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1. Introduccion

La tecnologia tradicional de fofocatdlisis se basa en la interaccion de la luz
ultravioleta (UV-A) con semiconductores para producir especies fuertemente
oxidantes a partir del agua adsorbida (OH-), las cuales son capaces de degradar la
practica totalidad de posibles contaminantes presentes en agua (pudiendo, en muchos
casos, llegar a la mineralizacion total, ver Capitulo 10) ¢ inactivar bacterias [,%,*].
Ademas, estan los procesos (también de naturaleza fotocatalitica) denominados
fotosensibilizacion de «tipo II» o accion fotodinamica (ver Capitulo 14), usando
sensibilizadores cuya iluminacion con luz UV o visible genera oxigeno molecular
singlete ('0,) por transferencia de energia desde el estado electronico excitado
del fotosensibilizador. Esta especie reactiva del oxigeno se conoce por su eficiencia
en la inactivacion bacteriana [4,,°].

Asi por ejemplo, cuando se irradian con luz visible diversos colorantes como el
azul de metileno, el rosa bengala, muchas porfirinas y ftalocianinas muestran efectos
citotoxicos mediados por 'O, sobre gran variedad de patogenos, incluidas bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, hongos, levaduras y micoplasmas (ver seccion 2).
Los estudios sobre fotosensibilizadores de oxigeno singlete han estado dirigidos
principalmente a su aplicacion en terapias fotodindmicas (PDT, ver seccion 3), aunque
mas recientemente también se ha propuesto su uso en el control de infecciones, tales
como el tratamiento de llagas, [’] para esterilizacion de sangre contaminada [*] o en
el tratamiento de infecciones periodentales [°]. Algunas ftalocianinas de aluminio o
zinc han resultado ser eficaces agentes fotoantimicrobianos y fotoantivirales por
iluminacion con luz roja ['°,!!]. Este capitulo se centra, fundamentalmente, en las
aplicaciones del 'O, para desinfeccion de agua (seccion 4).

2. Efecto del oxigeno singlete sobre los organismos celulares

El término oxigeno singlete se refiere habitualmente solo al estado ‘Ag. La
transferencia de energia entre el estado triplete del sensibilizador (alcanzado
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eficientemente por absorcion de un foton) y el O, origina un estado electronico excitado
en este ultimo, controlado por la velocidad de difusion. Con un tiempo de vida de 3-5 s
en agua a temperatura ambiente, la difusion del 'O, esta muy restringida desde el lugar
de su generacion hasta sus potenciales dianas, con un recorrido libre medio de
aproximadamente 0,1 pm [**]. No obstante, en fase gas, el tiempo de vida del 'O, es
muy superior (hasta 15 min!"). Este tema se vio en mas detalle en el Capitulo 14. El
oxigeno singlete frecuentemente es el responsable de los efectos toxicos en los sistemas
vivos producidos por fotosensibilizacion bajo condiciones aerdbicas. Se han encontrado
grupos capaces de reaccionar con 'O, en proteinas, lipidos y dcidos nucleicos ["].
Practicamente todos los tipos celulares estudiados hasta la fecha, desde procariotas
hasta células de mamiferos, sufren dafios irreversibles por exposicion al 'O, que conducen
a la muerte celular [10,12,'-,15,1617]_Este efecto citotoxico permite la aplicacion de la
produccion de oxigeno singlete mediante fotosensibilizacion en diferentes campos, desde
las terapias fotodinamicas (PDT), ['*] que hoy en dia han adquirido importancia en
Medicina, hasta las nuevas tecnologias para la desinfeccion de agua.

En seres humanos, las células fagociticas generan oxigeno singlete como
mecanismo de defensa contra la invasion microbiana, y esta especie reactiva también
se ha detectado como producto secundario en algunas reacciones enzimaticas ['].

Los experimentos fotodinamicos en bacterias han revelado que la envoltura celular
parece ser el componente atacado por el oxigeno singlete y la eficacia de la desinfeccion
depende principalmente de la estructura de la membrana [12]. Ensayos con colorantes
en fase heterogénea, separados fisicamente de las bacterias objetivo por una delgada
capa de aire, han puesto de manifiesto que el sensibilizador no necesita estar unido ni
penetrar en la membrana para inactivar las células de forma eficaz [6]. Se ha demostrado
que las reacciones del oxigeno singlete estan involucradas en la fotomodificacion de
otras membranas como las de los globulos rojos, mitocondrias, microsomas y liposomas
[*°]. Se han encontrado grupos sensibles al oxigeno singlete no s6lo en las membranas
lipidicas, sino también en proteinas y acidos nucleicos [*'-,2,%].

