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Resumen

Mediante un estudio cinético y mecanistico sistematico se investigoé la
fotodegradacién de pesticidas lacténicos (Abamectin (ABA)), pestidicas fendlicos
(Boromoxynil (BXN) y Diclorofen DCP)) y pesticidas de la familia del bencimidazol
(Carbendazim (CBZ)) en un marco de métodos sustentables, desde el punto de vista
medioambiental, para la eliminacién de contaminantes de aguas superficiales.

E! trabajo se raliz6 empleando fotoirradiacién directa (luz UV de 254 nm) y en
presencia de Riboflavina (Rf), un fotosensibilizador que absorbe en la regidn visible del
espectro, y que se encuentra normalmente presente en aguas naturales. En el
segundo caso la irradiacion se efectud con luz visible (longitud de onda mayor que 400
nm), regién en la cual los pesticidas estudiados son transparentes.En condiciones
aerdbicas, se observa una relativamente eficiente fotodegradabilidad de los pesticidas
fendlicos y derivados de bencimidazol, empleando Rf como fotosensibilizador. En
estos casos el mecanismo de fotooxidaciéon es complejo € incluye la participacion de
varias especies reactivas de oxigeno.

Los resultados generales indican que la fotodegradacién natural, empleando
luz visible y fotosensibilizacidén, constituye una posible via degradativa para BXN, DCP
y CBZ. ABA es degradable unicamente por fotoirradaicion directa, con buen valor
rendimiento cuantico, en este aspecto similar al que exhiben BXN y DCP.

Abstract

Within the context of environmentally friendly methods for the elimination of
surface-water pollutants, the photodegradation of lactonic pesticides (Abamectin
(ABA)), phenolic pesticides (Bromoxynil (BXN) and Dichlorophen (DCP)) and
benzimidazole-like pesticides (Carbendazim (CBZ)), under artificial and simulated
natural conditions has been studied, through a systematic kinetic and mechanistic
study.

The work was done employing direct photoirradiation (254 nm—ultraviolet light)
and in the presence of the visible-light absorber photosensitizer Riboflavin (Rf), usually
present in trace quantities in natural waters, employing in this case visible light
irradiation, in a wavelength range in which the pesticides are transparent. Under
aerobic conditions, a relatively efficient photooxidation of phenolic and benzimidazole
pesticides was observed employing Rf as a photosensitizer. In these cases an intricate
photochemical mechanism operates, which involves pesticide and oxygen
consumption and, to a lesser extent, Rf degradation. The study supports the
involvement of several reactive oxygen species.

Overall results indicate that the photosensitization by natural pigments could be
considered as a possible pathway for the environmental CBZ, BXN and DCP
degradation. ABA is only degradable by direct-photoirradiation, with relatively high
quantum yield values, in similitude to BXN and DCP.

e ]
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1- INTRODUCCION
1.1- MOTIVACION E INTERES DEL TRABAJO

El continuo incremento en las areas dedicadas a produccidén agricola,
acompariado por el empleo masivo de agroquimicos anti-maleza, como asimismo la
proteccion de los cultivos y granos almacenados frente a la agresién de insectos de
todo tipo, ha convertido el problema de la contaminacién ambiental por pesticidas en

un tema de interés universal.’

Es ampliamente conocido el hecho de que la mayoria de los cursos y depésitos
de aguas naturales se encuentran contaminados, con diferente grado de compromiso,
por agroquimicos. Los mismos confieren a las aguas sabores y olores particulares y en

muchos casos un elevado nivel de toxicidad.?

Sobre la base de que los contaminantes, en nuestro caso de interés derivados
de fenoles, lactonas y pesticidas N-heteroaromaticos, se acumulan en aguas que
constituyen potenciales fuentes de provisién para el consumo, la relevancia del
problema queda claramente de manifiesto si se consideran los factores de toxicidad

asociados con la presencia de dichos contaminantes.>®

Varios fenoles estdn siendo estudiados por sus posibles efectos como
disruptores endocrinos, asociados a desarrollos sexuales anormales, comprobados en
mamiferos y peces.® Estos compuestos, ademas de los arrastres pluviales de las
zonas agricolas aparecen también en la naturaleza portados por las aguas de desecho
industriales, ya que algunos son ampliamente usados en la produccion de plasticos de
policarbonato y son componentes mayoritarios en las resinas epoxi.” El problema
aparece en su real dimensioén cuando se conoce la enorme cantidad de productos que

son fabricados empleando estos polimeros.

Los derivados lactonicos, profusamente empleados especialmente como
acaricidas, son téxicos para seres vivos y su eliminacion del medioambiente es un

tema que aun no ha sido convenientemente investigado.'®

Por su parte, con referencia a los pesticidas N-heteroaromaticos, de difundido
uso, contienen en su formulacién compuestos con estructuras moleculares de anillos
de 5-6 miembros, uno de los cuales suele ser un nitrégeno. Este tipo de compuestos

es reconocido por su alta toxicidad en mamiferos, peces y aves.®

La luz natural, mas alla de la voluntad humana, puede producir distintos tipos

de transformaciones sobre estos contaminantes.® En este contexto, y dado que la

Juan Pablo Escalada Pagina 7



mayoria de los pesticidas comerciales son incoloros y por ello incapaces de absorber
significativamente la radiacion luminica natural solar que llega a la superficie de la
tierra, nos hemos interesado particularmente en procesos fotosensibilizados en los
que una sustancia natural o accidentalmente presente en el medio (fotosensibilizador)
es la responsable de la absorciéon primaria de la luz solar. A partir de ese hecho
pueden desencadenarse una serie de procesos fotoquimicos y fotofisicos que
eventualmente terminen con la degradacion del contaminante. Estos
fotosensibilizadores naturales pueden encontrarse en el medio contaminado a niveles
de impurezas, pero dado que en general poseen elevados valores de coeficiente de
absorcion molar en la regién espectral del visible, son capaces de absorber Ia

fotorradiacién y eventualmente generar estados excitados reactivos.

1.2- OBJETIVOS DEL TRABAJO DE TESIS

Por lo expuesto, la informacién sobre cualquier forma de degradacion de estas
familias de contaminantes cobra especial relevancia y su conocimiento acabado puede
aportar datos de sumo interés. Son particularmente interesantes aquellas vias
degradativas que puedan ocurrir mas alla de la voluntad del ser humano, como el caso
de las degradaciones fotoquimicas promovidas por luz natural. Cualquier forma de
control que se pueda ejercer sobre ellas puede contribuir a disminuir y minimizar los

potenciales peligros representados por la presencia de tan difundidos contaminantes.

Los dos objetivos generales centrales son:

1. Conocer y elucidar las potenciales fototransformaciones que puede
sufrir un dado contaminante bajo condiciones luminicas

medioambientales y artificiales.

2. Avanzar hacia la posibilidad de hacer controlable o “sintonizable” la
fotodegradabilidad de un dado contaminante, lo que, en otras palabras
es equivalente a una forma de control del tiempo de residencia del
contaminante en |la naturaleza, antes de ser degradado

fotoquimicamente.

P e e e
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Objetivos especificos e hipotesis del trabajo

En este trabajo de tesis nos hemos interesado en el estudio de la degradacién,
fotopromovida por luz medioambiental y por luz artificial, de contaminantes con
diferentes estructuras hoy presentes en altas proporciones en aguas naturales.'®"’
Nos referimos a los contaminantes fenodlicos, aqui representados por los biocidas de
profuso empleo Bromoxinil (BXN, herbicida®) y Diclorofen (DCF, alguicida, funguicida,
bactericida®), contaminantes N-heteroaromaticos, representado por Carbendazim
(CBZ, funguicida®). y contaminantes lacténicos, representados por Abamectin (ABA,
acaricida®). Los cuatro biocidas son de profuso empleo en medios agricolas del mundo
entero.® Las respectivas formulas estructurales se dan a continuacion, en el Esquema

1.1.

CN oy, OH
C
Br Br
OH Cl Cl
Bromoxinil (BXN) Diclorofen (DCF)

MeO Me

Avermectin Bj; R=E H 7 Me
Avermectin Byp: R = Me HO H
Carbendazim (CBZ) Abamectin (ABA)

Esquema 1.1: estructura de los pesticidas cuya fotodegradacion se estudié en este trabajo de
tesis doctoral.
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El espectro de absorcion de los contaminantes ambientales estudiados se
extiende escasamente hasta los 300 nm, de manera que estos sustratos, como ya se
ha dicho, son practicamente transparentes a la luz solar que alcanza la superficie
terrestre. La fotolisis directa, generada por iluminacién artificial, es entonces una
primera via para la evaluacion de la fotodegradabilidad de un contaminante. Esta
posibilidad puede ser de utilidad en caso de contarse con depésitos de aguas
contaminadas sobre las que se desea realizar un tratamiento fotoquimico para intentar

algun grado de purificacion.

Por otro lado, en las aguas naturales, y muy especialmente en medios
contaminados, existen sustancias coloreadas, naturales del entorno o artificialmente
incorporadas al medio, que aun en bajisimas concentraciones son capaces de
absorber la luz solar, y generar el proceso que en fotoquimica se conoce como
reaccion fotosensibilizada. Este proceso se detallard mas adelante, aunque
brevemente descripto consiste en la absorcién de luz por la sustancia coloreada,
generacién de estados electronicamente excitados que resultaran especies transitorias
reactivas por si mismas o produciran, por interaccién con oxigeno disuelto, por caso,
especies oxigenadas reactivas. Si la reaccién fotosensibilizada opera efectivamente, el
resultado sera la modificacién quimica del sustrato, en nuestro caso representado por

el contaminante.

A través de reacciones fotosensibilizadas, y en el marco general expuesto en el
punto anterior, mediante un estudio cinético, mecanistico y cuando sea posible de
relaciones estructura-reactividad, se intentara obtener la informacion que satisface los
objetivos especificos de este proyecto. Estos objetivos, referidos a las familias de

contaminantes fenolicos, lacténicos y N-heteroaromaticos son:

e Conocimiento del grado de fotodegradabilidad del polutante y de la
eficiencia del proceso bajo condiciones generales de iluminacion

artificial y medioambiental.

e Conocimiento de las condiciones experimentales a que debe ser
sometido un contaminante bajo luz ambiental y/o artificial para ser

degradado con la mayor eficiencia (este punto en el contexto de

e —————————
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eliminaciones programadas de contenedores de sistemas acuaticos

contaminados)

+ Conocimiento de las eventuales transformaciones quimicas a introducir
en un potencial contaminante para hacer controlable en el tiempo su
permanencia en la naturaleza, evitando asi su acumulacién en aguas

naturales y/o su paso a niveles acuaticos subterraneos.
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2- ANTECEDENTES

Existen diversas tecnologias para la destruccién de plaguicidas, que van desde
tratamientos fisicos como la adsorcién y filtros percoladores, hasta tratamientos
bioldégicos y procesos avanzados de oxidacion. A continuacion comentaremos
brevemente algunas de las mas estudiadas, poniendo especial énfasis en los

tratamientos no-fotoquimicos.

Las operaciones de tratamiento terciario, actualmente implantadas en las
depuradoras, como ésmosis inversa o adsorcién con carbén activado (procesos que
obtienen una fraccién diluida y otra muy concentrada en el contaminante, aunque no lo
degradan), muy a menudo, parecen no ser suficientemente eficaces para conseguir
aguas con un minimo contenido en los contaminantes mas persistentes (plaguicidas,

fenoles, disolventes, etc.).*"

Se han realizado varios estudios con resultados favorables sobre la
degradacion de algunos plaguicidas utilizando tecnologias no fotocataliticas. Por
ejemplo, los piretroides como el Permetrin se degradan hasta en un 65% mediante
procesos de ozondlisis." Los plaguicidas triazinicos como atrazina, simazina y
promazina han sido degradados utilizando ozono en ausencia de luz y mediante la
combinacién Os/H,O, aumentando, por este ultimo proceso, la velocidad de la
reaccién.'® Algunos plaguicidas carbamicos han sido transformados en derivados de
menor toxicidad en presencia de peréxido de hidrégeno y complejos de Fe(lll),"
mediante la aplicacién de radiacién UV en presencia de oxigeno'’ y peréxido de

hidrégeno.'® Muchos otros plaguicidas de diversas estructuras han sido degradados

y

mediante procesos de oxidacién avanzada como irradiacién directa con luz solar'®?°

ozono/Fe (11).2’

A pesar de sus ventajas, esas tecnologias de tratamiento también presentan
algunos inconvenientes que es preciso puntualizar. El empleo de |amparas
fluorescentes de luz ultravioleta para llevar a cabo la irradiacién puede aumentar los
costos de operacién hasta mas de tres veces por arriba del costo de operacién del
proceso utilizando radiacién solar.?’ La aplicacién de tecnologias que utilizan solo
agentes oxidantes como el ozono o el peréxido de hidroégeno no es lo suficientemente
eficiente para la eliminacién de los residuos de plaguicidas.”® Puesto que el potencial
de oxidacion de éstos es menor que el de su combinacion con radiacion UV, a menudo
no son capaces de llevar a cabo la mineralizacion completa de los contaminantes, y

generan residuos que podrian presentar complicaciones ambientales adicionales como

e —

Juan Pablo Escalada Pagina 12



alta toxicidad, persistencia, bioacumulacion o biomagnificacion. Otra de las alternativas
de tratamiento que ha sido analizada para |la degradacién de estos contaminantes es
la aplicacién de la biotecnologia.** La aplicacién de cepas puras y consorcios
microbianos a la degradacién de plaguicidas ha sido llevada a cabo para una amplia
variedad de sustratos. Plaguicidas clorados como toxafeno, aldrin, dieldrin, heptacloro
y epoxido de heptacloro, 24-D y DDT, entre otros han sido degradados
aceptablemente utilizando procesos biolégicos. En algunos casos, los porcentajes de
degradacion obtenidos aplicando este tipo de procesos biolégicos son de hasta 97% o

mineralizacion de hasta 79%.25%°

A pesar de los resultados alentadores, esta
tecnologia presenta inconvenientes como largos tiempos de procesos (alrededor de
200 horas en los ejemplos anteriores) y la necesidad de etapas prolongadas de
adaptacién del sistema al ambiente téxico provocado por el contaminante. El primer
factor es un inconveniente relativamente menor, puesto que dichos tiempos son
comparables a los tiempos de aplicacién de procesos biolégicos a la degradacién de
otros contaminantes menos recalcitrantes que los plaguicidas. El segundo factor, sin
embargo, es un serio inconveniente, puesto que involucra largos periodos de
adaptacién del microorganismo a las condiciones adversas que genera la presencia
del contaminante. Ademas, restringe el sistema de tratamiento a los contaminantes

para los cuales se ha llevado a cabo la adaptacion de la cepa.

