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RESUMEN

En los ultimos anos, la deteccion de un nimero creciente de contaminantes xenobioticos
en los sistemas acuaticos ha traido como consecuencia efectos nocivos en los ecosistemas,
asi como en la salud humana. Los procesos de oxidacion avanzada como la fotocatalisis
heterogénea estan recibiendo una gran atencioén debido a su eficiencia, bajo costo, facil
recuperacion de los catalizadores, ademas de ser ecoamigables. Los mecanismos
involucrados en este tipo de procesos son muy complejos y no estan completamente

establecidos.

En este contexto, el objetivo de esta tesis fue sintetizar nuevos fotocatalizadores solidos
basados en la heterogeneizacion del Rosa de Bengala (RB) con el propdsito de obtener
materiales con propiedades fotocataliticas mejoradas respecto a las del colorante organico
en medio homogéneo, lo cual, ademas permitia poder recuperar y reutilizar con facilidad
el fotocatalizador. Para ello, el RB como sustancia fotoactiva se unié mediante diferentes
procesos sintéticos a varios soportes soOlidos. Asi, una parte de los nuevos
fotocatalizadores heterogéneos sintetizados estaban formados por RB unida
covalentemente a diferentes materiales de o0xido de silice. Unos eran los formados por
nano y microesferas de silice con y sin niicleos de magnetita recubiertos por el colorante
y otros eran de lana de vidrio revestida también covalentemente con el colorante. Ademas,
también se sintetizaron fotocatalizadores heterogéneos usando como soporte sélido fibras
de poliamida, aunque en este caso el RB se uni6 ionicamente a dicho material. Una vez
sintetizados los nuevos materiales fotocataliticos, estos fueron caracterizados por
diferentes técnicas incluyendo la microscopia electrénica y la espectroscopia de
absorcion. Posteriormente, se estudiaron las propiedades fotocataliticas de cada material
en procesos de descontaminacion y/o desinfeccion, asi como las propiedades fotofisicas
y fotoquimicas que presentaba el colorante asociado a cada uno los diferentes materiales.
Para los estudios de fotodescontaminacion se usaron compuestos toxicos y persistentes
en el agua como antiinflamatorios no esteroideos, el diclofenaco y el acetaminofeno, asi
como el ofloxacino, un antibidtico de la familia de las fluoroquinolonas. La capacidad
fotocatalitica de los materiales para desinfeccion de aguas se evalué usando cepas
bacterianas Gram positivas (E. faecalis) y negativas (E. coli 'y P. aeruginosa). En cuanto
a los estudios fotofisicos y fotoquimicos se realizaron estudiando la reactividad del estado

excitado singlete y triplete del RB en estos catalizadores frente a los contaminantes y al
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oxigeno molecular. Para ello se usaron técnicas como la espectroscopia de emision en

estacionario y en tiempo resuelto, asi como la de fotolisis de destello laser.

A continuacidn, se resumen los Capitulos que conforman esta tesis doctoral, destacando

los resultados maés significativos de cada uno:

En el Capitulo I de esta tesis, se sintetizaron dos nuevos fotocatalizadores heterogéneos
nanoestructurados de silice con y sin nticleo de magnetita que incorporan covalentemente
RB en su superficie. Ambos mostraron ser capaces de producir la fotodegradacion de
diclofenaco (DCF), acetaminofeno (ACF) y ofloxacino (OFX), bajo irradiacion con luz
visible. También se analizaron todas las constantes de reaccion de los procesos que
intervienen en la degradacion de los tres farmacos, lo cual ayudo a establecer que el paso
inicial de sus oxidaciones se debia producir mediante procesos de transferencia
electronica entre RB y los tres farmacos, ademas se pudo establecer que este mecanismo
era el predominante tanto en disoluciones homogéneas como usando estos
nanofotocatalizadores heterogéneos. Adicionalmente, estos fotocatalizadores también
mostraron tener una gran eficacia en la fotoinactivacion de bacterias Gram positivas. El
efecto que se observod en estos materiales por la presencia del ntiicleo de magnetita fue
principalmente fisico ya que ayudaba a su recuperacion mediante campos magnéticos y
producia un aumento de la concentracion de RB en la superficie. Por otra parte, también
se pudo observar que, aunque aparentemente el RB conservaba sus propiedades
fotofisicas en los materiales heterogéneos, el RB soportado tenia una mayor

fotoestabilidad que en homogéneo.

En el Capitulo II, se sintetizaron dos fotocatalizadores heterogéneos con recubrimiento
de RB unido covalentemente a la superficie de microparticulas de silice con y sin nucleo
de magnetita. Las microparticulas de silice se caracterizaron mediante técnicas de
microscopia electrénica comprobando su morfologia esférica y su nticleo magnético, y
demostrando la presencia de RB por espectroscopia de absorcion. Las microparticulas de
silice con RB demostraron una gran eficiencia en la eliminacion de DCF en medio acuoso
bajo irradiacion de luz visible, mientras que las microparticulas de silice con RB y nticleo
de magnética no pudieron dispersarse adecuadamente en el medio acuoso lo que impidi6
su eficiencia en la degradacion de DCF. Estas microparticulas pueden llegar a ser una
gran opcion para la degradacion de farmacos en aguas, debido a su tamafio micrométrico
que facilita su recuperacion del medio de reaccion después de su uso. También se observo
que las propiedades fotofisicas del RB anclado a la superficie de las microparticulas de
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silice no se vieron afectadas, aunque si aumentaba la fotoestabilidad del RB sobre el
fotocatalizador. Por otra parte, esos mismos estudios no pudieron realizarse con las
microparticulas de RB con nucleo de magnetita debido a que su nucleo de magnetita era
voluminoso y de color totalmente negro. Sin embargo, se observo que este ntcleo alteraba

las propiedades superficiales de estas microparticulas de RB.

En el Capitulo III, se determind la influencia del porcentaje de RB al 0.5, 1y 3 % (o.w.f.)
soportado sobre tejidos de poliamida, para la inactivacion de bacterias Gram positivas.
Asi se vio que el tejido tefiido al 1 % de RB (o.w.f.) tenia la capacidad de fotoinactivacion
bacteriana mas alta, siendo esta de 6 logio unidades de reduccion en ufc/mL bajo luz
visible a 6.75 mW/cm? en 15 min. Con ello se vio que la cantidad de RB sobre los tejidos
de poliamida tiene una gran importancia. Asi, una cantidad menor de RB en el tejido no
era capaz de generar suficiente oxigeno singlete, mientras que en una cantidad mayor al
1% debe generar una agregacion del fotosensibilizador, lo que conduce a una disminucion
del oxigeno singlete y a un aumento de la carga negativa neta del tejido debido al caracter
anidnico del RB, lo cual genera una repulsion electrostatica con las bacterias que reduce

la respuesta fotodindmica antibacteriana del tejido.

Finalmente, en el Capitulo IV se sintetizd un fotocatalizador de lana de vidrio con RB
anclado en su superficie para evaluar su capacidad de fotoinactivacion de bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Para ello, primero se caracterizd el material y se evaluaron
las propiedades fotofisicas por espectroscopia de fluorescencia y experimentos de
fotdlisis de destello laser. Asi, al igual que ocurria con las microesferas de RB, se pudo
determinar que las propiedades del RB no se veian afectadas en el fotocatalizador de lana
de vidrio. Posteriormente, se evaluo la fotoinactivacion de bacterias Gram negativas y
Gram positivas a una concentracion inicial de 10° ufc/mL, pero solo se observé, como era
previsible por los resultados de los capitulos anteriores, una significativa inactivacion

sobre las bacterias Gram positivas (E. faecalis).

Asi, se ha demostrado que los fotocatalizadores heterogéneos sintetizados con RB como
sensibilizador pueden ser utilizados tanto para procesos de descontaminaciéon como para

desinfeccion de aguas.



SUMMARY

In recent years, the detection of an increasing number of xenobiotic contaminants in
aquatic systems has had harmful consequences on ecosystems, as well as on human
health. Advanced oxidation processes such as heterogeneous photocatalysis are receiving
great attention due to their efficiency, low cost, easy recovery of catalysts, as well as
being eco-friendly. The mechanisms involved in this type of process are very complex

and are not completely established.

In this context, the objective of this thesis was to synthesize new solid photocatalysts
based on the heterogenization of Rose Bengal (RB) with the purpose of obtaining
materials with improved photocatalytic properties with respect to those of the organic dye
in homogeneous medium, and that will also allow easy recover and reuse the
photocatalyst. To do this, RB as a photoactive substance was linked through different
synthetic processes to various solid supports. Thus, a part of the new heterogeneous
photocatalysts synthesized were formed by RB covalently linked to different silica oxide
materials. Some were made up of silica nano- and microspheres with and without
magnetite cores coated with the dye and others were made of glass wool also covalently
coated with the dye. In addition, heterogeneous photocatalysts were also synthesized
using polyamide fibers as a solid support, although in this case the RB was ionically
bonded to said material. Once the new photocatalytic materials were synthesized, they
were characterized by different techniques including electron microscopy and absorption
spectroscopy. Subsequently, the photocatalytic properties of each material were studied
in decontamination and/or disinfection processes, as well as the photophysical and
photochemical properties presented by the dye associated with each of the different
materials. Toxic and persistent compounds in water such as non-steroidal anti-
inflammatory drugs, diclofenac, and acetaminophen, as well as ofloxacin, an antibiotic of
the fluoroquinolone family, were used for the photodecontamination studies. The
photocatalytic capacity of the water disinfection materials was evaluated using Gram-
positive (E. faecalis) and negative (E. coli and P. aeruginosa) bacterial strains.
Photophysical and photochemical studies were carried out by studying the reactivity of
the singlet and triplet excited state of RB in these catalysts against contaminants and
molecular oxygen. For this purpose, techniques such as stationery and time-resolved

emission spectroscopy as well as laser flash photolysis were used.
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The following is a summary of the Chapters that compose this doctoral thesis,

highlighting the most significant results of each one of them:

In Chapter I of this thesis, two new heterogeneous nanostructured silica nanostructured
photocatalysts with and without magnetite core that covalently incorporate RB on their
surface were synthesized. Both were shown to be capable of producing the
photodegradation of diclofenac (DCF), acetaminophen (ACF) and ofloxacin (OFX),
under visible light irradiation. All the reaction constants of the processes involved in the
degradation of the three drugs were also analyzed, which helped to establish that the initial
step of their oxidations should occur by electron transfer processes between the RB and
the three drugs, and it was also possible to establish that this mechanism was the
predominant one both in homogeneous solutions and using these heterogeneous nano-
photocatalysts. In addition, these photocatalysts were also shown to have a high efficiency
in the photoinactivation of Gram-positive bacteria. The effect observed in these materials
due to the presence of the magnetite core was mainly physical since it helped their
recovery by magnetic fields and produced an increase of the RB concentration on the
surface. On the other hand, it could also be observed that, although RB apparently retained
its photophysical properties in the heterogeneous materials, the supported RB exhibited a
higher photostability than homogeneous RB.

In Chapter II, two heterogeneous photocatalysts with RB coating covalently bonded to
the surface of silica microparticles with and without magnetite core were synthesized.
The silica microparticles were characterized by electron microscopy techniques verifying
their spherical morphology and magnetic core and demonstrating the presence of RB by
absorption spectroscopy. The silica microparticles with RB showed high efficiency in the
removal of DCF in aqueous medium under visible light irradiation, while the silica
microparticles with RB and magnetic core, could not disperse adequately in the aqueous

medium and therefore could not be used effectively for the DCF degradation tests.

These microparticles can become a great option for drug degradation in water, due to their
micrometer size that facilitates their recovery from the reaction medium after use. It was
also observed that the photophysical properties of the RB anchored to the surface of the
silica microparticles were not affected, although the photostability of the RB on the
photocatalyst increased. On the other hand, these same studies could not be carried out

for magnetite-cored RB microparticles because their magnetite core was bulky and
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completely black in color. However, it was observed that this core altered the surface

properties of these RB microparticles.

In Chapter II1, the influence of the percentage of RB at 0.5, 1 and 3 % (o0.w.f.) supported
on polyamide fabrics was determined for the inactivation of Gram-positive bacteria.
Thus, it was seen that the fabric dyed at 1 % RB (o.w.f.) had the highest bacterial
photoinactivation capacity, being 6 logio units of reduction in cfu/mL under visible light
at 6.75 mW/cm2 in 15 min. Thus, it was seen that the amount of RB on polyamide fabrics
has a great importance. Since a lower amount of RB in the polyamide fabrics was not able
to generate sufficient singlet oxygen, while an amount higher than 1% causes aggregation
of the photosensitizer, resulting in a decrease of singlet oxygen and an increase of the net
negative charge of the polyamide fabrics due to the anionic character of RB, which
generates an electrostatic repulsion with bacteria that reduces the antibacterial

photodynamic response of the polyamide fabrics.

Finally, in Chapter IV, a glass wool photocatalyst with RB anchored on its surface was
synthesized to evaluate its ability to photo-inactivate Gram-positive and Gram-negative
bacteria. For this purpose, the material was first characterized and its photophysical
properties were evaluated by fluorescence spectroscopy and laser flash photolysis
experiments. Thus, as in the case of RB microspheres, it could be determined that the
properties of RB were not affected in the glass wool photocatalyst. Subsequently, the
photoinactivation of Gram-negative and Gram-positive bacteria at an initial concentration
of 10° cfu/mL was evaluated, however, significant inactivation was only observed for the
Gram-positive bacteria (E. faecalis), as it was predictable from the results of the previous

chapters.

Thus, it has been demonstrated that heterogeneous photocatalysts with RB as sensitizer

can be used for both water decontamination and/or disinfection processes.
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RESUM

En els ultims anys, la deteccié d'un nombre creixent de contaminants xenobiotics en els
sistemes aquatics ha portat com a conseqiiéncia efectes nocius en els ecosistemes, aixi
com en la salut humana. Els processos d'oxidaci6é avancada com la fotocatalisis
heterogénia estan rebent una gran atencid a causa de la seua eficiéncia, sota cost, facil
recuperacio dels catalitzadors, a més de ser ecoamigables. Els mecanismes involucrats en

aquesta mena de processos son molt complexos i no estan completament establits.

En este context, 1'objectiu d'esta tesi va ser sintetitzar nous fotocatalizadores solids basats
en la heterogeneizacion del Rosa de Bengala (RB) amb el proposit d'obtindre materials
amb propietats fotocataliticas millorades respecte a les del colorant organic al mig
homogeni, la qual cosa, a més permetia poder recuperar i reutilitzar amb facilitat el
fotocatalizador. Aixi, una part dels nous fotocatalizadores heterogenis sintetitzats estaven
formats per RB unida covalentemente a diferents materials d'oxid de silice. Uns estaven
els formats per nano i microesferes de silice amb i sense nuclis de magnetita recoberts pel
colorant i altres eren de llana de vidre revestida també covalentemente amb el colorant.
A més, també es van sintetitzar fotocatalizadores heterogenis usant com a suport solid
fibres de poliamida, encara que en aquest cas el RB es va unir ionicament a aquest
material. Una vegada sintetitzats els nous materials fotocataliticos, aquests van ser
caracteritzats per diferents tecniques incloent la microscopia electronica 1 la
espectroscopia d'absorci6. Posteriorment, es van estudiar les propietats fotocataliticas de
cada material en processos de descontaminacié i/o desinfeccid, aixi com les propietats
fotofisicas 1 fotoquimiques que presentava el colorant associat a cadascun els diferents
materials. Per als estudis de fotodescontaminacion es van usar compostos toxics 1
persistents en l'aigua com a antiinflamatoris no esteroidals, el diclofenaco 1 el
acetaminofeno, aixi com el ofloxacino, un antibiotic de la familia de les fluoroquinolonas.
La capacitat fotocatalitica dels materials per a desinfecci6 d'aigiies es va avaluar usant
ceps bacterians Gram positives (E. faecalis) 1 negatives (E. coli 1 P. aeruginosa). Quant
als estudis fotofisicos i fotoquimics es van realitzar estudiant la reactivitat de 1'estat excitat
singlete 1 triplet del RB en aquests catalitzadors enfront dels contaminants i1 a I'oxigen
molecular. Per a aix0 es van usar técniques com l'espectroscopia d'emissio en estacionari

1 en temps resolt, aixi com la de fotdlisis de centelleig laser.
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A continuacio, es resumeixen els Capitols que conformen esta tesi doctoral, destacant els

resultats més significatius de cadascun:

En el Capitol I d'aquesta tesi, es van sintetitzar dos nous fotocatalizadores heterogenis
nanoestructurados de silice amb 1 sense nucli de magnetita que incorporen
covalentemente RB en la seua superficie. Tots dos van mostrar ser capagos de produir la
fotodegradacion de diclofenaco (DCF), acetaminofeno (ACF) i ofloxacino (OFX), sota
irradiaci6 amb llum visible. També es van analitzar totes les constants de reacci6 dels
processos que intervenen en la degradacio dels tres farmacs, la qual cosa va ajudar a
establir que el pas inicial de les seues oxidacions s'havia de produir mitjangant processos
de transferéncia electronica entre RB 1 els tres farmacs, a més es va poder establir que
aquest mecanisme era el predominant tant en dissolucions homogenies com usant aquests
nanofotocatalizadores heterogenis. Addicionalment, aquests fotocatalizadores també van
mostrar tindre una gran eficacia en la fotoinactivacion de bacteris Gram positives.
L'efecte que es va observar en estos materials per la preséncia del nucli de magnetita va
ser principalment fisic ja que ajudava a la seua recuperacié mitjangant camps magnetics
1 produia un augment de la concentracié de RB en la superficie. D'altra banda, també es
va poder observar que, encara que aparentment el RB conservava les seues propietats
fotofisicas en els materials heterogenis, el RB suportat tenia una major fotoestabilidad

que en homogeni.

En el Capitol 11, es van sintetitzar dos fotocatalizadores heterogenis amb recobriment de
RB unit covalentemente a la superficie de microparticules de silice amb i sense nucli de
magnetita. Les microparticules de silice es van caracteritzar mitjangant técniques de
microscopia electronica comprovant la seua morfologia esférica i el seu nucli magnétic,
1 demostrant la preseéncia de RB per espectroscopia d'absorcio. Les microparticules de
silice amb RB van demostrar una gran eficiéncia en I'eliminacié de DCF al mig aquos
sota irradiaci6 de llum visible, mentre que les microparticules de silice amb RB 1 nucli de
magnetica, no van poder dispersar-se adequadament en el medi aquos el que va impedir
la seua eficiéncia en la degradacio de DCF. Aquestes microparticules poden arribar a ser
una gran opcid per a la degradacid de farmacs en aigiies, a causa de la seua grandaria
micrométrica que facilita la seua recuperacié del mitja de reaccid després del seu Us.
També es va observar que les propietats fotofisicas del RB ancorat a la superficie de les
microparticules de silice no es van veure afectades, encara que si augmentava la

fotoestabilidad del RB sobre el fotocatalizador. D'altra banda, eixos mateixos estudis no
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van poder realitzar-se amb les microparticules de RB amb nucli de magnetita pel fet que
el seu nucli de magnetita era voluminos i de color totalment negre. No obstant aixo, es va

observar que aquest nucli alterava les propietats superficials d'aquestes microparticules

de RB.

En el Capitol III, es va determinar la influéncia del percentatge de RB al 0.5, 1 1 3%
(o.w.f.) suportat sobre teixits de poliamida, per a la inactivacié de bacteris Gram positives.
Aixi es va veure que el teixit tenyit a 1'% de RB (o.w.f.) tenia la capacitat de
fotoinactivacion bacteriana més alta, sent aquesta de 6 logio unitats de reduccio en ufc/ml
sota llum visible a 6.75 mW/cm? en 15 min. Aixi, una quantitat menor de RB sobre els
teixits de poliamida té una gran importancia. Ja que una quantitat menor de RB en el teixit
no era capag¢ de generar suficient oxigen singlete, mentre que en una quantitat major a
1'1% s'ha de generar una agregaci6 del fotosensibilizador, la qual cosa condueix a una
disminuci6 de l'oxigen singlete i a un augment de la carrega negativa neta del teixit degut
al caracter anionic del RB, la qual cosa genera una repulsio electroestatica amb els

bacteris que redueix la resposta fotodinamica antibacteriana del teixit.

Finalment, en el Capitol IV se sintetitze un fotocatalizador de llana de vidre amb RB
ancorat en la seua superficie per a avaluar la seua capacitat de fotoinactivacion de bacteris
Gram positives 1 Gram negatives. Per a aix0, primer es va caracteritzar el material 1 es
van avaluar les propietats fotofisicas per espectroscopia de fluorescéncia 1 experiments
de fotolisis de centelleig laser. Aixi, igual que ocorria amb les microesferes de RB, es va
poder determinar que les propietats del RB no es veien afectades en el fotocatalizador de
llana de vidre. Posteriorment, es va avaluar la fotoinactivacion de bacteris enfront de
Gram negatives i Gram positives a una concentraci6 inicial de 10° ufc/ml, perd només es
va observar, com era previsible pels resultats dels capitols anteriors, una significativa

inactivacio sobre els bacteris Gram positives (E. Faecalis).

Aixi, s'ha demostrat que els fotocatalizadores heterogenis sintetitzats amb RB com a
sensibilitzador poden ser utilitzats tant per a processos de descontaminacié com per a

desinfeccio6 d'aigiies.
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1. INTRODUCCION

Actualmente en todo el mundo se enfrenta un grave problema por la disminucion en la
disponibilidad de agua originado principalmente por el crecimiento acelerado de
poblaciones e industrias, que aumentan la demanda de extraccion y consumo de agua
trayendo como consecuencia la contaminacion de la misma [ 1]. Un contaminante del agua
es cualquier sustancia que interfiere con un uso especifico de la misma, ya sea para uso
doméstico, industrial o para consumo humano [2]. En los ecosistemas acuaticos, uno de
los problemas mdas actuales es el representado por los contaminantes emergentes,
compuestos de origen antropogénicos presentes en las aguas naturales a concentraciones
de micro y nanogramos. Esos compuestos pertenecen a clases de compuestos quimicos
muy diferentes como por ejemplo clorofenoles, antibioticos, pesticidas, herbicidas y
compuestos de interés industrial [3,4]. La presencia de este tipo de contaminantes junto a
la presencia de microorganismos en cuerpos de agua puede llegar a causar enfermedades
transmitidas por el agua [5]. Entre las enfermedades méas comunes causadas por agua
contaminada se incluyen disenteria, gastroenteritis, colera, fiebre tifoidea y diarreas
agudas [6]. La exposicion a agua potable contaminada es una de las principales causas de
muerte en Europa y la segunda en todo el mundo, con aproximadamente 17 millones de
muertes anuales. Seglin los informes, los principales microorganismos patdégenos son
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas
aeruginosa, and Escherichia coli, [7,8] y se propagan principalmente a través de los
desechos humanos y animales [9]. La importancia de la desinfeccion del agua se ha
considerado una preocupacion mundial, relacionada principalmente con la proteccion del

medio ambiente y la salud humana [10].
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1.1 La contaminacion del agua y escasez

El agua dulce, es un recurso fundamental para el bienestar humano y el medio ambiente,
ademads de ser considerado como el recurso natural mas importante en el mundo. E1 97%
del agua de nuestro planeta existe como agua de mar y el 3% es agua dulce. De este
porcentaje de agua dulce, alrededor de un 79% se encuentra en forma de glaciares, el 20%

es agua subterranea y Uinicamente el 1% se encuentra disponible para uso humano [11].

La gestion de los recursos hidricos en muchas regiones aridas y semidridas del planeta ha
sido un gran reto durante mucho tiempo debido a los problemas de escasez de agua.
Asociado a esto, el desarrollo intensivo a nivel industrial y urbano, acompafiado de un
gran crecimiento de la poblacion, especialmente en las ciudades, ha provocado una fuerte
presion sobre los recursos hidricos locales. Ademads, el cambio climatico compromete atin
mas la calidad y disponibilidad del agua para el suministro a diferentes poblaciones, asi
como el funcionamiento de los ecosistemas acuaticos, lo que aumenta la necesidad de

encontrar soluciones sostenibles a este problema [12].

Una de las principales causas de la escasez de agua es su contaminacion, siendo los
sectores que contaminan el agua dulce principalmente el industrial, el municipal, el
agricola y el ganadero, por lo que se debe tener un control de la contaminacion generada
por estos sectores. Particularmente, la industria genera una mayor carga de residuos
contaminantes respecto a la carga de residuos en las aguas residuales municipales,
dificultando su proceso de remediacion en las plantas de tratamiento [13]. La reutilizacion
de aguas residuales tratadas es una de las practicas mas prometedoras para que el
problema de la escasez sea abordado a fondo. El retiso del agua residual tiene la capacidad
de estimular la economia local, convirtiéndose en una estrategia satisfactoria para

garantizar la estabilidad socioecondmica y politica en los paises [14].
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1.2 Aguas urbanas

La gestion de los sistemas de aguas urbanas se encuentra amenazada principalmente por
el desarrollo y crecimiento de la poblacion y su urbanizacion; a su vez también existe la
preocupacion por el cambio climatico que causa un suministro de agua irregular y a
menudo insuficiente para una poblacién, incluso en lugares que normalmente no se ven
afectados por la escasez de agua. En los paises desarrollados, los sistemas de gestion de
aguas urbanas incluyen sistemas de suministro de agua centralizados, redes de
alcantarillado e instalaciones de tratamiento de agua en grandes escalas, lo que implica
tener un mayor control y gestion de sus servicios, contribuyendo asi a la salud publica
[15]. Sin embargo, en la actualidad la capacidad de las plantas de tratamiento de aguas
suele ser insuficiente para hacer frente a la gestion de estos residuos, teniendo como
consecuencia un tratamiento inadecuado de los residuos y obteniendo efluentes que
pueden llegar a contribuir al deterioro de la calidad ambiental, sobre todo en los
ecosistemas acuaticos [16]. Las aguas residuales de origen urbano no son la tUnica
preocupacion ambiental; particularmente, la industrializacion ha contribuido al
agotamiento de los recursos naturales y principalmente del agua, por lo que existe la
necesidad de que las industrias garanticen un tratamiento adecuado a sus efluentes antes

de ser vertidos directamente en ecosistemas acudticos [17].

