Dr. Guillermo Orellana (orellana@quim.ucm.es)



U4V soL ARsAFEWATER e e e et @
Fotoinactivacion mediada por 10, : fase homogénea

[Rosa de Bengala] = 2 ppm ® £ coli
[bacteria] = 107 CFU/mL V D. Radiodurans

Lampara Xe (1000 W)
(+ Pyrex)

2 ot
28
V]

irradiance / mW m’
—
(= ]

1 +——1— T
200 300 400 500 800
wavelength / nm

00 02 04 08 0B
: ith Py fuence / J om?

Figure 1. Emission spectrum of: (a) the Xe Arc lamp :mlh Pyrex

glass: and (b solar spectrum measured spectroradiometrically.

0 0 0 o
M. Schafer et al. Photochem. Photobiol. 2000, 71, 514 fluence /J em?®
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Fotoinactivacion mediada por 1O, : fase homogénea

mEE MB(O7gm?) M Planta piloto experimental (Shafdan, Israel)

IZ s P73 = £ PP s o PP

1.Bomba, 50 m3/h Condiciones:
(\

lluminacion: 0.28 - 0.84 kW/m?
Duracion; 35 min

%

Desinfeccion:
v" Coliformes y E. coli
v" Enterococcus fecalis
v" Poliovirus
(Efecto post-tratamiento > 7 dias)

A. Acher et al. In Proceedings of the Eighth

: International Symposium on Solar Thermal

Fig. 1 Sunlight desinfection of domestic effluents. Concentrating Technology, Vol. 3, pp. 1403 - 1413
; (1997), Miller Verlag
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FOTOESTABILIDAD DE SENSIBILIZADORES

iii tras 4 horas de
Irradiacion solar la
degradacion de los tres
fotosensibilizadores es
casi
del 10090 !!!

B T4MPYP ERB oOMB

B Azul de metileno
| | Rosa de Bengala

M. Jemli et al. J. Environ. Monit, 2002, 4, 511.
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Complejos de Ru(ll) con

A, 2 = 665 nm CHs o CHs ligandos polipiridilicos
®,=02-095(pH=5-9) i

Rosa de Bengala

Aa?S = 548 nm
®,=0,75

Porfirinas y ftalocianinas A 20s = 400 - 500 nm

max

Q ®,=0,1-1
N [N N
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FOTOSENSIBILIZADORES METALO-ORGANICOS

Irradiacion

Macrofagos incubados con

Macroéfagos incubados con .
fotosensibilizador (2 mM)

fotosensibilizador en oscuridad
J. Dobrucki. J. Photochem. and Photobiol. : B. 2001, 65, 136.
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FOTOSENSIBILIZADORES METALO-ORGANICOS

P

Rt il S B ¥ Loalag | T \
- .w‘ ’n&'...’,‘_J_-' :_.‘. \'é- i _‘--,1"‘ - » . v

| ot _,‘ :.:_;_ S o 7 i ’f_'_“ .‘ “1 | . g *
AT B I, T,

5 il . %9
I 3 . BA <
P Wi | X .i“\' & N”'
~ g 1 U ¢ A A »
Ca RN I sx* l"“
P L,ﬂ*“f}ﬁ i ey # A : |
x s Puvigyy” fg 8 YA A B
M; o 't : s ." . %

Los sensibilizadores cationicos de Ru(ll) no
penetran la membrana celular (intacta).

G. Orellana et al. Photochem. Photobiol 2000, 72, 28-34;
G. Orellana et al. Span. Patent 2151420
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Caracterizacion de la producciéon de 1O, por

fotosensibilizadores de Ru(ll) inmovilizados en agua
equilibrada con aire (1/72)

Emision del oxigeno singlete en el infrarrojo proximo
RD32*/p-Sil/water/air

WMWJ,’NWW‘f‘\f\*ﬂwWW‘W’(ﬁ,"ﬂ"\‘JA'WWW’MWMr‘\“\W

Flash photolysis
Aem= 1270 nm

1, = 0.87us

1, = 34.4us

TC-SPC
Aem= 600 NmM
1, = 0.12 ps
1, = 0.62 us
14 =2.1pus

Intensity (a.u)

IN
o
S
S

0.000
1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340

A (nm)

200

G. Orellana y col., Solar Energy 2005 (en prensa;
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Caracterizacion de la produccién de 1O, por
fotosensibilizadores de Ru(ll) inmovilizados en agua
equilibrada con aire (2/72)

[RuLg] +hy ——> [RuLs]*

=
m\
o
—
X
o
Z
T

[RULg]* + 02 —_— > [RULg] + 102

o [ — £ -
N N ) O— pSil film (control)
4 l —@— pSil/RDP?* film
i —v— Singlet oxygen produced

8 | ! -
N 100 200
!