Como puede verse, los esfuerzos que se realizan en pos de la depuracién de
efluentes y aguas naturales contaminadas con pesticidas incluyen un espectro variado
de técnicas y tecnologias. La via fotoquimica, segun nuestra opinién, tiene aun
potencialidad en esta area. Los esfuerzos deben canalizarse hacia el estudio de
familias de compuestos con caracteristicas quimicas-estructurales similares con el fin
de establecer un posible patrén de labilidad de dichas familias ante fotoprocesos
directos o especies reactivas fotogeneradas por irradiacion indirecta. Seran estos los

temas que nos ocupen en lo que sigue de este trabajo de tesis.

R e e LS e e — eSS
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3- FUNDAMENTOS TEORICOS

La intencion de esta seccion es la de dar una breve y resumida descripcion de
los fundamentos fotoquimicos generales y estrategias de trabajo empleadas durante el

desarrolio del trabajo.

3.1.- CONCEPTOS BASICOS EN FOTOQUIMICA MOLECULAR

La fotoquimica ambiental en el nivel fundamental es controlada por |la absorcién

de fotones de luz solar.

Esto se debe a que existen en la naturaieza moléculas capaces de absorber la
radiaciéon solar que alcanza la superficie de la Tierra (longitudes de onda mayores a
300 nm).*® Tales moléculas contienen grupos funcionales o fracciones caracteristicas
(croméforos) que realizan transiciones n-n* o n-n* segun se trate de compuestos
aromaticos sin o con funciones heteroaromaticas, polienos conjugados y grupos
carbonilo. La mayoria de los compuestos alifaticos, alquenos y dienos no son activos

ya que absorben a longitudes de onda inferiores a |la antes mencionada.

La intensidad de absorcidon de una molécula se cuantifica en términos de sus

coeficientes de absorcién (g;) definidos por:

Absorbancia (A) =log lo/ It =g, c/ (3.1)

Dénde: lo es la intensidad de un haz de luz monocromatico incidiendo sobre una
muestra conteniendo la molécula de interés (a una concentracién c), It es la intensidad
de luz transmitida por la muestra y | es el camino éptico. Los coeficientes de extinciéon
del orden de 10-1000 dm® mol™ cm™ se observan para las transiciones n-n* pero se
observan valores mas grandes (1000-100000+) para las transiciones n-n*%" La
mayoria de las transiciones de absorcién se originan desde las moléculas que tienen
un estado singlete como su estado de energia mas bajo (estado fundamental). Esto se
debe a que las moléculas tienen sus electrones apareados, es decir que todo nivel de
energia ocupado en la molécula contiene dos electrones (con spines opuestos) tal que
el spin total es cero. La excepcioén a esta observacién general es el oxigeno molecular
que tiene un estado fundamental triplete. Cuando dos de los orbitales atémicos se

combinan para formar orbitales moleculares y los orbitales moleculares estan llenos

-  _ ]
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con electrones (Figura 3.1), se encuentra que hay dos orbitales moleculares

degenerados (es decir de la misma energia) disponibles para los dos Ultimos
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Figura 3.1: Estado fundamental del oxigeno molecular.*

2p;

Los tres estados spin posibles (+1, 0, -1) y el estado fundamental es asi un

estado triplete (el término espectral (°T’,) significa (***'2;) donde 2S+1= 3 implica

S=1, que a su vez requiere una unica combinacion de los spines de cada atomo, que

es la del dibujo)

El interés de la fotoquimica comienza con el estado excitado formado por

interaccion del estado molecular fundamental con un fotén. La ley de Grottus-Draper

]
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afirma que sélo la radiacién absorbida por una molécula puede producir cambios
fotoquimicos® y la ley de Stark-Einstein indica que cada fotén absorbido producira un
estado excitado. Como la mayoria de las moléculas tiene un estado fundamental
singlete (S,), el estado excitado producido inicialmente es usualmente un estado
singlete. La absorcién de luz para formar un estado spin excitado (ej. un estado
triplete) diferente al formado del estado fundamental esta formalmente prohibido pero
se puede observar en presencia de una perturbacién tal como oxigeno molecular a

presién alta® o de un atomo pesado tal como xenén, bromo o yodo.*

Cualquier molécula tiene un numero de bandas de absorcion en el UV-visible
que corresponden a las transiciones desde el estado fundamental S, a los estados
excitados S,, S,, S; etc. Estas bandas se encuentran a longitudes de onda mas cortas
dependiendo del estado excitado al que se llega. Sin embargo, se encuentra
usualmente que los estados excitados mas altos S;, S; etc., rapidamente decaen por
una transicién no radiativa (conversién interna) para producir el estado excitado S,.
Hay unas pocas excepciones a esta regla general como el azuleno® y algunas

tioacetonas® donde se observa el estado S; pero estos ejemplos son bastante raros.

La superficie de energia potencial

La comprensién de los mecanismos fotoquimicos requiere el conocimiento del
campo de fuerza que controla la evolucién de la geometria molecular tanto en el
estado electrénicamente excitado como en el estado electrénico fundamental. Desde
el punto de vista de la guimica tedrica, este campo de fuerzas se expresa, de forma
general, en términos de superficies de energia potencial del estado excitado y del
estado fundamental. Dicho de otra manera, la forma en que la energia de un sistema
molecular varia al modificar su estructura, para un estado electrénico determinado,
viene especificada por su superficie de energia potencial®® (PES, potential energy
surface). Una molécula formada por N atomos, después de aplicar la aproximacion de
Born-Oppenheimer® posee 3N-6 grados de libertad, o 3N-5 en el caso de una
molécula lineal. Las otras seis (o0 cinco) coordenadas del conjunto original de 3N
coordenadas representan el movimiento de translaciéon del centro de masas del
sistema y la rotacién alrededor de los ejes espaciales. La energia electrénica de la
molécula en funcién de las coordenadas independientes del sistema da lugar a una
hipersuperficie (superficie en 3N-6(5) dimensiones). De este modo, una superficie de

energia potencial constituye una representacién matematica que relaciona la
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estructura molecular con la energia resultante, y ya que puede ser visualizada,
proporciona un método especialmente util para el tratamiento de muchos problemas

de interés quimico.

En la Figura 3.2 se muestra una descripcién esquematica del curso que puede
seguir una reaccion fotoquimica a través de diferentes superficies de energia
potencial. Tras la absorcién de radiacién, el sistema es promovido a un estado
excitado, R*. El proceso R*— P* que se muestra en la parte derecha del esquema
constituye un camino de reaccién adiabatico. Un tipico camino de reaccién no
adiabatico vendria dado por |la secuencia R + hv —» R*— P que se muestra en la parte
izquierda del esquema, en el cual, parte de la reaccién fotoquimica tiene lugar a través
de la superficie de energia potencial del estado excitado. Posteriormente, tiene lugar
un proceso no radiativo hacia la superficie de energia potencial del estado
fundamental a través de un embudo o un cruce entre superficies, para continuar a
través de la superficie de energia potencial del estado fundamental. Estos procesos
fotoquimicos tendran lugar en competicién con un proceso fotofisico, R + hv—» R*—» R
+ hv que se muestra en la parte central del esquema, que regenera el reactivo de
partida. Este tipo de procesos contribuyen a la disminucién del rendimiento cuantico de

la reaccién. Con esta informacién inicial se puede realizar una serie de reflexiones:

e La absorcién y emision de radiacién tiene lugar en las geometrias
correspondientes a los minimos de energia en las superficies del estado

fundamental y del estado excitado.

o La localizacién y magnitud de las barreras energéticas, los maximos
que se muestran en la Figura 3.2, en las superficies del estado
fundamental y del estado excitado, controlaran el camino de reaccion

especifico de una reaccién fotoquimica.

e Los procesos fotoquimicos y fotofisicos competitivos podran determinar

el rendimiento cuantico de la reaccion.

e La eficiencia del proceso no radiativo que puede tener lugar a través del
cruce de superficies sera el elemento clave en la discusiéon de los

mecanismos fotoquimicos no-adiabaticos.
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Estado Excitado
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Figura 3.2: Descripcion de una reaccién fotoquimica utilizando perfiles de superficies de
energia potencial.

Procesos fotofisicos y fotoquimicos

La interaccién molécula-foton se produce entre el campo eléctrico asociado a la
molécula y el campo eléctrico asociado a la radiacién. Esta perturbacion puede
conducir a una reaccion en la que la molécula absorbe el fotén, el cual transfiere su
energia a la molécula, produciendo una variacién en su estructura electronica. Esta
variacion se ve reflejada en la modificacidn de la ocupacion de los orbitales
moleculares que conforman la configuracién electrénica del estado fundamental. Se
dice que la molécula se polariza debido al campo eléctrico generandose un momento
dipolar de transicion (TDM, transition dipole moment), siempre paralelo al campo
externo. El momento dipolar de transiciéon se puede calcular a partir de la integral del
producto de las funciones de onda de los estados inicial (n) y final (m) de la transicién

espectral y el operador del momento dipolar (U) de la radiacion electromagnética,

sumando sobre las coordenadas de todas las particulas cargadas
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La fuerza del oscilador (f) es una medida de la intensidad de la banda
espectral. Es un concepto clasico adaptado a la mecanica ondulatoria que indica la
probabilidad de que el sistema pueda acceder desde su estado fundamental a un
estado excitado como resultado de la absorcion de un fotén. Para una transicién entre
un estado inicial (n) y un estado final (m), la fuerza del oscilador es directamente
proporcional al cuadrado del médulo del momento dipolar asociado a esta transicién

por la diferencia de energia entre los dos estados

TDM }2 (3.3)

fn—»m = % AEnm

n—m

Los valores calculados de la fuerza del oscilador ayudaran a predecir el estado
excitado que absorbe la mayor parte de la radiacién inicial, ya que para transiciones
prohibidas el valor de ta fuerza del oscilador es practicamente cero, mientras que para

transiciones permitidas el valor de la fuerza del oscilador tiende a uno.

Clasicamente, el principio de Franck-Condon es la aproximacion segun la cual
la transicion electrénica mas probable es aquella que tiene lugar sin cambios en la
posicion de los nucleos de la entidad molecular y sus alrededores, donde la transicién
involucrada se denomina transicion vertical. Esto es debido a que la transicion
electronica provocada por la radiacion electromagnética ocurre muy deprisa en
comparaciéon con el movimiento nuclear, por lo que los nucleos permanecen
practicamente congelados en la configuracién de equilibrio del estado fundamental

durante la transicion.

La absorcién de radiaciéon electromagnética que se produce en la excitacion de
un electrén desde un estado cuantico molecular inferior a otro superior es el primer
paso de un largo camino hasta la obtencién del producto fotoquimico final.
Obviamente, la molécula electronicamente excitada es inestable respecto al estado
fundamental, por lo que si no modifica su estructura quimica mediante un proceso
fotoquimico, buscara alguna forma de perder su energia de excitacion para volver al
estado fundamental, dando lugar a un proceso fotofisico. Un proceso fotofisico se
distingue de uno fotoquimico en que éste supone Unicamente un cambio en el estado
cuantico de la molécula sin que se produzca ninguna modificacion en su naturaleza

quimica, mientras que en un proceso fotoquimico el estado cuantico no tiene por que

 ———
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cambiar, pero siempre acaba en una especie quimica definida (un minimo relativo o

absoluto en una superficie de energia potencial).

En realidad, hay muchas vias posibles de desexcitacién tanto fotoquimica
como fotofisica (ver el diagrama de Jablonski en la Figura 3.3). La mas favorable
dependera del tipo de molécula y de la naturaleza de los estados excitados implicados.
Estos caminos de desexcitacién son por lo general procesos muy rapidos y se pueden

clasificar en tres categorias bien diferenciadas:

e Procesos radiativos, que implican la emisibn de radiacion
electromagnética desde el estado electronicamente excitado para

regresar al estado electrénico fundamental.

e Procesos no radiativos, en los que la poblacién del estado inicialmente
excitado se transfiere a otro estado sin que le acompafe ninguna

emision.

e Procesos de quenching de la especie excitada. Dado que aparece por
primera vez en este escrito la necesidad de empleo de la palabra de
origen inglés quenching, daremos su definicibn, de acuerdo con el
Glosario de términos usados en fotoquimica®™ y la emplearemos cuando
sea oportuno. También emplearemos la palabra quencher para

referirnos a la especie quimica que produce quenching.

Quenching: Desactivacion de una entidad electronicamente excitada, a
través de un proceso intermolecular mediante un agente externo

(quencher) o intramolecularmente mediante un proceso no radiativo. *°

- ]
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Figura 3.3: Diagrama de Jablonski: descripcién esquematica de los diferentes procesos
fotofisicos que pueden tener lugar tras la excitacién inicial desde el estado fundamentai.

Una de las propiedades mas interesantes de las moléculas electrénicamente
excitadas es su tendencia a emitir radiacion para volver al estado fundamental. Se
pueden distinguir dos tipos de transiciones radiativas: la fluorescencia y la
fosforescencia. El fenémeno de la fluorescencia implica la emisién radiativa desde un
estado excitado de igual multiplicidad que el estado inferior de la transicion.
Generalmente en las moléculas organicas, esta transicién se produce desde el estado
excitado singlete de menor energia, S, hasta el estado fundamental Sy, por lo que se
habla de una transicion S; —» S,. Debido a que no se produce un cambio en la
multiplicidad del estado, esta transicién estd permitida por el espin, de forma que, en
ausencia de otros factores de simetria, la emision fluorescente esta permitida por lo
que habitualmente se produce de manera rapida, en el rango de los picosegundos a

los nanosegundos.

Por el contrario, si la multiplicidad de espin del estado que emite es diferente a
la del estado inferior se produce la fosforescencia. De este modo, si el estado triplete
de menor energia se halla poblado, a menudo por haberse producido un cruce entre
sistemas desde el estado S,, se puede observar la posterior transicién T, - S; dando

lugar a la fosforescencia.

R ———
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Las desexcitaciones no radiativas implican la conversion de un estado cuantico
molecular en otro sin que se produzca una emision de radiacién. Estrictamente
hablando, todas las desexcitaciones que no emiten radiacién son no radiativas. Sin
embargo, se acostumbra a utilizar el término no radiativo para definir un proceso
intramolecular, es decir, una transiciébn que ocurre entre estados cuanticos de una
molécula individual sin necesidad de perturbaciones externas como colisiones con
otras particulas. Segun el diagrama de Jablonski las transiciones radiativas son
verticales mientras que las transiciones no radiativas son horizontales, ya que estas
Ultimas ocurren entre estados electrénicos que se encuentran practicamente
degenerados en energia. Igual que sucede con las desexcitaciones radiativas, se
pueden identificar dos tipos diferentes de desexcitaciones no radiativas segun las
multiplicidades de espin de los estados implicados. La conversion interna (IC, internal
conversion) supone la transferencia de poblacién entre estados electronicos de igual
muitiplicidad de espin, mientras que en el cruce entre sistemas (ISC, intersystem
crossing) la transferencia de poblacién tiene lugar entre estados electrénicos de
diferente multiplicidad de espin. Igual que en la fluorescencia y la fosforescencia, el
primer proceso esta permitido mientras que el segundo es prohibido, a menos que el
acoplamiento espin-6rbita favorezca la mezcla de los estados singlete y triplete dando

como resultado que esta transicién se encuentre débilmente permitida.