1.3 Agua residual industrial

El desarrollo industrial suele estar relacionado con el uso de grandes volumenes de agua
dulce para su produccion a gran escala, por lo que las industrias tienen el compromiso de
trabajar en la preservacion del medio ambiente tratando sus efluentes generados, de forma
adecuada, en plantas de tratamiento de aguas [1]. Un sistema industrial sostenible busca
minimizar el consumo de energia y el uso de materias primas y reducir los residuos

adoptando politicas econdomicas, ecoldgicas y sociales sostenibles [18].

Un tratamiento incorrecto de aguas industriales llega a liberar diversos tipos de
contaminantes, principalmente de origen quimico, que pueden llegar a ser persistentes y
toxicos para el medio ambiente [19].Por lo tanto, la identificacion de las posibles fuentes

contaminantes se ha convertido en algo fundamental para su control y tratamiento [20].
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1.4 Agua residual de la industria farmacéutica

La industria farmacéutica se encuentra entre las cinco principales industrias mas
importantes de la economia mundial. La fabricacidon de sus productos necesita suministros
constantes de agua de alta calidad para diversos procesos que al mismo tiempo generan
grandes cantidades de desechos. Estas aguas residuales contienen altas concentraciones
de compuestos organicos e inorganicos toxicos, biodegradables y no biodegradables junto
con residuos farmacéuticos, por ejemplo, compuestos aromadticos policiclicos, benceno y

elementos heterociclicos [21].

Los efluentes procedentes de la industria farmacéutica contienen niveles entre 5000 y
80,000 mg/L de DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), es por ello que para cada tipo de
efluente proveniente de este tipo de industrias se necesita un tratamiento especifico, ya
que sus aguas residuales pueden contener, dependiendo de su produccion, contaminantes
organicos, antibidticos, antifimicos, antihistaminicos y analgésicos [22]. Para reducir el
impacto ambiental y cumplir con las demandas de los limites de descarga reglamentarios

cada vez mas estrictos se han implementado diversas opciones de tratamiento [23].

1.5 Tratamientos convencionales de aguas residuales de la industria farmacéutica

Los efluentes de la industria farmacéutica son tratados en las plantas de tratamiento de
aguas residuales, sin embargo, muchos de los compuestos que se encuentran en estas
aguas no son biodegradables y, ademas de pertenecer al grupo de los llamados
contaminantes emergentes, son dificiles de eliminar de manera eficiente mediante

tratamientos primarios, secundarios y terciarios [24].

Las técnicas mas comunes de tratamiento que se han aplicado en las aguas de la industria

farmacéutica son [21,25-29]:

e Tratamientos fisico-quimicos; cloracidon, adsorcion por carbédn activado.
e Tratamientos bioldgicos; 1) Tratamientos aerdbicos por biorreactores de

membrana y lodos activados convencionales, 2) Procesos anaerdbicos por
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reactores de digestion de manto de lodo anaerobico de flujo ascendente, reactor
por lotes de secuenciacion y biorreactores de membrana, 3) Sistemas hibridos,
aerdbico y anaerdbico.

e Procesos de oxidacion avanzada; oxidacion electroquimica, ozonizacion,
fotofenton y fotocatalisis.

e Procesos combinados de oxidacion avanzada y tratamientos biologicos;
ozonizacion y tratamientos anaerobicos por biorreactores de membrana, electro-
flotacion y reactor por lotes de secuenciacion y fenton-lodos activados

convencionales.

1.6 Procesos de oxidacion avanzada

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) son tecnologias basadas en la intermediacion
del radical hidroxilo (con un tiempo de vida media de ca. 2 ps, [30]) y otros radicales
como el radical sulfato (SO4™), radical superoxido (O2™), ion ferrato (FeO4?") y radical
ozono (" O3 ") para oxidar compuestos recalcitrantes, no biodegradables y toxicos. Ademas
los POA son considerados como los métodos mas efectivos para el tratamiento de aguas

contaminadas [31-33].

Entre los procesos de oxidacion avanzada utilizados para la eliminacion de contaminantes

en medios acuaticos se pueden encontrar diversos procesos como [34]:

e Proceso Fenton: El proceso consta de una mezcla de perdxido de hidrogeno y sal
ferrosa, que genera radicales hidroxilo (HO") y se aplica de manera eficiente en la
eliminacion de compuestos orgédnicos en las aguas residuales. Los radicales
hidroxilo son reactivos electréfilos que reaccionan rapidamente y de forma no
selectiva con todos los contaminantes orgéanicos ricos en electrones, con un
potencial de oxidacion de 2.8 V [35]. Dentro del proceso fenton se pueden
encontrar también procesos combinados como foto-fenton, fenton-ozono, electro-

fenton, entre otros [36].

e Ozono: El tratamiento con ozono (O3) para el agua potable generalmente cumple
con la desinfeccion, eliminacion de sabores y olores, asi como la degradacion de

contaminantes [37]. Es un poderoso oxidante que reacciona en el agua
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directamente con productos quimicos con un potencial de oxidacion de 2.07 V' y
que puede generar especies radicales como el OH" que es mucho més reactivo. El
tratamiento con ozono puede mejorar asocidndose con luz UV (ultravioleta) o
peréxido de hidrogeno [38]. El uso del ozono al tratar aguas esta limitado por dos

factores; 1) la solubilidad y 2) la variacién cinética de sus reacciones [39].

Luz ultravioleta de tipo C: La irradiacion UVC (A=254 nm) actia como
desinfectante y al combinarse con oxidantes activos como el perdxido, el
persulfato y el cloro, se generan radicales altamente reactivos ("OH, "Cl, SO4™)
capaces de eliminar contaminantes orgdnicos, y de inactivar genes de resistencia

a antibioticos del agua potable, aguas residuales y aguas de reuso [40—42].

Ultrasonidos: Las ondas sonoras de baja frecuencia generan cavitaciones que
favorecen la degradaciéon de contaminantes organicos presentes en aguas
residuales, debido al ataque de los radicales hidroxilo generados por la disociacion
térmica de agua y las moléculas de oxigeno disueltas [43]. Primero, el
contaminante puede sufrir degradacion térmica dentro de la cavidad y en la region
interfacial (cavidad-liquido). En segundo lugar, los radicales libres
(principalmente el radical ‘OH), formados debido a la termdlisis del agua, pueden

reaccionar con el contaminante en la region interfacial o en la solucion [44—46].

Electrofotocatalisis: La oxidacion electrofotocatalitica se usa para aumentar la
eficiencia fotocatalitica durante la degradacion de contaminantes orgénicos. El
proceso se produce al aplicar un potencial de polarizacién a través de un fotoanodo
sobre el que se coloca el catalizador, la corriente es aplicada por un potenciostato,
mientras que el fotoelectrodo es irradiado con luz ultravioleta o visible, logrando
que bajo un potencial externo de polarizacién positiva permita una mejor
separacion y minimizacion de cargas (e/h"), debido al proceso de recombinacion

competitiva [47-49].
Electroquimica: La electroquimica ha logrado grandes avances en el tratamiento
de aguas residuales que contienen contaminantes organicos, brindando soluciones

limpias, de bajo precio y féciles de controlar [50]. La oxidacion electroquimica de
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contaminantes organicos para el tratamiento de aguas se lleva a cabo de manera
directa ¢ indirecta; de manera directa la transferencia de electrones sucede en la
superficie del electrodo sin ninguna participacion de otras sustancias y de manera
indirecta los contaminantes inorganicos se oxidan a través de la mediacion de
algunas especies electroactivas generadas en la superficie del 4nodo, actuando
como intermediarios para el transporte de electrones y la oxidacion de los

compuestos organicos [51,52].

Fotocatalisis: Es una técnica compleja que implica procesos fotofisicos y
fotoquimicos. Un semiconductor o fotocatalizador se comporta como un material
fotoactivo [53]. En el proceso de fotocatalisis, se llevan a cabo dos reacciones: 1)
la oxidacion de moléculas de agua absorbidas de forma disociativa, y 2) la
reduccion de aceptores de electrones por electrones fotogenerados, conduciendo
ambas reacciones a la produccion de especies reactivas de oxigeno, como
radicales hidroxilo y radicales anion superdxido [54]. Los procesos fotocataliticos
pueden llevarse a cabo en fase homogénea y heterogénea. En la fotocatalisis
homogénea, los reactivos y el fotocatalizador se encuentran en la misma fase,
mientras que en los procesos heterogéneos se encuentran en fases separadas [55].
Dado que la fotocatélisis es la parte de esta Tesis Doctoral en las siguientes
secciones se va a desarrollar con més detalles este concepto. Se ha prestado
especial atencion en los procesos de fotocatalisis debido a sus eficiencias en la
eliminacion de contaminantes en aguas, con particular atencion en los procesos
de fotocatalisis en fase heterogénea ya que hacen posible la recuperacion de los
materiales después del proceso de tratamiento representando una solucion

tecnologica respetuosa con el medio ambiente [56].

1.7 Fotocatalisis mediada por semiconductores

La fotocatalisis es definida como la aceleracion de una transformacion fotoquimica por

la accion de un catalizador [57]. Es un método ideal debido a su alta eficiencia, bajo

consumo de energia y respetuoso con el medio ambiente, ya que las condiciones de

reaccion fotocatalitica incluyen principalmente la irradiacion de luz solar (luz visible y

luz ultravioleta). Se ha presentado un particular interés en los materiales y sistemas que
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utilizan luz visible y solar debido a su bajo consumo de energia de 17 kW-h /kg de DQO
eliminado, logrando rendimientos suficientemente altos. Se ha demostrado que la
combinacion entre dos tecnologias como la de adsorcion y fotocatalisis puede mejorar el

efecto de degradacion de los contaminantes [58,59].

Las tasas de rendimiento dentro de los procesos fotocataliticos dependen de factores como
el flujo de luz incidente, la longitud de onda, la longitud de absorcion a través del agua,
la hidrodinamica y geometria del reactor, la solubilidad de los fotocatalizadores en el agua
y, principalmente, la velocidad de reaccidon con los contaminantes y la inactivacion de

patogenos [60].

Los procesos heterogéneos comprenden al menos siete pasos; 1) El transporte del
contaminante hasta la superficie del fotocatalizador; 2) la difusion del contaminante hasta
el sitio activo; 3) la adsorcion del contaminante; 4) la absorcion de un foton con la energia
necesaria para estimular el material semiconductor; 5) la desorcion de los productos de
degradacion; 6) la difusion de los productos hasta la superficie del fotocatalizador, y por

ultimo; 7) el transporte de los productos generados hasta el seno del fluido [61,62].

La fuente de luz es un factor importante para estos procesos que involucran fotones, ya
que conlleva una gran influencia en los gastos de operacion y mantenimiento.
Clasicamente se han utilizado fuentes de luz convencionales como lamparas de mercurio
(con irradiacién en el rango de luz UV, Figura 1), lamparas fluorescentes y lamparas de
arco de Xe (con irradiacion en el rango de luz visible, Figura 1) y actualmente se ha
incrementado el uso de dispositivos LED debido a que cuentan con un bajo consumo de
energia, un largo tiempo de vida util y espectros de emision de luz estrechos [63]. Para
aprovechar aiin mas la luz solar en la region visible, se han utilizado colorantes organicos

como fotocatalizadores [64].
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Figura 1. Espectro de frecuencias y longitud de onda.

1.8 Fotocatalisis mediada por sensibilizadores orgédnicos

El mecanismo de funcionamiento de fotocatalizadores funcionalizados con
sensibilizadores organicos, comienza con la absorciéon de un fotéon por parte del
sensibilizador, que después de haber alcanzado su primer estado excitado singlete, puede
desactivarse por vias diferentes. Una de esas vias es el cruce entre sistemas (ISC) que
transforman el estado singlete en triplete, el cual tiene un tiempo de vida relativamente
largo y puede desactivarse mediante dos mecanismos de accion fotodindmica: tipo 1y
tipo II [65]. En el tipo I se produce una fotoxidacion radicalaria del sustrato por
transferencia de un electron al estado excitado triplete del fotosensibilizador, formando
un radical anion del fotosensibilizador y un radical cation del sustrato. En el tipo II, la
transferencia de energia desde el estado triplete del fotosensibilizador al oxigeno
molecular genera oxigeno singlete lo cual reacciona con el sustrato produciendo su

fotoxidacion (Figura 2) [66,67].
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Figura 2. Diagrama de las reacciones tipo 1 y I de un fotosensibilizador modificada a partir de Kwiatkowski et al.
2018 [67].

Uno de los inconvenientes de los fotocatalizadores organicos radica en que tienen que

retirarse del medio tras su reaccion.

Los fotosensibilizadores soportados en semiconductores o materiales inorgdnicos
consisten principalmente en el anclaje de un sensibilizador organico sobre la superficie
del fotocatalizador. Actualmente se estan utilizando diversos soportes como por ejemplo,
el TiO2[68,69], el ZnO [70], zeolitas [71] y el SiO2[4,72,73]. Més recientemente, nuevos
materiales como los nitruros de carbono grafiticos poliméricos que absorben la luz visible
[74], nitruro de carbono grafitico co-dopado con fosforo y azufre decorado con AgzVOg4
[75], fotocatalizador BiOI/Fe;O4@dxido de grafeno ternario [76], o puntos cudnticos de
carbono soportados por Agl /ZnO/nitruro de carbono grafitico dopado con fosforo [77],
entre otros, han sido reportados como fotocatalizadores heterogéneos hibridos con buena
eficiencia en descontaminacion y desinfeccion. Ademas, los fotocatalizadores soportados
se pueden recuperar facilmente después de la reaccion, lo que permite operar en un modo

continuo y asi reciclar el fotocatalizador para un posible reuso [3,78].

Diversos grupos de moléculas que absorben en el UV-vis han mostrado tener la capacidad
de generar oxigeno singlete: Sin embargo, para ser candidatos fttiles como

fotosensibilizadores, deben contar con las siguientes caracteristicas [79]:
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1)
2)

3)

4)

Alto coeficiente de absorcion en la region espectral de la luz de excitacion.
Un estado de triplete de energia adecuada para llevar a cabo una transferencia de
energia eficiente al oxigeno en estado fundamental.

Un alto rendimiento cuantico deformacion de su estado triplete y con un tiempo
de vida bastante largo (Tr>1 us).

Alta fotoestabilidad.

Los colorantes utilizados como fotocatalizadores deben ser resistentes durante el

proceso fotocatalitico tener una carga de colorante Optima para la generacion de

radicales. Antes de su oxidacion, un fotosensibilizador ideal debe generar de 10°a 10°

moléculas de oxigeno singlete [79].

Se han utilizado diferentes tipos de fotosensibilizadores para la degradacion y

desinfeccion de aguas residuales como, por ejemplo (Figura 3):

Derivados de fenotiazinas como el Azul de metileno que es un fotosensibilizador
compuesto por dos anillos de benceno unidos por un atomo de nitrégeno y un
atomo de azufre, con una fuerte absorcion entre 630-680 nm capaz de generar

10,[80,81].

Derivados de Riboflavina (vitamina B2), capaces de generar 'O tras ser irradiada
tipicamente entre 350-470 nm con rendimientos cuanticos de oxigeno singlete

(®a) entre 0.7 y 0.8 [82].

Derivados de Xantona como la Eritrosina B, Eosina Y, Rodamina B y Rosa de
Bengala, utilizadas por su alto coeficiente de absorcion en la region visible con
un maximo de absorcion en 480-550 nm; los rendimientos cudnticos de oxigeno

singlete se encuentran entre 0.6 y 0.8 dependiendo del disolvente [83—87].
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Figura 3. Estructuras de diferentes colorantes organicos.

El Rosa de Bengala, en especifico, es un colorante ampliamente utilizado como
fotosensibilizador para la degradacion de contaminantes farmacéuticos, asi como en la

desinfeccion de aguas residuales [88].
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1.9 Rosa de Bengala utilizado en el proceso de fotocatalisis

El Rosa de Bengala (RB) es un compuesto organico formado por un anillo de xanteno
sustituido en la posicion C9 por un 4cido tetraclorobenzoico; estos dos restos tienen una
orientacion casi ortogonal que los hace aproximadamente independientes (Figura 4). La
molécula original de RB se puede desprotonar en el hidroxilo C3 y en el carboxilo del
acido tetraclorobenzoico para obtener diferentes sales. La forma mas utilizada de RB es

su sal disodica [89].

Figura 4. Estructura quimica del Rosa de Bengala (sal disodica).

RB cuenta con un gran coeficiente de absorcion en la region visible (480-550 nm), alto
rendimiento cudntico en la generacion de oxigeno singlete (®a= 0.76 en agua) y una alta
tendencia a producir un estado excitado triplete fotoquimicamente activo, por lo que su

estado triplete excitado se desactiva eficientemente con oxigeno [90,91].

El proceso de fotocatalisis con Rosa de Bengala aplicado al tratamiento de aguas
contaminadas para generar especies oxidantes y eliminar contaminantes emergentes, se
puede llevar a cabo por el mecanismo de tipo I y II, dependiendo de la interaccion del

contaminante con el fotosensibilizador [66].

Por otro lado, el RB se ha utilizado también en la eliminacién de microorganismos
patdgenos en aguas, actuando preferentemente por el mecanismo de tipo II para la

eliminacion de bacterias (Figura 5) [92].
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Figura 5. Diagrama de Jablonski que muestra los diversos modos de excitacion y relajacion en un cromoforo
modificada a partir de Park et al. 2004 [93].

Como se sabe, las bacterias Gram positivas cuentan con una pared celular de
peptidoglicano gruesa pero porosa (20-80 nm) en comparacion con las bacterias Gram
negativas (< 10 nm). A diferencia de las bacterias Gram positivas, las bacterias Gram
negativas poseen una membrana externa adicional, que es impermeable a las moléculas
grandes. Las bacterias Gram negativas, al contar con esta doble membrana hace que
disminuya la penetracion del oxigeno singlete en el citoplasma, concediendo asi a las
bacterias Gram negativas una menor susceptibilidad a los bactericidas fotodinamicamente
activos [94,95]. La fotoinactivacion de las bacterias Gram positivas se puede obtener con
un fotosensibilizador, independientemente de su carga, mientras que la de las bacterias
Gram negativas generalmente requieren del uso de un fotosensibilizador catidnico o la

combinacion de un fotosensibilizador con agentes disruptores de membrana [96].

El oxigeno singlete es una de las especies mas importantes en la eliminacion de bacterias,
ya que cuenta con propiedades oxidantes y se puede generar bastante eficientemente.
Especificamente actiia alterando la permeabilidad de las membranas celulares,
atravesando y destruyendo la pared celular; de esta manera, reacciona con lipidos,
proteinas y d4cidos nucleicos, provocando la muerte celular. Para proteger sus
componentes intracelulares, las células microbianas pueden inducir la produccion de
defensas antioxidantes, como enzimas protectoras (como el superoxido dismutasa, la
catalasa y el glutation peroxidasa) o pigmentos (como los carotenoides que actian como
inhibidores no fotoquimicos del !0,). También puede actuar a nivel del ADN a través de
dos mecanismos, es decir, alteracion o modulacion. Se han informado roturas en el ADN

de cadena simple y doble, y la desaparicion de la forma superenrollada del ADN
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plasmidico en especies Gram positivas y Gram negativas. De hecho, los
fotosensibilizadores pueden interactuar con los acidos nucleicos a través de interacciones
electrostaticas e inducir la reduccion de los residuos de guanina que provocan la escision
del ADN [97,98]. Estos dafos provocados a la célula se producen solo en las
proximidades inmediatas del fotosensibilizador en estado excitado debido a la corta vida

util del oxigeno singlete en los sistemas biologicos [97,99].
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es demostrar que un fotosensibilizador organico
como el Rosa de Bengala (RB) soportado sobre diferentes materiales puede ser usado en
fotocatalisis heterogénea tanto para producir una eficiente desinfeccion de aguas
residuales como para participar en procesos de descontaminacion. Con ese proposito se
desarrollaran diferentes estrategias, una a nivel de su heterogeneizacion, utilizando varios
métodos sintéticos de incorporacion del colorante a diferentes soportes solidos, y otra, a
nivel mecanistico, intentando modificar los procesos fotoquimicos implicados en los

procesos de descontaminacion y desinfeccion.
Los objetivos especificos son:

1) Sintetizar y caracterizar nuevos fotocatalizadores heterogéneos con Rosa de Bengala
sobre nanoesferas de 6xido de silicio con y sin nlcleo de magnetita para estudiar la
influencia de estos soportes en las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del RB, asi
como, evaluar la eficacia fotocatalitica de los nuevos materiales sintetizados en la

degradacion de farmacos y en desinfeccion de aguas.

2) Estudiar el efecto del tamafio de los soportes de 6xido de silicio con o sin magnetita
en las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del RB y en sus propiedades como

fotocatalizador heterogéneo.

3) Sintetizar y caracterizar nuevos materiales fotocataliticos donde el RB esté¢ unido
mediante fuerzas i6nicas a tejidos de poliamida con el propdsito de evaluar su

eficiencia en procesos de desinfeccion de aguas.
4) Sintetizar y caracterizar un fotocatalizador heterogéneo con RB unido covalentemente

a lana de vidrio (GW) para evaluar su efectividad para producir la fotoinactivacion de

bacterias Gram positivas y Gram negativas en medios acuosos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Acetaminofeno (99%), acetato de sodio (NaAc, 99%), acido acético (99%), acido
clorhidrico (37%), acido formico (98%), é4cido oleico (90%), agua deuterada, 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) anhidro, 2-aminotiofenol (99%), alcohol bencilico
(99.8%), ciclohexano (99.5%), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (98%), diclofenaco sal disddica (98%), dimetil sulféxido (DMSO,
99.8%), disolucion salina tamponada con fosfato (PBS), etanol, etilenglicol, hexano
(98.5%), cloruro de hierro (III) hexahidratado (99.99%), hidroxido de amonio
(25%—28%), hidroxido de sodio (97%), 1-metilimidazol (99%), lana de vidrio (Merck;
diametro de fibra de 15-25 pum), 1-octadeceno (90%), ofloxacino (99%), ortosilicato de
tetraetilo (TEOS, 98%), polietilenglicol (1500 M.W.), polioxietileno nonil fenil éter
(Igepal CO-520), rosa de bengala sal sodica (95%), tolueno anhidro se adquirieron de
Sigma-Aldrich. Medios de cultivo; Agar-Agar de Difco™, agar de recuento en placa
(PCA), infusion de cerebro y corazoén (BHI), caldo nutritivo (NB) adquiridos de Scharlab.
Todas las disoluciones se prepararon con agua de grado Milli-Q obtenida de un Milli-Q®

IX 7003/05/10/15. El acetonitrilo (ACN) y el etanol fueron de calidad HPLC.
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3.2 Sintesis de fotocatalizadores

-Sintesis de nanoparticulas (NPs) de SiO>

Las NPs de SiO; se prepararon utilizando el método de microemulsion inversa segun el
procedimiento descrito por Ding et al. [100]. Brevemente, 7.2 g Igepal CO-520 fueron
anadidos en 100 mL de ciclohexano y se colocaron en el sonicador durante 10 minutos.
Después se anadid una disolucion de hidréxido de amonio (25%-28%, 0.2 mL) a la
disolucion anterior, que se mantuvo bajo agitacion continua. Después, se afiadi6 TEOS
(4 mL) lentamente durante 10 h. Finalmente, se recuperaron las NPs mediante

centrifugacion, se lavaron con etanol (4x100 mL) y se secaron al vacio.
-Sintesis de nanoparticulas (NPs) de Fe3;04@SiO>

Las NPs de Fe;04@SiOz se obtuvieron en dos pasos segun el procedimiento ya descrito
por Ding et al. y Park et al. [100,101]. Primero, se prepar6 el nucleo de Fe;O4 de la
siguiente forma: se disolvié FeCl3*6H,O (540.6 mg, 2 mmol) en H,O (6 mL) a
temperatura ambiente, luego se afiadieron en etanol (8 mL), hexano (14 mL) y 4cido
oleico (1.9 mL). Posteriormente, la disolucién se mantuvo en agitacion durante 30
minutos. Después, se afiadio NaOH (0.24 g) y se calent6 a 70 °C durante 4 h manteniendo
una agitaciéon constante. La capa orgdnica que contenia el complejo Fe(oleato)s fue
separada con un embudo de separacion, se lavd con agua desionizada (4x100 mL) y se
dejo a 80 °C durante la noche. El Fe(oleato)s; obtenido se dispers6 en una mezcla organica
de 4cido oleico (0.32 mL) y de 1-octadeceno (12.5 mL). La disolucion resultante se purgd
con N> durante 30 min a temperatura ambiente y luego se llevé a una temperatura de 320
°C durante 30 min en atmoésfera de N». Finalmente, se dejo a temperatura ambiente y el
Fe;04 se precipitd empleando un exceso de etanol. El solido aislado se volvié a dispersar

en hexano y luego se precipitd con etanol realizando este proceso varias veces [100].

En segundo lugar, se utilizé un método de microemulsion inversa para finalizar las NPs
de Fe3s04@Si0,. Para ello, se afiadié Igepal CO-520 (7.2 g) en ciclohexano (100 mL) y
fue sonicado durante 10 minutos. A continuacion, se suspendi6 de Fe3O4 en ciclohexano
(0.03 mL, 22.72 mg de Fe304) e hidroxido de amonio (25%-28%, 2.9 mL) bajo agitacién
constante. Finalmente, se adicion6 lentamente TEOS (4 mL) a la suspension durante 10
h. Después, las NPs de Fe;04@SiO: se recolectaron por centrifugacion (6000 rpm durante

5 minutos), se lavaron con etanol varias veces (4x100 mL) y se secaron al vacio.
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-Sintesis de las microparticulas de SiO:

Las microparticulas de SiO se sintetizaron siguiendo el método Stober [102]. El método
consiste en adicionar hidréxido de amonio al 28-30% (87 mL) y TEOS (20 mL) utilizando
etanol como disolvente (500 mL). Todo ello se colocd en un matraz balén de 1 L en bafio
de hielo manteniendo una temperatura de 10 °C durante 2 h. Posteriormente se dejo
reaccionar a temperatura ambiente (25 °C) durante 24 h; transcurrido este tiempo se
recupero el material mediante centrifugacion, se lavo con etanol (6x100 mL) y se dejo

secar a vacio.
-Sintesis de las microparticulas de Fe;04@SiO:

Las microparticulas de Fe304@SiO2 se obtuvieron mediante dos pasos. Primero, las
microparticulas de Fe3;O4 se obtuvieron mediante el método de sintesis hidrotermal
[103,104]. Este método consiste en disolver FeCl3*6H>0 (1.35 g, 5 mmol) en etilenglicol
(40 ml) para formar una solucién transparente, seguido de la adicion de acetato de sodio
(3.6 g) y polietilenglicol (1.0 g). Posteriormente, la mezcla se agité durante 1 h y luego
se vertid en una autoclave de acero inoxidable revestida de teflon con una capacidad de
50 ml. La autoclave se calentd a 200 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 48 h, una
vez transcurridas las 48h se dejo enfriar a temperatura ambiente. El producto obtenido es
la magnetita (Fe3O4) con un aspecto de color negro, el cual se lavo repetidas veces con

etanol (6x100 mL) y finalmente se dejaron secar a vacio.