Ast, por ejemplo, tras una irradiacion de 5 min con luz de 675 nm en presencia de
una concentracion 1 UM de fotosensibilizador, tiene lugar una disminucion de hasta 4—
5 érdenes de magnitud en la supervivencia del Staphylococcus aureus (bacteria Gram-
positiva), tanto en una cepa salvaje como en una cepa resistente a meticilina [*#].

Se han observado diferencias entre la capacidad de desactivacion de bacterias
Gram(+) y Gram(-) por ciertos fotosensibilizadores, siendo este segundo tipo bacteriano
habitualmente mas resistente a la inactivacion por oxigeno singlete [,*]. Algunos
autores sugieren que la cubierta de lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gram(-)
puede ofrecer alguna proteccion frente a los efectos letales de ciertos agentes exdgenos,
de forma que permitiria a estas bacterias sobrevivir en los que, de otra manera, se
considerarian ambientes hostiles. Los LPS son una barrera fisica y quimica a través de
la cual el 'O,y los radicales hidroxilo generados en el exterior celular deben penetrar
para interaccionar con sus dianas, como son por ejemplo ciertos componentes de la
membrana y algunos componentes citoplasmaticos [5].

*En la practica, cuando el 1O2 se genera en aire por fotosensibilizadores inmovilizados, su tiempo de
vida rara vez excede de 1 milisegundo debido a la desactivacion por el soporte del sensibilizador.
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La fotélisis del DNA mediada por 'O, ha recibido una considerable atencion.
No hay prueba alguna de que el ataque de esta especie reactiva produzca ruptura
directa del polinucleétido. No obstante, diferentes estudios han demostrado que la
reaccion del oxigeno singlete con nucledsidos y DNA tiene lugar selectivamente sobre
las guaninas, formando 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua) como producto principal
de la oxidacion primaria. Se ha verificado recientemente que, aunque la 8-oxoGua no
es un sitio 1abil a los alcalis en si misma, los productos secundarios de la oxidacion de
este compuesto en los polinucleotidos pueden conducir a roturas de la hebra por
tratamiento con piperidina [*7]. Estos sitios labiles al alcali representan en torno a un
30% de las lesiones, frente a menos del 5% correspondiente a las rupturas inmediatas
de la hebra [**]. Empleando diversas técnicas de generacion de oxigeno singlete
(entre otras la difusion desde un fotosensibilizador inmovilizado en una superficie y
separado de una disolucién de DNA mediante un espacio de aire), se comprobd que
es capaz de producir cortes de cadena sencilla en el biopolimero, aunque se desconoce
el mecanismo exacto por el que tienen lugar.

Algunos fotosensibilizadores de 'O, de la familia de los complejos de Ru(II) con
un ligando dibenzo[h,j]dipirido[3,2-a:2,3-c]fenazina (ddz) se han utilizado como
indicadores de viabilidad celular, por el considerable incremento que experimenta su
luminiscencia al intercalarse en el DNA [29,°] Ademas, los complejos
Ru[(bpy),(ddz)]** y Ru[(phen),(ddz)]** (bpy y phen son las abreviaturas de 2,2’-
bipiridina y 1,10-fenantrolina, respectivamente) fotosensibilizan la ruptura de las hebras
del DNA (in vitro), en disolucion acuosa equilibrada al aire con bajo rendimiento
(0,03-0,04), que se incrementa hasta 0,1 cuando estos complejos estan unidos al
DNA doble helicoidal. El factor que determina la eficacia de la ruptura de las cadenas
del polinucledtido es la afinidad y modo de interaccion del complejo de Ru(II) con el
DNA independientemente de su eficiencia en la produccion de oxigeno singlete.

Figura 1. Microfotografia de fluorescencia de células de Kupfer de raton incubadas durante
5 min con Ru[(bpy),(ddz)]** en la oscuridad (izquierda), y tras iluminacién con luz azul (laser
de He-Cd, 442 nm) (derecha). La aparicion del fotosensibilizador en el niicleo celular tras la
irradiacion denota la muerte celular por la necrosis que sigue a la destruccion de la membrana
celular por el *0, [30].
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Aunque estos sensibilizadores metal-organicos no son capaces de penetrar la
membrana de células viables, [*] poseen una elevada afinidad por las mismas (como
se comprobo con liposomas). Asi, cuando se incuban hepatocitos y células sinusoidales
hepaticas con el complejo Ru[(bpy),(ddz)]** a valores de concentracion inferiores a
50 ym y se someten a iluminacion visible (442 nm) empleando un laser de He-Cd
(34,2 mW), se producen lesiones en la membrana plasmatica inducidas por el 'O, que
conducen a la muerte celular (figura 1) [*°]. En cambio, cuando se incuban macréfagos
con Ru(bpy),*" o Ru(phen).**, es necesaria una concentracion de fotosensibilizador
de 2 mM y una prolongada iluminacién con un laser de 475 nm para detectar dafios
en la membrana [*'].