Rendimiento cuantico

Todos los procesos descriptos antes mencionados pueden ser caracterizados

por un rendimiento cuantico (¢) definido como:

~ N° demoléculas que producen un proceso X
N° total de fotones absorbidos

® (3.4)

X

La consecuencia de la ley Stark-Einstein es que la suma de los rendimientos

cuanticos para todos los procesos que una molécula sufre es la unidad.

Estos procesos son ademas caracterizados por una constante de velocidad
particular (primer o segundo orden) y las propiedades de algun estado excitado se
determinan por los valores relativos de las constantes de velocidad individual. No se
pueden medir estas constantes directamente pero se puede obtener informacién de

las mismas de otras mediciones. En particular, el tiempo de vida () de un estado
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excitado se define como el tiempo necesario para que la concentracion del estado

excitado disminuya en 1/e de su concentracién inicial.*'

El cambio en la concentracion de una especie quimica en su estado
fundamental o en cualquiera de sus estados excitados puede ser analizado
experimentalmente en funcién del tiempo. Este analisis permite conocer el
comportamiento del estado fundamental y el de los estados electronicamente

excitados.

Como se dijo una molécula electrénicamente excitada (M*) puede retornar

espontaneamente al estado fundamental emitiendo radiacioén:
M* > M+ hv (3.9)

Dado que la probabilidad de que ocurra la emisién espontanea de la radiaciéon
absorbida es la misma para todas las moléculas M*, el decaimiento en el nimero de
especies excitadas, dentro de un incremento diferencial de tiempo, en solucién diluida

sigue una expresion simple de primer orden; 4

CAM e
dt (3.6)

y por integracién se obtiene:
[M*], = [M*],e"*" (3.7)

El tiempo de vida radiativo esta relacionado con la constante de velocidad de

primer orden k, por la expresién:
Ty =— (3.8)

Ko

El tiempo de vida observado para M* esta determinado por todos los procesos
de desactivacién de la misma. En la practica pueden analizarse separadamente los
decaimientos de fluorescencia y de fosforescencia, por lo cual se pueden determinar
independientemente los respectivos tiempos de vida (t) (fluorescencia) y (tp)
(fosforescencia). Cuando M* sufre reacciones y/o transformaciones ademas de la
luminiscencia, el tiempo de vida del estado excitado disminuye. El rendimiento
cuantico de luminiscencia (¢: 0 ¢,) es el numero de moléculas excitadas originalmente
por un fotdén y es afectado por cambios en las condiciones que modifican los procesos

de desactivacién de M*.
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En fase condensada los encuentros entre moléculas estan controlados por su
velocidad de difusién, por lo cual las reacciones intermoleculares entre especies
independientes no pueden ocurrir mas rapidamente que la velocidad de difusién, dada
por lo que se conoce como la constante de velocidad controlada por difusién kp ** que
resulta

_8RT

k. =—
D 3n

(3.9

Se puede observar que la constante de velocidad controlada por difusién
depende de n, el coeficiente de viscosidad del solvente y de T, la temperatura

absoluta.

Ademas de sus tiempos de vida y de los rendimientos cuanticos, los estados
excitados y otras especies transientes se caracterizan por sus propiedades
espectroscopicas (en particular por sus espectros de absorcibn y emisién).
Desafortunadamente, los tiempos de vida de las especies transientes son
frecuentemente muy cortos y es dificil estudiarlos por métodos estacionarios ya que
s6lo estan presentes en algun momento a pequefias concentraciones. Los métodos de
absorcion no son suficientemente sensibles, pero se puede observar faciimente la
emision de fluorescencia y fosforescencia. La alternativa es producir una
concentracién mas grande del transiente aplicando un pulso de luz intensa de corta
vida a la muestra y entonces usar espectroscopia de absorcién y emisién para seguir

el transiente.

3.2 FOTOQUIMICA Y FOTOFISICA DE Oy'A) Y PROCESOS DE
FOTOSENSIBILIZACION

Dado que los procesos fotooxidativos que se describen tienen en comun la
especie 02(1Ag), se considera de interés realizar una descripcién fisicoquimica de
dicha especie.

Esta molécula es altamente reactiva y sus propiedades oxidantes se hallan
incrementadas respecto a la especie no excitada.** Se la vincula con numerosas

oxidaciones fotosensibilizadas que ocurren en diversos procesos naturales.
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Tiempos de vida

El tiempo de vida de un estado excitado se define como el tiempo necesario
para que la concentracion de la especie disminuya a 1/e (donde “e” es la base del
logaritmo neperiano) de su valor inicial, como consecuencia de |os diferentes procesos
de desactivacion de primer orden (luminiscencia, conversiéon interna, etc.) que

pudieran estar ocurriendo.*®

Las transiciones electrénicas que provocan la desactivacién de los estados

singlete excitados de la especie excitada de oxigeno al estado fundamental:
Ox'Ag) » 0,CL,) a9414kimol’ y 0,('X:)—> 0,(C%,) a156,9 k mol”, son

prohibidas por spin. En consecuencia, los tiempos de vida de los estados 1Ag y ’Z;

son relativamente largos.*®

En solucién, el tiempo de vida de O,('Y;) es del orden de 10" segundos

mientras que para Oy('Ay) varia entre 102-10° segundos segun el solvente. En

solucion la especie 02(125) es desactivada rapidamente por colisiones moleculares

para producir O('Ag).*"*®

El tiempo de vida de 02(1Ag) varia considerablemente dependiendo del
solvente.®® Se ha demostrado que existe una correlacién empirica entre el tiempo de
vida de O,('A,) y las propiedades espectrales infrarrojas del solvente ®® Se sugiere
que el decaimiento de 02(1Ag) esta determinado, principalmente, por una conversion
directa de la energia electrénica de O,('Ag) en energia vibracional del solvente. Esto
puede comprobarse en solventes tales como agua, alcoholes e hidrocarburos, los
cuales poseen sobretonos y bandas de combinacién que absorben en forma

relativamente fuerte en la region infrarroja.*°

Fotogeneracion de oxigeno singlete

El oxigeno singlete es el estado excitado de menor energia del oxigeno
molecular o dioxigeno, O,, que es una especie quimica ubicua. El oxigeno en estado
fundamental, es decir, con su configuracién electrénica de minima energia, tiene dos
electrones desapareados 0 de espines paralelos, por lo que se trata de un estado de
multiplicidad triplete. Por otro lado, su estado excitado de menor energia, el oxigeno

singlete (Oz(’Ag)), posee dos electrones apareados o de espines contrarios y un

Juan Pablo Escalada Pagina 25



exceso de energia de 94,2 kJ mol™ respecto al estado fundamental, como se muestra

en la figura 3.4.°

4
Energia/kJ mol-!
942 —4— t Estado excitado singlete
' |+ ('0,0 O,('A,))
0 —+ t s Estado fundamental
I 1] triplete (*0,)

Figura 3.4: Estados fundamental (triplete) y excitado (singlete) de la molécula de oxigeno.

E! oxigeno singlete no se puede generar mediante absorcién directa de luz por
la molécula de oxigeno, por lo que |la fotosensibilizacién, constituye el método de
eleccion para la preparaciéon de oxigeno singlete. Este método es aplicable tanto a
pequefia como a gran escala, puesto que no hace uso de reactivos sofisticados, sino
gue se requieren colorantes comerciales o de facil preparacion, asi como luz visible y

no son necesarios montajes experimentales de especial complejidad.

El proceso de fotosensibilizaciéon, mediante el cual tiene lugar la fotogeneracion
de oxigeno singlete, se detalla a continuacién (figura 3.5). Una molécula de
fotosensibilizador absorbe un foton de luz ultravioleta o visible, generandose
inmediatamente su estado excitado singlete. Dicho estado evoluciona rapidamente
hasta un estado excitado triplete mas estable y de tiempo de vida mas largo, el cual
puede colisionar con una molécula de oxigeno en estado fundamental. En dicha
colision, mediante un proceso de transferencia de energia por intercambio electrénico,
se genera de nuevo el fotosensibilizador en estado fundamental y oxigeno singlete. En
el proceso global el exceso de energia de excitacién de la molécula del colorante
fotosensibilizador se transfiere al oxigeno presente en el medio mediante una colisién
que ocurre durante el tiempo de vida del estado excitado del fotosensibilizador,

resultando asi [a formacion de oxigeno singlete.

e —
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Figura 3.5: Proceso de fotosensibilizacién para la fotogeneracion de oxigeno singlete ('0,).

Todo el proceso es extremadamente rapido y puede ocurrir tanto en medios
liqguidos como en medios gaseosos, siempre que haya un fotosensibilizador, luz y
oxigeno presentes en el medio. Ademas, el proceso es fotocatalitico pues Unicamente
se consumen luz y oxigeno, ya que el fotosensibilizador se recupera sin modificacion

alguna al final de! proceso.

El oxigeno singlete tiene una duracién del orden de minutos en fase gaseosa, o
en el intervalo de 4 us a 60 ms en fase liquida, dependiendo del disolvente. Su exceso
de energia respecto al estado fundamental hace que esta especie excitada presente
una importante reactividad quimica como agente oxidante durante su tiempo de vida,
por lo que es posible el desarrollo de aplicaciones, como la desinfeccién, a partir de

ella.

Fotosensibilizadores

Como se acaba de ver, a la hora de producir oxigeno singlete eficazmente el
método mas recomendable, por su simplicidad y rapidez, es la fotosensibilizacién. Este
método requiere la utilizacién de colorantes, organicos o inorganicos, en general
accesibles comercialmente. En primer lugar se expondran los requisitos que debe
cumplir un buen fotosensibilizador para la produccién de oxigeno singlete, para luego
ver qué tipo de fotosensibilizadores de oxigeno singlete son los mas convenientes

para el desarrollo de aplicaciones.
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Requisitos de un fotosensibilizador de oxigeno singlete

Los requisitos que debe poseer todo fotosensibilizador para producir oxigeno

singlete eficientemente son los siguientes:

¢ Intensa absorcion de luz UV-Vis (preferentemente en la region visible entre 400

y 750 nm) con coeficientes de absorcion molar (g) superiores a 104 M em™.

e Poseer una elevada eficiencia de paso del estado excitado singlete (S,) al
estado excitado triplete (T;) del fotosensibilizador (®sc), proxima al 100%, asi
como una energia del estado triplete (T,) del fotosensibilizador superior a la del
oxigeno singlete (> 95 kJ mol™") para que exista una transferencia de energia

eficiente desde el fotosensibilizador al oxigeno.

e Largos tiempos de vida del estado excitado (1), en el orden del pus o superior,
con objeto de permitir que haya tiempo suficiente para la colision entre las
moléculas de fotosensibilizador y las moléculas de oxigeno presentes en el

medio.

e Alto rendimiento cuantico de produccién de oxigeno singlete (®,) en distintos
medios. El numero de eventos que ocurren de produccién de oxigeno singlete
dividido por el numero de fotones absorbidos por el fotosensibilizador y por
unidad de tiempo debe de ser lo mas alto posible. En general, los buenos

fotosensibilizadores tienen valores de @, préximos a ia unidad.

e Buena estabilidad térmica y fotoquimica. A fin de evitar la descomposicién de
las moléculas de fotosensibilizador, incluso por el propio oxigeno singlete

fotogenerado.

e Capacidad de ser inmovilizados en soportes poliméricos de modo asequible, de

cara a facilitar el desarrollo de aplicaciones.

Tipos de fotosensibilizadores

Aunque pocos fotosensibilizadores de oxigeno singlete satisfacen
completamente todos los requisitos mencionados anteriormente para una
fotosensibilizacion eficaz, tradicionalmente se han venido utilizando colorantes

organicos que absorben luz visible. Los sensibilizadores mas comtnmente utilizados

e —
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para la generacion de oxigeno singlete son la fenalenona (®,=1), el rosa de bengala
(9,=0,75), azul de metileno (®,=0,5), riboflavina (©,=0,6) y, mas modernamente, los
compuestos de coordinacion basados en complejos de rutenio(ll) con ligandos
poliazaheterociclicos quelatantes del tipo 2,2-bipiridina o 1,10-fenantrolina y sus
derivados ($,=0,2 - 1), asi como los derivados de porfirinas y ftalocianinas y sus

complejos metalicos (figura 3.6).

Complejo de Rutenio (If) R
[Ru(l }4]
R R NH
7
Fenalenona %_\\—\/ >> -N
_ N N
L
R R
R
Me-N S N .
+ Porfirinas
Cl N N
Azul de Metileno
.
| N
oA S
| NH N
T N N
]
N
rrr )
O
I
Riboflavina Ftalocianinas

Rosa de Bengala

Figura 3.6: Sensibilizadores tipicamente usados en la produccién de oxigeno singlete.

Mecanismos de fotosensibilizacion

Luego de que el sensibilizador absorbe luz y se generan los estados
electrénicamente excitados del colorante, podran ocurrir una serie de eventos que, en
caso de existir interacciones reactivas de las especies presentes o fotogeneradas en la
solucion, pueden terminar con la degradacion del sustrato (Q), del fotosensibilizador o

de ambos.
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Se detalla la serie hipotética de procesos involucrados en un mecanismo
aparentemente simple como el descrito.**® S representa al sensibilizador, agente
capaz de absorber la radiacién visible, y Q al sustrato potencialmente fotooxidable, en
nuestro caso el contaminante. El sensibilizador absorbe luz y genera estados
electrénicamente excitados singlete ('S*) y triplete (°S*) (1). Estos estados pueden ser
desactivados por inhibicion (quenching) por parte de Q ((2) y (4) respectivamente). El
estado excitado triplete por su relativa larga vida puede asimismo ser interceptado por
oxigeno (11), generando la especie reactiva oxigeno molecular singlete (Oy('A,)). Esta
especie puede ser desactivada fisicamente (13) o quimicamente (14) mediante
reaccién de oxidaciéon del sustrato Q. Paralelamente, el sensibilizador en estado
triplete puede ser interceptado por el sustrato (4), generando especies radicalarias,
que, en presencia de oxigeno, y por un proceso de transferencia electrénica, pueden
generar otra especie reactiva de oxigeno, i6n radical superéxido (O,) (5), capaz
también de producir la oxidacién del sustrato (9) o del mismo sensibilizador. Ademas
de las reacciones mencionadas en este esquema hay que considerar la posibilidad de
que el sensibilizador y el sustrato sufran algin tipo de asociacién en ausencia de luz
(las denominadas ‘reacciones oscuras”), formando agregados o complejos en el
estado fundamental, que puedan ser a su vez excitables por luz y operar por

mecanismos fotoquimicos paralelos.