En segundo lugar, una vez obtenidas las microparticulas de Fe3;O4 se recubrieron con una
capa de silice [105]. Primero, 0.2 g de Fe3O4 se dispersaron en etanol sonicando la
suspension durante 15 min. Posteriormente, se adiciono una solucidon de hidroxido de
amonio (7 mL en 9.3 mL de etanol) y se sonico durante 15 min mas, después se adiciono
una solucion de TEOS (6 mL en 5 mL de etanol) y se dejé sonicando durante 1 h.
Finalmente, se recolecto el producto lavandolo varias veces con etanol (6x100 mL) y se

secaron al vacio.
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-Anclaje del RB a la superficie de las microparticulas y las NPs de SiO:y Fe3;04@SiO:

El anclaje covalente del RB sobre las microparticulas y las NPs de Fe;04@SiO:y SiO>,
fue llevado a cabo en dos etapas. En la primera etapa, las particulas (8.0 g) fueron
derivatizadas durante la noche con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) anhidro (0.8
mL, 0.043 M) en tolueno anhidro (80 mL) a una temperatura de 150 °C para obtener
particulas de SiO; y Fe3;04@SiO> con grupo aminopropilo en su superficie [106]. La
segunda etapa consistio en tratar las particulas con 1-metilimidazol (0.0176 mL, 6 x107
M), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (0.042 g, 6x10° M) y
RB (0.218 g, 6x10° M) en 35 mL de DMSO a temperatura ambiente durante 24 h. A
continuacion, las particulas obtenidas de SiO2-RB y Fe;04@SiO2-RB  fueron
centrifugadas para su recuperacion (6000 rpm durante 5 minutos), se lavaron con DMSO
(3x50 mL) y EtOH (4x100 mL) y se secaron a vacio. Se prepararon otros dos
fotocatalizadores Si02-RB (Si02-RB-1.7 y Si02-RB-5) donde se aumentd la cantidad de
I-metilimidazol, el clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida y RB

1.66 veces y 5 veces, respectivamente.
-Procedimiento de teriido de los tejidos de poliamida con RB (RB-PAF)

Este proceso de tefiido se realizd en la EPSA (Escuela Politécnica Superior de Alcoy-
UPV) gracias a un proyecto conjunto y posteriormente las muestras tefiiddas fueron
utilizadas como fotocatalizadores en el ITQ-UPV. Las muestras de poliamida (Nylon 6.6,
5 g) se tifieron con Rosa de Bengala (RB) segun tres intensidades diferentes 0.5, 1 y 3 %
o.w.f. (on weigth of fiber-sobre el peso de la fibra). La disolucion de tefiido consistio en
una disolucidon acuosa de RB (proporcion tejido-bafio 1:20 p/v) tratada con 10 g/L de
sulfato sddico y 5 mL/L de acido acético para alcanzar un pH de 3.8. El dispositivo de
teflido era un Tin Control abierto. La disolucion se calentd hasta 100 °C, alcanzados
mediante un gradiente térmico de 3 °C min!. La temperatura de tintura (100 °C) se
mantuvo durante 60 minutos con agitacion mecanica; a continuacion, el bafio se enfrid
hasta 40 °C mediante un gradiente térmico de -6 °C min™!. A continuacion, se realizaron
diferentes ciclos de lavado (4x100 mL) con agua Milli-Q fria para eliminar el exceso de
colorante y otras impurezas; finalmente, los tejidos tefiidos se secaron a temperatura

ambiente.
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Para confirmar el agotamiento del bafo, se determino6 la cantidad de RB restante a partir
de la relacion absorbancia-concentracion a una absorbancia de 550 nm, correspondiente

a la absorcion maxima de RB.
-RB anclado en lana de vidrio (GW)

El anclaje covalente del RB sobre la lana de vidrio (Merck; didmetro de fibra de 15-25
um), se realizd en tres pasos [107]: primero, fue necesario realizar un pretratamiento a la
lana de vidrio; se utilizaron 10 g de la lana de vidrio y se colocaron en HCI1 (400 mL, 6
M) por 12 h bajo agitacion constante y después se lavo a diferentes tiempos (7x100 mL)
con agua, hasta un pH 6, seguido de un lavado con una disolucion de hidroxido de amonio
(400 mL, 1 M) obteniendo un pH de 10, posteriormente se lavo con EtOH (5x100 mL) y

se secd a vacio.

La conjugacion del RB con el GW se logr6 en dos pasos: primero, los 10 g de GW se
trataron durante la noche con APTES (10 mL, 0.150 M) en tolueno anhidro (300 mL) a
150 °C para obtener SiO2-NHa, posteriormente se eliminé el exceso de APTES lavando
con EtOH (5x100 mL) y se sec6 a vacio; luego, se traté con 1-metilimidazol (0.2 mL,
8x10 M), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (0.450 g, 8x107
M)y RB (1.3 g, 4x10° M) en 300 mL de DMSO a temperatura ambiente durante otras
24 h. Después, se lavo con DMSO (3x300 mL), EtOH (3x300 mL) y luego agua (3x300

mL), y se seco al vacio.

3.3 Fotodegradaciones

Las fotodegradaciones del Capitulo 1 y II, se llevaron a cabo utilizando un fotorreactor
casero (Figura 76) que esta equipado con un montaje en espiral de tiras de 2.5 m de Green-
LEDs Samsung SMD5630 IP20 de 40W que mostraron una banda de emision centrada
en 527 nm. Se estudié la fotodegradacion de las disoluciones acuosas de los
contaminantes a 5x10 M en presencia de RB homogéneo, como control de referencia,
asi como con suspensiones de SiO>-RB NPs y Fe304@Si02-RB NPs. La concentracion
de RB utilizada para estos experimentos fue de 5x10° M (10% mol), que correspondia a
0.8 mg/mL de SiO2-RB NPs y 0.44 mg/mL de Fe;04@Si02-RB NPs. Asi, 10 mL de las

muestras se colocaron en tubos de vidrio Pyrex con agitacion magnética, y se irradiaron
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bajo atmdsfera de aire o nitrogeno. La eliminacion de acetaminofeno (ACF), diclofenaco
(DCF) y ofloxacino (OFX) se monitoriz6 a diferentes tiempos de irradiaciéon mediante
HPLC utilizando un modelo Agilent 1220 Infinity LC con bomba cuaternaria G4290B,
detector de fotodiodo G4290 B, equipado con una columna Mediterranea Sea 18 (25
cmx0.46 cm, tamano de particula de 5 um). Para ACF y DCF la fase movil fue una mezcla
en gradiente de agua (pH 3): CH3CN (70:30-30:70) a un flujo de 1.5 mL/min; la longitud
de onda de deteccion se fijo en 280 nm; para el OFX se utilizd una fase mévil con una
mezcla isocratica de agua (pH 3): CH3CN (75:25) a un flujo de 0.7 mL/min; la longitud

de onda de deteccion fue de 294 nm.

Para el Capitulo III se utilizd un fotorreactor LZC-4 (Luzchem Research Inc., Ottawa,
Canadd), con 2, 4 y 8 lamparas LZC-LED verdes de 8 vatios (Amax = 520 nm) colocadas
en posicion lateral que suponian irradiancias, justo en el punto donde se colocaba el vial
con la muestra, de 1.66, 3.34 y 6.75 mW/cm?, respectivamente, segin el niimero de

lamparas utilizadas.
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3.4 Determinacion quimica de 'O,

En el Capitulo I1I, la deteccion quimica de 'Oz se llevd a cabo mediante la fotooxigenacion
del 9,10-dimetil antraceno (DMA) en presencia de RB-PAF al 0.5 % (30. 6 mg), 1 %
(30.7mg) y 3 % (30.1 mg) (o.w.f.) en MeCN (V=3 mL) a 293 K. Las disoluciones fueron
irradiadas en un fotorreactor casero construido con un montaje en espiral de tiras de LED
verdes de 2.5 m (Aem centrada en 520 nm), Samsung SMD2835-1P20 de 12.5 W. La
concentracion inicial de DMA fue de 80 uM, y su absorbancia se monitorizd mediante

espectroscopia UV.

La medicion de la vida 1til del oxigeno singlete (!0,) en el Capitulo 111, se realizo
registrando la fosforescencia caracteristica del 'O, a 1276 nm con un detector NIR
Hamamatsu (Peltier enfriado a -62.8 °C operando a 6500 V, acoplado a un monocromador
de rejilla), utilizando un Nd:YAG L52137 V LOTIS TII a una longitud de onda de
excitacion de 532 nm. Los pulsos simples tenian una duracién de unos 10 ns, y la energia
era inferior a 5 mJ por pulso. El sistema estaba formado por el laser pulsado, un
monocromador Oriel 77250 acoplado al detector NIR Hamamatsu y el osciloscopio
conectado al ordenador. La sefial de salida se transferia del osciloscopio a un ordenador
personal. Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente, bajo atmosfera de

aire.

3.5 Determinacion de la carga de RB en fibras de poliamida

La cantidad de RB adsorbido en las fibras de poliamida fue determinada usando dos
métodos diferentes: espectroscopia UV-vis y la espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS); Cabe mencionar que el tefiido de la tela (tal como ya
se ha comentado en el apartado 3.2) y la medicion del color durante el proceso de tefiido

fueron realizados en EPSA (Escuela Politécnica Superior de Alcoy-UPV).
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1) Espectroscopia UV-vis, se utilizaron dos métodos para la determinacién

de RB en las fibras:
a) Inicialmente, la cantidad de RB en las fibras de poliamida se midié durante el
proceso de tefiido, calculando la cantidad de RB residual en la disolucion post-

tefiido.

b) Posteriormente, para determinar con mayor precision la cantidad de RB adsorbida

en el material final, se llevo a cabo un proceso en dos etapas:

1) Ruptura de los tejidos: se trataron cantidades especificas de RB-PAF con acido
formico al 80% (2 mL) a temperatura ambiente durante dos minutos; a
continuacion, se ajustd el pH de la mezcla a 7 con NaOH (2 M). Los tejidos
disgregados que contenian el colorante se filtraron y lavaron con agua Milli-Q

(5100 mL).

i1) Extraccion del colorante de las fibras disgregadas: los tejidos disgregados del
tratamiento anterior se sometieron a sonicacion con DMSO (20 mL) durante 3 h
a 80 °C. Este proceso se repitio tres veces para garantizar la extraccion completa

del colorante y se midi6 la absorbancia en cada una de las extracciones realizadas.

La concentracion de RB en cada extraccion se calculo utilizando una curva de calibracion

absorbancia-concentracion de RB en DMSO (espectrofotdémetro Varian-Cary 50).

2) Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente. Una
segunda determinacion de la cantidad de RB adsorbida en las fibras de
poliamida se realizo por ICP-MS. Las fibras de poliamida, primeramente,
fueron sometidas a un tratamiento de digestion en horno de microondas.
Las soluciones obtenidas al final de proceso de digestion se analizaron por
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente midiendo

la cantidad de 10do.

42



3.6 Equipos

-Fluorescencia

Para todas las mediciones fotofisicas en estado estacionario con muestras liquidas se
emplearon celdas de cuarzo con una longitud de recorrido de 1 cm. Los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente, registrados en un fluorimetro de EDINBURGH
INSTRUMENTS (FLS1000) equipado con una lampara Xe de 450 W. Para las
mediciones de fluorescencia resuelta en el tiempo, descritas en los Capitulos del I-1V, se
utiliz6 el equipo FL900 de Edinburgh Instruments, equipado con un laser EPL-405 de
Edinburgh Instruments con longitud de onda de 398 a 410 nm, potencia de 0.09 a 0.11
mW.

-Laser

Los experimentos de fotolisis de destello laser se realizaron utilizando dos equipos de

fotolisis de destello laser, descritos a continuacion:

El sistema de fotolisis de destello laser consiste en el laser pulsado, una lampara de xenén
L0255 Oriel pulsada, un monocromador 77200 monocromador Oriel, una carcasa de tubo
fotomultiplicador Oriel, una fuente de alimentaciéon de PMT 70705 y un osciloscopio
Tektronix TDS-640A. La senal obtenida del osciloscopio se transfirié a un ordenador

personal para el tratamiento de datos.

En el Capitulo II-IV, los experimentos del laser se realizaron utilizando un sistema OPO
Ekspla (EKS-NT342C-10) acoplado a una extension UV (EKS-NT342C-SH-SFG) como
fuente de excitacion y un sistema de deteccion de Edinburgh Instruments (LP980)
acoplado a una camara ICCD (Andor iStar CCD 320T), para las mediciones de las
microparticulas de Si02-RB, los tejidos de poliamida tefiidos y la lana de vidrio con RB,
a una Aexc= 532 nm con una potencia de 10 J. Las emisiones de fosforescencia de RB se

registraron utilizando la cdmara ICCD (Andor iStar CCD 320T) a Aexc= 532 nm.
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-Medidas de absorcion (UV/Vis)

Los espectros de absorcion UV-vis de las disoluciones y suspensiones se registraron en

el espectrofotometro Cary-50 de Agilent Technologies.

Los espectros de reflectancia UV-vis se obtuvieron utilizando un Cary 5000 de Agilent

Technologies y un MINOLITA CM-3600d.
-Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC)

Se ha utilizado el modelo Agilent Serie 1100 con bomba cuaternaria G1311A, detector
de fotodiodo DAD GI1315B, automuestreador de liquidos estdndar GI313A y
desgasificador G1322A, utilizando una columna Teknokroma C18 Mediterranea Sea
(25%0.46 cm y 5 m de tamafio de particula), para el analisis de muestras en los Capitulos

Iyll
- Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)

Las muestras en los Capitulos I-IV, fueron analizadas en ICP-MS modelo Agilent
Technologies ICPMS7900. Las muestras fueron sometidas a un tratamiento de digestion
en horno de microondas, previo a la determinacion de la cantidad de RB en base a la

cantidad de yodo.

-Microscopia electronica de transmision y microscopia de emision de campo de alta

resolucion

El didmetro y la morfologia de los materiales sintetizados de SiO2-RB y de Fe3O04@Si02-
RB se obtuvieron mediante microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia
de emision de campo de alta resolucion (HRFESEM). Los experimentos de TEM se
realizaron en un sistema JEOL JEM 2100F operado a un voltaje de aceleracion de 200
kV. Las imagenes de HRFESEM fueron tomadas en un GeminiSEM 500, ZEISS, con un
voltaje de aceleracion de 0.5 kV. Las muestras se prepararon como una dispersion sélida

sobre una rejilla de cobre.
-Difraccion de rayos X (XRD)

La estructura de los nuevos fotocatalizadores y la caracteristica de fase amorfa de las NPs
de SiO; (Capitulo I) se determiné mediante XRD. Los experimentos se realizaron en
geometria Bragg-Bretano utilizando un difractometro PANalytical CUBIX equipado con
un detector PANalytical X'Celerator. Radiacion de rayos X de Cu Ka (A1 = 1.5406 A, A2
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= 1.5444 A, 12 / 11 = 0.5), un voltaje y corriente del tubo de 45 kV y 40 mA,

respectivamente.

-Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN de ?°Si confirmé que APTES y RB (Capitulo I) se incorporaron covalentemente
a la red de silice inorganica (enlaces Si-C). Los espectros de RMN se registraron

utilizando un equipo Bruker DPX300 (300 MHz).

-Fotorreactores

Los ensayos fotocataliticos del Capitulo IV se realizaron con un simulador solar
SUNTEST XLS+ (Atlas Material Testing Solutions) con una irradiaciéon media de 30
W/m? (Figura 6).

Figura 6. Simulador solar SUNTEST XLS+ (Atlas Material Testing Solutions).

Se utiliz6 un fotorreactor Luzchem, modelo LZC-4V, equipado con 8 lamparas que emiten
a 520 nm (irradiancia en 67.45 W/m?), para las irradiaciones realizadas en los Capitulos

Iy II, (véase la Figura 7).
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15 cm Agitador

Figura 7. A) Fotorreactor Luzchem, modelo LZC-4V, B) fotorreactor Luzchem en funcionamiento con 8 lamparas en
posicion lateral y un punto de agitacion en el centro del fotorreactor.

Un fotorreactor casero que cuenta con un montaje en espiral de tiras de LEDs verdes de
2.5 m (Aem= 530 nm) Samsung SMD5630IP20 (40 W) se utilizo para las irradiaciones de
los Capitulos I-1II (Figura 8).
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Figura 8. A) Fotorreactor casero en funcionamiento con LED de 530 nm, equipado con una tira verde de 2.5 m (40 W
Samsung SMD56301P20). B) Dimensiones del fotorreactor casero. C) Espectro de emision del LED del Fotorreactor
casero.
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3.7 Técnicas microbiologicas

Las pruebas antibacterianas se realizaron con tres cepas bacterianas diferentes, dos de
ellas pertenecientes al grupo de las bacterias Gram negativas (Escherichia coli
CECT4624, Pseudomona aeruginosa CECT108) y una tercera especie perteneciente al
grupo de las Gram positivas (Enterococcus faecalis CECT184). Todas ellas se obtuvieron
de la "Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo" (CECT) en forma de liofilos. Lareactivacion
de las cepas bacterianas se realizo utilizando dos medios de cultivo liquidos diferentes:
caldo nutritivo (Nutrient Broth: NB) para E. coli y P. aeruginosa ¢ infusioén de cerebro y
corazon (Brain Hearth Infusion: BHI) para E. faecalis. Las suspensiones bacterianas se
mantuvieron a 36 + 1 °C durante 24-48 horas. Tras un segundo cultivo en NB en similares
condiciones (36 = 1 °C; 24 h.), las bacterias se inocularon en agar de recuento en placa
(PCA) por el método de siembra en triple estria. Tras la incubacion a 36 + 1 °C durante
24 h, se tomaron dos colonias bacterianas del PCA y se utilizaron como inéculo en el
experimento a una concentracién final de 1x10° ufc/mL (unidades formadoras de
colonias/mL) en una disolucién salina tamponada con fosfato (PBS; 10 mL, pH 7.4).
Posteriormente, se inocularon en 50 mL de NB y se incubaron a 36 + 1 °C durante 14-16
h. A continuacidn, se recuperd el indculo por centrifugacion (4000 rpm, 10 min a 4 °C)
en una centrifuga Eppendorf (Mod. 5415R; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). El pellet,
que contenia la biomasa bacteriana, se lavd dos veces en las mismas condiciones con PBS
(2x10 mL) y se resuspendi6 en PBS. Por tltimo, la suspension bacteriana que se utilizaria
en los posteriores estudios de inactivacion bacteriana fotodinamica, a la concentracion de
1x10°® ufc/mL, se obtuvo por dilucion en PBS tras haberse estimado la concentracion
inicial de bacterias con un hemocitdmetro (cdmara de Neubauer). La concentracion de la
suspension bacteriana utilizada en los experimentos fue siempre, paralelamente,

confirmada con un recuento de viables en placa.
-Inactivacion fotodinamica del Capitulo 1

Los experimentos de irradiacion para evaluar la inactivacion fotodindmica de las cepas
bacterianas E. coli, P. aeruginosa y E. faecalis, se llevaron a cabo con una irradiacion de
67.45 W/m? utilizando un fotorreactor Luzchem Research Inc (descrito en la seccion 3.6).
Se irradiaron 4 mL de las suspensiones bacterianas (1x10° ufc) durante 20 minutos en
presencia de las cantidades adecuadas de SiO2-RB NPs y Fe3;04@SiO2-RB NPs para
realizar el estudio a dos concentraciones de RB diferentes (2x10°> M y 9x10° M de RB).
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Los experimentos también se realizaron con RB en homogéneo a una concentracion de
2x10° M en las mismas condiciones. Los experimentos se llevaron a cabo por
cuadruplicado y los experimentos de control en oscuridad se realizaron por duplicado.
Para valorar el efecto sobre la inactivacion de las bacterias, periddicamente a lo largo del
experimento se tomaron alicuotas (0.5 mL) de la suspension bacteriana, se realizaron
diluciones decimales seriadas en PBS y 100 pL de las diluciones apropiadas se sembraron
en placas con PCA y se cultivaron (36 = 1 °C durante 14-16 h) para obtener el numero de
unidades formadoras de colonias. La inactivacion bacteriana se determind en funcion de
la reduccion del nimero de colonias viables respecto a las obtenidas en el inicio del

experimento.
-Inactivacion fotodinamica del Capitulo II]

Los estudios de inactivacion bacteriana fotodindmica se realizaron frente a E. faecalis

utilizando los tres tejidos de poliamida tefiidos con RB al 0.5, 1y 3 % o.w.f.

Cada muestra de tejido de poliamida (2.6 cm de diametro, 0.0468 g) se sujetd a un anillo
de aluminio de forma que el tejido pudiera permanecer fijo y liso durante todo el
experimento (Figura 9). El anillo se sumergié en posicion vertical en un vial Pyrex (2.9
cm de didmetro, 6.5 cm de altura) que contenia 10 mL de la suspension bacteriana (1 x
10° ufc/mL en PBS). El vial se colocé en el fondo de un fotorreactor LZC-4 (Luzchem
Research Inc., Ottawa, Canada), y la suspension se mantuvo en agitacion constante para

evitar la precipitacion bacteriana Figura 9.

Figura 9. Fotorreactor Luzchem Research Inc con 8 lamparas LED (J.em= 520 nm, 6.75 mW/cm?) en posicion lateral
durante la irradiacion de las bacterias con RB-PAF. Insercion: Se utilizaron frascos PYREX con un diametro de 2.9
cm y una altura de 6.5 cm. en el interior, el tejido se coloco en posicion lateral junto con un soporte metdlico
(aluminio) con un diametro de 2.6 cm. con un peso de 0.0468 g de tejido en un volumen de trabajo total de 10 mL.
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Las irradiaciones se realizaron utilizando, en posiciones laterales, 2, 4 y 8 lamparas LZC-
LED verdes de 8 vatios (Amax = 520 nm), lo que supuso irradiancias, en el punto donde se
coloco el vial, de 1.66, 3.34 y 6.75 mW/cm?, respectivamente. Las alicuotas de las
suspensiones bacterianas (0.5 mL), que se retiraron cada 0, 5, 10, 15 y 20 min desde el
inicio de la irradiacion se diluyeron (10x) de forma seriada utilizando PBS. A
continuacion, las diluciones apropiadas (100 pL) se sembraron en placas PCA y se
incubaron a 36 + 1°C durante toda la noche (12-14 h) para estimar el nimero de bacterias
viables. Cada experimento incluy6 su correspondiente control realizado en condiciones
de oscuridad. Y para todos los tratamientos se realizaron cuatro repeticiones
independientes. La actividad fotodindmica antibacteriana de los tejidos se muestra como

reduccién de la supervivencia, en log (ufc/mL), a lo largo del experimento.

Ademas, en los casos en los que se obtuvo una inactivacion bacteriana total (100%), los
tejidos irradiados se colocaron directamente en placas de PCA y se incubaron, como se
ha descrito anteriormente, para confirmar si todas las bacterias que pudieran haber estado

adheridas al tejido a lo largo del experimento estaban realmente inactivadas.

-Efecto de la concentracion de RB en los tejidos sobre su capacidad para adsorber

bacterias (Capitulo 111)

Para determinar si la concentracion de RB en el tejido podia afectar a su capacidad de

adsorcion de bacterias, se evaluaron dos tejidos (1 cm?

de superficie) de las
concentraciones de RB, 1% y 3% (o.w.f.), utilizando una concentracion de E. faecalis de
1x10° ufc/mL en 4 mL de PBS. Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones de
agitacion constante (200 rpm) y oscuridad. Se determind el numero de bacterias que
quedaban en la suspension tras diferentes periodos experimentales. Asi, se extrajeron
alicuotas (1 mL) después de 0, 1 y 2 horas desde el inicio del experimento. Las bacterias
presentes en las suspensiones se determinaron mediante el recuento de viables colocando,
directamente de la alicuota o de la dilucién apropiada, 100 o 50 pL en placas PCA y se
incubaron durante la noche a 36 = 1°C. El nimero de bacterias adsorbidas en el tejido se
calcul6 restando las ufc/mL que permanecian en la suspension bacteriana, tras el periodo

evaluado, de las ufc/mL al inicio del experimento. Todos los experimentos se realizaron

por cuadruplicado de forma independiente.
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-Analisis estadistico de los datos (Capitulo 111)

La actividad fotodindmica antibacteriana de RB-PAF 1% o.w.f. obtenida tras la
exposicion a diferentes irradiancias de luz verde a lo largo de distintos periodos de tiempo
se analizd mediante un analisis de varianza (ANOVA) de Welch. Posteriormente, el
andlisis post-hoc de Games-Howell establecio las diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05). Este estudio se realizo utilizando el paquete estadistico SPSS

v.16.0.1 (2008). SPSS Inc.

Por otro lado, se utiliz6 la prueba ¢ de Student para comparar los resultados en el
experimento de adsorcion de bacterias en tejidos. En este caso, el andlisis se realizd
mediante el paquete estadistico Statgraphics Centurion v. 18.1.13. (2018). Statgraphics

Technologies Inc.
-Inactivacion fotodinamica del Capitulo IV

Los ensayos fotocataliticos y microbioldgicos, se realizaron en colaboracion con la
Plataforma Solar de Almeria-CIEMAT, Tabernas (Almeria, Espafia), descritos a

continuacion.