Se estan realizando grandes esfuerzos en la comunidad investigadora para
clucidar el papel del 'O, en la muerte celular. Muy recientemente Ogilby y col. han
podido detectar por vez primera la débil emision infrarroja a 1280 nm caracteristica
del 'O, en el interior de neuronas, mediante la aplicacion de técnicas de imagen
directa. Las neuronas habian sido incubadas previamente con el fotosensibilizador
5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-piridil)-21H,23H-porfina (TMPyP) [**].

El mecanismo de la fotosensibilizacion bioquimica y el dafio celular estan
profundamente influidos por el entorno en el que se encuentre el fotosensibilizador.
Esto cobra importancia cuando se considera la naturaleza reductora del interior celular.
El ambiente puede producir procesos de transferencia de carga en vez de procesos
de transferencia de energia. Un ejemplo de la dependencia del microambiente en el
mecanismo es el caso del fotosensibilizador cercosporina, el cual produce abundante
'0, extracelularmente. Sin embargo, la presencia de agentes reductores celulares,
disminuye considerablemente la produccién de oxigeno singlete, mientras
simultdneamente se incrementa la reduccion de O, [*].

La muerte celular por 'O, puede ocurrir por apoptosis o por necrosis, dependiendo
del fotosensibilizador utilizado, la dosis del mismo, el modo de interaccion con el
microorganismo y el genotipo celular. Algunos de los fotosensibilizadores usados en
terapias fotodinamicas (vide infra) se acumulan en la mitocondria y ésto puede explicar
su eficiencia para inducir muerte celular por apoptosis, tanto in vitro como in vivo.
Se ha observado que las células sometidas a la accion de fotosensibilizadores pueden
experimentar activacion de fosfolipasas, alteraciones en el metabolismo de la ceramida,
aumento de la concentracion de Ca?*libre en el citosol, estimulacion de la actividad
enzimatica de la 6xido nitrico- sintasa (NOS), alteraciones en la fosforilacion de
proteinas y en la actividad de factores de transcripcion, asi como en la regulacion de
expresion génica [**].

3. Terapia fotodinamicas (PDT)

La terapia fotodinamica (PDT) estd emergiendo como una prometedora técnica
para el tratamiento de ciertos canceres, infecciones localizadas y enfermedades como
la degeneracion macular, el acné y otras alteraciones de la piel [**]. Requiere la
presencia simultanea de tres componentes: un agente fotosensibilizador, luz y oxigeno,
debido a que el oxigeno singlete es el principal agente citotoxico producido durante
PDT (aunque no el Ginico) [**]. El tema es suficientemente extenso para no poder
tratarse con detalle en este capitulo.
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Las etapas claves involucradas en cualquier PDT son (i) la administracion del
farmaco (generalmente por via intravenosa o topica), (ii) el transcurso de un tiempo
de espera para la retencion (preferencial) del farmaco por el tejido tumoral; (iii) la
irradiacion, por lo general con laser, del tumor o afeccion cutanea; (iv) la destruccion
de las células cancerosas por generacion de 'O, y (v) un periodo de ausencia de
exposicion del individuo tratado a la luz solar hasta eliminacion del farmaco fotoactivo
del organismo.

La importancia de la oxigenacion de tejidos en PDT ha sido observada por
muchos investigadores [*,*]. Henderson y col. demostraron que el consumo de
oxigeno depende del flujo fotonico incidente, de forma que la destruccion celular se
ve aumentada por el uso de bajos flujos [**]. Ademas debido a que éstos no agotan la
reserva de oxigeno en los tejidos, permiten exponer mayores porciones del tumor a
oxigeno singlete durante mayor periodo de tiempo. El dafio en tejidos sanos también
se reduce, posiblemente porque los tejidos sanos pueden reparar estos pequefios dafios
mas eficientemente, evitando una gran respuesta inflamatoria.

Las propiedades de un fotosensibilizador ideal para PDT son baja toxicidad, alto
rendimiento cudntico de produccion de 'O,, capacidad de absorber luz de longitudes
de onda de mas de 600 nm (maxima penetracion en los tejidos) y dotado de
propiedades farmacocinéticas tales como una alta selectividad por tejido diana,
solubilidad en agua y una eliminacién en un tiempo razonable del organismo y
rapidamente de la piel para evitar reacciones de fotosensibilidad.