S —
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(6) (7)
0,33 ) . .
SH2 49—“( ) [SHZ *+ 02 __] —=S + H202 02_ —>Q P(g)
(8) (9)
20, +2H ?%[)’ 0,(%g) + H,0, H,0, P(10)
CAT

2 H202 02(329_) + 2 Hzo

(16)

Esquema 3.1: Eventuales procesos de fotooxigenacion sensibilizada

En presencia de oxigeno, existen dos reacciones que pueden competir con S*,
como fue originalmente presentado por Schenck y Koch®® y por Gollnick.”” Estos
procesos fueron denominados Tipo | y Tipo Il

El sensibilizador excitado (singlete o, mas comunmente triplete) puede
reaccionar con un sustrato o con el solvente (Tipo ) o con el oxigeno (Tipo 11).°® A

continuacion se muestra un esquema (Esquema 3.2) de ambos tipos de reacciones:

S —
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Productos de Productos de

oxidacion s oxidacion
O, hv Sustrato
Radicales o . Tipo | g Tipo Il . oA
iones radicales "~ gustrato o > O2(4g
Sox + O2°

Esquema 3.2: Representacion de dos diferentes tipos de reacciones fotosensibilizadas

En las reacciones Tipo | se produce una transferencia de hidrégeno o de
electrones para producir radicales libres o iones radicales. En esta transferencia el

sensibilizador excitado puede actuar como donador o aceptor de electrones.

Las especies radicalarias pueden reaccionar con moléculas organicas o pueden
iniciar una reaccién en cadena.’® La mayoria de los compuestos que sufren una reaccién
Tipo | son ricos en electrones o poseen hidrogenos faciles de abstraer. Particularmente

reactivas son, por ejemplo las aminas aromaticas, fenoles y compuestos sulfhidricos.*

En una reaccidén Tipo | siempre existe una competencia entre el sustrato
fotoxidable y el oxigeno por el estado excitado del sensibilizador. La mayor parte de las
moléculas en estado triplete reaccionan con oxigeno con una constante de velocidad de
1-2x10° M" s'.* Debido a que la concentracién de oxigeno en un medio biolégico
aireado estd entre 2 x 10* y 10° M, el producto de la concentracién de sustrato
fotooxidable por la velocidad de reaccion con el sensibilizador tiene que ser mayor que 2
x 10°- 2 x 10° s, para que un porcentaje importante de la reaccion proceda a través de
un mecanismo Tipo |. Si la concentracion de sustrato es muy baja este paso mecanistico
se hace ineficiente. En sistemas donde el sensibilizador esta quimicamente unido al
sustrato fotooxidable, la concentracién local de sustrato es elevada y se favorece una

reaccién Tipo |.

Las reacciones Tipo Il conducen principalmente a 02(1Ag) por transferencia de
energia. En algunos casos puede ocurrir también una transferencia de electrones para

producir el sensibilizador oxidado e ién superdxido.®!

El Oz(’Ag) es una especie metaestable que reacciona con numerosas moléculas

organicas dando perdxidos u otros productos oxidados. No obstante, es una especie
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bastante selectiva en el sentido de que no interacciona quimicamente con moléculas que
no sean suficientemente ricas en electrones, en estos casos simplemente se desactiva

fisicamente para retornar al estado fundamental.

En general los compuestos que no son faciimente oxidados o reducidos (olefinas,
dienos y compuestos aromaticos) proceden a través de un mecanismo Tipo Il, también

62,63

se han observado reacciones de este tipo para fenoles®*®®y aminas.®*

En las reacciones Tipo Il existen dos importantes efectos de solvente: uno es el
efecto sobre el tiempo de vida del 02(1Ag) y otro es el efecto sobre la distribucién de
productos cuando dos 0 mas tipos de reacciones pueden ocurrir con 02(1Ag). De este
modo, dependiendo del sensibilizador, del sustrato fotooxidable y de las concentraciones
relativas de oxigeno, sustrato y sensibilizador, la reaccién de fotooxidacién puede

proceder via un mecanismo Tipo |, Tipo || 0 una mezcla de ambos.

Métodos para discriminar entre una reaccién Tipo | y Tipo Il

El método directo para determinar la presencia de Oy('A;) es el de
espectroscopia de emision, detectando la emision infrarroja a 1270 nm del estado 'A.
Esta emisidén ha permitido desarrollar la técnica conocida como deteccién de la

fosforescencia resuelta en el tiempo (TRPD).

A menudo no se cuenta con la posibilidad de la observacion directa de la
emision de fosforescencia de oxigeno singlete y surge la necesidad de establecer el
mecanismo a través del cual ocurre una dada reaccién de fotooxigenacién. Para tales

casos, a continuacién se presentan algunos métodos.

a) Investigar el efecto de desactivadores especificos, ya sea de oxigeno
singlete  ((1,4-diazabiciclo[2.2.2]Joctano) DABCO), azida sddica,
compuestos carotenoides que posean mas de nueve enlaces dobles
conjugados) o de i6n superéxido (enzima superéxido dismutasa) sobre la

velocidad de fotooxidacion.

b) Estudiar el efecto de D,O comparado con el de H,O sobre la velocidad de
descomposiciébn del sustrato. Si la concentracibn de sustrato es
suficientemente baja de modo que no afecte el decaimiento de oxigeno
singlete, la velocidad de fotooxidacién del sustrato sera mayor en D,O que

en H,O, debido a que el tiempo de vida de oxigeno singlete en agua
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deuterada es mayor que el tiempo de vida en H,O. Este método permite
determinar si el oxigeno singlete esta presente, no obstante, no
descarta la posibilidad de la presencia de ié6n superéxido debido a que
tal especie también tiene un tiempo de vida mayor en D,O y, por lo tanto
se esperaria que las reacciones que involucren a O, = muestren un

efecto isotépico de solvente.®®

c) Investigar la competencia entre el sustrato y el oxigeno por el triplete
del sensibilizador. Si el sustrato reacciona con el estado triplete del
sensibilizador, la presencia de oxigeno inhibe tal reaccién. Por otra
parte, si la formacién de oxigeno singlete predomina y el sustrato
interacciona principaimente con dicha especie, la reaccién no
dependera esencialmente de la concentracion de oxigeno. Tal
discriminaciéon se puede llevar a cabo trabajando en idénticas
condiciones (sensibilizador, luz, concentracion de sustrato) en soluciéon
aireada y en solucién saturada en nitrégeno o argdén y comparando las

velocidades de reaccidén en ambos casos.

Especies Reactivas de Oxigeno

Las reacciones Tipo | antes mencionadas generan especies radicalarias que en

presencia de oxigeno pueden generar otras especies reactivas de oxigeno (EROs).

El oxigeno molecular en su forma mas estable (O,, en esta forma se encuentra
en el aire que nos rodea) se puede considerar como un radical libre pues tiene dos
electrones no apareados, con giros paralelos, y es un potente agente oxidante, sin
embargo, para oxidar una molécula no radical y aceptar un par de electrones estos
electrones deben de tener el mismo giro (paralelo) para ocupar los orbitales vacantes
en el O,. Los electrones de un atomo o de una molécula no cumplen con este criterio
puesto que tienen giro antiparalelo. Esta restriccion de giro hace que el O, acepte s6lo
un electréon a la vez y explica porqué reacciona lentamente con ia mayoria de las
moléculas no radicales. Por el contrario, reacciona notablemente rapido con radicales

por transferencia de un solo electrén.®

Asi, aunque el oxigeno molecular en su estado basal es poco reactivo, su
reduccion parcial genera EROs, incluyendo el anién superéxido (O,), el peréxido de
hidrégeno (H.O.), y el radical hidroxilo (OH-). La primera reaccién en la reduccion

-
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parcial del oxigeno molecular es la adicién de un electrén para formar O, . Este puede
ser protonado a pH bajo (pKa = 4.8) para formar el radical perhidroxilo (-HO;). EI Oy y
‘HO, sufren una dismutacion espontanea para producir H,O,. El H,O, es estable y
menos reactivo que el O,. Sin embargo, en la presencia de metales de transicién
reducidos como el Fe?*, que pueden estar libres o formando complejos con agentes
gquelantes o proteinas, puede ocurrir la formacién del OH- dependiente de H,0,, y el
O, puede actuar como el agente reductor inicial para el metal. El OH- es un oxidante
muy fuerte y puede iniciar reacciones en cadena de radicales con una gran variedad
de moléculas organicas, esto puede llevar a la peroxidacién de lipidos, inactivacion de
enzimas, y degradacion de acidos nucleicos. La mayoria de las moléculas biolégicas
no son radicales y cuando un radical libre reacciona con un no radical, se forma un

nuevo radical y sucede una reaccién en cadena.®

3.3 FOTOLISIS DIRECTA

La fotdlisis directa comprende la absorcién directa de la luz por el plaguicida
seguido de la reacciéon quimica correspondiente, sin ninguna colaboraciéon de otras
sustancias quimicas. Este proceso viene condicionado por variables ambientales como
la radiacién solar en la superficie del agua o su transmisién a través del agua, y por
factores intrinsecos de la sustancia como son la velocidad de absorcién de la luz y el
rendimiento cuantico de la reaccion fotoquimica (ecuacion 3.2). El rendimiento
cuantico viene dado por la relacién entre el nUmero de moléculas que reaccionan y el
nimero de fotones absorbidos, y €s un parametro muy util para conocer |la importancia
relativa de la fotdlisis directa bajo unas condiciones ambientales determinadas y donde

otros procesos de degradacién como la hidrélisis pueden competir.

En la fotdlisis directa, el sustrato (Q) al absorber la luz evoluciona,
eventualmente, a través de sus estados electrénicamente excitados singlete ('Q’) o

triplete (°Q"), generando productos P; P; 0 P, (Esquema 3.3)

luz [0,CZ))] [Q]
Q —,'Qd » Especies oxidantes ——» P,
} 1
P, P,

Esquema 3.3: Eventuales procesos en una fotoirradiacion directa. [02(328)] representa al
oxigeno, estado fundamental, disuelto.

I —————
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales
4.1.1 Solventes

Para las determinaciones cinéticas se emplearon los solventes: acetonitrilo
(MeCN), y metanol (MeOH), ambos de Sintorgan, Argentina, agua y agua deuterada
D,O (99,9%) de Sigma Chem.Co. El agua empleada fue de conductividad < 2puS,

determinada con un conductimetro Horiba DS-15.

4.1.2 Reactivos

Los reactivos Carbendazim (CBZ), bencimidazol (BZ),2-aminobencimidazol
(ABZ), 2-metilbencimidazol (MBZ),2-hydroxibencimidazol (HBZ) y 2-acido propiénico
bencimidazol (PBZ), Bromoxinil (BXN), Diclorofen (DCP), alcohol furfurilico (FFA),
Superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), azida sodica (NaN,), ioduro de potasio
(KI), iodato de potasio (KIO;) y 9,10-dimetilantraceno (DMA) fueron provistos por
Sigma Chem.Co. El Abamectin fue provisto por la firma fabricante-distribuidora de
agroquimicos Chemipiant (Avellaneda, Argentina) cuya amabilidad e interés en

nuestro proyecto de trabajo agradecemos.

4.1.3 Sensibilizadores

Los sensibilizadores Rosa de Bengala (RB), Riboflavina (Rf) fueron provistos

por Sigma Chem.Co.

4.1.4 Preparacion de las soluciones

Se utilizaron soluciones recientemente preparadas a partir del sensibilizador en
el solvente, con una absorbancia entre 0,5 y 0,7 en el maximo de absorcién del
espectro visible del sensibilizador para las experiencias en estado fundamental o en
las de fotdlisis estacionaria. Para las experiencias resueltas en el tiempo fa solucién
del sensibilizador se prepard con una absorbancia entre 0,1 y 0,3 a la longitud de onda
del laser utilizado para excitacion. En las soluciones se disolvieron los sustratos en
concentraciones del orden 10“-10° M, las distintas diluciones se obtuvieron utilizando

como diluyente la solucién del sensibilizador. Para minimizar los errores por variacién

S —
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de la concentracion de sustrato y por la presencia de particulas sin disolver que
pudiesen dispersar la luz®® se trabajé con soluciones homogéneas, disueltas por
agitacion magnética externa o bien por aplicacién de ultrasonido, sumergiendo la

muestra en un lavador ultrasénico Testlab modelo TB04.

Las soluciones se utilizaron saturadas en aire. Las soluciones desoxigenadas
se obtuvieron por burbujeo de nitrégeno (N,), y las oxigenadas por burbujeoc de
oxigeno (O,), ambos ultrapuros (provistos por Oxigeno Patagénico) y saturados con el

solvente de trabajo durante 30 min.

4.2 INSTRUMENTOS Y METODOLOGIA
4.2.1 Fotolisis estacionaria

La fotdlisis estacionaria se aplica cuando ia excitacion del sensibilizador se

realiza por una fuente de irradiacion continua.

Los espectros de absorcién fueron tomados con un espectrofotémetro Hewlett
Packard 8453 (arreglo de diodos), con intervalo de deteccién 190 - 1100 nm. Los
espectros de fluorescencia se realizaron en soluciones equilibradas con aire con un
espectrofluorémetro RF 5301-PC Shimadzu a 25 + 1°C, con una lampara de xenén
como fuente de excitacién y con un tubo fotomultiplicador como detector hasta 850

nm.

Las medidas de consumo de oxigeno se realizaron con un electrodo Orion
081010, especifico para oxigeno disuelto. Consiste en un par de electrodos de plata
polarizados y un electrolito, separados de la solucién problema por una membrana
permeable a gases. El oxigeno difunde a través de la membrana del electrodo y es
reducido a iones hidroxilo. La corriente producida por la reduccién del oxigeno es
convertida a un voltaje tal que la sefial puede ser leida directamente en partes por
millén (ppm) de oxigeno en una PC a través de una interfase PCMCIA. El electrodo
esta provisto de un circuito electrénico el cual corrige los cambios que puede sufrir la
permeabilidad de la membrana al oxigeno por efecto de |la temperatura. En todos los
casos el consumo de oxigeno se midié hasta ~ 10%, utilizandose estas bajas
conversiones para minimizar los efectos cinéticos de un eventual consumo de oxigeno
por reacciones secundarias (debidas a reacciones ulteriores de productos formados).