Los ensayos fotocataliticos se realizaron en un simulador solar SUNTEST XLS+ (Atlas
Material Testing Solutions) con una irradiacion UV-A media de 30 W/m?. El montaje
experimental estaba compuesto por un vaso de precipitados transparente a los rayos UV
de 145 mm de didmetro y 30 mm de altura (simulando el mismo didmetro de tubo
empleado en los colectores parabolicos compuestos para fotocatalisis heterogénea) y
agitado magnéticamente a 200 rpm. La temperatura del agua se monitorizd con un
termometro portatil modelo CRISON TM 65 (CRISON INSTRUMENTS SA, Espafia).
La temperatura maxima del agua estuvo por debajo de 37.5 °C, descartandose por tanto
efectos térmicos sobre la viabilidad bacteriana. La radiacion de luz incidente fue
monitoreada por un radiometro UV-A portatil, modelo PMA2111 (Solar Light Co., Inc,
Philadelphia), asegurando una radiacion promedio de 30 W/m? (rango 320-400 nm, con

alta resolucion (0.01 W/m?).

Todos los ensayos se realizaron siguiendo el mismo esquema experimental: después de
llenar el vaso de precipitados con la matriz de agua correspondiente, y para los ensayos
realizados a diferentes pH, se ajust6 con acido sulfurico o hidroxido de sodio y se controld

con un pH-metro. Después de eso, se agregd un volumen apropiado de la suspension
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madre microbiana preparada para alcanzar una concentracion inicial de 106 ufc/mL por
bacteria y 1 g/l de RB inmovilizado. El efecto de la irradiacion solar tinicamente y del
fotocatalizador en la oscuridad también se investigd como espacios en blanco del
rendimiento fotocatalitico sobre la reduccion de ambas bacterias. Después de unos
minutos de homogeneizacion en oscuridad, se encendi6 el simulador solar, comenzando
la exposicion a la irradiacion durante 2 h. Durante este tiempo, se tomaron y analizaron
muestras a intervalos regulares para cada muestra cada 0, 15, 30, 35, 60, 90 y 120 min.
Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados de cada eliminacion de
objetivo se trazaron en graficos como el valor promedio de todas las réplicas con la

desviacion estandar como barras de error.

Las cepas bacterianas utilizadas para el ensayo microbiologico fueron E. coli K12 (CECT
4624) y E. faecalis (CECT 5143). Ambas cepas se obtuvieron de la coleccion espafiola
de cultivos tipo. Brevemente, se obtuvieron suspensiones de 10° ufc/mL por bacteria
utilizando medios liquidos Luria-Bertani (LB, Sigma-Aldrich) mediante incubacion en
incubadora con agitacion rotatoria durante 20 h a 37 °C y 100 rpm. Posteriormente, cada
suspension se centrifugd 15 min a 3000 rpm, los pellets se suspendieron en solucion
tampon de fosfato (PBS) y se diluyeron directamente en la muestra para obtener una
concentracion inicial de 10° ufc/mL. La cuantificacion de la concentraciéon microbiana de
todas las muestras de agua se llevd a cabo mediante la dilucion en serie de las muestras
en PBS y el método estandar de recuento en placa. Se esparcieron 50-500 pL de muestra
en medio especifico, agar para coliformes y agar Slanetz Bartley, y se incubaron 24-48 h
para E. coliy E. faecalis (ambos a 37 °C), respectivamente. Se encontrd que el limite de

deteccion (DL) de esta técnica es de 2 UFC/mL.
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4. RESULTADOS
CAPITULO I

4.1 Fotorreactividad de nuevos fotocatalizadores heterogéneos de Rosa de Bengala-
SiO2 con y sin nucleo de magnetita para la degradacion de farmacos y la desinfeccion

de aguas.

Introduccion

El continuo crecimiento de la poblacion y la industrializacion provocan la presencia de
un gran numero de contaminantes en los cuerpos acudticos que son eliminados a través
de plantas de tratamiento de aguas residuales [108]. De hecho, existen mas de 4000
sustancias activas en el mercado, y muchas de ellas y sus metabolitos se han encontrado
en aguas residuales naturales y municipales [109,110]. Entre de los farmacos, los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y los antibi6ticos, incluidas las fluoroquinolonas
(FQ), son de los productos farmacéuticos mas utilizados en todo el mundo [111-113].
Muchos de los compuestos que se han detectado en los efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) en Europa, como el paracetamol (10-23.33 pg/L),
el diclofenaco (0.01-510 pg/L) y el ofloxacino (0.89-31.7 pug/L) son totalmente sintéticos
y estan clasificados como contaminantes emergentes [109,114]. A su vez, el problema de
la aparicion de microorganismos en las fuentes de agua de los paises desarrollados esta

asociado a la contaminacidn cruzada de las aguas de acceso publico [115].

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) ofrecen una alternativa viable para degradar
contaminantes recalcitrantes, que son dificiles de eliminar mediante procesos de
tratamiento biologicos [116]. Entre estas técnicas, la fotocatlisis constituye una
importante alternativa para la degradacion de contaminantes organicos, y la inactivacion
de bacterias [117,118]. Los fotocatalizadores empleados para tales fines se basan

principalmente en semiconductores, siendo el TiO: el ejemplo mas representativo [119].

La fotocatalisis heterogénea basada en colorantes organicos que absorben la luz visible
cuenta con un gran potencial para la eliminacion de contaminantes organicos, siendo
respetuosa con el medio ambiente es sostenible, y al incidir luz sobre los mecanismos de

funcionamiento permite evaluar la cinética de los pasos iniciales de la
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descontaminacion/desinfeccion [3,120]. Asimismo, la desinfeccion del agua mediante la
inactivacion fotodindmica de los microorganismos ofrece grandes ventajas frente a los
procesos convencionales de remediacion del agua, tales como evitar la resistencia

microbiana [93].

El Rosa de Bengala (RB) es un colorante organico no téxico y libre de metales con una
fuerte banda de absorcion en la region verde del espectro visible (Amax= 550 nm), con un
estado de excitacion triplete de larga duracidon y un alto rendimiento cuantico de oxigeno
singlete (®a= 0.76). Por todo ello, el RB se ha sido ampliamente estudiado como

fotocatalizador homogéneo en descontaminacion/desinfeccion de aguas residuales

[66,121,122].

Sin embargo, el principal inconveniente de la fotocatalisis homogénea es la dificil
separacion de los fotocatalizadores del medio de reacciéon una vez finalizado el
tratamiento; es por ello, que la fotocatalisis heterogénea representa un gran avance
tecnoldgico para su aplicacion [123]. Los catalizadores heterogéneos que incorporan
propiedades magnéticas facilitan aun mds su separacion y recuperacion del medio de
reaccion [100,124]. Recientemente nuestro equipo de investigacion ha demostrado que la
heterogeneizacion de un colorante organico anclado sobre un soporte inorgénico tiene
una fuerte influencia en su comportamiento. Asi se ha visto que un nuevo fotocatalizador
basado en riboflavina (SiO2-RF) mejora su estabilidad al tener una coraza completamente
cubierta de RF lo cual produce una rapida desactivacion de 'RF* impidiendo la formacién
de RF* y '0,. Ademas, se pudo observar que la alta adsorcién de contaminantes
orgénicos a su superficie daba lugar a la transferencia de electrones que producia la
oxidacion del contaminante a través del mecanismo de Tipo I [125]. En este contexto, el
RB se ha implementado en diferentes sistemas que incluyen nanotransportadores
organicos e inorganicos mejorando el sector biofarmacéutico y potenciando la terapia
basada en el uso del RB [89]. Al mismo tiempo, se han reportado algunos ejemplos sobre
el uso de nanoparticulas de silice mesoporosa para evitar su agregacion y garantizar la
produccion de 'O, para la terapia fotodindmica [72,126]. Sin embargo, se necesita una
investigacion mas profunda en la forma en que la derivatizacion del RB sobre soportes
heterogéneos influye en el mecanismo de accion contra la degradacion de contaminantes

organicos y la desinfeccion del agua.
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Es por ello, que en este capitulo se propone la sintesis de dos nuevos fotocatalizadores
heterogéneos que incorporan RB unido covalentemente a la superficie de las
nanoparticulas de silice con y sin nucleo de magnetita. Los nuevos fotocatalizadores se
caracterizaron y se probaron en conjunto con RB en medio homogéneo en la
fotodegradacion de diclofenaco (DCF), acetaminofeno (ACF) y ofloxacino (OFX).
Adicionalmente, se evalu6 su capacidad de inactivacion en bacterias Gram positivas y
Gram negativas. También se analizan los mecanismos implicados en estos procesos a

partir de experimentos fotofisicos y fotoquimicos.

Resultados y discusion

Sintesis de SiO>-RB y Fe;04@SiO>-RB NPs

Los dos nuevos fotocatalizadores heterogéneos (SiO2-RB y Fe304@SiO2-RB NPs) se
sintetizaron en varias etapas como se muestra en el esquema de la Figura 10. Entre los
métodos descritos para la sintesis de NPs de silice, se seleccion6 el protocolo de
microemulsion inversa (ver detalles en la seccion 3.2 Sintesis de fotocatalizadores) ya
que podia aplicarse para la preparacion del fotocatalizador que incorpora a su vez un
nicleo de magnetita (Fe304@Si102-RB). Explicando brevemente la sintesis,
primeramente, se form6 una microemulsion con IGEPAL CO-520 en hexano (en ausencia
y en presencia de NPs de Fe;O4 previamente sintetizadas) que fue tratada con amoniaco
acuoso, el cual entra en las micelas de Igepal CO-520, aumentando su tamafio y formando
una microemulsion inversa. A continuacion, el TEOS afiadido sufre una hidrolisis en la
interfaz aceite/agua y finalmente se condensa para formar la coraza de silice. Las NPs de
Si02-RB y Fe304@Si102-RB resultantes se derivatizaron con APTES para dar lugar a una
monocapa de grupos aminos libres que cumple dos objetivos diferentes; 1) protege la
silice del medio acuoso, y 2) facilita la posterior unién covalente del RB a las NPs. Asi,
el tratamiento de las NPs de SiO»-NH> / Fe3;04@ SiO2-NH> con RB bajo el tipico
protocolo de formacion de amidas, en presencia de EDC como agente de acoplamiento,
da lugar a la formacion de Si02-RB y Fe304@ Si02-RB como polvos de color rosa, que
al contar con un fuerte enlace covalente creado entre las NPs y el cromé6foro impide la
posterior liberacion del colorante en el medio homogéneo. De acuerdo con la intensidad

del color rosa, la presencia del nucleo de magnetita parece producir una mayor carga de
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RB (véase la Figura 11A-B). En un intento de incrementar la carga de RB en la superficie
de las NPs, se adicionaron mayores cantidades de RB (1.7 y 5 veces mas de RB, SiO»-

RB-1.7 SiO2-RB-5) sin embargo, se obtuvo la misma carga de RB en los tres casos
(Figura 11 C).
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Figura 10. Sintesis de los fotocatalizadores heterogéneos SiO2-RB NPs (A) and Fe;O04@SiO2>-RB NPs (B).
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Figura 11. Imagenes reales de SiO2>-RB (4) y Fe;O04@SiO2-RB (B) NPs. Espectros de absorcion visible de suspensiones
de los tres fotocatalizadores de SiO2-RB en agua (0.5 mg mL™): Linea roja: SiO2-RB: Linea amarilla: SiO2-RB-1.7 y
linea azul: SiO2-RB-5.

Caracterizacion de SiO>-RB 'y Fe;04@SiO:-RB

Las imagenes TEM (Figura 12) y HRFSEM (Figura 13) correspondientes a las NPs de
Si02-RB y Fe3;04@SiO2-RB (A y B, respectivamente) revelaron que ambas NPs
sintetizadas tienen una morfologia esférica, idéntica a las NPs antes de la derivatizacion
(Figura 13 A y B). El tamafio del didmetro en ambos casos fue similar (aprox. 83.0 £ 0.6
nm para SiO2-RB, y aprox. 86 + 5 nm para el Fe;04@Si02-RB) mostrando una dispersion
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homogénea. En el caso de las NPs magnéticas, el nucleo cuenta con un didmetro de aprox.

18.0 £ 1.3 nm y la mayoria de las esferas contaban con un nucleo de magnetita.
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Figura 12. Imdgenes de TEM de SiO2-RB (4) y de Fe;04@SiO2-RB (B) y su distribucion de tamaiios (recuadros de la
derecha).

Figura 13. Imagenes de HRFESEM de SiO2>-NH: (4), Fe;04@SiO2>-NH: (B), SiO2-RB (C) y Fe3;04@SiO2-RB (D).

La difraccion de rayos X antes y después del anclaje de RB confirm¢ la presencia de Si0»

junto con los picos caracteristicos correspondientes de Fe3O4 en el caso de FesO4@Si0»
(Figura 14) [127].
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Figura 14. Difractograma de rayos X de: SiO2-NH: (gris), SiO2-RB (azul), Fe;O04@SiO2-NH: (negro) and
Fe;04@SiO2-RB (rojo).

El RMN de estado sélido de »°Si (Figura 15) muestra los picos caracteristicos de la silice
a-97.91, -107.50 y -116.34 ppm, correspondientes a (S10)2Si (OH)2 (Qz), (Si0);SiOH
(Q3) y (Si0)4Si1 (Q4), junto con un pico a -73.57, que podria asignarse a la especie
(S10)3SiRNH (T3), demostrando que la funcionalizacion de la superficie de las NPs con

APTES se consiguio6 con éxito [128].

Figura 15. Espectro de RMN de estado sélido de *Si de SiO>-RB.

Ademéas, los espectros de reflectancia difusa mostraron la banda con un hombro,
caracteristico del RB con maximos a 563 nm y 559 nm para las NPs de SiO2-RB. En el
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caso de Fe;04@SiO2-RB, la banda fue ligeramente desplazada hacia el azul en

comparacion con el RB en s6lido con un maximo a 564 nm (Figura 16).
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Figura 16. Espectros de reflectancia difiisa con correccion de la linea de base de SiO2-RB (azul), Fe;04@SiO:-RB
(rojo) y RB (rosa).

La cantidad de RB unido covalentemente a la superficie de las NPs de SiO2-RB y
Fe304@SiO; se determind mediante dos métodos diferentes: Espectroscopia UV-vis y
Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS). Para el primer
caso, se prepararon diferentes suspensiones acuosas de NPs de SiO2-RB y Fe304@SiO>
y se registraron los espectros visibles antes y después de la correccion de la linea base
debido a la dispersion de la luz asociada a las NPs (Figura 17). La absorbancia al maximo

se compar6 con una curva de calibracion del RB en homogéneo.
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Figura 17. Espectros visibles de suspensiones acuosas de SiO2>-RB (azul, 0.80 mg mL-1), Fe;O04@-SiO2-RB NPs (rojo,
0.44 mg mL) y RB (rosa, 5x10° M) antes de la correccién de su linea base (4) y después de la correccion de linea

(B).

Por comparacion de las absorbancias obtenidas, se determin6 una carga de RB de 0.63%
(p/p) y 1.16% (p/p) para SiO2-RB y Fe;04@Si0:2-RB, respectivamente. A partir de estos
valores, también se estimo la parte de la superficie de las NPs cubiertas por moléculas de
RB, que correspondia a aproximadamente 1/8 para las NPs de SiO2-RB y a
aproximadamente 1/4 para las NPs de Fe3s04@Si102-RB, los detalles del procedimiento se

describen a continuacion:

El porcentaje del area cubierta por las moléculas de RB en la superficie de las NPs de
Si02-RB y Fe304@-Si02-RB se determin6 asumiendo que; 1) las particulas de SiO; son
esferas perfectas, y 2) el area de la molécula de RB se tomo6 de Pubchem, véase la Figura

18.

Figura 18. Supuestos geométricos de las nanoparticulas (A y B) y del croméforo RB (C).
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Para las nanoparticulas de SiO»-RB, en primer lugar, el volumen y el area de la esfera se

pueden calcular con las siguientes ecuaciones:

3

4 .,
Volumen de la esfera: Vg = 3T Ecuacion 1

Areadelaesfera: Ag=4-m- r? Ecuacion 2
En nuestro caso, el diametro medio de las nanoparticulas sintetizadas es de 83 nm
(determinado a partir de experimentos de TEM). Por tanto, para una sola nanoparticula
de SiOx:

1

Vsio, = 3x107¢ cm? esfera

Asio, = 2.16 x10* nm? esfera™?

Luego, para determinar la masa de una sola nanoparticula de SiO; (ecuacion 3), asumimos

que tiene la misma densidad que el SiO, comercial (dg;p, = 2.65 g cm™3):
Mgio, = Vsio, X dsio, Ecuacion 3
Mgip, = 3 x 10716 cm3 esfera™ x 2.65 g Si0, cm™3
Mgio, = 7.95 X 10716g Si0, esfera™

Segun nuestros calculos, la carga de RB es del 0.63% (p/p) en las NPs de SiO»-RB. Asi,
la masa de S10; por g de S102-RB es:

Msig, = 1—mgs = 1= T2 = 0.9937 g Si0, (g Si0, — RB)™* Ecuacién 4

Finalmente, el area superficial de 1 g de NPs de SiO,-RB se determiné a partir de la

ecuacion 5:

2.16 x10* nm? esfera™?

7.95 x10716g Si0, esfera™!

Agio,—re nps = 0.9937 g Si0, (g Si0, — RB)™1 x Ecuacion 5

Asio,-rp = 2.7 x 10" nm? (g Si0, — RB)™!
A continuacion, se puede determinar el numero de moléculas de RB por g de NPs de

Si0,-RB mediante la ecuacion 6:

1mol 6.023x10%% moleculas

Ecuacion 6
1017.64 g of RB 1 mol

Moléculas de RB = 0.0063 g de RB (g SiO, — RB)™! x

Moléculas de RB = 3.72 x 108 moléculas (g Si0O, — RB)™!
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El 4rea de la molécula de RB es de 0.892 nm? molécula™ segtin los datos descritos en
Pubchem. A continuacion, el area de las moléculas de RB obtenidas por g de SiO2-RB se

estimaron a partir de la ecuacion 7.

App = 3.72 X 10*® moléculas (g Si0, — RB)™! x 0.892 nm? molécula™? Ecuacion 7

Por lo tanto, el valor del area es:

Agg = 3.3 x 1018 nm? (g Si0, — RB)™*

ARB

" x 100 = 12.3 %
$i0,~RB

En el caso de las NPs Fe304S102, el radio medio de las particulas sintetizadas es de 86.5
nm (determinado mediante TEM). Por lo tanto, utilizando las ecuaciones 1 y 2 para una
sola nanoparticula de Fe304S10x:

Vre,0,@si0, = 3-38x107€ cm3 esfera™

Afe,0,@si0, = 2.35x10* nm? esfera™

Posteriormente, para determinar la masa de una sola nanoparticula de Fe3O4@SiO>
(ecuacion 8) de las NPs y entonces también utilizamos la misma densidad que la reportada

para el SiO2 comercial (dg;p, = 2.65 g cm™3):

Mrpe,0,@5i0, = Vres0,@si0, X dsio, Ecuacion 8

Mpe,0,@si0, = 3-38 X 10716 cm? esfera™ x 2.65 g Si0, cm™3

Mpe,0,@si0, = 8.96 X 1071¢g Si0, esfera™

Los calculos correspondientes se realizaron para las NPs de FesO4@Si102-RB: La carga
de RB es del 1.16% (p/p) en las NPs de Fe;04@Si02-RB. Asi, la masa de Fe;04@Si02
por g de NPs de Fe;04@S102-RB es:

Mreg0,510, = 1 —Mgp = 1 — =52 = 0.9884 g Si0, (g Fe;0,@Si0, — RB) ™ Ecuacion 9

Finalmente, el area superficial de 1g de NPs de Fe304@Si10,-RB se determin6 desde la
ecuacion 10:

2.35x10* nm? esfera™?!

S - Ecuacion 10
8.96 x10~16g Si0, esfera

Are,0,@si0,-rB Nps = 0.9884 g Si0, (g Fe;0,@S5i0, — RB)™! x
Are,0,@si0,-rRB = 2.6 X 10'° nm? (g Fe30,@Si0, — RB)™*

Después, se puede determinar el nimero de moléculas de RB por g de NPs de SiO>-RB

mediante la ecuacion 11:
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1mol 6.023%x1023 moléculas

7 —_ . _ -1 .7
Moléculas de RB = 0.0116 g de RB (g Fe;0,@Si0, — RB)™* X Tol7eigof KB X Tol Ecuacion 11

Moléculas de RB = 6.9 x 108 moléculas (g Fe;0,@Si0, — RB)™!

Posteriormente, utilizando el drea de la molécula de RB (0.892 nm” molécula™), el 4rea
de las moléculas de RB obtenidas por g de las NPs de SiO,-RB se estimaron a partir de

la ecuacion 12:

Agp = 6.9 X 10'® moléculas (g Fe30,@Si0, — RB)™! x 0.892 nm? molécula™? Ecuacién 12

Por lo tanto, el valor del area es:

Agp = 6.2 X 1018 nm? (g Fe;0,@Si0, — RB)™!

ARB/ , x 100 = 23.8 %
Fe30,@Si0,—RB

Ademas, la carga de RB en las NPs también se determind mediante ICP-MS, basandose
en la cantidad de yodo tras la digestion por microondas. Los resultados mostraron valores
de 8.76 £ 0.08 mg I/g y 10.57 + 0.7 mg I/g para las NPs de SiO2-RB y Fe;04@S10:-RB,
respectivamente. A partir de estos datos, la carga de RB determinada fue del 1.6 % y del
2 % (p/p) para las NPs de Si02-RB y Fe;O04@S10:-RB, respectivamente, en correlacion
con los resultados obtenidos a partir de la absorbancia visible tras la correccion debida a

la dispersion de la luz.
Fotodegradacion de contaminantes

En la Figura 19 se muestran los resultados de los experimentos de fotodegradacion
llevados a cabo en presencia de las NPs de SiO2-RB y Fe304@Si02-RB, asi como, las
irradiaciones control en condiciones homogéneas de RB, bajo diferentes atmosferas,
(véase la Figura 8 para el montaje de la irradiacion). Como se puede observar en el caso
de las irradiaciones en fase heterogénea, el nucleo magnético no produjo ninglin efecto
significativo en las fotodegradaciones, y la agitacion inicial en oscuridad dio lugar a una
disminucion de aproximadamente el 10% en la concentracion de los farmacos, debido a
una adsorcion parcial en la superficie de los fotocatalizadores. Lo mas interesante es que
las irradiaciones heterogéneas dieron lugar a mayores rendimientos de fotodegradacion
que las irradiaciones en homogéneo. En concreto, el DCF se eliminé por completo tras

tres horas de irradiacion heterogénea. En el caso del ACF, se alcanzo6 hasta un 77% de
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eliminacion tras 6 horas de irradiacion, mientras que solo se observo un 70% de OFX tras

4 horas.

No obstante, la degradacion observada en condiciones heterogéneas puede considerarse
muy buena, y contrasta mucho con los valores observados en condiciones homogéneas
(alrededor del 30% en condiciones homogéneas aireadas en el caso del DCF y OFX y en
el caso del DCF y el ACF, y <5§% para el OFX). La asociacion entre el OFX y los
fotocatalizadores puede ser la razoén de esa mejora. Cabe mencionar que en todas las
irradiaciones realizadas con los contaminantes se observd una mayor fotoestabilidad del
RB tras la heterogeneizacion. (ver los resultados utilizando DCF en la Figura 20).
Ademas, la eliminacion de los farmacos fue mayormente independiente de la presencia
de aire, lo que indica un mecanismo diferente de la participacion del 'O,. De este modo,
la reactividad de los fotocatalizadores heterogéneos con RB en la primera hora de
irradiacion es maxima, independientemente del farmaco, y disminuye considerablemente

a medida que la concentracion de farmaco disminuye.

100 A) 100

80 4
60

40 -

ACF degradacion (%)
DCF degradacion (%)
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100 | O)

OFX degradacion (%)
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Figura 19. Evaluacion de la eliminacion de ACF (A), DCF (B) y OFX (C), Cy= 5 x 10° M por cada uno, frente al tiempo de
irradiacion en presencia de SiO»-RB_Aire (o), SiO-RB N, (m), Fe;0@SiO:-RB_Aire (A), Fe;04@SiO0-RB N> (V), RB-
homogéneo_Aire () y RB-homogéneo N, (¢). [RB] = 5% 10° M en disolucién acuosa.
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Figura 20. Espectros visibles de la RB-homogéneo (A) y de la suspension- Fe;04@-SiO»-RB (B) (con correccién de la linea de
base) con DCF bajo aire (10 mL, 5% 10°° M en agua) a diferentes tiempos de irradiacion: 0 h (negro), 1 h (rojo), 3 h (azul) and 6 h
(rosa) y (C) imagenes reales que muestran los cambios en el color rosa tras la irradiacion.

Inactivacion fotodinamica de bacterias Gram negativas y Gram positivas

Se llevaron a cabo experimentos de fotoinactivacion de E. faecalis, E. coli y P.
aeruginosa en presencia de NPs de SiO2-RB y Fe304@Si02-RB (Figura 21) utilizando
dos concentraciones diferentes de fotocatalizador (equivalentes a una concentracion de

RB =2x10"° M y 9x10~ M), bajo irradiacién de luz verde (520 nm).
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Figura 21. Curvas de supervivencia de E. faecalis en presencia de (A) SiO2-RB y (B) Fe;04@SiO2-RB a
concentraciones de RB de 2x10 M (circulos) y 9x107° M (triangulos) tras ser irradiados con lamparas LED (Amax =
520 nm, 67.45 W m>). Los experimentos de control se realizaron en la oscuridad (m). Los datos se muestran como
media + desviacion estandar (n=4).