Actualmente los fotosensibilizadores mas usados en PDT in vivo son porfirinas,
clorinas y bacterioclorinas. Sin embargo también se estan utilizando otras clases de
porfirinoides, como las ftalocianinas, purpurinas y texapirinas, asi como el azul de metileno.
Todos estos compuestos son eficaces generadores de 'O, [18,*]. El 4cido y-
aminolevulinico es un precursor de fotosensibilizadores endogenos (hematoporfirinas),
que se aplica de forma topica esperando después el tiempo suficiente para que las
células lo metabolicen antes de proceder a la iluminacién de la zona afectada.

El fotosensibilizador mas estudiado y usado hasta la fecha, y uno de los pocos
aprobados por las autoridades es, sin duda, el Photofrin® (QLT PhotoTherapeutics,
Vancouver, Canada). Esta aceptado por la FDA norteamericana y en muchos otros
paises para el tratamiento de canceres de pulmoén, esofago, vesicula, gastricos y
uterinos. En realidad, no es un compuesto puro sino que se trata de una mezcla
compleja de monomeros, dimeros, trimeros y oligdmeros de hasta 8 6 9 unidades de
porfirina unidas. Su maximo de absorcion esta a 630 nm, con lo que puede activarse
en el tejido hasta una profundidad de 5 mm. Ademas no parece tener limite
acumulativo, al contrario de lo que sucede con quimioterapia y radioterapia. A las
dosis usadas no es cancerigeno ni mutagénico [*']. Se acumula en la piel, por lo que
quemaduras solares o fotorreacciones pueden ser las posibles complicaciones. Estos
efectos secundarios pueden minimizarse evitando la exposicion a la luz solar o luz de
alta intensidad durante al menos 6 semanas después del tratamiento.

Continuamente se estan preparando e investigando nuevos fotosensibilizadores
con el fin de obtener una mejor actividad fotodinamica. Se estudian nuevos cromoforos
que absorban a mayores longitudes de onda buscando una mejor penetracion de la luz
en los tejidos.
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Estudios in vitro han demostrado que los fotosensibilizadores cationicos se
localizan selectivamente en las mitocondrias, las cuales se ha observado que son
dianas de la terapia fotodinamica (muerte celular por apoptosis). Otros no son capaces
de penetrar la membrana plasmatica, produciendo la muerte celular por necrosis. El
mecanismo concreto de la accion fotodindmica también depende de la dosis fotonica
y del genotipo celular [34]. En general, la mayoria de los fotosensibilizadores catidnicos
se eliminan rapidamente de los tejidos. La mayoria de los compuestos anionicos
parecen ser fotosensibilizadores poco eficientes. Normalmente su actividad
fotodinamica disminuye al incrementar el numero de cargas negativas del cromoforo.

4. Desinfeccion de aguas

La disponibilidad de agua potable es un serio problema en muchos lugares del
mundo. Una posibilidad para adaptarse a los bajos recursos de agua es la purificacion
de aguas fecales para su reutilizacion. Ademas, los tratamientos de desinfeccion de
aguas deben incluirse en los sistemas de distribucion de agua potable a partir de
fuentes naturales de agua.

La desinfeccion es una etapa del proceso del tratamiento de aguas consistente
en tratamientos quimicos, cuyo objetivo es la inactivacion de microorganismos
patogenos para minimizar el riesgo de enfermedades. En los primeros 75 afios del
siglo XX, la clarificacion quimica, la filtracion y la cloracion han sido los tinicos procesos
utilizados para el tratamiento de aguas municipales. Sin embargo, en los ltimos 30
afios, se ha observado un cambio drastico en la aproximacion de la industria al
tratamiento del agua y se han comenzado a considerar seriamente otras tecnologias
alternativas para la desinfeccion de las aguas [**]. A pesar del creciente desarrollo y
aplicacion de la tecnologia de filtracion con membranas (micro-, ultra, y nano- filtracion
y 6smosis inversa, ver Capitulo 4), el principal obstaculo para la implementacion a
gran escala de esta tecnologia es su alto coste. Por otro lado, aunque la cloracion es
efectiva para la inactivacion de bacterias y virus, la formacion durante la desinfeccion
de productos potencialmente toxicos y cancerigenos (DBPs, disinfection by-
products) es un aspecto preocupante. Ademas, la fabricacion de cloro y sus derivados,
asi como su almacenaje, transporte y uso plantea una amenaza continua para los
productores, los operarios y para el medio ambiente. De la misma manera el ozono
(O,), uno de los oxidantes mas poderosos que se conocen dentro de los desinfectantes
quimicos, escapa del agua durante las operaciones de tratamiento, amenazando la
salud de los operarios y del medio ambiente a concentraciones tan bajas como 0,3 g
m3. Ademas, el 0zono no puede almacenarse, su produccion requiere elevada energia
y puede oxidar iones bromuro del agua a ion bromato, que es toxico. Estos temas
fueron tratados en mas detalle en el Capitulo 4.