Las experiencias de fotooxidacién sensibilizada se realizaron por irradiacion

con luz visible de una solucién conteniendo el sensibilizador y el sustrato fotooxidable.
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Se utilizé una linea de fotdlisis con una lampara de cuarzo halégeno de 50 W,
focalizada alternativamente en la celda de absorcion (o fluorescencia) de 1x1 cm o en
la celda conteniendo el electrodo especifico para oxigeno. Se usé un filtro de agua de
paso largo para absorber la radiacién IR emitida por la lampara. Ademas se usaron

filtros de corte de modo que sélo el sensibilizador absorbiera la luz.

Para asegurar la homogeneidad durante todo el tiempo de irradiacion se agitd
la mezcla en estudio con una barra imantada recubierta con teflon, ubicada en el

interior de la celda.

A continuacién se detalla un esquema de tal disefio experimental:

Filtro _ |I}A . " 4 C
Termico i\
L F L

Esquema 4.1: L: lentes; F: filtro de corte; C: celda espectrofotométrica; E: celda para electrodo
de oxigeno.

4.2.2 Experiencias resueltas en el tiempo
4.2.2.1 Determinacion de tiempos de vida de emision de oxigeno singlete

La determinaciéon de tiempos de vida de oxigeno singlete se llevé a cabo
empleando la técnica de deteccion de fosforescencia de oxigeno singlete a 1270 nm,

resuelta en el tiempo (técnica TRPD).”’

e — e —— e e e ==t
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Osciloscopio

aser ﬂ ]—]
- 1

<>

Esquema 4.2: equipo para TRPD. F: filtros; C portacelda para la muestra; D: detector de
Germanio; PC computadora personal

Como fuente de irradiacion se utilizé un laser de Nd: YAG (Spectron, SL 400)
con emisién a 1066 nm, 532 nm, y 355 nm, correspondientes a la primera, segunda y
tercera armanica respectivamente. El ancho tipico de pulso es de 18 ns y la energia
tipica para la primera arménica es de 350 mJ. También se utilizé un laser de nitrégeno

(Laser Optics) con pulsos de 5 mJ a 337,1 nm y 7 ns de ancho medio.

La radiacion emitida es detectada en angulo recto, usando un detector de
germanio (Judson J16/8sp), el cual esta provisto de un sistema interno de filtros
apropiados para aislar la radiaciéon espurea ambiental y también posible fluorescencia
del sensibilizador, si su absorcién y fluorescencia estan muy corridas al rojo. La sefal
eléctrica proveniente del detector es digitalizada por un osciloscopio (Hewlett Packard
54200A &6 54504A) y transferida, a través de una interfase IEEE, a una computadora

personal para llevar a cabo el procesamiento de las sefales.

4.2.2.2 Determinacién del tiempo de vida y de espectros de absorcién de especies

transientes

La determinacién de tiempos de vida y espectros de absorcién resueltos en el
tiempo de especies en estado triplete se realizé empleando la técnica de iaser flash
fotdlisis, usando para la aplicacién de esta técnica un laser de Nd:YAG (Spectron) con
una longitud de onda de excitacion de 532 nm. Se fotolizaron soluciones acuosas del
sensibilizador saturadas en nitrégeno, utilizando una lampara de xenén de 150 W. El

sistema de deteccién es un monocromador PTl y un fotomultiplicador Hamamatsu
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R666. La sefal se obtiene y promedia en un osciloscopio (Hewlett Packard 5403), y se
transfiere a una PC via una interface HPIB para ser analizada. Las absorbancias de
los decaimientos de los transientes se ajustaron a un decaimiento monoexponencial
mas un término constante, ya que la intensidad de |a sefial, |, alcanza el valor |, luego

del pulso del |aser, y decae exponencialmente con un tiempo de vida 1, tal que
_th 4.1)

El siguiente es un esquema del equipo de |aser flash fotélisis:

Lampara

ool
[ ] Obturador

Laser \ (] C

PM =

I D

PC Osciloscopio

Esquema 4.3: PM: fotomultiplicador (trigger); L: lentes; F:filtros; C: porta celda para la muestra;
M: monocromador; D: detector; PC. Computadora personal

4.3.- METODOS CINETICOS DE ANALISIS

Se describen los métodos cinéticos de analisis utilizados corrientemente en la
evaluacion de |las constantes de velocidad de desactivacion total y reactiva de oxigeno

singlete.

A continuacién se muestra un esquema cinético simplificado, en el que
solamente se tiene en cuenta la interaccién entre oxigeno singlete y un dado sustrato

fotooxidable.

S —

Juan Pablo Escalada Pagina 40



k
0s('Ae) + ——> 0,05, + Q

kl K Productos

02(°cg)

Esquema 4.4: Posibles mecanismos en la interaccion de oxigeno singlete con un sustrato
fotooxidable

donde

Q: sustrato fotooxidable (desactivador)

ky . constante de velocidad de desactivacion de oxigeno singlete por moléculas de
solvente. Su valor se tom6 como igual a la inversa del tiempo de vida de oxigeno
singlete en el solvente utilizado y en ausencia de desactivadores.

k, . constante de velocidad de desactivacion fisica de oxigeno singlete por el sustrato

k.. constante de velocidad de desactivacion reactiva de oxigeno singlete por el
sustrato

k. + kq = k; . constante de velocidad de desactivacion total de oxigeno singlete por el

sustrato

4.3.1.- Evaluacioén de la constante de velocidad de desactivacion total de oxigeno

singlete (k)
a) Por resolucién temporal de la fosforescencia de oxigeno singlete

Mediante la técnica de deteccién de fosforescencia de 02(1Ag) resuelto en el
tiempo (técnica TRPD) se evallan los tiempos de vida de dicha especie en ausencia
(t°) y en presencia (1) de un sustrato fotooxidable. Luego, representando el cociente
1°/t en funcién de la concentracion molar de sustrato (ecuacién 3.3) es posible, a

partir de la pendiente y el valor de t°, evaluar k.

°lt=1+ k1°[Q] (4.2)
donde
1°: tiempo de vida de 02(1Ag) en ausencia de un sustrato = 1/kg

1: tiempo de vida de 02(1Ag) en presencia de un sustrato = 1/ (kg + k[Q])

A —
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Dividiendo la ecuacién por 1°, se obtiene una ecuacién independiente del valor
de t° al momento de evaluar k. Asi los datos se grafican mediante un simple

tratamiento de Stern-Volmer;
1t=11°+ k[Q] (4.3)

La representacion de 1/t vs. [Q] permite la determinaccién directa de k; a partir

de la pendiente, sin la necesidad de medir 1°.

b) Por fotdlisis estacionaria

Este método, conocido como método de dobles inversas (cuya deduccién se
muestra en el Apéndice) es una forma alternativa de evaluar k, suponiendo como
Unica reaccién la del sustrato con 02(1Ag). Es decir que solamente es valido en
ausencia de cualquier interaccién que involucre a estados excitados del sensibilizador

con el sustrato fotooxidable.
W)= (@a)" (L) {(ke/ K QD) + (e/ k) (4.4)
donde

v: velocidad de consumo de sustrato o velocidad de consumo de oxigeno por

el sustrato
®,: rendimiento cuantico de generacién de O,('A,) por el sensibilizador.
I, : intensidad de luz absorbida por el sensibilizador

La velocidad de consumo de sustrato se puede determinar midiendo tanto la
desaparicion de sustrato mismo como la desaparicion de oxigeno en funcién del

tiempo de irradiacién, si se supone que se conoce la estequiometria de la reaccion.

Representando la inversa de la velocidad de desaparicion de sustrato en
funciéon de la inversa de su concentracién, se obtendra una linea recta de pendiente
(kylk:) ®a ' 1," y ordenada (k/k) @, l.. Mediante el cociente ordenada/pendiente y

conociendo el valor de k4 en el solvente utilizado sera posible calcular k;

e ——— e e e e T
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4.3.2. Evaluacion de la constante de velocidad de desactivacién reactiva de

oxigeno singlete (k;)

La determinacién del valor de k. se realiza exclusivamente por métodos
actinométricos. El término actinométrico no es el mas adecuado, aunque si difundido
en la literatura de 02(1Ag), debido a que no se evalua fluencia de luz incidente, y
debamos denominarlos métodos comparativos o relativos, ya que en algunos casos
simplemente se basan en la comparacién entre el comportamiento cinético de un
compuesto de referencia (R) de constante de velocidad conocida (k) en relacién al
comportamiento cinético que exhibe la especie Q, para la cual interesa conocer el

valor de k.

En aquellos casos en los que la desactivacion reactiva de O,('A,) es la Unica
interaccidén entre la especie excitada de oxigeno y el sustrato fotooxidable, en otras
palabras, en ausencia de una desactivacion fisica de 02(1Ag), la determinacion de k; se
puede llevar a cabo empleando un método absoluto, como el de deteccion de

fosforescencia de O,('Ag) resuelto en el tiempo.
Determinacién de k.
a) Método de Fahrenholtz et al

El método descripto por Fahrenholtz et al.?®® se basa en la fotoirradiacion de
soluciones que contienen una concentraciéon conocida de R y Q, siempre en presencia
de la misma concentracion de sensibilizador y bajo idénticas condiciones
experimentales (intensidad de luz, geometria, etc). Como |a fotooxidacién de la
referencia involucra solamente el paso reactivo, el conocimiento de kg y kg, proveen la

cantidad total de 02(1Ag) producido durante el tiempo t cuando se irradia.
[02(" Ag)] tota = {(ks + kirIR]) / kr[RI} [O2(" Ag)lreactivo (4.5)
La fraccién de 02(1Ag) interceptada por Q esta dada por:
(k+kg)[Q] / {ka + (ki + Ko)[Q]} (4.6)

y el cociente entre el Oy('A,) interceptado por Q y el O,('Ag) reactivo (siempre

frente a Q) esta dado por:

([02(1Ag)]desact fisica T [02(1Ag)]desact reactiva) / [02(1Ag)]desact.reachva = kt /kr (47)
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El 02(’Ag)desameact.va es obtenido del consumo de Q, k es determinada por
mediciones independientes y ([O2('Ag)ldesact isica + [O2(" Ag)lesact reactiva) €8 €l producto de

la ecuacién y la concentracién total de oxigeno producido durante el tiempo t.

b) Método de Foote y Ching

Otra de las metologias muy empleadas para la determinaciéon de k; es la
introducida por Foote y Ching.®® Consiste en la irradiacién sensibilizada de los
sustratos Q y R (de concentraciones iniciales conocidas), en condiciones de pseudo
primer orden respecto del sustrato fotooxidable (exceso de concentracién de oxigeno
disuelto o mejor aun bajo burbujeo de oxigeno permanente). Este método puede
aplicarse con la presencia simultanea de Q y R o bien empleando soluciones
independientes de Q y R. Midiendo la desaparicién de Q y R a través del tiempo, y
graficando In ([Q)/[Q.]) vs. tiempo (y lo mismo para R), se obtendran lineas rectas,
cuya relacion de pendientes permite el calculo de k, siempre partiendo del
conocimiento de kir.

Pendienteq / Pendienteg = k; [Q] / ki [R]

(4.8)
El empleo de la presencia simultanea de Q y R en la solucién a irradiar |

presentar inconvenientes como asociaciones oscuras entre ambos y/o interferencias
mutuas al momento de determinar el consumo (velocidad de consumo), mediante la

técnica experimental elegida, de sustratos fotooxidables.

c) Un tercer método

El tercer método que describiremos es una variante del método de Foote y
Ching®® y consiste en la determinacion de las velocidades iniciales del consumo de Q y
de R (v.q Yy V.r, respectivamente) representadas por las pendientes iniciales de las
curvas obtenidas al graficar A[Q] y A[R] en funcion del tiempo de irradiacion de
soluciones  independientes, siempre manteniendo idénticas  condiciones
experimentales. Si o y B representan los coeficientes estequeométricos respecto de
02(1Ag) y del sustrato respectivamente. La velocidad de desaparicion de Q (v-q) se
puede expresar como:

(Ba)" v-a = kr [Q]IO('A)]
(4.9)

- _ _ __ _ _ __
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Por otra parte el rendimiento cuantico de desaparicion de 02(1Ag), representado

por (¢.,), en presencia de A esta dado por:
¢.a = {(k +kq) [Q] + ko} [Ox("Ag))/ 1 (4.10)

a partir del cual, se puede expresar la concentracion de O,('Ag) como

[02('Ag)] = ¢.ala/ {(K: +Kg) [Q] + Ko} (4.11)

Reemplazando la [02(’Ag)] en la primera ecuacién, se obtiene
(Bo)" v-o= K [Q] ¢.ala, (k1) [a] + Ky (4.12)
donde k; = k; + Kq

Para el compuesto utilizado como referencia, se tiene

K,
a’ Ox("Ag) + Br i » productos oxidados (4.13)

donde
kg . constante de desactivacion reactiva de 02(1Ag) por la referencia (R)
o’ : coeficiente estequiométrico respecto de 02(1Ag)

Br: coeficiente estequiométrico respecto de R

Luego, la velocidad de desaparicion de R (v.r) estara dada por
(Br)" v-r = krg [R][O2('Ag)] (4.14)

y el rendimiento cuantico de desaparicion de 02(1Ag) (6.2 ) por el compuesto de

referencia sera

¥'a = (k1= [R] + ks ) [O('Ag)] /1, (419
a partir del cual se obtiene la conccentracion de 02(1Ag)
[02('Ag)] = ¢'alas (Kiw [R] + ko) (4.16)
reemplazando en la ecuacién de v.r tenemos
(Br)" v-r = KR [R] ¢"ala/ (K [R] + Ko) (4.17)
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Bajo condiciones de constancia experimental (iluminacion, geometria,
sensibilizador) y haciendo el cociente entre la velocidad de consumo del sustrato Q y

la velocidad de consumo de la referencia, R se obtiene
(Ba)" va/ Br ) v.r = k [Q] (kR [R] + ko) / ki [R] (K[Q] + k) (4.18)

Luego, a partir de las velocidades iniciales del consumo de Qy de R (vqy Vg
respectivamente) representadas por las pendientes iniciales de las curvas A[Q] y A[R]

en funcién del tiempo de irradiacién y conociendo el valor de ks m
La expresion permite el calculo de k. conociendo kg v k.
Puede lograrse, regulando las variables experimentales, la condicién:
ks >> kir[R] y ks >> K{Q]
en cuyo caso la ecuacién se simplifica a la siguiente expresion:
(Ba)' v/ (Br )7 VR = kil ke (4.19)

El empleo de esta metodologia permite evaluar las velocidades iniciales por
consumo de sustrato o por consumo de oxigeno. Légicamente, en este Ultimo caso es
imprescindible el conocimiento previo de la estequiometria de la reacciéon de los

sustratos fotooxidables con oxigeno.