Ambos fotocatalizadores fueron altamente eficientes en la inactivacion de la bacteria
Gram positiva, E. faecalis, y ambos mostraron una cinética muy similar. De hecho, las
curvas de supervivencia de E. faecalis para la concentracion baja de RB (2x10°M) fueron
practicamente idénticas para los dos fotocatalizadores. Solo 2.5 min después de la
exposicion a la irradiacion de luz verde, se obtuvo una reduccion de colonias viables de
mas de 2 unidades logaritmicas (inactivacion bacteriana >99%), y 2.5 min después, se
alcanzo la total inhibicion bacteriana en ambos casos. Curiosamente, a la concentracion
més alta (9x10°M), se obtuvieron niveles de inactivacién bacteriana mas bajos del
99.59% (2.3 unidades logio) y 99.69% (2.9 unidades logio) para las NP de SiO2-RB y
Fe304@Si102-RB, respectivamente, tras 20 min de irradiacion. La menor eficacia
antibacteriana encontrada a mayor concentracion de RB podria atribuirse a la formacion
de agregados que afectan negativamente a la generacion de oxigeno singlete, afectando
directamente a la interaccion del oxigeno singlete con las bacterias, ya que las moléculas
de RB al estar mas cerca unas de otras primero interactian entre ellas y después con el
medio externo, ademas de verse afectado en su tiempo de vida 1til [72,129]. A efectos
comparativos, también se expuso E. faecalis a una disoluciéon homogénea de RB (2x107
M). De forma similar, se logrd la inhibicion bacteriana completamente en 5 min después
de la exposicion a la luz, mientras que, en condiciones de oscuridad, no se obtuvo ninguna
reduccion de los recuentos viables después de 20 min (resultados no mostrados). Estos

resultados similares mostrados por ambas NPs y el RB en fase homogénea demuestran
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claramente que la actividad fotodindmica antimicrobiana del RB no se ve alterada cuando

este fotosensibilizador esta unido covalentemente a las NPs de silice.

Nuestros resultados de inactivacion de las bacterias Gram positivas han mostrado que la
utilizacion de concentraciones de RB mads altas de las habitualmente descritas para
desinfeccion puede ser una estrategia adecuada ya que se consigue mejorar la eficiencia.
En este sentido, Guo et al. [130], describid que las nanoparticulas de silice decoradas con
RB evaluadas a una concentracion equivalente a 3 uM de RB y con una intensidad de
iluminacion de la fuente de luz (525 nm) de aproximadamente 33 J/cm?, fueron capaces
de alcanzar una reduccion de siete 6rdenes de magnitud en el recuento de viabilidad de la
bacteria Gram positiva tras 40 min de exposicion. Sin embargo, en nuestro caso, con una
cantidad de nanoparticulas correspondiente a una concentracion de 20 uM y con una
intensidad de iluminacion de la fuente de luz (520 nm) menor, de 8.1 J/cm?, el tiempo
necesario para una inactivacion bacteriana completa fue de sélo 5 min, lo que demuestra
una eficiencia muy superior por parte de nuestras NPs. En este caso, la concentracion
bacteriana inicial evaluada fue de 1x10° ufc/mL, que es una concentracion bacteriana que
suele encontrarse en las aguas residuales. No obstante, el uso de altas concentraciones de
fotocatalizador debe optimizarse para evitar la formaciéon de agregados que afecten
negativamente a la actividad fotodindmica, como se ha demostrado que ocurre con la

concentracion mas alta ensayada en este trabajo.

Por otro lado, no se observo inhibicion de E. coli y P. aeruginosa, en ninguna de las
concentraciones utilizadas, ni en presencia de los fotocatalizadores heterogéneos ni de
RB homogéneo, a pesar del aumento del tiempo de irradiacion de hasta 1 h. Esta
ampliamente descrito que las bacterias Gram negativas son mas resistentes a la actividad
bactericida fotodindmica que las bacterias Gram positivas debido a su pared externa
altamente organizada [96]. Ademas, las fuerzas de repulsion electrostatica entre el RB
anionico y la capa externa de las bacterias Gram negativas cargada negativamente podria
impedir la interaccion RB-bacteria y, en consecuencia, el efecto fotodinamico del RB. En
este sentido, la modificaciéon de la superficie de las NPs sintetizadas mediante la
introduccion de cargas positivas podria mejorar su actividad desinfectante,
convirtiéndolas también en activas frente a las bacterias Gram negativas. Este efecto se
ha demostrado recientemente en un fotocatalizador basado en lana de vidrio con RB

[131].
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Estado excitado singlete de RB en NPs de SiO>-RB y Fe;04@SiO2-RB

Se investigaron las propiedades del estado de excitacion singlete del RB (‘RB") en los
fotocatalizadores SiO2-'RB” y Fe;04@SiO2-'RB* NPs registrando sus espectros de
emision de fluorescencia en suspensiones acuosas y comparando los resultados con una
disolucion homogénea de RB a la misma absorbancia y longitud de onda de excitacion
(Figura 22). Los méximos de emision (a unos 567 nm), asi como la intensidad de emision

observada para los tres materiales fueron practicamente idénticos.

Intensidad de emision (UA)

. ' . : .
350 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 22. Espectros de emision de fluorescencia del RB a Abs= 0.05 a Aexe= 500 nm de: RB en disolucion acuosa
(rosa), SiO2-RB suspension acuosa (azul), Fe;O«@SiO2-RB en suspension acuosa (rojo), suspension de SiOz en RB
(rosa-linea punteada) y una suspension de SiO2 (gris).

Asi, el rendimiento cudantico de fluorescencia del RB (®r) en las NPs serd
aproximadamente el mismo que el descrito para la RB en disoluciones homogéneas (®r
=0.018) [3]. Los tiempos de vida de emision de RB en los fotocatalizadores heterogéneos
no se pudieron determinar ya que se encontraban por debajo del limite de deteccion de
nuestro equipo. Este hecho concuerda con un tiempo de vida 'RB" para SiO>-RB y
Fe;04@Si02-RB similar al descrito en la bibliografia para RB en disolucion acuosa
homogénea (tr <0.1 ns) [3]. Por lo tanto, podriamos decir que la reactividad de 'RB” seria
la misma en medios acuosos que cuando estd unido covalentemente a la silice de las NPs,
con y sin la presencia de un nicleo de magnetita. Esta hipotesis fue confirmada por la
desactivacion de la emision en estado estacionario al aumentar la cantidad de ACF y DCF
(véase la Figura 23 para los resultados de ACF y DCF en las NPs SiO»>-RB y
Fe304@S10,-RB y la Figura 24 para el RB homogéneo).
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Figura 23. Espectros de fluorescencia en suspensiones acuosas de SiO>-RB (columna izquierda,
Abs= 0.03 a Aexe= 500 nm) y Fe;04@SiO»-RB (columna derecha, Abs= 0.05 a Aexe= 500 nm) en
presencia de concentraciones crecientes de ACF (A y B) y DCF (Cy D). Recuadros.: Graficos de
Stern-Volmer obtenidos a partir de los correspondientes experimentos en estado estacionario.
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Figura 24. Espectros de fluorescencia en suspensiones acuosas de RB (Abs = 0.03 a Aexe= 500 nm)
en presencia de concentraciones crecientes de ACF (4) and DCF (B). Recuadros: Grdficos de
Stern-Volmer obtenidos a partir de los correspondientes experimentos en estado estacionario.

Para el caso de OFX, la desactivacion en estado estacionario se determiné a partir de la
disminucion del color del RB en el momento inicial tras la excitacion laser, a partir de

experimentos de LFP (Figura 25).
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Figura 25. Disminucion de absorbancia del RB tras la excitacion del laser (Abs = 0.03 a Aexe= 500 nm) en presencia

de concentraciones crecientes de OFX (A, RB homogéneo,; B, SiO>-RB, C, Fe;04@SiO2-RB). Recuadros: Graficos de
Stern-Volmer correspondientes.
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Las constantes de la desactivacion en estado estacionario (K) que se determinaron a partir
de los experimentos realizados que se muestran en la Tabla 1. Estos valores revelaron un
comportamiento de 'RB” con ACF, DCF y OFX en el medio acuoso muy similar al 'RB”
generado por las NPs de SiO2-RB y Fe304@Si102-RB.

Tabla 1. Constantes de desactivacion en estado estacionario (K) de 'RB" en los tres sistemas en agua por los tres
farmacos.

K/M!
Fotocatalizador ACF DCF OFX
RB 2091+0 16.06 +0.67 102+ 20
SiO>-RB 48.07+1.53 8.16 £0.62 437420
Fe;0s@SiO>-RB | 52.79 £ 1.68 29.52 +1.30 965+ 47

En paralelo, se realizaron calculos termodinamicos para evaluar la viabilidad de la

transferencia de electrones desde los farmacos a los estados excitados del RB utilizando
los siguientes valores reportados de Erea: Erda (RB/RB7) = -0.78 V [132], Ered
(ACF*/ACF) = +1.15 V [66], Erea (DCF/DCF) = +0.75 V [66], Erea (OFX*/OFX) =

+1.21 V [133] todos frente a SCE, y las energias de 'RB" y *RB" (2.17 y 1.80 eV
[66,134]).

La viabilidad de la transferencia de electrones desde los farmacos a los estados excitados
del RB se estim6 mediante la ecuacion de la energia de Gibbs de la transferencia de

electrones fotoinducida:
AGet (CV) =— [E(RB/RB.-) - E(D.+/D)] - ES o T* (RB) + AECoulombico

Donde E(RB/RB™) = -0789 V (vs SCE), E(D""/D) es el potencial de oxidaciéon de la
especie donante (ACF, DCF y OFX), Es, t* (RB) es la energia del estado excitado del
singlete o triplete del RB. En disolventes polares, AEcouombico €s despreciable y suele

omitirse en las estimaciones fotofisicas.
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Los valores de AG calculados (Tabla 2) indican que los procesos eran exergonicos en
todos los casos a partir del 'RB” y podrian estar controlados por difusion. Por lo que, se

asume una constante de velocidad de difusion a temperatura ambiente de aprox. 7.4 x 10°
M s1[135] y sabiendo que el Tr de 'RB" es de aprox. 0.1 ns en agua [134], la constante

de Stern Volmer (Ksy = k; X TF) para estas reacciones seria de aprox. 0.3 M. Al comparar
la Ksv con los valores K obtenidos (véase la Tabla 1), se pudo descartar con seguridad
una influencia relevante de los procesos dindmicos en la desactivacion de la fluorescencia
del RB observado para ACF, DCF y OFX. Por lo tanto, las constantes de desactivacion
en estado estacionario observadas corresponden principalmente a constantes de
asociacion (K,). En el caso particular de OFX, el valor de K, en condiciones homogéneas
es superior al de ACF y DCF; es mas, en presencia de NPs de SiO2-RB y Fe;04@Si0:-
RB se multiplica por 4 y 9, respectivamente. Este aumento es paralelo al mayor
rendimiento de fotodegradacion de este farmaco en condiciones heterogéneas frente a las

homogéneas.

Tabla 2. Valores de AG calculados a partir de los valores reportados para cada uno de los farmacos.

Dador AG a 'RB* (eV) AG a*RB* (eV)
ACF -0.24 0.13
DCF -0.64 -0.27
OFX -0.18 0.19

Estado excitado triplete del RB en NPs de SiO2-RB y Fe3;04@SiO2-RB

Se realizaron estudios de fotolisis de destello laser con RB en una disolucion acuosa
homogénea y en suspensiones de NPs de Si02-RB y Fe304@Si102-RB. El estado excitado
triplete del RB (*RB*) detectado en los tres sistemas mostré un espectro de absorcion
transitoria idéntico, con bandas a Amax ca. 370, 470 y 600 nm y una intensa decoloracion
centrada en 560 nm debida a la despoblacion del estado fundamental del RB, lo que

concuerda con la bibliografia (Figura 26) [134].
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Figura 26. Espectros de absorcion transitoria de disoluciones acuosas de RB en diferentes momentos tras el pulso
laser obtenido: en ausencia de los farmacos (4), y en presencia de ACF 3x10*M (B), DCF 3x10*M (C), y OFX 2x1(r
4 M (D). La absorbancia a 532 nm se fijé en 0.2 para todas las disoluciones. Los recuadros del grdfico muestran la
desactivacion del >RB” registradas a 600 nm en medio homogéneo (rosa), y en suspensiones de NPs de SiO2-RB (azul)
y Fe304@ SiO2-RB (rojo). Los recuadros de B, C 'y D muestran la desactivacion del RB" registradas a 600 nm en
presencia de cada farmaco a la concentracion utilizada.

Ademas, no se observaron diferencias en la intensidad de la sefial ni en el tiempo de vida
de *RB” (tr ca. 63 ps) entre los sistemas homogéneos y heterogéneos (véase en los
recuadros de Figura 26 A). Estos resultados concuerdan con el porcentaje de superficie
cubierta por RB en la superficie de las NPs Si02-RB y Fe304@S102-RB determinado por
espectroscopia UV-Vis (aproximadamente 1/8 y 1/4 respectivamente de la superficie total
de las NPs), donde cualquier interaccion del RB entre su estado excitado y su estado

fundamental es casi imposible.
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Asi, puesto que las propiedades fotofisicas de 'RB"y *RB” no se modificaron tras la uniéon
covalente de RB a NPs con y sin nucleo de magnetita, el rendimiento cuantico de cruce
intersistema de RB (®isc) en las NPs seria aproximadamente el mismo que el descrito
para RB en disoluciones homogéneas (®isc = 0.8 - 0.98) [72,101]. Por lo tanto, se
obtuvieron los espectros de absorcion transitoria tras la adicion de los farmacos a partir
de disoluciones acuosas de RB (Figura 26 B-D). No se observaron nuevas sefales,
excepto la de un radical derivado de la anilina generado a partir de la reaccion de
transferencia de electrones del DCF [136]. Teniendo en cuenta estos resultados, y que la
reactividad de '"RB* también resulto ser similar en los tres sistemas, las constantes de
velocidad bimoleculares entre RB” y ACF, DCF y OFX (kqr) s6lo se determinaron en el

medio homogéneo (Figura 27).

A) B)

AA

Tiempo (us) Tiempo (us)

C) D)

AA

(1/7)x 10° (s™)

T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 6x10° 1x10°* 2x10™ 3x10” 3x10”
Tiempo (us) Concentracion (M)

Figura 27. Graficos de cinéticas monitorizadas a 540 nm tras la excitacion del pulso del laser de RB (Abs = 0.2 at

exe= 532 nm) en presencia de concentraciones crecientes de A) ACF, B) DCFy C) OFX. D) Graficos de Stern-Volmer
correspondientes a ACF (circulos rojos), DCF (cuadrados negros) y OFX (triangulos azules). Todos los experimentos
se realizaron en medio acuoso bajo N:.
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Los valores determinados (ver

Tabla 3) concuerdan con los valores AG estimados (Tabla 2). Curiosamente, los valores
de kqt obtenidos para los tres farmacos resultaron ser 10 veces superiores a los descritos
en la bibliografia [66]. Sin embargo, nuestros datos se han determinado en medio acuoso
y los reportados en la literatura se obtuvieron utilizando acetonitrilo como disolvente y es
bien sabido que los disolventes polares como el agua favorecen los mecanismos de Tipo
I debido a su mayor capacidad para estabilizar las especies cargadas. Por lo tanto, estos
resultados revelan que para analizar la cinética en reacciones fotosensibilizadas, el Aqr
debe determinarse utilizando el disolvente del medio de reaccion, especialmente cuando

el disolvente es agua.

Tabla 3. Constantes de desactivacion del *RB* (kqr) en medio acuoso, y constantes de la desactivacion de oxigeno
singlete (kq102) en agua deuterada para los tres farmacos.

Fotocatalizador Q kqr /M 571 kq102/M™ 71
ACF (1.5+0.09) x10° (3.4 +0.25) x10°
RB DCF (5.0 £ 0.43) x10° (4.7£0.12) x10°
OFX (1.2 £ 0.26) x10° (1.6 £ 0.13) X107

Generacion y reactividad del 'O>

La generacion de oxigeno singlete también se registr6é en una disolucion homogénea de
RB y en suspensiones de NPs de SiO2-RB y Fe3;O4@Si102-RB utilizando DO como
disolvente. Incluso en este caso, no se observaron diferencias en la intensidad de la sefial
ni en el tiempo de vida del 'O; entre los sistemas homogéneos y heterogéneos, como se

muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Grdficos de desactivacién de la emision registradas a 1270 nm correspondientes al 'Oz generado en D0

bajo aire para los siguientes sistemas: RB homogéneo (rosa), y suspensiones SiO2>-RB (azul) y Fe;O4@ SiO2-RB
(rojo). Abssz2= 0.2 y dexe= 532 nm.
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Por esta razon, las constantes de velocidad bimolecular entre 'O, and ACF, DCF y OFX

(kq102) soOlo se determinaron en la fase homogénea (Figura 29), las constantes de velocidad

bimoleculares obtenidas se muestran en la

Tabla 3. En estos experimentos, el RB se sustituyé por perinaftenona (PN) como

generador de oxigeno singlete debido a su mayor rendimiento de formacion de 'O, [137].
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Figura 29. Grdficos de desactivacion registradas a 1270 nm correspondientes al 'Oz generado tras la excitacion del
pulso del laser de una disolucion de PN en D20 en aire (Abs = 0.2 a 355 nm) en presencia de concentraciones

crecientes de A) ACF (hasta 8 X107 M), B) DCF (hasta 1 X107 M) y C) OFX (hasta 8§ X10* M). Los recuadros
corresponden a los graficos de Stern-Volmer.
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Analisis cinético

Todas las constantes de velocidad de desactivacion de los estados excitados singlete y
triplete del RB y de los dos fotocatalizadores heterogéneos, la desactivacion del oxigeno
singlete, junto con la concentracién empleada de los farmacos y los pardmetros fotofisicos
del RB se combinaron para evaluar la contribucion de cada via potencial de desactivacion,

En primer lugar, se resumen los datos necesarios para el analisis cinético:

OrF =0.018 [3]

D1sc =0.76 - 0.98 [72,101]; se ha utilizado aqui un valor de 0.76.
®1c = 0.222 (valor obtenido a partir de: 1 - (Disc + Dr).

tr = 1x10710 s [134]

1 = 6.3x107 s (Este trabajo)

[O2] en agua = 2.9x10™* M [135]

T102 = 3.5x107° s [138]

ka (en agua) = 7.4 x 10° M1 571 [135]
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El fotocatalizador (RB) desde su estado fundamental, puede formar un complejo con los
farmacos (Q), el porcentaje de fotocatalizador que participa en €l (suponiendo una

estequiometria 1:1) se muestra en la ecuacion 15.

RE+Q - RB--Q

[RB--Q]
([RB]—-[RB--QD([Q]-[RB-Q])

Ecuacion 13: K =

Donde:

[RB] y [Q] son las concentraciones utilizadas (1x10° M y 1x10 M, respectivamente) y

[RB----Q] es la concentracion del complejo formado.

Sobre la base de las constantes de equilibrio obtenidas experimentalmente, y a las

concentraciones de [RB] y [Q] empleadas, se puede suponer con seguridad que:
[RB ---Q] < [RB]

y

[RB - Q] < [Q]
FEcuacion 14:

[RB ---Q] = K x [RB] X [Q]

Dividiendo la ecuacion 14 por la concentracion de fotocatalizador, el porcentaje de

formacion del complejo puede ser obtenida como se muestra en la ecuacion 15:

Ecuacion 15:

[RB ---Q](%) = K x [Q] X 100

Por lo que, la ecuacion 16 describe el porcentaje de fotocatalizador capaz de alcanzar el

estado de excitacion singlete:
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Ecuacion 16:

Y(RB)* formacién (%) = 100 — [RB --Q](%) =~ 100 — K x [Q] x 100 =
=(1—-K x[Q]) x100

La desactivacion del 'RB* puede llevarse a cabo por cuatro procesos diferentes: emision
(®r/t5), conversion interna (P, /Ts), cruce intersistema (P;5-/7s), y la desactivacion

por los farmacos (kqs [Q]), como se describe en la ecuacion 17.

Ecuacion 17 :

0)] 0)] 0)]
Z Proceso desde (RB)* = — + —< 4 15¢
Ts Ts Ts

+ qu[Q]

Asi, el porcentaje del estado excitado singlete desactivado por los farmacos se muestra
por la Ecuacién 18 y la formacion del estado excitado triplete se obtiene por la ecuacion

19.

Ecuacion 18:

k
Desactivacién de *(RB)* (%) = (RB)* formation(%) X D quEQ]
To T+ ks[Q]
Tg = Tg Tg
Desactivacién de *(RB)* (%) = (1 — K x [Q]) x 100
kqs[Q]
@r  Pic | Pisc
T e = kgs[Q]
Ecuacion 19:
Dysc
3(RB)* formacion (%) = *(RB)* formacién (%) X > & g
Ts Ts Ts
Pisc
Ts

3(RB)* formacion (%) = (1 — K x [Q]) x 100 x > D
St kgsle]

Ts

Ademas, el estado excitado triplete también puede seguir dos vias diferentes: decaimiento
intrinseco (1/77) , desactivacion de O (qu [0,]) desactivado por la formacién de '02 y

la desactivacion de los farmacos (qu[Q]), como se muestra en la ecuacion 20:
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Ecuacion 20: Y. Processes from *(RB)* = é + kqgr[02] + kqr[Q]

La contribucion de las tres vias diferentes puede calcularse a partir de ecuacion 21,

ecuacion 22 y ecuacion 23:

Ecuacion 21:

Pisc 1
Deactivacién de *(RB)* (%) = "(RB)" formacién (%) X O D)o IC-;ISC ! -
E+T_S+T+kqs[Q] E++kq'r[02] +qu[Q]
Pisc 1
Deactivacién de *(RB)* (%) = (1 — K x [Q]) x 100 x D, D, g,sc T =
¥+?+T+kqs[Q] E++kq'r[02]+qu[Q]
Ecuacion 22:
10, Formacioén (%)
D¢
L . ] TS qu [02]
= '(RB)* formation (%) x B, B O X7
¥+?+T+qu[Q] E‘i‘ +qu[02] +qu[Q]
10, Formacion (%)
Disc
=(1-Kx[Q]) x 100 x Is X Kor 0]
- Dp | Py, Prsc k 1 k[0 k
¥+T—S+T+ qs[Q] ﬁ++ qT[ 2]+ qT[Q]
Ecuacion 23:
@
Desactivacién de *(RB)* (%) = "(RB)* formacién (%) x D, D %
—F 4, TIC

[ 1
o et kes[Ql ot Ahgrl02] + kg [Q]

q)ISC

Ts y kqr[Q]

P 1
ot kgs[Q] ot Hhgr[0:] + kegr[Q]

Desactivacién *(RB)* (%) = (1 — K x [Q]) x 100 x P
5

P
Ts Ts

Una vez formado el 'O, podria seguir dos vias: decaimiento intrinseco (1/7,9,) y la
desactivacion por los farmacos (kqmz[Q]), de acuerdo con la ecuacion 24 y 25,

respectivamente.
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Ecuacion 24:

Deactivacién of *0, (%)

Disc
Tg « qu[Oz] 1/%102

1 N .

= “(RB)* formacion (%) X
0] (0] 1

et = ks[Q] o Hkgr[0] 4 kegr[Q /%102 +eq102[0]

@
Ts

Desactivaciéon de *0, (%)

Disc k. [0,] 1
= (1-Kx[Q) X 100 X g—5—& X art?z 7 :11(02 o]
TEA T4 T 4 ky[Q] o+ Hhgrl0] +kgrlQ] 1/ Tro2 Feanozl€
Ecuacion 25:
CDISC
kqr[O k
Desactivaciéon de *0, (%) = *(RB)* formacién (%) x % 2 X7 ar[0] qm;[Q]
2e 4 20y 2ise g (0] =+ +hor[05] + ko [Q] 1/%102 +kq102(0Q]
Ts Tg Ts q Tp q q

Desactivacién de 0, (%)

S kr[0 k
— (1—KX[Q])X100X - Ts x qT[ 2] q102[Q]
F

) ) 1
T+ e+ 2 4 kis[Q] o+ +hgrl0] + kegrlQ] /P02 HhanozlC]

La contribucion calculada de cada proceso de desactivacion se muestra en la Tabla 4.
Como se podia anticipar a partir del tiempo de vida del estado excitado singlete de RB,
la contribucion de la desactivacion del 'RB” es despreciable. Sin embargo, la asociacion
entre el RB y los farmacos da lugar a complejos que finalmente alcanzan el estado de
excitacion singlete y pueden dar lugar a la oxidacion de los farmacos por transferencia de
electrones. La contribucion de esta via depende del valor de la constante de asociacion,
por lo que es la més importante para el caso del OFX. No obstante, en casos anteriores
sobre riboflavina con constantes de asociacion bajas a contaminantes, la formacion de
complejos fue la tinica especie responsable de la fotodegradacion global [125]; por tanto,
no debe despreciarse su contribucion en el caso de ACF y DCF. Finalmente, bajo la
concentracion empleada de los formacos (5x10~ M) y considerando que el tiempo de vida
del 'Oz en agua es de ca. 3.5 ps, la contribucion al mecanismo de Tipo II resulta

despreciable.
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Tabla 4. Reactividad estimada para las diferentes vias en la fotodegradacion de DCF, ACF y OFX.

[RB-Q] Tipol 1 Tipol Tipo II
g Desactivacio | Desactivac ..,
Q formacion DR . Desactivacion
o n de '‘RB ion de 1 o
(%) por Q (%) | *RB*por Q 0: por Q (%)
ACF 0.10 <0.01 0.48 0.013
RB DCF 0.08 <0.01 1.58 0.017
OFX 0.51 <0.01 0.38 0.059
ACF 0.24 <0.01 0.48 0.013
SiO-RB
DCF 0.04 <0.01 1.58 0.017
OFX 2.18 <0.01 0.38 0.058
ACF 0.26 <0.01 0.48 0.013
Fe;04@SiO-RB DCF 0.15 <0.01 1.58 0.017
OFX 4.82 <0.01 0.37 0.057

Es maés, la inactivacion observada de las bacterias ademas podria explicarse en base a la
también esperada asociacion de las bacterias sobre las NPs heterogéneas SiO2-RB y
Fe;04@-Si02-RB, que podria producir procesos de transferencia de electrones con el
singlete , como se demostro previamente utilizando compuestos de la pared celular de las
bacterias [139]. Sin embargo, no se puede descartar la oxidacion de las membranas
bacterianas por sus reacciones con el 'O> generado a partir del RB”. En el caso de la
fotodegradacion de farmacos, este fendmeno ocurre principalmente a través de la
transferencia de electrones al >RB* y al 'RB* de vida corta tras la adsorcion, como se
muestra en la Figura 30. Ademas, la reutilizacion de las NPs heterogéneas SiO2-RB y
Fe304@-S102-RB NPs serd oOptima tras 1 hora de irradiacion en las condiciones
evaluadas. Posteriormente, la velocidad en la fotodegradacion de los farmacos comienza
a descender, asociada a la disminucion en la concentracion del contaminante donador de
electrones, y consecuentemente a una mayor produccion de 'O,. Finalmente, el 'O,
producira la oxidacion del RB, pero después de 1 hora, su degradacion alin es

insignificante (ver Figura 20 B).
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Figura 30. Via mecdanica general propuesta para la fotodegradacion de ACF, DCFy OFX por RB, NPs SiO>-RB y Fe;0,@-SiO-
RB.