Se estan investigando nuevas técnicas de desinfeccion de aguas con el fin de
sustituir dichos procesos quimicos por otros mas ecoldgicos. Por ejemplo la irradiacion
con luz ultravioleta (UV-C, 250-270 nm) es una tecnologia rentable para el
tratamiento de aguas pre-purificadas. Las desventajas principales de este método
son su carencia de poder oxidante (y de ahi, su incapacidad para el control simultaneo
de color, gusto y olor, como hacen el cloro y el 0zono), la cantidad limitada de datos
disponibles sobre las dosis requeridas para la destruccion de ciertos microorganismos
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y laimposibilidad de funcionamiento con la luz natural. Para superar estas limitaciones,
se estdn desarrollando actualmente procedimientos basados en fofocatdlisis con
dioxido de titanio (TiO,), semiconductor capaz de absorber luz ultravioleta hasta 400
nm que produce el potente radical oxidante OH" (ver Capitulos 9 y 10).

La combinacion de luz solar y un fotocatalizador y/o un fotosensibilizador puede
ser una opcion prometedora para areas con infraestructura insuficiente pero con
bastantes horas de radiacion solar anual. La purificacion y desinfeccion de aguas con
TiO, se tratan ampliamente en otros capitulos de este libro, por lo que no seran objeto
de esta seccion.

En los procesos de purificacion de aguas, colorantes como el rosa bengala, el
azul de metileno o las ftalocianinas son capaces de generar oxigeno molecular singlete
('0,) por transferencia de energia con excelentes rendimientos cuanticos (ver Capitulo
14) [*]. Mas recientemente se ha descrito que los complejos de coordinacion de
rutenio(I) con ligandos poliazaheterociclicos quelatantes son capaces de generar
oxigeno singlete mediante reacciones fotoquimicas de sensibilizacion con alta eficiencia
[*,%]. Como se discute en el Capitulo 14, en comparacion con los fotosensibilizadores
puramente organicos, los complejos de Ru(Il) presentan una considerable foto y
termoestabilidad, asi como la posibilidad de sintonizar sus propiedades
espectroscopicas y fotofisicas mediante la seleccion de los ligandos heterociclicos
adecuados.

Las porfirinas también representan una clase de fotosensibilizadores
potencialmente ttiles en este campo. En un estudio comparativo de la capacidad de
inactivacion de coliformes fecales por diferentes fotosensibilizadores en fase
homogénea, se observo que la (4-N-metil-piridil)porfirina era més eficaz que el azul
de metileno y rosa bengala, tanto a altas como a bajas concentraciones. Ademas, fue
el sensibilizador més fotoestable tras someter una disolucion a 240 minutos de
iluminacion solar [*].

La mayoria de los procesos de desinfeccion de agua descritos en la bibliografia
utilizan fotosensibilizadores de oxigeno singlete disueltos en el medio acuoso (es
decir, en fase homogénea). En experimentos con Rosa Bengala, la bacteria Gram-
positiva Deinococcus radiodurans resultd ser 100 veces mas sensible al tratamiento
fotodinamico que la Escherichia coli (Gram-negativa) [*,4]. Este resultado es
opuesto al que se obtiene por inactivacion bacteriana mediante radiacion ionizante, lo
que ha llevado a descartar un mecanismo de accién fotodindmica directa del 'O,
sobre el DNA ya que la D. radiodurans posee un eficaz sistema de reparacion del
mismo. La inactivacion fue mas eficiente al incrementar la temperatura y al variar el
pH (4,5 0 9,6 en comparacion con la supervivencia a pH 7,0), aunque la produccion
de oxigeno singlete es la misma bajo las distintas condiciones experimentales. La
envoltura celular parece ser la diana del 'O, cuando se utiliza dicho fotosensibilizador.
Junto al rosa bengala, otros compuestos organicos (eritrosina, amarillo de eosina,
naranja de acridina y tetrasulfonato de ftalocianina) resultan efectivos contra E. coli
a través de una accion fotodinamica [*].

La desinfeccion de aguas usando azul de metileno (A __ ** = 665 nm) disuelto, se
ha desarrollado con éxito a escala de laboratorio y en una planta piloto experimental
[¥,%9]. Tras 35 min de irradiacion solar (0,84 kW m™) de efluentes suplementados
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con E. coli se midi6 una disminucion de la poblacion microbiana de 4 a 5 6rdenes de
magnitud [*',?]. Asimismo, muestras de agua contaminadas con poliovirus
bacteriofagos resistentes a la cloracion se han esterilizado por iluminacioén en presencia
de azul de metileno [**]. El tiempo de desinfeccion se redujo drasticamente a 3 s
cuando se suministrd luz solar concentrada por un campo de espejos coéncavos
controlados por ordenador (150 kW m2). Instalaciones piloto (Tel-Aviv, Israel) fueron
capaces de purificar 50 y 0,15 m* h'! de agua (usando radiacion solar directa o
concentrada, respectivamente). Cuando el uso de los efluentes desinfectados requiere
eliminar el colorante, los autores proponen un filtro de arena, pero nada indican de la
fotoestabilidad del sensibilizador en dichas condiciones.