Tanto las mediciones de consumo de sustrato como las mediciones de
consumo de oxigeno en funciéon del tiempo de irradiacién presentan ventajas y
desventajas. El hecho de medir las velocidades de consumo de sustrato por medidas
de absorcién (o fluorescencia) tiene la ventaja de que no es necesario conocer la
estequiometria de la reaccion O,('Ag)-sustrato y 02(’Ag)-referencia para poder calcular
k. ya que se accede directamente a variaciones de concentracion del sustrato
fotooxidable. Por otra parte, se puede trabajar tanto en medios acuosos como no
acuosos y en todo el intervalo de pH. No obstante, dado que es frecuente que los
productos de reaccién absorban en la misma zona espectral del sustrato fotooxidable
en algunos casos se hace imposible la aplicacién de esta técnica. En situaciones en
donde la absorcion de los productos no es demasiado significativa es posible medir las
velocidades de consumo de sustrato por espectrofotometria siempre que se trabaje a
conversiones bajas (tipicamente conversiones del orden de 5-10%) de manera tal de
minimizar el error en la lectura de absorbancia debido a la posible aparicién de

productos en la misma region que la de los compuestos fotooxidables.

E ]
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Por otro lado, si bien mediante el seguimiento del consumo de oxigeno
podemos independizarnos en cierto modo de los productos formados y trabajar a

conversiones mayores, es aconsejable que las conversiones también sean limitadas,

debido a que los productos pueden reaccionar frente a O,('Ay) o frente a 02(32;) por

lo tanto cuanto mayor sea el porcentaje de conversién mayor sera la sobrestimacion

en |la cantidad de oxigeno total consumido.

4.3.3. Determinacion de las eficiencias cuanticas de fotooxidacion

Para evaluar el real significado del proceso fotooxidativo, debe considerarse el
efecto simultaneo de la interaccién fisica y quimica, siendo la primer interaccion
usualmente interpretada en términos practicos como una forma de autoproteccion
contra la fotooxidacién. Esta situacién se considera en la expresién de |a eficiencia

cuantica de la fotooxidacion:
or= K [A]/ (ke + ke [A]) (4.20)

Sin embargo, esta expresiéon esta limitada debido a la dependencia de la
concentracion del sustrato fotooxidable [A]; la cual es particularmente dificil de estimar
en ambientes complejos. Una aproximaciéon mas simple y Util es la relacion k/k; , la
cual se puede interpretar como la fraccién del total de las colisiones sustrato-Oz(1Ag )

que efectivamente produce reaccidén quimica.

4.3.4 Determinacion de las constantes de interaccion de los sustratos con el

sensibilizador en estado electronicamente excitado

Las moléculas electronicamente excitadas del sensibilizador estan rodeadas
por moléculas del sustrato por lo cual pueden ocurrir procesos intermoleculares entre
ambas. Muchas moléculas que no interaccionan significativamente en estado natural

pueden hacerlo al ser excitadas.’®

El estado fundamental del oxigeno molecular es en general un desactivador
eficiente de los estados 'S* y °S* de moléculas organicas. Con pocas excepciones, la
constante de velocidad para la desactivacién esta dentro de un orden de magnitud de

la constante de desactivacion difusional.”

B e e ——— ]
Juan Pablo Escalada Pagina 47



En cuanto a la interaccion del oxigeno con el estado singlete del sensibilizador
se ha demostrado que la desactivacién de estados singlete excitados por oxigeno

resulta en un incremento del cruce intersistemas a la velocidad difusional.

Mientras que para la interaccion de oxigeno con el estado triplete del
sensibilizador se sugiere que la desactivacion de estados triplete por el estado
fundamental del oxigeno, produce oxigeno singlete con una constante de velocidad

que esta limitada por el factor estadistico de spin de 1/9.”

4.3.4.1.- Sensibilizador en estado singlete excitado

Dado que los sensibilizadores utilizados son fluorescentes se puede determinar
la interaccion entre el sustrato estudiado y el estado singlete del sensibilizador por
observacion de sus espectros de fluorescencia y evaluar si ocurren modificaciones al
comparar el espectro del sensibilizador en presencia y ausencia de desactivador. Se
siguid la fluorescencia en presencia y en ausencia de sustrato y se aplico la relacién

de Stern-Volmer:

P,
|_ = 1+ KSV[Q]

f

(4.21)

4.3.4.2 Sensibilizador en estado triplete’® "

Se utilizd la técnica de laser flash fotélisis para evaluar la interacciéon
entre los sustratos y el estado triplete del sensibilizador en ausencia de oxigeno. Los
tiempos de vida del estado triplete del S se determinaron por medio de un ajuste
monoexponencial de la sefal de decaimiento de la especie obtenida a una longitud de

onda dada, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A=A, e (4.22)
donde
A, es |la absorbancia a un tiempo t posterior al pulso de excitacién
A, es |la absorbanciaat=0y
t3es el tiempo de vida del estado triplete del sensibilizador.

Juan Pablo Escalada Pagina 48



La absorbancia de las especies transitorias a una longitud de onda y un tiempo

fijos se calculd utilizando la ley de Beer:

| lo =,
A, = —Iog(i] =- log[ 0 ] (4.23)

l; es la intensidad de luz transmitida

donde

lo es la intensidad de luz incidente e

la es la intensidad de luz absorbida que se logran analizando el decaimiento

obtenido directamente en un osciloscopio.

Considerando las ecuaciones de desactivaciéon del triplete del sensibilizador, se
pueden plantear las siguientes expresiones para los tiempos de vida de °S* en

ausencia (13°) y en presencia de Q (13):

o_ 1 (4.24)
k +k3

p cis

_ 1 (4.25)
k, +k& +K3[Q]

CIs

73

Se puede evaluar k3q aplicando un tratamiento de Stern-Volmer, a partir

de la pendiente de las rectas obtenidas de graficar 13 I3 vs [Q]:

0
T2 —14k321Q] (4.26)

L£)

4.4 Evaluacion del Rendimiento Cuantico (®,) del proceso de fotodegradacion
por irradiacion directa.

Para la obtencién del rendimiento cuantico en la fotolisis directa de los
.78

compuestos N- heteroaromaticos se utilizo el método descripto por R.O. Rahn et a

El método se basa en la irradiacién de una solucion de actinémetro de rendimiento
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cuantico conocido, que tenga absorbancia mayor a 2 en la longitud de onda de
irradiacién (254 nm), en nuestro caso se utilizé una solucién de Kl (0.6 M) e KIO; (0.1
M), en buffer de borato ajustado a un pH de 9,25. Dicha mezcla, al ser irradiada, forma
un producto (triioduro) que puede ser seguido midiendo la absorbancia a 352 nm.
Sabiendo que: el rendimiento cuantico de la reacciéon (®,g) es 0,75 + 0,03 a 21°C, la

absortividad molar del producto () a 352 nm es de 26400 M”' cm™”, Abs = €lc y

N°de moléculas que reaccionaron ]
= - , puede calcularse el numero de cuantos de
N°de cuantos de luz absorbida

r

luz absorbida que, debido a la absorcién total de ia solucién a esa longitud de onda,

coincide con los cuantos de luz emitidos por la lampara.

Trabajando de la misma manera y bajo las mismas condiciones experimentales
con nuestro sustrato, siguiendo su degradacién por medicidon de su espectro de
absorcién, se obtiene el rendimiento cuantico para la fotodegradacién por irradiaciéon

directa del contaminante.

4.5 Determinacion de potenciales de oxidacion

Las medidas electroquimicas fueron realizadas en una celda pyrex de dos
compartimientos. El electrodo de trabajo fue un alambre de platino. Antes de cada
medida se limpié el electrodo de Pt al rojo vivo en un mechero de llama. El electrodo
opuesto fue una lamina de platino de gran area (aproximadamente 2 cm?). El electrodo

de referencia fue el SCE electrodo de calomel.

Las soluciones se desairearon burbujeando nitrégeno puro. Todas las medidas
se desarrollaron a 25 + 0,5 °C en ACN+0.1M NaClO, como solvente. La convolucién
de la corriente faradica se calculd aplicando el algoritmo propuesto por Oldham a los
voltagramas corregidos usados de referencia.’”® El sistema de medicién para
voltametria lineal (LSV) se construyé de un potenciostato AUTOLAB PGSTAT30 vy

funciona bajo el software de analisis electroquimico GPES (versién 4.9).
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5- RESULTADOS

5.1 FOTODEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CARBENDAZIM Y ABAMECTIN
5.1.1 CARBENDAZIM Y BEZIMIDAZOLES SUSTITUIDOS EN POSICION 2
5.1.1.1 Generalidades

El Carbendazim es un fungicida sistémico de la familia de los bencimidazoles,
usado generalmente en forma de dispersion acuosa debido a su baja solubilidad en
agua.® En condiciones ambientales naturales es muy estable y se ha detectado
frecuentemente en aguas superficiales con un tiempo de vida medio de
descomposicién de 2 meses en condiciones aerdbicas y de 25 meses en ausencia de
oxigeno, dando 2-aminobencimidazol (ABZ) como producto de su hidrélisis.? En el
caso de la degradacién quimica del CBZ los productos formados de la fotodegradacion
han sido estudiados bajo diferentes condiciones experimentales, irradiando con luz
solar y con luz UV.” Se han determinado los rendimientos cuanticos de
fotodegradacién bajo irradiacién UV, dichos valores varian en el intervalo de (1,1-4,8)
10° dependiendo de la concentracién de oxigeno en el medio de reaccion.”®’”® La
fotodegradacion es mas eficiente que con luz solar.®® Los fotoproductos detectados
son ABZ, BZ hidroxilado, 2-bencimidazol isocianato, N-metoxicarbonilguanidina,
guanina y N-metoxicarnonilurea.””® Las fototransformaciones inducidas sobre CBZ
por los radicales OH' generados por la fotdlisis del peréxido de hidrégeno han sido
estudiadas, en ausencia y en presencia de iones hidrogenocarbonatos.”®®' En ambos
casos los fotoproductos observados se explican como resultado de dos mecanismos
principales de degradacién: (1) la oxidacién del grupo benceno dando
hidroxibencimidazoles, y (2) cambio del grupo 2-NHCO,Me a 2-NHCO,CO:H, y 2-
NHCO,CHO."®"®

Pocos trabajos se han dedicado a la irradiacién fotosensibilizada del CBZ, y su
principal proposito fue la identificacion de fotoproductos. En soluciones de MeOH y en
presencia de azul de metileno como sensibilizador, la irradiaciéon de CBZ da la
apariciéon de dimetil oxalato, ABZ, BZ, N, N’-dimetoxicarbonilguanidina, N-
metoxicarbonilguanidina, N-metoxicarbonilurea y 2-guanidinobencimidazol. En
paralelo, la importancia de la naturaleza de los sustituyentes en la posicién 2 en el
anillo BZ fue claramente demostrada.?> No obstante, no se han realizado estudios
cinéticos sistematicos o estudios mecanisticos aislados sobre los procesos de
fotooxidacion sensibilizados de CBZ. Estos estudios podrian permitir el conocimiento
de los mecanismos de descomposicién de este fungicida y combinados con el estudio
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de otros SBZ’s, contribuir al disefio de analogos al CBZ con resistencia variable a la
fotodegradacion inducida por luz visible. Como principal objetivo de este trabajo se
evaluaron las condiciones experimentales que maximicen las eficiencias de
fotodegradacién de CBZ y varios bencimidazoles (Figura 5.1) con especial énfasis
sobre los productos de fotodegradacién de CBZ, ABZ y 2-hidroxibencimidazol (HBZ).
Los estudios se llevaron a cabo bajo condiciones de fotooxidacion similares a las
encontradas en la naturaleza, es decir, en presencia de! sensibilizador natural Rf

83,84

(vitamina B2) pigmento usualmente presente en aguas naturales o el sensibilizador

sintético Rosa de Bengala empleado en determinaciones auxiliares.

R
Carbendazim (CBZ) NHCO,Me
Bencimidazol (BZ) H N
2 Hidroxi Bencimidazol (HBZ) OH \ R
2 Metil Bencimidazol (MBZ) Me
2 Amino Bencimidazol (ABZ) NH, ”
2-acido propidnico bencimidazol (CH,),COH
(PB2)

Figura 5.1. Estructura de los bencimidazoles 2-sustituidos (SBZs):

5.1.1.2 FOTODEGRADACION DE SBZs

Irradiacion estacionaria de Rf + SBZs

La irradiacién con luz visible de los SBZs en concentraciéon ~ 0,2 mM, en agua
pH 6 y en presencia de Rf (0,04 mM) produce una considerable degradacién de los
sustratos proporcional al tiempo de irradiacién. En la Figura 5.2, se muestra el caso de
ABZ. Se observaron cambios espectrales cualitativos y cuantitativos diferentes para
cada SBZ en condiciones experimentales similares. En todos los casos, las

modificaciones espectrales indican posibles transformaciones de SBZs y Rf.

En experimentos paralelos (Figura 5.3), se detecté consumo de oxigeno en

soluciones irradiadas que contenian Rf (0,04 mM) y un SBZ (cada uno ca 0,1-0.4 mM).