Conclusiones
Se han preparado nuevos fotocatalizadores heterogéneos nanoestructurados que
incorporan en su superficie RB. El RB fue anclado covalentemente a la superficie de
nanoparticulas de Si0O, y nanoparticulas de SiO2 que incorporan un nicleo de magnetita,
respectivamente. Ambos han demostrado ser eficientes en la fotodegradacion de ACF,
DCF y OFX bajo irradiacion con luz visible, con mayor eficacia en el caso del DCF.
Curiosamente, las propiedades fotofisicas del RB permanecen inalteradas, aunque la
fotoestabilidad del RB anclado a los materiales heterogéneos es mayor que en medios
homogéneos. La presencia del nicleo de magnetita en el fotocatalizador heterogéneo
facilita su recuperacion del medio y aumenta la concentracion de RB en la superficie, sin
modificar las propiedades fotofisicas del fotocatalizador heterogéneo con RB. Estos
nuevos fotocatalizadores también muestran una gran eficacia en la fotoinactivacion de
bacterias Gram positivas. El andlisis de todas las constantes que intervienen en las
degradaciones fotosensibilizadas de ACF, DCF y OFX ha evidenciado que los procesos
de transferencia electronica desde los tres farmacos al RB en disoluciones homogéneas y
como fotocatalizador heterogéneo, son el paso inicial de sus oxidaciones. Ademas, en el

caso de OFX la asociacion inicial a RB juega un papel significativo.
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CAPITULO 11

4.2 Sintesis y caracterizacion de microparticulas de SiO2-RB y Fe304@SiO2-RB

para la degradacion de farmacos en aguas

Introduccion

En la actualidad se han implementado diversos métodos para el tratamiento de aguas. Uno
de los mas actuales es la fotocatalisis heterogénea basada en el uso de colorantes
organicos que es conocida como una de las tecnologias de energia alternativa mas
prometedoras debido a su capacidad para convertir directamente la luz en energia quimica

[140,141].

La heterogeneizacion de fotosensibilizadores en microparticulas de silice es una opcion
viable para este tipo de aplicaciones [142]. Las microparticulas de silice se han utilizado
como fotocatalizadores en diferentes formas como nanoesferas, particulas magnéticas,

fibras de silica, entre otros [4,107,143].

El Rosa de Bengala (RB) es un colorante orgéanico utilizado como fotosensibilizador de
uso comun que posee una fuerte banda de absorcion a Amax= 550 nm, ademas de ser
altamente soluble en agua (1 mg/mL), representando una gran ventaja para su uso en la
descontaminacion de aguas [134]. Tras la exposicion a la iluminacion de luz visible, el
Rosa de Bengala se excita desde un estado fundamental de menor energia a su estado
excitado singlete ('RB?*) que pasa a su estado triplete ((RB**) con un eficiente cruce
entre sistemas (@isc = 0.9 en agua y metanol). Desde *RB** puede reaccionar con el
oxigeno molecular de su entorno, generando especies reactivas de oxigeno (ROS) como
el oxigeno singlete ('02) [130,134]. Asi, el RB, ademas de contar con una capacidad para
generar 'Oy, su principal ventaja es que al estar anclado covalentemente a una superficie
de SiO; posee, como se demostro en el capitulo anterior, una considerable resistencia a
su degradacion, a su liberacion en el medio de reaccion, asi como una mas facil
recuperacion de la mezcla de reaccion una vez finalizado el proceso. Asi, un soporte con
tamafio micrométrico podria ayudar a mejorar algunas de estas propiedades. Ademas el

implementar un nucleo de magnetita mas grande facilitaria aun mas su recuperacion del
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medio de reaccion [83]. Asi, en este capitulo se plante6 estudiar la influencia del tamafo
micrométrico del soporte y un mayor campo magnético en la sintesis de fotocatalizadores
heterogéneos con recubrimiento de RB unido covalentemente, asi como en sus
propiedades fotocataliticas. Para ello, microparticulas de Fe;O4@SiO2-RB y SiO2-RB se

sintetizaron, caracterizaron y se evaluaron en la degradacion del DCF en medio acuoso.

Resultados y discusion

Sintesis de microparticulas de SiO2>-RB y Fe;04@SiO2-RB

Las microparticulas de SiO2-RB y Fe304@Si10,-RB fueron realizadas en diferentes etapas
como se muestra en los esquemas de la Figura 31. Para las microparticulas de SiO>-RB
(Figura 31 A) se utiliz6 el método de stober (ver detalles en la seccion 3.2 Sintesis de
fotocatalizadores), mientras que para las microparticulas de Fe304@SiO2-RB, primero se
obtuvieron las microesferas de Fe3;O4. Describiendo brevemente la sintesis, inicialmente
se disolvio FeClz*6H20 en etilenglicol para ayudar a la obtencion de particulas
monodispersas [104], después, se afiadi6 acetato de sodio que genera una estabilizacion
electrostatica para evitar la aglomeracion de particulas ademas de ayudar en la reduccion
mediada por etilenglicol de FeCls a Fe;O4. Posteriormente se afiadio polietilenglicol como
surfactante y como medida adicional para evitar la aglomeracion de las particulas.
Finalmente se aumentd la temperatura a 200 °C [103,104]. Estas microesferas de Fe3O4
fueron recubiertas con SiO: mediante un tratamiento sonoquimico a temperatura
ambiente. Las microesferas de Fe;O4 se suspendieron en etanol y se dispersaron en un
sonicador, seguido de la adicion de amoniaco acuoso y finalmente de TEOS el cual se

hidroliza regulando asi, el tamafo de la coraza de silice (Figura 31 B).

La union covalente de RB a las microparticulas de Si0; y Fe3sO4@SiO: se realizod en dos
pasos (Figura 31 A y B). Como primer paso, las particulas se trataron durante la noche
con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) en tolueno a 150°C para obtener SiO2-NHz, lo
que facilita la su posterior uniéon con el RB dejando una monocapa de grupos aminos
libres. El segundo paso fue tratarlas con RB, EDC y 1-metil imidazol como agente de

acoplamiento [106].
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Figura 31. Sintesis de las microparticulas de A) SiO2-RB y B) Fe;04@SiO>-RB.
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Caracterizacion de las microparticulas de SiO>-RB y Fe;04@SiO>-RB

En la Figura 32 se observan las imagenes de TEM (Figura 32 A y B) y HRFESEM (Figura
32 Cy D) de las microparticulas sintetizadas de SiO>@RB mostrando una dispersion de

tamafio medio de aprox. 456 + 46 nm y una morfologia esférica.

200 nm
-

Figura 32. Imdagenes de Ay B) TEM y C'y D) HRFESEM de la sintesis de SiO2-RB y su distribucion de tamarios
(recuadro de la derecha).

En la Figura 33 se observan las imagenes de TEM de las microesferas sintetizadas de
Fe304 (Figura 33 A y B) mostrando una dispersion de tamafio medio de aprox. 404.47 +
83.56 nm y de las microparticulas Fe304@Si02-RB (Figura 33 C y D) aprox. 469.47 +
77.99 nm. Donde se puede apreciar que las microesferas de Fe;O4 tienen una morfologia
esférica solida con una superficie rugosa. Posteriormente del recubrimiento con TEOS,
el tamafio de las microesferas aumentd y la superficie se observd mas uniforme que
muestra claramente la estructura de nucleo-coraza (Figura 33 C y D). Lo que demuestra

la adicion del SiO; a la superficie de la Fe3Oa.
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Se sintetizaron microparticulas con una dispersion de tamanio medio de aprox. 456 + 46
nm para SiO2@RB (Figura 32) y aprox. 469.47 + 77.99 nm, para las microparticulas de
Fe;04@Si02-RB (Figura 33 C y D). Estas ultimas tenian un nucleo de Fe;O4 (Figura 33
Ay B) con un tamano de aprox. 404.47 = 83.56 nm. Como se puede observar en la Figura

32y Figura 33 todos los materiales sintetizados muestran una morfologia esférica.

100 nm
—

D)

500 nm 100 nm
_— —

Figura 33. Imdgenes de TEM de la sintesis de Fe3O4 Ay B) y Fe;04@SiO2-RB Cy D) y su distribucion de tamanios
(recuadros al centro).

Para determinar la cantidad de RB unida covalentemente a la superficie de las
microparticulas se determind la cantidad de iodo mediante Espectrometria de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS), mostrando valores para las microparticulas

de SiO>-RB de 3.31+ 0.06 mg I/g de Todo y para Fe3O4@SiO>-RB de 1.46+ 0.18 mg I/g.

Ademas, se comprobo la presencia del RB mediante la técnica de espectroscopia de
reflectancia difusa. Los espectros obtenidos para las microparticulas de SiO>-RB
mostraron bandas con maximos de absorcion a 561 y 526 nm (Figura 34). Estos valores

eran muy similares a los obtenidos con el RB en estado sélido (maximos de absorcion a

94



568 y 527 nm. Sin embargo, las microparticulas de Fe;04@Si102-RB tenian sus maximos
de absorcion a 455 y 326 nm. Asi, el “core” de magnetita enmascara los maximos del RB.

De hecho, a simple vista, las microparticulas de presentan un color negro.

20
15
3
= 10

0-_".‘“ . : : /—/\
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Figura 34. Espectros de reflectancia difiisa con correccion de la linea de base de Fe;O4@SiO2-RB (negro), SiO2-RB
(naranja), SiO2-RB (naranja) y RB (rosa).

Para calcular el porcentaje del area cubierta por las moléculas de RB en la superficie de
las microparticulas de Si02-RB y Fe304@S10,-RB se tuvieron en cuenta las siguientes

consideraciones; 1) las microparticulas son esferas perfectas y 2) el area de la molécula

de RB se tom6 de Pubchem, (Figura 18 C).

A continuacion, se describen los célculos del porcentaje del area superficial cubierta por
las moléculas de RB para SiO>-RB. A partir de las ecuaciones 1 y 2 (ver en pagina 63),
se calculd el volumen y el area de la esfera, partiendo del didmetro medio de las
microparticulas de aprox. 456 nm obtenido de los experimentos de TEM. Por lo que una

sola particula de SiO2:

Vsio, = 5x107** cm® esfera™

Asip, = 6.53x10° nm? esfera™

Posteriormente para determinar la masa de una sola microparticula de SiO> (Ecuacion 3,
ver en pagina 63), se asume que tiene la misma densidad que el SiO2 comercial que es
de ds;p, = 2.65 g cm™3, por lo tanto:
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Mgio, = 4.96 X 1071 cm® esfera™ x 2.65 g Si0, cm™3
Mgip, = 1.31x 107139 Si0, esfera™?
Con los resultados obtenidos del ICP-MS se calculo, la carga de RB es del 0.66% (p/p)

en las SiO>-RB, basidndose en la cantidad de yodo tras la digestion por microondas

(valores de 3.31 £ 0.06 mg I/g).

Asi, la masa de SiO: por g de Si02-RB es:

Msig, = 1—mgs = 1= T2 = 0.9934 g Si0, (g Si0, — RB)™* Ecuacion 26

Posteriormente, se calcul6 el area superficial a partir de 1 g de las microparticulas de

Si0,-RB descrita de la ecuacion 27:

6.53 x10° nm? esfera™!

Ecuacion 27
1.31 %107 3g Si0, esfera=t

Asio,-rp = 0.9934 g Si0, (g Si0, — RB)™* x
Asio,-rg = 4.95 x 108 nm? (g Si0, — RB)™*
Se calcul6 el numero de moléculas de RB por g de microparticulas de SiO2-RB descrito

por la ecuacion 28:

1mol 6.023x10%% moleculas

Moléculas de RB = 0.0066 g de RB (g SiO, — RB)™! x x Ecuacion 28
1017.64 g of RB 1 mol

Moléculas de RB = 3.72 x 10'® moléculas (g Si0O, — RB)™!

Una vez obtenida el area superficial y el area de las moléculas de RB sobre las
microparticulas de SiO2-RB, se procedi6 a calcular el area de las moléculas de RB
obtenidas por g de microparticulas de SiO2-RB, tomando en cuenta el valor del 4rea de la
molécula de RB que seglin los datos descritos en Pubchem es de 0.892 nm? molécula™’,

por lo que el area fue estimada de esta forma por la ecuacion 29:

Apg = 3.72 X 10*® moléculas (g SiO, — RB)™! X 0.892 nm? molécula™?! Ecuacion 29

Por lo que el valor del area nos dice que un 66.6% de la microparticula esta cubierta por
RB (ecuacion 30):
Agp = 3.3 x 10'8 nm? (g Si0, — RB) ™

ARB

Acs X 100 = 66.6 % Ecuacion 30
5i0,—RB
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Después, para las microparticulas de Fe3;O4@SiO2-RB, de igual forma se calculo el
volumen y el 4rea de la esfera con las ecuaciones 1 y 2, utilizando el didmetro medio de
las microparticulas de aprox. 469 nm obtenido de los experimentos de TEM. Por lo que

una sola particula de Fe;O4@SiO2-RB:

Vre,0,@si0, = 54 x1071* cm3 esfera™

Are,0,@si0, = 7 x10° nm? esfera™

Para determinar la masa de una sola microparticula de Fe3O4@Si102-RB (Ecuacion 3), se

asume que tiene la misma densidad que el SiOz comercial que es de dg;p, = 2.65 g cm™3,

por lo tanto:

Mpe,0,@si0, = 5-4 X 1071* cm3 esfera™ x 2.65 g Si0, cm™3

Mpe,0,@si0, = 1.4 X 10713 g Si0, esfera™

De acuerdo con lo obtenido por el ICP-MS se calculo, la carga de RB es del 0.29 % (p/p)
en las Fe3;04@Si02-RB, basandose en la cantidad de yodo tras la digestion por
microondas (valores de 1.46 £ 0.18 mg I/g).

Asi, la masa de SiO2 por g de FesO4@Si02-RB es:

Mre,0,@si0, = 1 —Mgp = 1= T2 = 0.9971 g Si0, (g Fe30,@Si0, — RB)™ Ecuacion 31

Posteriormente, se calcul6 el area superficial a partir de 1 g de las microparticulas de
Fe304@Si02-RB (ecuacion 32):

7 x10° nm? esfera™!

1.4 X10713g Si0, esfera™1

Ape,0,@si0,-r8 = 0.9971 g Si0, (g Fe;0,@Si0, — RB)™1 x Ecuacion 32

AFe304@Si02—RB = 49 X 1018 nmz (g F€304@Si02 - RB)_1

Para el area de RB se calcul6 primero el nimero de moléculas de RB por g de

microparticulas de Fe;O4@Si02-RB (ecuacion 33):

1 mol 6.023%x1023 moleculas

X Ecuacion 33
1017.64 g of RB 1mol

Moléculas de RB = 0.0029 g de RB (g Fe;0,@Si0, — RB)™! X

Moléculas de RB = 1.7 x 10'® moléculas (g Fe;0,@Si0, — RB)™!

Una vez obtenida el area superficial y el area de las moléculas de RB sobre las

microparticulas de Fe;O04@S10,-RB, se procedio a calcular el area de las moléculas de
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RB obtenidas por g de microparticulas de Fe;O4@Si0O2-RB, tomando en cuenta el valor
del area de la molécula de RB que segtin los datos descritos en Pubchem es de 0.892 nm?

molécula!, de esta forma el 4rea fue estimada por la ecuacion 34:

Agg = 1.7 X 108 moléculas (g Fe;0,@Si0, — RB)™! X 0.892 nm? molécula™  Ecuacién 34

Por lo que el valor del 4rea nos dice que un 30.9 % de la microparticula de Fe304@SiO»-

RB esté cubierta por RB (ecuacion 35):
Agg = 1.51 x 10'® nm? (g Fe;0,@Si0, — RB)™!

ARB/ _ x 100 = 30.9 % Ecuacion 35
Fe;0,@Si0,—RB

Propiedades Fotofisicas del RB en microparticulas de Si0,-RB

Las propiedades fotofisicas de las microparticulas de Fe3;04@Si02-RB debido a que su
color negro no permitia analizar las propiedades del RB anclado en su superficie. Por ello
solo se estudiaron las propiedades del RB en microparticulas de SiO»-RB. Ademas,
debido a la dispersion de luz que generaban se tuvieron que estudiar en fase solida. Asi,
en la Figura 35 se muestran los espectros de fluorescencia del RB disuelto y soportado en
la fase so6lida de las microparticulas de SiO>-RB. Estos se registraron en el rango entre
520 y 800 nm usando como longitud de onda de excitacion (Aex) S00 nm. Asi se observo
que el espectro de emision de las microparticulas de Si02-RB se desplaza hacia el rojo en
comparacion con el RB disuelto. Este efecto es habitual cuando el RB esta inmovilizado

sobre algiin soporte [144,145].
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Figura 35. Espectros de emision de fluorescencia de la SiO2-RB (verde) y el RB como control en homogéneo (azul) a
Abs= 0.7 at Aexe= 500 nm in H2O.

En la Figura 36 se muestran el resultado de los estudios que se realizaron sobre las
microparticulas de Si0,-RB utilizando la técnica de fotolisis de destello laser. El espectro
de absorcion transitoria obtenido en el rango de 300-800 nm usando una Aexce= 532 nm
sobre las microparticulas de SiO2 en estado sélido bajo atmdsfera de nitrégeno mostrd
maximos de absorcion tipicos del estado excitado triplete de RB [134]. Estudiando la
desactivacion del triplete de RB se pudo determinar un tiempo de vida de

aproximadamente 1.13 + 0.25 ps.
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Figura 36. A) Espectros de absorcion transitoria de las microparticulas de SiO2-RB obtenido después del pulso del
laser a dexe= 532 nm en sélido bajo atmosfera de aire. B) Sefial correspondiente a la desactivacién del >RB* registradas
a 620 nm.
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Fotodegradacion de contaminantes

La fotodegradacion de DCF con las microparticulas de SiO>-RB, Fe304@Si02-RB y RB
en disolucién fue monitoreada durante 6 horas bajo atmosfera de aire. Como se muestra
en la Figura 37 el DCF se elimin6 por completo tras 3 horas de irradiacion en presencia
de las microparticulas de SiO,-RB, sin embargo, para las microparticulas de
Fe;04@S102-RB solo se logré un 30 % de degradacion del DCF en 6 horas. Antes de que
comenzara la irradiacion, ambas suspensiones de Si02-RB y Fe304@Si10,-RB se dejaron
en agitacion durante 20 min en oscuridad mostrando una disminucién del 17 % en la
concentracion inicial del DCF, por lo que se asumid que se produjo una adsorcién en la
superficie del fotocatalizador. La irradiacion usando RB en fase homogénea como control
mostraba una degradacion del 36 % después de 6 horas de irradiacion. Estos resultados
mostraron por una parte que Fe3O4@SiO2-RB tiene un “core” de magnetita que filtra
mucha luz que deja de aprovechar el RB por lo que la reaccion se ralentiza. Por otra parte,
comparando estos resultados con los obtenidos con nanoparticulas SiO>-RB, se observa
que, a la misma concentracion de RB, las nanoparticulas con RB fotodegradan menos
rapido el DCF que las microparticulas de RB (ver Figura 19B en la pagina 66 y Figura

37, respectivamente).

La tnica diferencia que existia en las dos fotodegradaciones era la cantidad de DCF
adsorbido al inicio del proceso de fotodegradacion, el cual era mayor para las
microparticulas que en las nanoparticulas (ca. 17% y ca. 8 %, respectivamente). Esta
diferencia de adsorcion debe ser la causante de la mayor velocidad de fotodegradacion.
De hecho, este efecto se puede correlacionar con el area cubierta por RB sobre la
superficie de los dos soportes (en las nanoparticulas esta se calculd para ser ca. 12.5 %
mientras en las microesferas era de ca. 67 %). Ademas, al igual que cuando se usaban,
se observo que el RB tenia una mayor fotoestabilidad al estar covalentemente unido a la

superficie de su soporte [4].

El hecho de que con un mejor recubrimiento de RB hubiera una mayor adsorcion del
contaminante y que esto produzca una mas rapida fotodegradacion, indirectamente
demuestra que los procesos de transferencia electronica entre el contaminante y el RB
debe ser el mecanismo predominante en la fotodegradacion de DCF como ya se habia
observado en los estudios fotofisicos realizados en el capitulo anterior con nanoparticulas

como soporte.
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Figura 37. Evaluacién de la eliminacion de DCF (Cp= 5 10° M), frente al tiempo de irradiacion en presencia de SiO»-RB (),
Fe3;04@SiO2-RB (m) y RB-homogéneo () en atmosfera de aire. [RB] = 5% 10°° M en disolucién acuosa.

Dispersion en diferentes medios de las microparticulas de SiO2>-RB y Fe:04@SiO2-RB

En el proceso de sintesis, caracterizacion y estudios de fotodegradacion con el DCF se
observo que las algunas propiedades de microparticulas de SiO>-RB y Fe:04@SiO>-RB
no eran iguales. Asi se vio que la dispersion de las microparticulas de SiO2-RB y
Fe204@Si102-RB en diferentes medios no era la misma. En la Figura 38 se muestra el
diferente comportamiento de los dos materiales. La dispersion de las microparticulas de
Si0,-RB es buena en agua, pero en presencia de un disolvente orgénico como el acetato
de etilo se coloca en la interfase, de la cual pasa al medio organico cuando el agua se
vuelve alcalina (Figura 38 A). Sin embargo, las microparticulas de Fe;O4@Si10,-RB,
demostraron tener propiedades hidrofobicas, aunque en presencia de mezclas acetato de
etilo/agua se comporta como las particulas de SiO>-RB (Figura 38 B). Parece que el
campo magnético hace que la carga negativa que le queda libre en el RB unido covalente
a la silica mediante la formacion de enlaces amida, se debe replegar hacia la superficie de
la microparticula que tiene grupos amino cargados positivamente. Cuando estos grupos
amino se desprotonan y pierden su carga se rompe esta asociacidn y entonces se

comportan como las microparticulas de SiO>-RB.
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Figura 38. Solubilidad en diferentes medios de las microparticulas de A) Fe:04@SiO2>-RB y B) SiO:z-RB.

Conclusiones
Se obtuvieron dos fotocatalizadores heterogéneos (SiO2-RB y Fex04@SiO2-RB) de
tamafio micrométrico que tenian anclado covalentemente el Rosa de Bengala. Mediante
técnicas de microscopia electronica se determind su tamafio, morfologia esférica, y se
comprobd la existencia del nicleo de magnetita. Por espectroscopia de absorcion se pudo
demostrar la presencia del RB en la superficie del material para las microparticulas de
Si02-RB; sin embargo, se tuvo que recurrir a ICP para cuantificar el RB que tenian las
microparticulas SiO2-RB y FexOs@SiO2-RB. Solo las microparticulas de SiO»-RB
demostraron su eficiencia para degradar el DCF y este fue mejor que el obtenido en los
soportes nanométricos. El hecho de conseguir un mejor recubrimiento de RB en el
material micrométrico que en el nanométrico produjo una mayor adsorcion del
contaminante que conducia a una fotodegradacion mas rapida. Este ultimo hecho
indirectamente demostraba que el proceso de transferencia electronica entre el

contaminante y el RB debia ser el mecanismo de fotodegradacion predominante.

Por otra parte, se vio que un campo magnético micrométrico puede afectar a las

propiedades de colorantes cunado estos estan en la superficie de soportes de silice.
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CAPITULO III

4.3 Evaluacion del porcentaje optimo de Rosa de Bengala en tejidos de Poliamida

para la fotoinactivacion de bacterias Gram positivas con luz visible.

Introduccion

La contaminacién microbioldgica de las fuentes de agua sigue representando uno de los
principales problemas sanitarios en todo el mundo, con més de 2.000 millones de personas
que no tienen acceso a agua potable limpia [146]. Uno de los principales problemas, es la
falta de instalaciones adecuadas de tratamiento de aguas residuales en los paises en
desarrollo, lo que representa un peligro muy alto para la salud, pero también la gestion
inadecuada de las aguas residuales, urbanas e industriales que suele dar lugar a una
eliminacion ineficaz de esos microorganismos patogenos. Por ello se busca implementar
nuevas estrategias para desarrollar métodos eficaces e innovadores de desinfeccion de las

aguas residuales.