Eluso de un fotosensibilizador inmovilizado (desinfeccion en fase heterogénea)
evitaria la necesidad de recuperar o eliminar el colorante disuelto del agua tratada.
Algunos investigadores han propuesto diversos soportes solidos, procesos de
inmovilizacion y fotosensibilizadores, la mayoria con aplicaciones sintéticas en
disolventes no acuosos pero no disefiados especificamente para la desinfeccion. Las
investigaciones pioneras en inactivacion fotodinamica de E. coli en fase heterogénea
se basaron en rosa bengala unido covalentemente a microesferas de poliestireno
poroso [6]. Ese mismo colorante fotosensibiliza de manera eficiente la produccion de
'O, cuando se usa como soporte slido particulas de gel de silice depositadas sobre
una placa de vidrio [**]. El rendimiento fue de 5x10'* moléculas de 'O, generado (y
disuelto en agua) por segundo por cm? de superficie de placa, calculado a partir de la
reaccion de decoloracion de la N, N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) por el 'O_/imidazol
para monitorizar su produccion [*].

El fotosensibilizador soportado (N-isopropilacrilamida)-co-(cloruro de vinilbencil
rosa bengala) muestra un rendimiento cuantico de formacion de 'O, en metanol proximo
al del Rosa Bengala libre [*]. Sin embargo, usando una disolucion acuosa del polimero,
la eficiencia de formacion de 'O, es mucho menor. Aunque el polimero se disuelve
facilmente en agua a temperatura ambiente, precipita por un incremento de temperatura
de la disolucion a partir de 35 °C. Este proceso facilita la eliminacion del polimero de
la mezcla de reaccion.

También se ha generado 'O, en medio heterogéneo por incorporacion de porfirinas
en poli(dimetilsiloxano) [*’]. Este material fue elegido por su transparencia,
hidrofobicidad y gran permeabilidad al oxigeno molecular.

La inactivacion de E. coli también se logra utilizando diversos sensibilizadores
no polares insolubles en agua, de la familia de las porfirinas y metaloporfirinas,
adsorbidos sobre gel de silice. Asi, se ha descrito una correlacion entre la produccion
de 'O,y la actividad antibacteriana de las sustancias adsorbidas expuestas a la luz
[*®]. A escala de laboratorio también se consigue desinfeccion (D. radiodurans
como organismo modelo) con sensibilizadores en fase heterogénea preparados a partir
de porfirinas dotadas de grupos pirimidinio unidos a poli(metacrilato de metilo) [*°,%°].
Este polimero también se ha empleado para la preparacion de peliculas (0,1 mm) con
o-tertienilo, un sensibilizador del UV-A que se encuentra en las raices de caléndula
[*']. También se ha demostrado que la inactivacion de Salmonella typhimurium
(Gram-negativa) y Sarcina lutea (Gram-positiva) por un sensibilizador inmovilizado,
crece linealmente con la concentracion de oxigeno singlete [%2].
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Se ha propuesto incluso un prototipo de reactor para experimentos en el exterior
basados en un fotosensibilizador inmovilizado (rosa bengala), con objeto de evaluar la
viabilidad de la tecnologia solar para el tratamiento de aguas evitando la necesidad de
recuperar el fotosensibilizador disuelto en el agua tratada [*].

Uno de los problemas que surgen al usar fotosensibilizadores soportados es la
dificultad de medir el rendimiento cudntico de produccion de 'O, del material por
las técnicas habituales de monitorizacion directa de dicha especie a través de su
luminiscencia a 1.270 nm. Un nuevo material de referencia para este proposito ha
sido desarrollado por Orellana y col. [*]. No obstante, siempre existen los métodos
de cuantificacion por captura del 'O, o decoloracion de indicadores, [55] cuyo principal
inconveniente es la naturaleza de la interaccion del atrapador con el material
sensibilizador y la dificultad de encontrar sistemas que funcionen en medio acuoso.

El objetivo principal del trabajo del Laboratorio de Fotoquimica Aplicada de la
UCM, en el marco de los proyectos SOLWATER y AQUACAT, financiados por la
Unién Europea, es el desarrollo de un sistema de desinfeccion de agua basado en la
produccion de oxigeno singlete por fotosensibilizacion bajo irradiacion con luz visible,
mediante la optimizacioén de una pareja soporte-fotosensibilizador capaz de trabajar
eficientemente y con suficiente resistencia en un colector solar. Se espera poder
purificar un volumen de agua suficiente (50-100 L) para uso doméstico diario en
pequefias comunidades rurales aisladas de paises en desarrollo.