En otra serie de experimentos se evalub la velocidad de degradacién de Rf, en
condiciones anaerébicas, en ausencia y presencia de los SBZ’s. La velocidad de
degradaciéon de la vitamina disminuye en presencia de los SBZ's estudiados en

concentraciones de ca 0,1 mM. Esta fotodegradacion es un proceso bien conocido que

Juan Pablo Escalada Pagina 52



ocurre desde el triplete de Rf en condiciones anaerébicas.’*® Los resultados

comentados hasta este punto, consisten en:

) La fotodegradacién de los SBZ's.
. La fotodegradacién de Rf
) El fotoconsumo de oxigeno

La afectacién de la velocidad de fotodegradacién anaerdbica de Rf por la
presencia de SBZs sugiere que ya sean los estados excitados de Rf, especies
oxigenadas reactivas producidas desde estos estados, o ambas posibilidades en
forma simultdnea, estan involucradas en la degradacién de los sustratos observada.
Ya se ha mencionado que Rf, fotoirradiada en solucion, es altamente reactiva debido a
la generacion de especies radicales y/o especies reactivas oxigenadas.®**® Sobre esta
base, en los experimentos que siguen, realizados sobre o con participacion de
estados electronicamente excitados de Rf, hemos desarrollado un estudio cinético
sistematico con el fin de evaluar y caracterizar la naturaleza, mecanismo y posibles

procesos involucrados en la degradaciéon de SBZs sensibilizada por Rf.

x/\'\
15} A = B 0
f"- \ 80
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© I,-“' \ 160
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Figura 5.2 Cambios espectrales en la fotooxidacién sensibilizada por riboflavina de 2-
aminobencimidazol en solucién acuosa pH 6. Los numeros de los espectros representan el
tiempo de irradiacion en segundos.
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Figura 5.3 Consumo de oxigeno en funcién de tiempo de irradiacion para la fotooxidacion
sensibilizada de 2- Metilbencimidazol 0,4 mM (a), 2- Hidroxibencimidazo! 0,4 mM con SOD 1
Mg/mi(b) y 2- Hidroxibencimidazol 0,4 mM (c) en solucion acuosa de riboflavina 0,05 mM, pH 6

Quenching de 'Rf *por SBZs

Rf presenta una intensa banda de emisién de fluorescencia centrada en 515
nm, con un rendimiento cuantico de fluorescenci de 0,25.%° En presencia de un SBZs,
el quenching de 'Rf* (esquema 3.1, proceso 2) produce una disminucion en la

intensidad de emision estacionaria, pero la forma del espectro de emisién no cambia,
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'kqsaz/10'

Sustrato  Solvente ° k/10%®  Kk/10%° kikk  VOz(RB) VO(Rf) » %kqsez/10"%
cBZ gﬂua pH 6/MeOH 0.75 0.36

Agua/MeOH 1:1 0,02 0,02 1

MeOH 0,1° 0,19
BZ Agua pH/pD 6 0,028 0025 090 075 0,36

MeOH 0,013
HBZ Agua pH/pD 6 0,022 0023 104 078 0,21

Agua pH/pD 10 015 0039 026 105

Agua pH/pD 12 1,54 0,11 0,07 3,21

MeOH 11 1,3
MBZ Agua pH/pD 6 002 002 1 0,54 0,09

MeOH 0,55 1
ABZ Agua pH/pD 6 6,70 004 0006 1 1

MeOH 0,80 1,15
PBZ Agua pH/pD 6 002 002 1 0,51 0,70

MeOH 0,22

? Agua es D;0 en las determinaciones de k y H2O en las otras. ° Error estimado +15%. © Error estimado
+10%. ¢ Calculado con la ecuacion ' T,/'T = 1+lkqSBZ '1,[SBZ] utilizando una tnica concentracion de
quencher [CBZ] = 1,5 mM, debido a la escasa solubilidad del CBZ en MeOH (error estimado + 30%)

Tabla 5.1: Constantes de velocidad (M's™) total (k) y reactiva (k) para el quenching de
02(1Ag), velocidades relativas de consumo de oxigeno (VO,) bajo sensibilizacion por RB o Rf y
constantes de velocidad (M's") para el quenching de 'Rf('kgssz) y °Rf(*kessz) por
bencimidazoles 2 sustituidos (SBZ's).

También se evalug, por la técnica SPC, el decaimiento monoexponencial de la
fluorescencia de 'Rf* en ausencia y en presencia de cada SBZ. Las constantes
experimentales de velocidad del quenching, 1quBz muestran valores cercanos al del
proceso controlado por difusién (Tabla 5.1). Dado que fueron necesarias
concentraciones de SBZ en MeOH cercanas a 1 mM para observar el quenching de
'Rf*, solamente se pudieron evaluar tres SBZs, debido a que los restantes no

resultaron suficientemente solubles.
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Interaccién entre Oy('Ay) y SBZs

Cuando las soluciones de CBZ u otro SBZ fueron irradiadas con luz visible en
presencia de RB (As3; = 0,5), conocido generador de 02(1Ag),87 se observaron cambios
espectrales cualitativos similares a los mostrados en la figura 5.4, que sugieren un
grado de interaccién e 02(1Ag) con los sustratos. La cinética de decaimiento de la
fosforescencia de Oy('Ag) en MeOH o en soluciones con agua deuterada fue de primer
orden, y los tiempos de vida concuerdan con los datos de la literatura.?® La adicion de
un SBZ como quencher disminuye el tiempo de vida de 02(1Ag), confirmando la
interaccion entre O,('Aq) y SBZ. Los respectivos valores de k; (Tabla 5.1) se obtuvieron

utilizando el método®® ya mencionado en la seccién 4.3.1.
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Figura 5.4 Cambios espectrales en la fotooxidacion sensibilizada con rosa de bengala de CBZ
en MeOH / H,O 1:1. Los numeros de los espectros representan el tiempo de irradiacién en
segundos.

La figura 5.5 muestra experimentos tipicos para el quenching de fosforescencia
de O,('Aq). Las constantes de velocidad para los procesos reactivos (k, proceso 14
esquema 3.1) se obtuvieron por el método actinométrico midiendo consumo de
oxigeno (Figura 5.6). En experimentos paralelos se fotolizaron los SBZs usando RB
como sensibilizador, en soluciones acuosas de pH 6, pero saturadas con Ar. No se
observaron cambios espectrales en absoluto, tanto en los SBZs como en la fraccion
espectral correspondiente a RB, a tiempos similares a los empleados en las fotdlisis
aerodbicas. Esto descarta que los cambios espectrales observados en la figura 5.4 se
deban a interacciones RB-SBZs.
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La eficiencia cuantica de fotooxidacién no es facil de determinar en los
procesos de degradacién mediados por 02(1Ag),9° particularmente en ambientes
naturales, debido a que la determinacién incluye el conocimiento de la concentracion
del sustrato fotooxidable. Una simple y usada aproximacion es la evaluacion de la
relacion k/k; (Tabla 5.1), la cual indica la fraccién de quenching del 02(1Ag) por el
sustrato que efectivamente conduce a una transformacion quimica. En agua pH/pD 6,

la mayoria de los valores son cercanos a uno, con excepcion de ABZ.

[ABZ)/uM

] 4O 20 40 60 80 100 120

A

/T

10

f

o 1 2 3 a4 5
[SBZ)/mM

Figura 5.5. Graficos de Stern-Volmer para el quenching de luminiscencia de 02(1Ag) por 2-
aminobencimidazol ( A), 2-Hidroxibencimidazol (e) y bencimidazol (m). Sensibilizado con rosa
de bengala, Absszp nm=0,25.
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Figura 5.6. Graficos de primer orden para el consumo de oxigeno en la fotooxidacion
sensibilizada de 2-metilbencimidazol (a), 2-aminobencimidazol (b) y alcohol furfurilico (c).
Solucién acuosa pH 6. Rosa de bengala como sensibilizador, AbSsag nm = 0,60.

Quenching de *Rf *por SBZs

La adicion de CBZ, BZ, o ABZ a una solucién metandlica de Rf 0,01 m M
acorta el tiempo de vida del triplete de la riboflavina. Ya se mencioné que se empled
MeOH como solvente debido a la baja solubilidad en agua de alguno de los SBZs, y
para contar con datos comparables para todos los sustratos en las mismas
condiciones. Los valores obtenidos para las constantes de velocidad de quenching
bimolecular se muestran en la Tabla 5.1. Los resultados experimentales se muestran
la figura 5.7 (inset). El espectro de absorcidén del transiente se tomo6 después de un
pulso de laser (figura 5.7) es similar al informado para °Rf* en MeOH.”" Los mismos
resultados cualitativos se obtuvieron empleando BZ, HBZ y ABZ, en lugar de CBZ.
Esta evidencia experimental podria indicar que el quenching de *Rf* por SBZs es
debido a un proceso de transferencia de electrones desde el anillo bencimidazol con la
produccién del radical Rf' (reaccion 4, Esquema 3.1). Esta reaccién ya fue descripta
para otros procesos fotosensibilizados por Rf en presencia de diferentes
sustratos.®2%%%'%2 En agua pH 6, el radical neutro de la Rf se puede formar por

protonacion del anidn radical de la Rf con un valor de pK = 8,3, 18mor! Marcador no definido.s2
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Figura 5.7: Espectro de absorcién del transiente de riboflavina 0,01 mM en MeOH saturado de
argén. En ausencia (a) y en presencia (b) de Carbendazim 0,12mM, tomado a 0,1 y 40 pus
luego del pulso del laser respectivamente. Inset: Grafico de Stern-Volmer para el quenching de
*Rf* por Carbendazim en MeOH saturado de argén.

Consumo de oxigeno en presencia de Superéxido Dismutasa.

Dado que Rf es capaz de fotogenerar especies que ulteriormente terminen en
la produccién de O,", como ya se menciond en la descripcion del Esquema 3.1, nos
parecié importante evaluar la posible participacion de esta especie oxigenada en el
mecanismo reactivo. La enzima Superéxido Dismutasa (SOD) es un quencher
especifico de O, y se la ha utilizado para confirmar o descartar la participacion de
esta especie oxidativa en determinados procesos/etapas reactivas de un dado

mecanismo.**%

Como se muestra en la figura 5.3 como un ejemplo ilustrativo para HBZ, la
velocidad de consumo de oxigeno disminuy6 entre 20-30% para todas los SBZs, en

presencia de 1 ug/ml de SOD.

5.1.1.3 Discusion de resultados

Los resultados presentados, junto con los datos mostrados en la tabla 5.1,
indican que, bajo condiciones de fotoirradiacién sensibilizada, los sistemas estudiados

se comportan de la siguiente manera:
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a) En todos los SBZs estudiados, los cambios espectrales observados bajo
sensibilizacion aerobica de Rf o RB indican la existencia de transformaciones
quimicas. Con RB, y dadas las conocidas caracteristicas de este fotosensibilizador,
parecen ser un mecanismo puro mediado por 02(1Ag). En presencia de Rf, los valores
diferentes de las velocidades relativas de consumo de oxigeno para los SBZs entre si,
(Tabla 5.1) comparadas con las obtenidas con RB para los mismos compuestos,
sugieren, al menos un mecanismo, para este sensibilizador diferente que el exclusivo
de Oy("Ay).

b) La habilidad de quenching de SBZs hacia el O,('A;) es moderada. La
constante de velocidad reactiva del proceso mediado por O,('Ay) (proceso (14)) en
agua pH 6 es relativamente baja (ca. 10° M s™), Ia relaciéon k/k; es cercana a uno,
indicando una eficiente fotooxidacién. Esta relacién es baja s6lo para ABZ, conocido
producto de la hidrélisis de CBZ, y para HBZ a pH 10 y 12. Estos bajos valores pueden
ser explicados sobre la base de dos efectos conocidos: 1) Las aminas aromaticas
primarias son eficientes desactivadores fisicos de 02(1Ag),95 y 2) la ionizacién del OH
en compuestos hidroxiaromaticos produce un aumento de la habilidad electrodonadora

de los compuestos y un aumento de su habilidad de quenching de Ox('Ag).*

c) Ambos estados electrénicos excitados 'Rf* y *Rf* sufren quenching por
SBZs con valores de las constantes de velocidad relativamente altas. Se deben
emplear concentraciones de SBZs cercanas a la saturacién para interceptar 'Rf,
debido al corto tiempo de vida de la especie excitada. Las bajas concentraciones de

SBZ empleadas en el presente trabajo excluyen las interacciones entre 'Rf* y SBZs.

Podemos decir que existe evidencia para al menos una componente de
transferencia electronica en el quenching de *Rf*, aunque no se descarta que pueda
haber un mecanismo mixto que involucre también abstraccion de H. No hemos
indagado, acerca de aspectos mecanisticos en el quenching de 'Rf*

fundamentalmente porque no es operativo en las condiciones de trabajo de esta tesis

d) ABZ consume oxigeno mas rapido que los otros SBZs (Tabla 5.1),
empleando tanto Rf 6 RB como sensibilizadores. Los procesos involucrados son
probablemente dominados por la alta habilidad donadora de electrones de ABZ con
respecto a los otros SBZs*, tan eficientes que son posibles procesos de transferencia
de electrones a ’Rf* y O,('A,). Sin embargo, debe puntualizarse que para este ultimo
caso, el proceso de transferencia de electrones compite con un quenching fisico de

dicha especie, suficientemente descripto en la literatura.®**°

e ——
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(e) Las especies O,  participan en el proceso de fotooxidaciéon de todos los
SBZs en presencia de Rf, como lo indica la disminucién en la velocidad de consumo

de oxigeno en presencia de SOD (figura 5.3). La generaciéon directa de O,  por
transferencia de electrones desde °Rf* a 02(32;) debe ser despreciada debido al
bajo valor del rendimiento cuantico del proceso (3). Asi mismo, en presencia de un

SBZ, O, podria formarse a través de dos procesos consecutivos de transferencia de

electrones (4) y (5). En otros compuestos, fa generacién de Rf’, a través del proceso
(4) es muy eficiente.*®” En ausencia de O,(°%,) el destino de Rf es, por
transferencia de electrones, la regeneracién de Rf. Se observa Ia fotoproteccién de la
degradacién de Rf cuando un SBZ esta presente en el medio. Los altos valores de la
constante de velocidad para el proceso (4), y el efecto inhibidor de SOD en
experimentos de consumo de oxigeno, sugieren que O, generado por el proceso (9)
oxida los SBZs (proceso (9)). El proceso (5), con generacién de Rf y O, " es crucial en
la quimica redox de oxigeno de organismos vivos.*®

(f) La reaccion predominante de oxidacién de SBZ con 02(1Ag) o con Oy"
dependera de la competencia entre 02(3Zg) y SBZ en el proceso de quenching de
*Rf*, si los procesos(9) y (14) tienen eficiencias similares. Se acepta que el quenching
de °Rf* por 02(3Zg) ocurre con una constante de velocidad, ke, en MeOH de ca. 1,2

x 10° M s, jie. ca. 1/9 del valor del proceso difusional.*®*® De este valor para la

*kqssz de 1,9 x 10°M" s ' y considerando una concentracién de 2,1 mM para
0,(’%,) disuelto en aire saturado en MeOH,"™ surge que, bajo condiciones de
saturacion de CBZ (ca. 1,5 mM), el producto 3kqsgz x [CBZ] es cercano a Kgr X

[02(3Zg)], indicando que no prevalece ninguno de lo dos procesos. En situaciones

ambientales acuosas, y de acuerdo con las evidencias con que contamos, pareceria
estar favorecido el mecanismo mediado por 02(1Ag), debido a que el limite informado

de solubilidad de CBZ disminuye ca. 40 veces con respecto a los valores en MeOH ?

mientras que la concentracién de O,(*Y, ), en aire saturado en agua'® disminuye en

un factor de 8. Obviamente, como el resto de los SBZs son mas solubles en agua que

CBZ, las especies fotooxidativas predominantes en estos compuestos sera O,".
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5.1.2 FOTODEGRADACION DEL PESTICIDA ABAMECTIN
5.1.2.1 Generalidades

El acaricida Abamectin (ABA), es una mezcla 4.1 de dos homblogos con la
misma estructura de lactona macrociclica: Avermectin B1a y Avermectin B1b, cuyas
estructuras se muestran en el esquema 1.1. ABA se produce por el microorganismo
del suelo Streptomyces avermitilis, y es ampliamente empleado en medicina
veterinaria'® y agricultura,’® mas alld de su extremadamente bajo valor de ingesta

103
)

diaria aceptable (ADI) en seres humanos (<1 pg por kg de peso '), su impacto

negativo en el medioambiente,’®

y sus efectos nada menos que teratogénicos
observados en reproduccion de ratones.'® ABA, empleado para sus fines especificos
en frutales, actua estimulando la liberacién de y-acido aminobarbiturico, causando
paralisis'® en isectos invasores. Se usa para el control de aracnidos y otras varias
clases de insectos menores en cultivos de frutas.