Recientemente, los Procesos de Oxidacion Avanzada (POAs) que implican
fotocatalizadores heterogéneos han ganado atencion frente a los procesos tradicionales
debido a su simplicidad y rapida oxidacién de contaminantes y bacterias en el agua [147].
Existe un gran interés en el uso de fotosensibilizadores organicos, como los colorantes en
procesos de desinfeccion, porque pueden ser excitados por la energia solar y generar
especies oxidativas que pueden reaccionar con las proteinas, los lipidos y los acidos
nucleicos de los microorganismos. Como consecuencia, se produce la ruptura de la pared
celular, la alteracion de la funcionalidad de las macromoléculas o la inhibicidén de su
metabolismo mediante mecanismos de fotoinactivacion de tipo I (transferencia de
electrones) y de tipo II (reaccion de oxigeno singlete) [148—152]. Sus multiples ventajas
han dado lugar a numerosos estudios sobre la aplicacion de procesos fotoquimicos para
la inactivacion de bacterias. La heterogeneizacion de los fotosensibilizadores aumenta
claramente su fotoestabilidad y, por tanto, su eficacia fotocatalitica, aunque ello supone
que pueden operar a través de mecanismos diferentes a los establecidos en condiciones
homogéneas [78]. La gran variedad quimica de los fotosensibilizadores organicos ha
permitido que sean soportados en diferentes tipos de sustratos como materiales ceramicos,

lana de vidrio, resinas de intercambio idnico, poliestireno cationico, celulosa y fibras de
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tejidos naturales o sintéticos [130,131,153—-156]. Ademas, en los ultimos afios, las fibras
textiles se han convertido en una opcidn interesante debido a sus grandes ventajas, como
el bajo coste, la flexibilidad mecanica y la facil recuperacion del medio tras su uso [157].
La bibliografia muestra ejemplos de tejidos con propiedades de inactivacion fotodinamica
frente a distintos tipos de bacterias mediante la incorporacion de colorantes en las fibras
textiles. Asi, se han descrito tejidos antimicrobianos como el poliéster que contiene azul
de metileno, nanofibras de poliestireno y polimeros electrospun tefiidos con
tetrafenilporfirina y también con Rosa de Bengala (RB), utilizados para tefiir fibras de
algodon, lana y fibras acrilicas mezcladas [150,157-160]. La eleccion del
fotosensibilizador orgéanico es un factor critico para la eficacia de la inactivacion
bacteriana. En este sentido, el RB es un muy buen candidato porque tiene un alto
rendimiento cuantico de oxigeno singlete (10,) (®@a= 0.76), el cual provoca la muerte de
los microorganismos [161-163]. Sin embargo, aunque diferentes tejidos tefiidos con RB
han demostrado ser eficaces para inactivar bacterias, especialmente las bacterias Gram
positivas, no se han realizado estudios en profundidad que tengan en cuenta factores
importantes que permitirian avanzar en el conocimiento para mejorar la eficacia de
futuros fotocatalizadores heterogéneos basados en tejidos [150,164-167]. Por ejemplo,
se sabe que altas concentraciones de RB en soluciones acuosas producen agregaciones
debido a las interacciones hidrofobicas entre los anillos de xanteno. Este efecto provoca
un fendmeno de autodesactivacion que induce una disminucion de la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) [165] y, por tanto, una reduccion de la accion
bactericida. En este contexto, se ha descrito que la heterogeneizacion del RB reduce su
autodesactivacion provocada por la agregacion [168]. Ademas, la falta de
fotoinactivacion de bacterias Gram negativas por materiales heterogéneos de RB se ha
atribuido a su carécter anionico, pero nunca se ha evaluado la influencia de dicho caracter
anionico en la desinfeccion de las bacterias Gram positivas. Por estas razones, el objetivo
de este capitulo fue determinar la influencia del porcentaje de RB soportado sobre tejidos
de poliamida (Figura 39) en la inactivacion de bacterias Gram positivas, teniendo en
cuenta factores como la generacion de oxigeno singlete y la carga negativa global del

material.
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Polyamide fiber
with Rose Bengal

Polyamide fabrics dyed with Rose Bengal

Figura 39. llustracion esquemdtica del tejido de poliamida tefiida con RB (RB-PAF).

Resultados y discusion

Caracterizacion de los tejidos de poliamida teriidos con Rosa de Bengala

Los porcentajes de RB incorporados al tejido de poliamida se seleccionaron en el rango
de los valores de la mayoria de los tejidos tefiidos descritos en la bibliografia. Para ello,
se utilizaron las tres concentraciones iniciales diferentes de RB (0.5, 1.0 y 3.0 o.w.f.). Las
cargas de RB determinadas para cada tejido de poliamida con RB (RB-PAF) se muestran
en la Tabla 5.

El tefiildo de las fibras de poliamida corresponde a las cargas determinadas
espectroscopicamente restando el colorante residual en la disolucion post-tefiido de la
cantidad inicial de colorante (ver procedimiento en la seccion 3.5). Aunque este proceso
de cuantificacion del tinte mediante técnicas espectroscOpicas analizando el agua de
lavado es ampliamente utilizado en la industria textil, también se llevaron a cabo de forma
complementaria, otros dos métodos quimicos para extraer y cuantificar el tinte de los
tejidos. La Figura 40 muestra la evolucion del RB-PAF para extraer quimicamente el RB.
Tras el primer tratamiento con acido férmico, las fibras se rompen debido a la hidrélisis
y protonacion del RB, dando lugar a una fibra disgregada incolora (imagen no mostrada).
Sin embargo, el color se recuper? tras la neutralizacion (Figura 40 B). Posteriormente,

fueron necesarias tres extracciones consecutivas con el disolvente DMSO para producir
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una extraccion completa del colorante, interrumpiendo la interaccion fisica entre el
colorante (RB) y las fibras de poliamida (véanse las imagenes Figura 40 C, D y E después
de cada extraccion consecutiva) [169]. La absorbancia de los extractos combinados
permitio determinar la concentracion mediante una curva de calibracion de RB en DMSO

(Figura 41).

A) B) G - A T8 CNA
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Figura 40. Imdgenes del tejido de poliamida en diferentes etapas del proceso aplicado para determinar la carga de
colorante. A) Tejido de poliamida teiiido original. B) Tejido de poliamida disgregado tras la neutralizacion y los
lavados posteriores. C) Tejido de poliamida disgregado tras la 1° extraccion. D) Tejido de poliamida desagregado
después de la 2 extraccion. E) Tejido de poliamida disgregado tras la 3° extraccion. (Se utilizé DMSO como
disolvente para los ciclos de extraccion, sonicando cada ciclo a 80 °C durante 3 horas).
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Figura 41. Espectros UV-vis de RB en una disolucion homogénea de DMSO (hasta 1.5%107° M). Recuadro: Curva de
calibracion de RB en DMSO.

Por ultimo, también se determind la cantidad de RB en los tejidos mediante ICP-MS.
Estos también se muestran en la Tabla 5. Los valores de la carga de RB obtenidas por los
tres métodos son ligeramente diferentes; mientras que la cuantificacion por diferencia de

absorbancia entre el bafio de tefiido y los lavados parece subestimar la concentracion de
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RB, la extraccion quimica sobrestima los valores tedricos. No obstante, los valores

obtenidos por ICP-MS parecen ofrecer resultados razonables.

Tabla 5. Concentracion de RB en los tejidos de poliamida.

Concentracion teorica de RB en
Teiiido Extraccion | ICP-MS
el tejido de poliamida
(% owt) | (%o owt) | (% o.w.f.)
(‘yo 0.W.f.)

0.5 0.500 0.59 0.58

1.0 0.985 1.29 0.99

3.0 2.638 3.33 3.00

Una importante caracteristica de las telas evaluadas fue la profundidad de color de los
tres RB-PAF, la cual se obtuvo midiendo la reflectancia de la luz. La Figura 42 muestra
que los resultados para los tres tejidos de poliamida van en paralelo con la carga nominal
de RB. En todos los casos, la absorcion maxima de RB en RB-PAF (Amax= 560 nm)
exhibié un desplazamiento batocromico de 14 nm en comparacion con la disolucion

acuosa de RB (Amax= 546 nm, ver Figura 43).

Valor K/S

0 —_—
400 450 500 550

T 4 I

600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 42. Curvas de K/S vs longitud de onda de RB-PAF al 0.5 % (o.w.f.) (azul), 1 % (o.w.f.) (rojo), vy 3 % (o.w.f.)
(negro).

Sin embargo, la relacion entre el madximo a 525 y el maximo a 560 nm aumenta

claramente de RB-PAF a 0.5 % (o.w.f.) (azul) a 1 % (0.w.f.) (rojo) y a 3 % (o.w.f.)
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(negro). Este comportamiento puede interpretarse en términos de agregacion del

colorante, debido a que los tejidos con mayor carga de colorante absorben mas la luz

[129].
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Figura 43. Espectro de absorcion normalizado de RB en disolucion acuosa.

Otro de los estudios que se llevd a cabo para caracterizar las telas fue el analisis de su
morfologia superficial mediante la técnica de FESEM para observar la morfologia
superficial del RB-PAF. La Figura 44 muestra una fibra homogénea tipica del tejido
sintético con 1% (o0.w.f.) antes (Figura 44 A) y después del proceso de tefiido (Figura 44

B). Como se puede observar con la comparacion de las dos figuras, la asociacion de RB

a la fibra no afecta a su morfologia.

Figura 44. Imagenes de FESEM del tejido de poliamida. A) Tejido sin teiiir; B) Tejido tefiido al 1 % (o.w.f.).
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Propiedades fotofisicas de los tejidos de poliamida teriidos con RB

Para determinar el efecto de los diferentes porcentajes de RB en el tejido de poliamida
sobre las propiedades fotofisicas del RB se realizaron mediciones de emision en estado
estacionario y resueltas en el tiempo, asi como experimentos de fotolisis de destello laser,
incluyendo la deteccion del estado excitado triplete del RB (*RB*) y la generacion de
oxigeno singlete (102). Los espectros de emision de fluorescencia en estado estacionario
del RB-PAF (Figura 45 A) muestran un desplazamiento batocromico en comparacion con
el RB en homogéneo (Amax = 567 nm) en medio acuoso [90,170]. Este desplazamiento al
rojo del méximo de fluorescencia depende del porcentaje de carga de RB en el tejido de
poliamida (A 05% y A 1% ca. 610 nm y A 34 = 628 nm). El efecto batocromico puede
deberse a la dependencia de las propiedades fotofisicas de los fotosensibilizadores a la
fijacion sobre el tejido y a la distancia entre las unidades cromdforas, que disminuye al
aumentar el porcentaje de carga, dificultando asi, los cambios conformacionales entre sus
estados de transicion. Este mismo efecto se ha descrito en varios colorantes xantenos tras
su tintura sobre diferentes materiales (tejido de algodon, tejido de lana/acrilico, celulosa,
etc.) [129,171,172]. El maximo de emision observado esta desplazado hacia el rojo, y la
amplitud del desplazamiento al rojo aumenta con respecto a la banda principal, como era
de esperar cuando el aumento del porcentaje de RB conduce a la reabsorcion de la
luminiscencia [129]. Los resultados de emision en estado estacionario observados
apuntaron a la agregacion de RB en los tejidos. No obstante, los experimentos de
fluorescencia con resolucion temporal (Figura 45 B) realizados en atmosfera de aire (Aexc
=500 nm) mostraron una disminucion de los tiempos de vida de fluorescencia (tr) cuando
el porcentaje de RB en los diferentes RB-PAF aument6 de 0.5 a 3 % (o.w.f.), (1.5, 1.4y
1.0 ns respectivamente). Estos datos de tiempo resuelto actuaron como una prueba
inequivoca de la interaccion de transferencia de carga entre el estado excitado singlete
del RB y las moléculas cercanas del RB en estado fundamental, que es la via de
desactivacion mas probable del primer estado excitado singlete de los
fotosensibilizadores soportados en materiales heterogéneos [125]. Por consiguiente, se
espera que el rendimiento cudntico del estado excitado triplete del RB sea

considerablemente menor para el RB-PAF al 3% que para el RB-PAF al 0.5% (o.w.f.).
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Figura 45. Espectros de fluorescencia en estado estacionario (4) y en tiempo resuelto (B) de RB-PAF al 0.5 % (o.w.f.)
(azul), 1 % (o.w.f.) (rojo), y 3 % (0.w.f.) (negro). Se utilizo el RB en homogéneo (verde) como control a una Abs =2 a
Aexe= 500 nm en H>O.

Se realizaron estudios de fotdlisis de destello laser en los tejidos para observar la
formacion del estado excitado triplete de RB (*RB") ya que su deteccion anticipa la
generacion de oxigeno singlete. Asi, se registrd la absorcion transitoria de los tejidos de
poliamida tefiidos con RB 0.5, 1y 3 % (0.w.f.) en diferentes tiempos tras el pulso laser
utilizando el rango de deteccion espectral de 300 a 800 nm a la longitud de onda de
excitacion de 532 nm (Figura 46). Los tres RB-PAF mostraron maximos intensos de
absorcion a ca. 475 y 625 nm y blanqueamiento centrado en ca. 540 nm. La intensidad
del blanqueo disminuye al aumentar la carga de RB en el tejido, pero este hecho puede
atribuirse a la mayor absorciéon de luz por los tejidos mas cargados. El espectro de
absorcion observado en los tres tejidos puede atribuirse al *RB" ya que es similar al
observado para el RB homogéneo independientemente de la naturaleza del disolvente
empleado [134,173]. Curiosamente, el RB" detectado en el RB-PAF muestra tiempos de
vida similares (275, 282 y 275 us para RB 0.5, 1 y 3 % (o0.w.f.), respectivamente, bajo
atmosfera de aire), que también resultaron ser casi iguales bajo atmosfera de nitrégeno.
El hecho de que el RB” no se desactive por el oxigeno en los tres tejidos no se habia
descrito anteriormente para colorantes heterogéneamente soportados, ya que este tipo de
material nunca se habia estudiado mediante la técnica de fotdlisis de destello laser. En
este contexto, se observé un apoyo adicional al comportamiento *RB” cuando las medidas
de fosforescencia se realizaron al mismo tiempo que los espectros de absorcién *RB”. De

este modo, como se muestra en las Figura 46 B y D, el espectro de emision de la
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fosforescencia RB observada (Amax ca. 737 nm),[174] se desactiva al mismo tiempo que

el espectro de absorcion de *RB”.
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Figura 46. Espectros de absorcion transitoria de los tejidos de poliamida teriidos al (A) 0.5 %, (B) 1 %, (C) 3 % (o.w.f.)
de RB, y (D) emision de fosforescencia al 1 % (o.w.f.) de RB obtenidos en diferentes momentos tras el pulso ldaser a
lexe= 532 nm en sélido bajo aire. Los recuadros muestran la desactivacion de 3RB” registradas a 600 nm.

La generacion de oxigeno singlete a partir de los tejidos se monitorizé mediante la tipica
fosforescencia de oxigeno singlete a A= 1270 nm generada por la irradiacion de pulso del
laser en medios aireados. Asi, todas las desactivaciones mostraron tiempos de vida de ca.
270 ps, que concuerdan con los obtenidos para el tiempo de vida del RB” (recuadros de

la Figura 46).
Estudios fotodinamicos

I3 . y e . . . . ., 3
Aunque las técnicas espectroscopicas han evidenciado la implicacion de RB” en la
generacion de '0», fue imposible cuantificar la eficiencia de los procesos en los tres RB-
PAFs. Por lo tanto, se llevé a cabo un método quimico para cuantificar indirectamente la

generacion de oxigeno singlete del fotosensibilizador (ver seccion 3.4). Este método
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quimico se basa en la fotooxigenacion del 9,10-dimetil antraceno (DMA) a su
endoperdxido correspondiente (Esquema de la Figura 47). Este experimento reveld que
la generacion de oxigeno singlete depende del porcentaje de RB en los tejidos, en el

orden: de 1 % >3 % > 0.5 % (o.w.f.) (véanse los resultados en la Figura 48).

102
O JE—

Figura 47. Oxidacion con oxigeno singlete del 9,10-dimetil antraceno (DMA) a su endoperoxido correspondiente.

Por lo tanto, el porcentaje mas bajo de RB produce una fotooxigenacion DMA muy baja,
mientras que el porcentaje mas alto de RB no muestra mejores resultados que el obtenido
utilizando RB al 1%. El resultado obtenido con RB al 3 % puede atribuirse al apilamiento
y agregacion n-n de RB, [175] lo que concuerda con los resultados fotofisicos comentados
anteriormente. La proximidad entre los estados 'RB” y RB da lugar a un efecto de
autodesactivacion del estado excitado que disminuye la eficiencia del cruce intersistema
y, en consecuencia, la generacion de 'O.. Asi, el porcentaje de colorante soportado en un
proceso de heterogeneizacion sigue siendo un factor critico para optimizar la eficiencia

de la actividad fotodinamica.
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Figura 48.Absorbancia del DMA (80 uM, en MeCN) en presencia de RB-PAF al 0.5 % (A), 1 % (B) y 3 % o.w.f. (C),
V' =3 mL, en funcion del tiempo de irradiacion, con luz LED verde bajo atmosfera de aire. Comparacion de la
disminucion de la absorbancia DMA (registrada a 376 nm) a 0 (gris) y tras 60 minutos de irradiacion (verde) con
todos los tejidos (D).

Inactivacion de bacterias por RB-PAF

Tras determinar las propiedades fotofisicas del RB-PAF y realizar estudios fotodinamicos
de DMA, queda claro que estos materiales soportados con RB son capaces de generar
oxigeno singlete y, en consecuencia, serian capaces de producir fotoinactivacion
bacteriana. Por lo tanto, se realizaron experimentos frente a la bacteria Gram positiva, E.
faecalis, para valorar el efecto del porcentaje de RB en el tejido y la utilizacion de

diferentes cantidades de irradiacion de luz verde.

Las cinéticas de actividad antibacteriana obtenidas con las suspensiones bacterianas que
contenian RB-PAF 1% o.w.f. a diferentes cantidades de irradiaciéon se muestran en la
Figura 49. La actividad antibacteriana del tejido aumentd proporcionalmente al
incrementarse tanto la irradiancia como el tiempo. Para cada tiempo registrado, se realizd

un ANOVA unidireccional de Welch para determinar si el cambio de actividad debido al
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factor de irradiacion era estadisticamente significativo. Se eligid esta prueba estadistica
porque, aunque en todos los casos los datos se distribuian normalmente, se violaba el
supuesto de homogeneidad de las varianzas segun se comprobd con la Prueba de
Homogeneidad de Varianzas de Levene (Tabla 6). El anélisis de varianza revel6 que, tras
5 min de tratamiento, las tres dosis diferentes de irradiacion fueron capaces de activar el
tejido, provocando reducciones de la supervivencia bacteriana estadisticamente diferentes
a la del control no irradiado, segin el andlisis post-hoc de Games-Howell, (Tabla 6 y
Tabla 7). Ademas, el tejido expuesto a 8 lamparas durante 5 min fue capaz de reducir la
supervivencia en casi 3 unidades logio y fue estadisticamente mas activo que los otros dos
tejidos irradiados con 2 y 4 lamparas, que obtuvieron resultados similares (P = 0.056). A
partir de los 10 min, todos los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre si (Tabla 6 y Tabla 7).

Tabla 6. Estadistica descriptiva de la prueba de Welch para los diferentes tiempos de irradiacion a lo largo
del tratamiento bactericida.

Tempo Estadistica de Levene’s S Estadistica de Welch S

(min) (ell, gl2) & (ell, gl2) &
5 4.082 (3, 12) 0.033 225.2 (3, 5.88) 0.000
10 7.788 (3, 12) 0.004 385.4 (3,5.25) 0.000
15 6.629 (2,9) 0.017 1728.4 (2,4.16) 0.000
20 26.514(2,9) 0.000 1217.1 (2,4.72) 0.000
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Tabla 7. Andlisis post-hoc de Games-Howell para los diferentes tiempos de irradiacion a lo largo de los
tratamientos bactericidas.

Tiempo | Lampara | Lampara | Diferencia de Error Sig 95% Intervalo de
(min) (A) (B) medias (A-B) Standard ) Confianza

5 0 2 0.0425%* 0.0111 0.039 0.0025; 0.0825

4 0.2800%* 0.0530 0.037 0.0290; 0.5310

8 2.6050* 0.0923 0.000 2.1626; 3.0474

2 4 0.2375 0.0534 0.056 -0.0105; 0.4855

8 2.5625* 0.0925 0.000 2.1221; 3.0029

4 8 2.3250* 0.1061 0.000 1.9264; 2.7236

10 0 2 0.4350%* 0.0326 0.002 0.2853; 0.5847
4 1.1150% 0.0316 0.000 0.9705; 1.2595

8 4.5925* 0.6390 0.017 1.5091, 7.6759

2 4 0.6800* 0.0445 0.000 0.5259; 0.8341

8 4.1575* 0.6398 0.022 1.0807; 7.2343

4 8 3.4775%* 0.6398 0.036 0.4002; 6,5548

15 0 2 0.8100%* 0.0609 0.002 0.5589; 1.0611
4 2.2675* 0.0365 0.000 2.1206; 2.4144

2 4 1.4575% 0.0746 0.000 1.2262; 1.6888

20 0 2 2.3075% 0.0461 0.000 2.1479; 2.4671
4 4.1250%* 0.2259 0.001 3.1904; 5.0596

2 4 1.8118%* 0.2288 0.007 0.9004; 2.7346

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05

De este modo, RB-PAF 1% o.w.f. mostrd una potente eficacia antibacteriana. De hecho,

no se registraron colonias de bacterias en los recuentos viables (actividad de inactivacion

del 100%) tras la exposicion a una irradiancia de 6.75 mW/cm?, en s6lo 15 min (Figura

49 trazo rosa oscuro). Sin embargo, el tejido cargado con la concentracion mas baja (RB-

PAF 0.5% o.w.f.) no mostro6 inactivacion bacteriana en ninguna de las condiciones de

irradiacion probadas, incluida la dosis de irradiacion mas alta (6.75 mW/m? durante un

periodo prolongado de 60 min). Curiosamente, el RB-PAF al 3% o.w.f. s6lo mostrd una

reduccién de 1 unidad logaritmica (90% de actividad) a la dosis de irradiaciéon mas alta.

Todas las muestras se evaluaron también en la oscuridad, y no se detectd actividad

bactericida en ningun caso.
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Figura 49. Reduccion de la supervivencia de Enterococcus faecalis expuestos a Tejido de Rosa de Bengala-
Poliamida al 1 % (o.w.f.) irradiado a 1.66 (rosa palido), 3.34 (rosa) y 6.75 mW/cm? (rosa oscuro). El experimento de
control en condiciones de oscuridad se muestra en negro.

Aunque no se recuperaron bacterias viables de la suspension bacteriana que contenia RB-
PAF 1% después de 15 min de irradiacién con una irradiancia de 6.75 mW/m?, para
confirmar la completa inactivacion bacteriana, los tejidos procedentes de este
experimento se incubaron en PCA. El objetivo de este ensayo fue evaluar si todas las
bacterias que permanecian adheridas a la superficie del tejido habian sido realmente
eliminadas por la accion fotodinamica. Los resultados mostraron que el tejido no contenia
ninguna bacteria viable, ya que no se registr6 ningin crecimiento tras 24-48 h de
incubacion (Figura 50). Este resultado nos permite concluir inequivocamente que el RB-
PAF 1% (o.w.f.) es capaz de reducir la concentracion bacteriana en mas de 6 unidades
logaritmicas lo que, en nuestras condiciones experimentales, supone una inactivacion

bacteriana del 100%.
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Figura 50. RB-PAF tras 24 h de cultivo. A) Control en la oscuridad. B) Irradiado a 67.5 mW/cm? durante 20 min.

Los resultados anteriores han demostrado que la concentracion de RB en el tejido es un
factor crucial para determinar su actividad bactericida fotodindmica y que existe un
estrecho margen de concentraciones activas. Asi, mientras que el RB-PAF 1 % (o.w.f.)
tiene una notable actividad antibacteriana, una reducciéon de so6lo la mitad de la
concentracion (0.5 % (o.w.f.)) produjo una pérdida completa de su actividad bacteriana.
Por otra parte, un aumento de aproximadamente 3 veces la concentracion activa redujo

notablemente la actividad antimicrobiana.

Los resultados de la actividad bactericida correlacionan adecuadamente con las
determinaciones de 'O, donde la cantidad de oxigeno singlete generado para RB-PAF
sigue el orden: 1.0 % > 3.0 % > 0.5 % (o.w.f.). Por lo tanto, la actividad antibacteriana
del RB-PAF podria atribuirse a su capacidad de generar 'O, [168]. Sin embargo, aunque
la falta de actividad mostrada por el RB-PAF 0.5 % puede atribuirse claramente al hecho
de que la cantidad de colorante en este tejido no es capaz de generar suficiente 'O, para
matar las bacterias, la muy baja actividad del RB-PAF 3 % no puede atribuirse
unicamente a la menor generacion de oxigeno singlete, ya que su valor esta relativamente

proximo al determinado para el RB-PAF 1 %.
Capacidad de los tejidos funcionalizados para adsorber bacterias

Como se ha comentado anteriormente, la pérdida de actividad bactericida en RB-PAF 3%
no puede entenderse claramente s6lo por la pequena disminucion de generacion de
oxigeno singlete observada para RB-PAF 3% al compararla con la de RB-PAF 1%. Por

lo tanto, deberia estar ocurriendo otro hecho y, por ello, se hipotetizd que las cantidades
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crecientes de RB en la superficie del tejido aumentarian su carga neta negativa debido al
caracter anidnico del colorante. Este hecho podria impedir que las bacterias, que poseen
una superficie cargada negativamente, se acercaran a la superficie del tejido. Para
demostrar esta hipotesis, se cuantificod el nimero de bacterias adsorbidas en RB-PAF
1.0% y 3.0%, en condiciones de oscuridad, utilizando una suspension bacteriana que
contenia 1x10° ufc/mL. Se utilizo esta baja concentracién bacteriana para obtener
mediciones mas precisas que las que se obtienen cuando las concentraciones son elevadas

y pueden producirse efectos de saturacion en la superficie del tejido.

La Figura 51 muestra el porcentaje de bacterias adsorbidas en RB-PAF 1% y 3% cuando
se exponen a la suspension bacteriana durante 1 y 2 horas en la oscuridad. Como era de
esperar, el RB-PAF 1% mostrd niveles mas altos de adsorcion de bacterias que los
exhibidos por el RB-PAF 3% en ambos tiempos de exposicion. Asi, tras 1 h de
tratamiento, el RB-PAF 1% fue capaz de adsorber el 86.6% de las bacterias contenidas
en la suspension, mientras que el RB-PAF 3% sdlo alcanz6 un valor medio de adsorcion
del 58.8%, estadisticamente inferior al primero (¢ = 16.13; P = 0.00008). Ademas, tras 2
h de exposicidn, la diferencia estadistica se hizo mayor a medida que el nivel de adsorcion
en RB-PAF 1% aumentaba hasta el 98.9%, pero el de RB-PAF 3% permanecia inalterado
(t=20.71; P =0.00003). El comportamiento de adsorcion de las bacterias en RB-PAF
3% seria compatible con un fenomeno de repulsion electrostatica mayor potenciado por
una mayor carga del colorante anionico. Este hecho es importante desde el punto de vista
de la pérdida de actividad fotodindmica, ya que el tiempo de vida del oxigeno singlete en
el agua es muy corto (3.45 us a 25 °C), [138] y es el contacto estrecho lo que facilita que
el oxigeno singlete inactive las bacterias. Por lo tanto, al aumentar la repulsion

electrostatica, la actividad fotodinamica deberia disminuir notablemente.
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Figura 51. Porcentaje de bacterias adsorbidas (media + desviacion estandar; n=3) en tejido de poliamida teriido al
1% (o.w.f.) y al 3% (0.w.f.) en condiciones de oscuridad. Los experimentos se realizaron utilizando una
concentracion de E. faecalis de Ix10° ufc/mL. Valores medios estadisticamente diferentes: *** (P < (0.0005) y ****
(P < 0.00005).