—> Oxidation products

t/ min
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Toxicidad de los fotosensibilizadores (172)

0 DARKNESS (60 min) )
® |RRADIATION (32 W/mZ2, 60 min) E faecaIIS CECT5143

Toxicidad del
RDP2*

. 0 DARKNESS (60 min)
11 -10 9 8 7 6

[Ru]/M

Survival

Survival

E. coli CECT4624 10 10° 10® 107  10%  10°
[Ru]/M
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Toxicidad de los fotosensibilizadores (272)

... con RSD4 NO se observo toxicidad

E. faecalis CECT5143

0 DARKNESS (60 min)
® |RRADIATION (32 W/m?, 60 min)

Survival

108 107 106 10 10
[Ru]/M
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Microrreactor de laboratorio
(simulador solar )

| Lampara de Xe
(150 W)

Escherichia

|

t coli (-)

o (CECT 4624)

B
: i Filtros 6pticos Bomba Enterqcoccus
{ IR (agua) y . peristaltica faecalis (+)
o (CECT 5143)

| UV (c.0.a373nm) | (15 mL/h)

10— & 104 CFU/mL
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Resultados del microrreactor de laboratorio

C= (estatico y en oscuridad); R = Referencia; S = Muestra

E. coll E. faecalis

Velocidad de desinfeccion con 10, : ~ 108 bacteria h'! (~ 10° bacteria h-1 L1)

G. Orellana and co-workers, Span. Patent 2 226 576
G. Orellana and co-workers, Solar Energy J. 2005 (en prensa)
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Desinfeccion de agua mediante
fotoquimica solar para

comunidades rurales aisladas
El concepto Solwater-Aquacat

. Photovoltaic

panel
. Ru(ll) photo-
reactors ECOSY ste
. Supported
TiO, photo-
reactors
. Pump
. Electrical

box —
opening to

photo- -
reactors

aee  JAhistrom $

=2 Ain Shams Universit
Photoenergy Center

ECOLE SUPERIEURE DY INGEHIEURS

DE PONTIERS ENSGabes . PROJEMA ;f[[l[i'_':‘ Research and Development
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Reactor de demostracion para disinfeccion solar
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Experimentos de desinfeccion con reactores solares

M Test de control (sin p-Sil y sin RDP?#*)

B Ensayo de referencia (con p-Sil y sin RDP#) @ survival % vs. time/h
. . ] B Survival % vs. E(360_700)
B Test de desinfeccion (con p-Sil aynd con RDP#) Temperaturel°C vs. time/h
® Volumen de agua: 10 L (coaxial); 17.5 L (aletas) S L
® Caudal de agua: 2 L min-t 0.0 0.2 0.4 06 08

1000

® Tubos con sensibilizador: 4/5 (coaxial); 5/7 (aleta)
® Réplicas: cada dato es un promedio de 3 tests
® Medida de T en continuo R e

50

AQUAVIVA

10 |

% Survival
Temperature/°C

{0]
Magnesio 3.4 mg/L -3
Sodio 6.6 mg/L i
Potasio 0.4 mg/L ]
Bicarbonato 31 mg/L 0.1
Chlouro 6.2 mg/L 0 1 2 3 4 5 6
Time/h
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Coaxial- vs. aletas (E. coli)

Co: 102 CFU/mL C,: 104 CFU/mL
1000 1000
100
100 A
E E
S >
Z 10 = 10
@ @
3¢ ¢
1 1
0.1 0.1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

2| - 21
Q60 - 700 nm) MI m? L Q360 - 700 nmyMI M? L

® Fin-type Reactor with p-Sil and with RDP2+

® Coaxial-type Reactor with p-Sil and RDP2+
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Coaxial- vs. aletas (E. faecalis)

CO: 102CFU/mL CO: 104 CFU/mL
1000 1000
100
100
§ _725 10
> >
s 10 5
(7)) (7))
P P 1
1
0.1
0.1 0.01
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
| 2,1
L Q (360 - 700 nmyMI m “ L

Q (360 - 700 nm) /MJI m

® Fin-type Reactor with p-Sil and with RDP2*

® Coaxial-type Reactor with p-Sil and RDP2*
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Fotodegradacion del sensibilizador

— Reflectancia (A~460nm)
——  Emision (A~600nm)
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Ensayos in situ (Argentina)
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Ensayos in situ (Argentina)

Coliformes totales vs. energia UV-A acumulada
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CONCLUSIONES

® Se ha demostrado la viabilidad de la desinfeccion bacteriana (2-3
ordenes de magnitud en la reduccion de bacterias) en agua con
sensibilizadores de Ru(ll) soportados en polimeros (silicona
porosa) y luz solar utilizando E. Coli y E. Faecalis a niveles 102-104
CFU/mL.

® La desinfeccion de agua solo se consigue cuando la dosis de luz
excede 0.8 MJ m-2 L-1,

® El colector solar de aletas parece ser mas eficiente para la
iInactivacion bacteriana que el de disposicion coaxial.

® | a combinacion de fotocatalisis con TiO, soportado sobre papel y
la fotosensibilizacion de 1O, permite realizar la desinfeccion de
bacterias coliformes y fecales en aguas naturales sin que se
observe recrecimiento bacteriano tras 24-48 h.
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The UCM Laboratory of Applied Photochemistry

Synthesis of photosensitizing dyes
L= = 1

Characterization of
photosensitizers

Microbiology
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