Como se discute en el Capitulo 14, un soporte polimérico adecuado para
desinfeccion por 'O, debe reunir las siguientes condiciones: i) compatibilidad con el
sensibilizador para permitir una fuerte inmovilizacion por interacciones idnicas, polares
y/o lipofilicas, o por interaccion covalente; ii) una geometria y caracteristicas reologicas
adecuadas; iii) resistencia mecanica y fotoestabilidad; iv) alta permeabilidad al oxigeno
molecular, para favorecer la colision con el sensibilizador fotoexcitado; (v) carencia
de grupos funcionales que favorezcan la desactivacion del oxigeno singlete; (vi)
estructura porosa y biocompatibilidad para aumentar la proximidad entre el
microorganismo y el fotosensibilizador y (vii) bajo coste.

Teniendo en cuenta estos requerimientos y tras diferentes estudios Orellana y
col. han disefiado y preparado un sistema de fotosensibilizacion consistente en un
complejo de rutenio con ligandos quelatantes poliazaheterociclicos (ver Capitulo 14)
inmovilizado en un polidimetilsiloxano poroso (abreviadamente pSil) [**]. El complejo
seleccionado es el tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio(I) ([Ru(dip),]**), [45]
sensibilizador de lO2 de elevado rendimiento cuantico, altamente hidrofébico y
adecuado para la inmovilizacion en un soporte polimérico lipofilico. El procedimiento
de unién consigue una carga de 2 g m 2, habiendo determinado una constante de
desactivacion del fotosensibilizador excitado (soportado) por el O, de 2,6x10° M ' s~
"'y un tiempo de vida del oxigeno singlete generado en este material igual a 32 ps [*].

Estudios preliminares del [Ru(dip),]** en fase homogénea, usando suspensiones
bacterianas de Escherichia coli y Enterococcus faecalis como modelos, han
proporcionado resultados muy satisfactorios. Se observo una disminucion de 5 6rdenes
de magnitud en la viabilidad de una suspension de E. faecalis utilizando una
concentracion 5 nM de fotosensibilizador y tras 4 h de irradiacion visible con un
simulador solar (ldmpara de Xe de 150 W). En el caso de una suspension de E. coli
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se requirid una concentracion de fotosensibilizador 50 nM y 6 h de irradiacion para
observar una disminucion equivalente de la viabilidad bacteriana [*].

Para estudiar a escala de laboratorio la validez de esta tecnologia, usando la
combinacion de fotosensibilizador/soporte descrita anteriormente, se disefi6 un dispositivo
experimental con el simulador solar [**]. Este sistema consiste en un microrreactor de
vidrio por el que circula la suspension bacteriana, y en cuyo interior se coloca una tira
del soporte tefiido con fotosensibilizador. Se observo asi una desinfeccion notable con el
sistema [Ru(dip),]**/pSil, con tasas de inactivacion bacteriana superiores a 1,1x10°
UFC h'! L'! para E. coli y 0,7%10° UFC h'! L™ para F. faecalis. La figura 2 muestra
un tipico ensayo de desinfeccion de agua realizado con el sistema experimental de
laboratorio, sobre muestras de agua contaminada con las bacterias modelo. Menos de
un 1% de la poblacion bacteriana inicial sobrevive al tratamiento fotocatalitico a una
dosis de 0,6 MJ m2de radiacion acumulada, mientras que la inactivacion fue inapreciable
en los experimentos control. La imprescindible interaccion de los microorganismos con
el material fotosensibilizador, para que se produzca la acciéon fotodinamica en agua,
queda demostrada por la disminucion del recuento de colonias cuando la suspension
bacteriana se hace circular a través de un microrreactor que contiene el soporte poroso
sin tefiir. No se ha detectado en ningtn caso lavado del complejo fotosensibilizador
durante los experimentos que pudiera falsear los resultados en medio heterogéneo.

Figura 2. Tipicos ensayos de inactivacion de E. faecalis (izquierda) y E.coli (derecha) en un
simulador solar de laboratorio usando el colorante Ru(dip);*inmovilizadoen silicona porosa
(S), en ausencia de fotosensibilizador soportado (R, referencia) y en ausencia de
fotosensibilizador soportado y en la oscuridad (C, control).