Teniendo en cuenta todos los resultados de este trabajo, la actividad bactericida puede
atribuirse a la capacidad de los RB-PAF de generar oxigeno singlete durante la
irradiacion. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la ocurrencia de
fotorreacciones RB-Tipo I, bajo determinadas condiciones, podria ser destacada y podrian
estar jugando un papel importante en alcanzar una actividad antibacteriana mas potente
[139,176]. Con esta evidencia, la implicacién de fotorreacciones Tipo I en nuestros

experimentos no deberia ser descartada.

Basandonos en el importante nivel de actividad antibacteriana obtenida, los RB-PAFs
podrian suponer un punto de partida en el desarrollo de una herramienta adecuada para la
desinfeccion de aguas residuales. El tejido de poliamida presenta diferentes ventajas,
como ser un material de bajo coste y altamente resistente al desgaste. Sin embargo, esa
opcidn solo serd viable si el espectro de actividad bactericida de los RB-PAF puede
ampliarse abarcando también a las bacterias Gram negativas, ya que los RB-PAF
resultaron inactivos frente a nuestra bacteria Gram negativa representativa (Escherichia
coli) cuando se realizaron experimentos en las mismas condiciones que las utilizadas
frente a E. faecalis (datos no mostrados). En este sentido, esta falta de actividad contra
las bacterias Gram negativas podria resolverse facilmente introduciendo en el tejido
funcionalidades catidnicas procedentes de materiales poliméricos o no poliméricos. Estos
productos antimicrobianos establecen sinergias con el fotosensibilizador, incrementando

drasticamente la actividad fotodindmica frente a bacterias Gram negativas [131,164].
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Siguiendo esta linea, se esta trabajando para optimizar las RB-PAF hasta conseguir una

nueva herramienta para la desinfeccion de aguas residuales.

Conclusiones
Se prepararon tejidos de poliamida tefiidos con el fotosensibilizador aniénico Rosa de
Bengala, a tres concentraciones diferentes de 0.5, 1 y 3 % (o.w.f.). Cuando se probaron
los tres tejidos de poliamida frente a bacterias Gram positivas (E. faecalis), s6lo el tejido
tefiido con un 1 % de RB (0.w.f.) alcanzd una alta capacidad de fotoinactivacion de E.
faecalis, registrando una fotoinactivacion de 6 unidades logaritmicas de reduccion en
ufc/mL bajo luz visible a 6.75 mW/cm2 en 15 min. Sin embargo, los tejidos con 0.5 y 3
% (0.w.f.) no mostraron una buena eficacia para la inactivacion bacteriana. Los estudios
fotofisicos y fotodindmicos con bacterias han determinado que la cantidad de
fotosensibilizador sobre el soporte desempefia un papel crucial en la inactivacion
bacteriana. Una cantidad menor de RB sobre el soporte no genera suficiente oxigeno
singlete, mientras que una cantidad mayor puede ser contraproducente al provocar la
agregacion del fotosensibilizador, lo que también conduce a una disminucion del oxigeno
singlete. En este ultimo caso, se produce un aumento apreciable de la carga negativa neta
del tejido debido al cardcter anidonico del RB que induce una mayor repulsion
electrostatica con las bacterias y contribuye a perjudicar la respuesta fotodindmica
antibacteriana del tejido. Este trabajo abre la oportunidad de disefiar y desarrollar tejidos
fotodinamicos mas eficientes para la desinfeccion del agua, en los que se controle mejor
el porcentaje de fotosensibilizador o se creen sinergias con otros elementos que reduzcan

la repulsion electrostética con las bacterias.
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CAPITULO IV

4.4 Sintesis, caracterizacion y evaluacion de la lana de vidrio con Rosa de Bengala

para la desinfeccion de aguas residuales urbanas

Introduccion

Este capitulo se centra en la desinfeccion fotocatalitica de aguas residuales urbanas,

utilizando aguas modelo con E. coli y E. faecalis como contaminantes.

Dentro de los procesos de oxidacion avanzada la fotocatalisis heterogénea, utilizando
fotosensibilizadores organicos anclados a su superficie, destaca por su uso en el
tratamiento de aguas. Los fotosensibilizadores al ser expuestos a una longitud de onda
especifica son capaces de producir especies reactivas de oxigeno, incluidos aniones
superéxido (O2™), radicales OH' y oxigeno singlete (102), especies citotoxicas para los
microorganismos que indirecta o directamente causan la apoptosis, y posteriormente su

muerte [177,178].

El uso de fotosensibilizadores como el RB en fase heterogénea, ha permitido mejorar el
uso de este fotosensibilizador para la inactivacion de bacterias y también mejorar la

separacion y su recuperacion del medio de reaccion [179].

En este capitulo se realizd el anclaje del RB sobre lana de vidrio (GW), para la
fotoinactivacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se sintetizo y caracterizd
el material y posteriormente se comprobd el anclaje covalente entre el agente de
acoplamiento de silano en la lana de vidrio y el RB, asi como la carga de RB sobre el
material, para finalmente ser evaluado frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas

a una concentracion inicial de 10°ufc/mL.

Este trabajo se llevd a cabo en colaboracion con el grupo de trabajo de la unidad de
tratamientos solares de agua en la Plataforma Solar de Almeria-CIEMAT (Tabernas,
Almeria, Espafia). Alli se realizaron los ensayos fotocataliticos y microbioldgicos para
evaluar la capacidad de diferentes fotocatalizadores en la desinfeccion de aguas residuales
de origen urbano entre ellos se encuentra la lana de vidrio con RB (GW-RB) en la cual

nos centraremos en este capitulo.
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Resultados y discusion

El nuevo fotocatalizador se obtuvo a partir de la lana de vidrio (GW) con Rosa de Bengala
(RB) como fotosensibilizador organico soportado en su superficie. La sintesis del
fotocatalizador (ver detalles en la seccion 3.2) se muestra en el esquema de la Figura 52.
El proceso para unir covalentemente el RB a la lana de vidrio se llevo a cabo en dos pasos,
primeramente, durante la sintesis se realizo la activacion de los grupos hidroxilo de la
lana de vidrio con HCL y NH4OH, para obtener asi la superficie de la lana hidroxilada;
posteriormente, fue derivatizada con APTES para cubrir la superficie de grupos aminos
libres, facilitando asi, consecutivamente, la union covalente del RB a la GW, utilizando
el EDC e imidazol como agentes de acoplamiento y dando lugar a la formacion de GW-

RB.

EDC hidroclorado

HO (0] 1-metilimidazol
APTES Rosa de Bengala
Durante una noche / 24 h
HO N, —0 DMSO

Tolueno
NH,OH

Figura 52. Sintesis del fotocatalizador heterogéneo GW-RB.
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Carga de RB en la GW

La caracterizacion de la carga de RB sobre GW (Figura 53) se llevo a cabo mediante
Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), mostrando
valores de 1.121 + 0.014 mg I/g. A partir de este valor se determind que la carga del RB
en GW es de 0.22 % (w/w) y, posteriormente, se calcul6 el porcentaje del area cubierta

por las moléculas de RB descrito a continuacion.

Figura 53. Lana de vidrio con RB anclado (GW-RB).

Para la determinacion del porcentaje del area cubierta por las moléculas de RB, primero
se determind la cantidad de RB sobre la superficie de la GW tomando en cuenta las
siguientes consideraciones; 1) asumiendo que es la GW es un cilindro y 2) un radio de 10

um de GW.

Para determinar el area del RB en la GW se calcul6 a partir de la carga calculada a partir
del ICP-MS del 2.2 x 10-g RB/g GW basandose en la cantidad de yodo tras la digestion
por microondas que equivale a un 0.22% (p/p) en la GW.

Asi, la masa de GW por g de GW-RB es (ecuacion 4):

0.22
Maw = 1= mpy = 1~ S50 = 09978 9 GW (g GW ~ RB)™?

Luego, para determinar el volumen de una fibra de GW (ecuacion 3 despejada), asumimos

que tiene la misma densidad que el SiO» comercial (dg;p, = 2.65 g cm™3):

o _ 09978
W™ 2.65 g/cm3

Vew = 0.3765 cm?® = 3.765 x10'! um?
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Para la GW-RB, primeramente, se calculo la altura y el area de la GW calculandolo con

las siguientes ecuaciones 36 y 37:

ho = Y 3765 x10* pm3
GW — o (r)? m (10pm)?

= 1.199x10° um Ecuacion 36

Agw = 2mr? + 2mrh = 27 (10)2 4 2m(10)(1.199x10%) = 7.532 x101° pm? Ecuacion 37

A continuacion, se puede determinar el numero de moléculas de RB por g de GW-RB

mediante la ecuacion 6:

1 mol 6.023 x 1023 moleculas

Moléculas de RB = 2.2 x 1073 g de RB (g GW — RB)™* x
ofecutas de gdeRB (g ) X 1017.64 g of RB™ T mol

Moléculas de RB = 1.30 x 10'® moléculas (g GW — RB)™!

Posteriormente, para obtener el area de las moléculas de RB se consideré que cada
molécula es de 8.92 x 107 um?. A continuacion, el 4rea de las moléculas de RB obtenidas

por g de GW-RB se estimaron a partir de la ecuacion 7.

Agg = 1.30 X 108 moléculas (g GW —RB)™! x8.92 X 107 um? molécula™?!

Finalmente, se obtiene el valor del area del RB, por lo tanto, el valor del area es:
Agg = 1.1 x10'2 nm? (g GW —RB)™!

Agp - 12 002 _ -1 10 ;72
Asio,-rB 1.1 x 10** nm* (g GW — RB)~" / 7.532 x10'° um

Los célculos obtenidos muestran que el area de las moléculas del RB sobre la superficie

de la GW es superior al area superficial de la GW calculada.

También se registrd el espectro de reflectancia UV-vis (Cary 500 de Agilent
Technologies) que comprueba la presencia del RB en la superficie de la GW (Figura 54),
esto comparando su espectro de adsorcién con el RB sin anclar teniendo un méaximo a

558 nm [180].
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Figura 54. F(R) vs longitud de onda de la GW-RB (verde) y RB (azul).

Microscopia electronica de barrido de emision de campo (HRFESEM).

La morfologia de la superficie de las muestras de GW con y sin RB se observaron
mediante SEM de alta resolucion utilizando un microscopio de barrido, para todas las

muestras se utilizo un disco de 1 cm diametro.

En la Figura 55 se puede observar que la GW comercial estd compuesta por fibras

homogéneas con una media de didmetro de ca. 20 pm.
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Figura 55. Imdagenes de HRFSEM de la GW sin RB.

Tras la derivatizacion y anclaje del RB a las fibras de GW se puede distinguir
visiblemente en la Figura 56, que una gran parte de la superficie de las fibras presenta
rugosidades que se deben haber generado por la aglomeracion de APTES sobre la
superficie de la lana de vidrio. Estas rugosidades se encontraban cubiertas por el RB.
Estas rugosidades deben de aumentar considerablemente la superficie de las fibras, lo
cual podria explicar por qué en los calculos de superficie de GW recubierta por RB

mostraban un exceso de RB para recubrir toda la lana de vidrio.
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Figura 56. Imdagenes de HRFSEM de la GW con RB anclado.

Espectroscopia de fluorescencia

La Figura 57 muestra los espectros de fluorescencia del RB en disolucion y la GW-RB
registrados en un rango de 520-800 nm. Se observo que la emision GW-RB en
comparacion con el RB en disolucion se desplaza hacia el rojo de 572 nm a 589 nm [180].
Este desplazamiento espectral hacia el rojo se debe principalmente al proceso de
reabsorcion, a medida que aumenta la concentracion de agregados, también aumenta su
capacidad para absorber la luz emitida [181]. Este efecto se ha observado tanto en RB
inmovilizado en un soporte y también en disoluciones de agua y en disolventes polares y
proéticos [150,182], asi como en otro tipo de colorantes como pironina B (PyB), la pironina

Y (PyY) o la rodamina B [183,184].
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Figura 57. Espectros de emision de fluorescencia de la GW-RB (verde) y el RB como control en homogéneo (azul) a
Abs= 0.7 at Aexe= 500 nm in H2O.

Desinfeccion fotocatalitica

Los ensayos de desinfeccion se llevaron a cabo en un simulador solar (ver seccion 3.6),
con el fotocatalizador de GW-RB (1 g/L) y, paralelamente, el control de GW-RB que se
evalud en oscuridad (Figura 58). Los resultados no mostraron ningun efecto sobre la
viabilidad de E. coli (Figura 58 A) ya que la concentracion inicial permaneci6 constante
alo largo del tiempo de tratamiento. Sin embargo, para E. faecalis (Figura 58 B) se obtuvo
una inactivacion significativa (10° ufc/mL en 120 min de tratamiento). La mayor
susceptibilidad de las bacterias Gram positivas a los fotosensibilizadores ha sido
ampliamente reportada en la literatura y se atribuye a la diferente estructura de su pared

celular.

Las bacterias Gram positivas son mas faciles de inactivar debido a que cuentan con una
alta porosidad en su membrana externa (para permitir transferencia de nutrientes,
glucopéptidos, polisacaridos y también fotosensibilizadores), ya que tienen una capa
gruesa de peptidoglicano y no tienen una membrana lipidica externa [185]. Mientras que,
en las bacterias Gram negativas, tienen una ligera capa de peptidoglicano y tienen una

membrana lipidica externa, lo que hace que la transferencia de moléculas de bajo peso
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molecular se produzca a través de canales especificos (porinas), limitando asi, la

internalizacion de los fotosensibilizadores [186].

Ademas, la alta carga superficial negativa con la que cuentan las bacterias Gram
negativas, se debe a la capa de lipopolisacaridos que limita o impide la adsorcion de
colorantes anionicos [187,188] como el RB, lo que explica perfectamente los resultados
obtenidos en este estudio. Por otro lado, los resultados mostraron que la carga del
catalizador es un factor clave en el comportamiento de inactivacion de E. faecalis. Por lo
que, es posible concluir que las fuerzas de atraccion/repulsion entre E. faecalis y los
fotocatalizadores, pueden ser responsables de la diferente inactivacion observada en
oscuridad, siendo que a mayor concentracion de RB sobre el fotocatalizador se esté
generando una mayor fuerza de atraccion/ repulsion con E. faecalis y asi provocando la
inactivacion de la bacteria. Sin embargo, este aspecto especifico no es el objetivo de este
estudio, y se necesitan otras investigaciones en el futuro para aclarar este
comportamiento. Para E. coli, el fotocatalizador de GW-RB no mejord la cinética de
inactivacion en comparacion con solo el efecto de la radiacion solar (Figura 58 A),
logrando los mismos valores de reduccién de 5 unidades logaritmicas (10° ufc/mL) en 90
min. Por el contrario, la cinética de inactivacion de E. faecalis mejord significativamente
en comparacién con solo el efecto de la radiacion solar (10° ufc/mL en 60 min) (Figura
58 B). El orden de reactividad de inactivacion tanto en la GW-RB irradiada como en el
control en oscuridad concuerdan con trabajos reportados en la literatura basandose en la
carga de RB inmovilizado. Por ejemplo Cooper et al., [189], reportd el uso de bajas
concentraciones de RB (a 0.1 y 1 mg/L) en agua desionizada a pH 7, obteniendo una
inactivacion total de E. coli de 10° a 10* ufc/mL de concentracion inicial en 60 min.
Nakonechny ef al., [190] estudiaron la actividad antibacteriana del RB homogéneo y el
RB inmovilizado a una concentracion de 50 mg/L en ambos casos, frente a S. aureus a
10° ufc/mL de concentracion inicial, obteniendo la inactivacion total de bacterias en 1

min para el RB en homogéneo y 10 min para el RB inmovilizado.

La rapida inactivacion de E. faecalis en comparacion con E. coli en presencia del RB se
ha reportado desde finales de los afios 80 por Dahl et al., [191] donde reportaron una
cinética de inactivacion un 200% maés rdpida para bacterias Gram positivas
(Streptococcus salivarius, S. faecalis, S. aureus) en comparacion con una bacteria Gram

negativa (Salmonella typhimurium) mediante RB irradiada. Recientemente, Gurianov et
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al., [192] demostraron una mayor actividad antibacteriana de RB inmovilizado en silice

usando luz blanca visible, contra S. aureus en comparacioén con E. coli.
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Figura 58. Perfiles de inactivacion de E. coli (4) y E. faecalis (B) con GW-RB como fotocatalizador bajo irradiacion
v controles en oscuridad con Rosa de Bengala (1 g/L).

Estudios fotodinamicos

A partir de los estudios fotofisicos se obtuvieron los espectros de absorcion transitoria en
el rango de 300-800 nm a una longitud de onda de excitacion de 532 nm sobre la GW-
RB (Figura 59), registrado a diferentes tiempos después del pulso del laser. Los espectros
de absorcion de la GW-RB muestran la formacion de *RB? (Amax ca. 625 nm) [134,193].
También se midi6 la formacion de tripletes de RB en la GW bajo atmosfera de nitrégeno
y aire, comprobando que la formacion de tripletes no se ve afectada. La desactivacion de
los espectros de absorcion registrada a 620 nm mostr6 un tiempo de vida de
aproximadamente 55.62 +£0.47 us. Con ello parece claro que el tiempo de vida del RB es
muy largo, por lo que serd capaz de generar oxigeno singlete, especie activa que sera la

especie responsable mayoritariamente de la desactivacion de las bacterias.
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Figura 59. A) Espectros de absorcion transitoria de GW-RB obtenidos a diferentes tiempos después del pulso del
laser a Jexe= 532 nm en sélido bajo atmosfera de aire. B) Sefial corresponde a la desactivacién del RB* registrada a
620 nm.

Conclusiones
Se ha sintetizado un nuevo fotocatalizador mediante la unién covalente de RB a la GW.
Su caracterizacion se efectué mediante reflectancia difusa, ICP-MS y microscopia
electrénica de barrido de emision de campo y determinando también sus propiedades
fotofisicas por espectroscopia de fluorescencia y pruebas de fotdlisis de destello laser.
Asi se pudo determinar la carga de RB en la lana de vidrio y observar que las propiedades
fotofisicas de RB soportado eran bastante similares a las descritas en homogéneo. Se
detect6 el estado excitado triplete con un tiempo de vida largo a partir del cual se debe
generar el oxigeno singlete que debe ser la especie oxidante responsable de la
desactivacion de bacterias, aunque no se puede descartar la participacion de reacciones
de transferencia electronica. Asi, con la GW con RB cargada al 0.22 % (w/w) se
realizaron estudios preliminares sobre la desinfeccion de aguas con RB anclado a la GW,
observando una inactivacion significativa particularmente sobre la bacteria Gram positiva
E. faecalis, teniendo asi, una prometedora aplicacion en los procesos de desinfeccion de

aguas.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Esta tesis doctoral ha estado enfocada en demostrar que fotocatalizadores heterogéneos
con colorantes orgénicos como el rosa bengala RB pueden ser aplicados en la
desinfeccion y descontaminacién de aguas. El objetivo principal de esta tesis se ha
cumplido, el RB es capaz de fotodegradar contaminantes cuando esta soportado y ademas
presenta una estabilidad mayor que en disolucidn. Se ha visto que el RB puede servir para
desinfeccion de aguas con bacterias Gram positivas. También se ha demostrado que el
RB unido tanto covalentemente como idnicamente tiene una buena actividad
fotocatalitica tanto para desinfeccién como para fotodegradacion. Los estudios fotofisicos
del RB en los diferentes soportes han demostrado que se genera el triplete del RB y tiene
tiempos de vida largos, lo cual indica que en todos los soportes estudiados e
independientemente del tipo de unidon que se use, es capaz de generar oxigeno singlete y
de desencadenar reacciones de transferencia electronica. Las reacciones de transferencia
electronica parecen ser los procesos mds favorables para fotodegradacion de
contaminantes en agua y la formacion de oxigeno singlete, el mecanismo mayoritario para
desinfeccion. También se ha visto que, si la carga de RB en el soporte es muy alta, como

se vio en la tela, el RB puede perder eficiencia por autodesactivacion.
Las conclusiones de cada capitulo fueron las siguientes:

e Capitulo I. Fotorreactividad de nuevos fotocatalizadores heterogéneos de Rosa de
Bengala-SiO» con y sin nucleo de magnetita para la degradacion de farmacos y la
desinfeccion de aguas:

Se han preparado nuevos fotocatalizadores heterogéneos nanoestructurados que
incorporan en su superficie RB. El RB fue anclado covalentemente a la superficie
de nanoparticulas de SiO», y nanoparticulas de SiO> que incorporan un ntcleo de
magnetita, respectivamente. Ambos han demostrado ser eficientes en la
fotodegradacion de ACF, DCF y OFX bajo irradiacion con luz visible, con mayor
eficacia en el caso del DCF. Curiosamente, las propiedades fotofisicas del RB
permanecen inalteradas, aunque la fotoestabilidad del RB anclado a los materiales
heterogéneos es mayor que en medios homogéneos. La presencia del nucleo de
magnetita en el fotocatalizador heterogéneo facilita su recuperacion del medio y

aumenta la concentracion de RB en la superficie, sin modificar las propiedades
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fotofisicas del fotocatalizador heterogéneo con RB. Estos nuevos
fotocatalizadores también muestran una gran eficacia en la fotoinactivacion de
bacterias Gram positivas. El analisis de todas las constantes que intervienen en las
degradaciones fotosensibilizadas de ACF, DCF y OFX ha evidenciado que los
procesos de transferencia electronica desde los tres farmacos al RB en
disoluciones homogéneas y como fotocatalizador heterogéneo, son el paso inicial
de sus oxidaciones. Ademas, en el caso de OFX la asociacion inicial a RB juega

un papel significativo.

Capitulo II. Sintesis y caracterizacion de microparticulas Fe3O4@SiO2-RB para la

degradacion de farmacos en aguas:

Se obtuvieron dos fotocatalizadores heterogéneos (SiO2-RB y Fe2O4@Si102-RB)
de tamafio micrométrico que tenian anclado covalentemente el Rosa de Bengala.
Mediante técnicas de microscopia electronica se determiné su tamano, morfologia
esférica, y se comprobo la existencia del nticleo de magnetita. Por espectroscopia
de absorcion se pudo demostrar la presencia del RB en la superficie del material
para las microparticulas de Si0,-RB; sin embargo, se tuvo que recurrir a ICP para
cuantificar el RB que tenian las microparticulas SiO2-RB y Fe2O4@Si02-RB. Solo
las microparticulas de Si02-RB demostraron su eficiencia para degradar el DCF y
este fue mejor que el obtenido en los soportes nanométricos. El hecho de conseguir
un mejor recubrimiento de RB en el material micrométrico que en el nanométrico
produjo una mayor adsorcion del contaminante que conducia a una
fotodegradacion mas rapida. Este ultimo hecho indirectamente demostraba que el
proceso de transferencia electronica entre el contaminante y el RB debia ser el

mecanismo de fotodegradacion predominante.

Por otra parte, se vio que un campo magnético micrométrico puede afectar a las

propiedades de colorantes cuando éstos estan en la superficie de soportes de silice.
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Capitulo III. Evaluacion del porcentaje optimo de Rosa de Bengala en tejidos de

Poliamida para la fotoinactivacion de bacterias Gram positivas con luz visible:

Se prepararon tejidos de poliamida tefiidos con el fotosensibilizador anidnico Rosa
de Bengala, a tres concentraciones diferentes de 0.5, 1 y 3 % (o.w.f.). Cuando se
probaron los tres tejidos de poliamida frente a bacterias Gram positivas (E.
faecalis), so6lo el tejido tefiido con un 1 % de RB (o.w.f.) alcanzé una alta
capacidad de fotoinactivacion de E. faecalis, registrando una fotoinactivacion de
6 logio unidades de reduccion en ufc/mL bajo luz visible a 6.75 mW/cm? en 15
min. Sin embargo, los tejidos con 0.5 y 3 % (o.w.f.) no mostraron una buena
eficacia para la inactivacion bacteriana. Los estudios fotofisicos y fotodindmicos
con bacterias han determinado que la cantidad de fotosensibilizador sobre el
soporte desempefia un papel crucial en la inactivacion bacteriana. Una cantidad
menor de RB sobre el soporte no genera suficiente oxigeno singlete, mientras que
una cantidad mayor puede ser contraproducente al provocar la agregacion del
fotosensibilizador, lo que también conduce a una disminucion del oxigeno
singlete. En este ultimo caso, se produce un aumento apreciable de la carga
negativa neta del tejido debido al caracter anionico del RB que induce una mayor
repulsion electrostatica con las bacterias y contribuye a perjudicar la respuesta
fotodinamica antibacteriana del tejido. Este trabajo abre la oportunidad de disenar
y desarrollar tejidos fotodinamicos mas eficientes para la desinfeccion del agua,
en los que se controle mejor el porcentaje de fotosensibilizador o se creen
sinergias con otros elementos que reduzcan la repulsion electrostatica con las

bacterias.

Capitulo IV. Sintesis, caracterizacion y evaluacion de la lana de vidrio con Rosa
de Bengala para la desinfeccion de aguas residuales urbanas:

Se ha sintetizado un nuevo fotocatalizador mediante la unién covalente de RB a
la GW. Su caracterizacion se efectu6 mediante reflectancia difusa, ICP-MS y
microscopia electronica de barrido de emision de campo y determinando también
sus propiedades fotofisicas por espectroscopia de fluorescencia y pruebas de
fotdlisis de destello laser. Asi se pudo determinar la carga de RB en la lana de
vidrio y observar que las propiedades fotofisicas de RB soportado eran bastante

similares a las descritas en homogéneo. Se detectd el estado excitado triplete con
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un tiempo de vida largo a partir del cual se debe generar el oxigeno singlete que
debe ser la especie oxidante responsable de la desactivacion de bacterias, aunque
no se puede descartar la participacion de reacciones de transferencia electronica.
Asi, con la GW con RB cargada al 0.22 % (w/w) se realizaron estudios
preliminares sobre la desinfeccion de aguas con RB anclado a la GW, observando
una inactivacidon particularmente sobre la bacteria Gram positiva E. faecalis,
teniendo asi, una prometedora aplicacion en los procesos de desinfeccion de

aguas.
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