CFU/mL
CFU/mL

t/horas t/horas

Basandonos en los resultados de los ensayos de desinfeccion realizados en el
laboratorio, se ha realizado el escalado a un fotorreactor solar piloto y actualmente se
esta estudiando su viabilidad para la desinfeccion diaria de 10-20 litros de agua. Los
experimentos se llevan a cabo con dos tipos de reactores solares CPC (colector
parabdlico compuesto) de 1 m* de superficie, desarrollados y fabricados por la empresa
portuguesa AoSol (Portugal) (figura 3). Como se discute en los Capitulos 7 y 8, el
CPC es una tecnologia optica eficiente para la recogida de radiacion solar (directa y
difusa) y su focalizacion hacia una tuberia transparente por la que circula el agua a
tratar. Este tipo de reactores se ha ensayado con éxito para la desinfeccion de aguas
usando suspensiones de TiO, como fotocatalizador [*].

SOLAR SAFE WATER



Desinfeccion mediante fotosensibilizadores: principios basicos

Figura 3. Reactor solar del Laboratorio de Fotoquimica Aplicada de la UCM para desinfec-
cion diaria de agua mediante generacion de oxigeno singlete por un fotosensibilizador inmovi-
lizado en una tira de silicona porosa. El colector solar, de 1 m? de superficie, ha sido desarro-

llado y fabricado por AoSol (Portugal). El material fotosensibilizador esta colocado sobre un
soporte coaxial a cada tubo de vidrio.

Figura 4. Ensayo tipico de desinfeccion solar diaria de agua contaminada con E. coli (c,=
10? UFC mL™*) en un fotorreactor CPC provisto de material [Ru(dip),]**/pSil (gris oscuro). Se
muestra también los ensayos analogos realizados en ausencia de fotosensibilizador y soporte
(blanco) y en presencia de soporte exclusivamente (gris claro). Las flechas indican desinfec-
cion del agua (supervivencia igual a 0,00 + 0,15%).
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La figura 4 muestra los resultados de desinfeccion de 10 L de agua contaminada
con E. coli obtenidos con el reactor solar de la figura 3. Se puede observar que, en
presencia del fotosensibilizador inmovilizado sobre el soporte de silicona porosa, la
desinfeccion se alcanza a valores de radiacion solar acumulada de, aproximadamente,
0,5MJm?L"de (4 hde irradiacion solar en Madrid, 40°N, en un dia despejado). Sin
embargo, en ausencia del material fotosensibilizador, la concentracion bacteriana
permanece estable o aumenta ligeramente (temperatura del agua 27-40°C. La
disminucion de la poblacion de E. Coli en suspension, en presencia inicamente del
soporte poroso, sefiala la retencion de las bacterias por el mismo, imprescindible para
una eficaz desinfeccion por el efimero 'O, fotogenerado.

Se han realizado otras investigaciones relacionadas con los procesos de
desinfeccion mediados por 'O, generado por fotosensibilizadores inmovilizados, si
bien no aplicados directamente a la purificacion de aguas. Por ejemplo, se han propuesto
superficies bactericidas preparadas por incorporacion del colorante adecuado en un
polimero termoplastico translucido, para uso doméstico, médico o industrial en los que
sea deseable controlar la poblacion microbiana [7°,7!]. Asi, peliculas de celulosa
impregnadas con porfirinas o ftalocianinas (en particular el tetra-p-tosilato de
5,10,15,20-tetrakis(N-metilpiridinio)porfirina) demostraron actividad fotobactericida
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris y Bacillus
subtilis. La pelicula mantuvo sus propiedades mecénicas y bactericidas tras 50 h de
irradiacion con una lampara de arco de Xe. Se prepararon peliculas similares con
actividad biocida a partir de poli(dimetilsiloxano) y tris(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina)rutenio(II) como colorante fotoactivo [7?]. Otros sistemas heterogéneos
de generacion de 'O, optimizados para desinfeccion de sangre, consisten en porfirinas
unidas a una sustancia microporosa. El tamafio de poro (0,1-1,0 UM para virus o 1—
3 UM para desactivacion bacteriana) se selecciona para permitir la entrada de particulas
patogénicas pero no de las células sanguineas.

Conclusiones

La generacion de oxigeno molecular singlete, a partir del oxigeno disuelto en el
agua o presente en la atmdsfera, colorantes fotosensibilizadores inmovilizados y luz
solar es un poderoso método para inactivar muy variados tipos de microorganismos.
Aunque la produccion de oxigeno singlete en medio homogéneo esta resuelta hoy en
dia de manera eficaz, la utilizacion practica del procedimiento exige el desarrollo de
sensibilizadores con alta fotoestabilidad, ademas de soportes que favorezcan la
produccion de dicha especie reactiva del oxigeno y la interacciéon con los
microorganismos. Los efectos post-tratamiento y el eventual recrecimiento de los
mismos tras su inactivacion aun estan en gran medida, por determinar.
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