Se han publicado algunos informes acerca de la persistencia de ABA en la
naturaleza. Algunos estudios de degradacion usando una combinacién no
discriminada de bio- y foto-procesos indican una persistencia de 2 a 4 semanas, ya
sea disperso en el suelo, sobre hojas o depositado en el campo por las heces de
ovejas. Tras la fotodegradacién bajo irradiacién solar natural de Emamectin benzoato
en solucién acuosa, un derivado semisintético de segunda generaciéon de pesticidas
Avermectin con la estructura de [4"-(epi-metilamino)-4"-deoxi]-ABA, se ha encontrado
un tiempo de vida medio 1 a 22 dias.'"” Por otro lado se ha estudiado la
fotodegradacién de Avermectin B1a, principal componente de ABA, y de sus derivados
con la variante 4-sustituida, para conocer |la estructura de los productos formados en
condiciones similares a la que los pesticidas actuan formando microcapas sobre las
hojas. Si bien se han analizado y detectado algunos productos, se desconocen
totalmente los aspectos cinéticos de la fotodegradacion.

En ambientes naturales, los pesticidas y los productos de su degradacién
aparecen como soluciones 0 suspensiones en aguas superficiales. Por lo tanto
conocer los mecanismos fotoquimicos de su degradacién en soluciones aireadas y
bajo irradiacién solar, es decir simulando e! decaimiento fotoquimico natural de todas
estas sustancias, es un tépico de creciente y universal interés, como ya se mencionara
en la parte introductoria de este escrito. Cuando el pesticida absorbe luz UV, puede
degradarse por fotdlisis directa a través de la ruptura de uniones u oxidaciones que se
realizan en sus estados electrénicamente excitados. Cuando el pesticida no absorbe

luz solar, su degradacién puede ocurrir por las especies reactivas del oxigeno (EROs),

R ——
Juan Pablo Escalada Pagina 62



tales como 02(1Ag), O, "y OH’, también mencionadas antes, siempre y cuando un
compuesto presente en el medio, que ya hemos definido como fotosensibilizador,
absorba luz visible y genere estados electronicamente excitados reactivos o bien
EROs.

El presente trabajo estudia la cinética de la fotodegradacion de ABA en
solucién, bajo dos condiciones:

e Fotoirradiacién ultravioleta directa

» Simulacién de condiciones naturales

5.1.2.2 Fotolisis directa de Abamectin en Metanol

La fotoirradiacién con luz monocromatica de 254 nm de soluciones equilibradas
en el aire de ABA ca. 0,03 mM produce cambios espectrales como los que se
muestran en la figura 5.8. El rendimiento cuantico para la fotodegradacion de ABA en
estas condiciones es alto, ®, = 0,23 + 0,02, estos valores indican que la fotblisis directa
es un método muy eficiente para la degradacién del pesticida. & se obtuvo
graficamente de las velocidades de ABA y de la actinometria (figura 5.8, inset A)
empleando iodato-ioduro como actinémetro.”® Las velocidad de fotoconsumo de ABA
fue practicamente la misma cuando la fotélisis se comparé con soluciones equilibradas

en nitrégeno. (figura 5.8 inset B)
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Figura 5.8: Evolucién espectral de Abamectin 0,03 mM bajo fotoirradiacion directa (254 nm) en
MeOH. Los numeros insertados indican ef tiempo de irradiacion en minutos. Inset A: Grafico de
moléculas de actinémetro y Abamectin que reaccionaron en funcién de! tiempo de irradiacién
con luz de 254 nm empleada para la determinacién del rendimiento cuantico de la
fotodegradacién directa del pesticida. Inset B: Decaimiento de la absorbancia a 245 nm de
Abamectin 0,04 mM en solucién de MeOH saturado de N, y MeOH saturado de aire, en
funcién del tiempo de irradiacion con luz de 254nm, bajo idénticas condiciones experimentales.

5.1.2.3 Fotodegradacion Sensibilizada de Abamenctin
Fotoirradiacion de Abamectin en Metanol, sensibilizada por Rf

ABA absorbe sélo luz a longitudes de onda mas bajas que las del intervalo de
irradiacion solar, como puede observarse en el espectro de absorcion mostrado en la
figura 5.8, esto deja claro que la luz natural no puede producir transformaciones
quimicas en la molécula de pesticida. No obstante, en la parte introductoria se
mencioné que se han informado fototransformaciones bajo irradiacion solar.'”’
Nosotros consideramos que posiblemente se trate de procesos generados por
impurezas presentes en el medio, capaces de absorber en el visible, o bien sustancias
humicas, naturalmente presentes al recoger las muestras para el trabajo. Como se
dijo, la fotodegradacién de estos compuestos podria llevarse a cabo por procesos
fotosensibilizados por Rf, el ya descripto conocido pigmento presente en aguas de
rios, lagos y mares.'%®

e —
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La evolucion del espectro en MeOH durante la irradiacion con luz visible (filtro
de corte 400 nm) de una solucién de ABA 0,03 mM y Rf 0,04 mM vs. Rf 0,04 mM en el
mismo solvente, se muestra en la figura 5.9. El sensibilizador se descompone como
puede observarse por los cambios en la regiéon negativa del intervalo del espectro
visible y por el aumento de la absorbancia en la regién de 245 nm, donde ABA
absorbe. Este comportamiento de Rf compromete o dificulta el uso de cambios de
absorbancia para la evaluacién directa de |la desaparicion de ABA. En Ia figura 5.9,
inset A, se muestran los cambios del espectro a 245 nm durante la jrradiacion de una
soluciéon de Rf 0,04 mM en MeOH, en ausencia y en presencia de ABA 0,03 mM.
Aungue ambas velocidades son cercanas, el comportamiento (desigualdad, siendo
menor la velocidad de Rf en ausencia de ABA) es totalmente reproducible. Teniendo
en cuenta que solo el sensibilizador absorbe luz, la disminucién en |a velocidad de
descomposicion de Rf en presencia de ABA podria deberse a dos razones: (a)
quenching de los estados excitados de Rf por ABA (la fotodegradacion de Rf por
irradiacién con luz visible ocurre fundamentaimente a través de estado triplete,® como
ya se menciond anteriormente), y/o (b) la disminucién en la absorbancia de l|a
componente espectral de ABA a 245 nm, debido a fotorreaccion, produciendo un
retardo en la velocidad total (Rf+ABA) aumentando la absorbancia a esta longitud de

onda.
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Figura 5.9: Evolucion espectral de una mezcla de Abamectin 0,03 mM vy riboflavina 0,04 mM
en MeOH vs. riboflavina bajo irradiacién con luz visible (filtro de corte 400 nm). Los numeros en
la figura indican el tiempo de irradiacion en minutos. Inset A: Incremento de |a absorbancia a
245 nm del proceso en la figura, en ausencia (A) y en presencia (m) de Abamectin 0,03 mM.
Inset B: Grafico de Stern-Volmer para el quenching de fluorescencia estacionaria de riboflavina
0,06 mM por Abamectin, en MeOH.

Seguidamente, la primera accién fue evaluar la posible interaccién de estados
electronicamente excitados de Rf con ABA. Ya se menciond que el pigmento presenta
una emision de fluorescencia intensa centrada en 515 nm. En la figura 5.9, inset B, se
muestra el grafico de Stern-Volmer para el quenching de la emision estacionaria de Rf
por ABA, en MeOH.

A continuacion, se investigé lo propio para el estado *Rf*. La adicién de ABA (>
0,1 mM) a una solucion saturada en N, de Rf 0,01 mM en MeOH no afecta el tiempo
de vida de °Rf* de 15 ps observado en ausencia de ABA, valor concordante con el de
literatura.®® Ademas, el espectro de absorcion del transientes de la solucién tomado a
0,1 ps después del pulso laser, que es el aceptado® para la especie neutra de °Rf*, y
gue ya se ha mostrado en figura 5.7, no cambia en presencia de ABA.

En sintesis, los resultados del quenching potencial de los estados excitados
singlete y triplete de Rf por ABA, obtenidos por medio de fluorescencia estacionaria y
laser flash fotolisis, indican que al menos en intervalos de concentraciones de ABA

entre 0,05 y 0,70 mM, que constituyen valores mas altos que los usados en los

e —
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experimentos de fotoirradiacién sensibilizada. No se observa interaccién entre el

pesticida y los estados excitados del pigmento,

Ya se mencioné que Rf en MeOH produce O,('Ag) y O, En principio, el
rendimiento cuantico bajo para la generacién de O,  descarta la participacion de este
anién radical en la fotodegradacion de ABA. Por lo tanto la posibilidad restante son

reacciones mediadas por O,('A).

En experimentos siguientes se observé consumo de oxigeno en la
fotoirradiacion con luz visible de soluciones de Rf 0,05 mM mas ABA 0,1 mM en
MeOH-H,O 3:1 v/v. La fotélisis fue acompariada por una pérdida gradual de! color del
sensibilizador, indicando otra vez la participacion de Rf en el proceso de
fotooxigenacion. Se conoce que Rf participa en procesos redox en la naturaleza a
través de diferentes mecanismos, incluyendo su propia fotooxidacién mediada por
0,('Ag). Se ha informado una constante de velocidad k. de 6x10" M s ' para el

proceso total de quenching de O,('A,;) en MeOH.*

Fotoirradiacion sensibilizada por Rosa de Bengala de Abamectin en Metanol

La posible participacién de 02(1Ag) en la fotodegradacion de ABA fue evaluada
empleando RB, el ya descripto generador de 02(1Ag). Los cambios espectrales de una
solucién de ABA 0,025 mM + RB (Aseso = 0,46) en MeOH bajo fotoirradiacién con luz
visible se muestra en la figura 5.10. Las velocidades de consumo de oxigeno en
MeOH de una solucién conteniendo 1 mM ABA y RB Az = 0,46 como
fotosensibilizador, fue mas baja en presencia de azida sédica (NaN;) 0,1 mM que en
ausencia de la sal. NaN; se ha usado para confirmar o descartar |la intervencién de
02(1Ag) en un proceso fotooxidativo, debido a que es un conocido quencher fisico de
estas especies, con una constante de velocidad informada, k;, de 2,3x10° M's™" en
MeOH_.®®
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Figura 5.10: Evolucién espectral de Abamectin 0,025 mM en MeOH en presencia de Rosa de
Bengala (Abssgo = 0.,6), vs. Rosa de Bengala (Abssgo = 0,46) en el mismo solvente. Los
numeros en los espectros indican tiempo, en segundos, de irradiacion. tnset: Variacion de la
concentracién de oxigeno para la fotolisis de Abamectin 1 mM en MeOH en ausencia (a) y en
presencia (b) de azida sédica 0,1 mM.

Por medio del quenching de fosforescencia de 02(1Ag) resuelto en el tiempo, se
obtuvo un valor de la constante de quenching total, k, de 55 + 0,2x10° M ™" para
ABA en MeOD, con RB como sensibilizador (figura 5.11). Este experimento
demuestra, sin ambigledad, la interaccion entre O,('Ag) y ABA. La cinética del
decaimiento de la fosforescencia de 02(1Ag) en el mismo solvente fue de primer orden,
y el tiempo de vida observado para 02(1Ag), ca. 33 us, en excelente concordancia con

los valores de literatura.®®
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Figura 5.11 Grafico de Stern-Volmer para el quenching de la fosforescencia de 02(1Ag) por
Abamectin en MeOD.

5.1.2.4 Discusion de resultados

ABA se degrada con un rendimiento cuantico alto cuando se irradia con luz de
254 nm, cuya energia de 470 kJ Einstein™ es suficientemente alta para romper enlaces
C-C. Se puede descartar un proceso oxidativo mediado por oxigeno debido a la
influencia de la concentraciéon de oxigeno disuelto sobre la velocidad de reaccion. Esta
clase de tratamiento, costoso energéticamente, para la degradacién de ABA por
fotoirradiacién directa constituye una interesante alternativa en caso de depésitos del
pesticida en los cuales se necesita una degradacion rapida.

Rf es un excelente sensibilizador modelo para la fotooxidacién de diferentes
contaminantes en ambientes naturales, ya que bajo irradiacién de luz visible produce
0,('Ag) y O;". En presencia de especies donadoras de electrones (eD),'” O, puede
también aparecer por los procesos (5) y (8), del esquema 3.1. No obstante ABA
dificiilmente actuara como agente donante de electrones, tal como sugiere su alto
potencial de oxidacion.''® Rf compite con ABA por la reaccién con O,('A,). El valor de

la constante ki, obtenida para el quenching de O,('Ag) con ABA (5,5 + 0,2x10° M 's™)
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es similar a la generalmente informada para los valores de k, de las reacciones de
O,('Ag) con uniones dobles aisladas, para formar hidroperdxidos arilicos. Es la
reaccién denominada “ene” descripta por primera vez por Schenck,'"" que ocurre con
dienos conjugados generando endoperéxidos insaturados,® como en los casos de 2,5-
dimetil-2,4-hexadieno, con k. = 2x10° M' s' en MeOH®® o trans,trans-2,4-hexadieno,
con k. = 1,1x10° M' s' en cloroformo.”? Por lo tanto, en el caso de ABA, los
probables caminos por reaccién con 02(1Ag), con subsiguiente degradaciéon de ABA,
podrian ser los tres enlaces dobles “aislados” a C3, C14 y C22, y/o el grupo dieno

conjugado en C8-C11 (esquema 1.1).

5.2 FOTODEGRADACION DE LOS PESTICIDAS BROMOXINIL Y DICLOROFEN
5.2.1 Generalidades

La familia de los fenoles constituye posiblemente el grupo de pesticidas con
mayor presencia entre los usados en las dltimas décadas®. Se han realizado
numerosos estudios acerca de la fotodegradabilidad bajo diferentes condiciones
experimentales.®""*'"® No obstante, en la mayor parte de los casos el interés ha

estado centrado en la identificacion de los fotoproductos obtenidos tras la fotdlisis.

En este trabajo de Tesis estamos informando resultados de un estudio cinético-
mecanistico de reacciones de fotooxigenacion de dos miembros de familia de
pesticidas fendlicos (PP). Bromoxinil (3,5-dibromo-4-hidroxibenzonitrilo, BXN,
herbicida®) y Diclorofen (4,4 -dicloro-2-2"-metilendifenol, DCP, alguicida, funguicida,
bactericida®), empleando Rf como fotosensibilizador. Estos contaminantes son

incoloros y poco solubles en agua.

Hemos escogido estos dos pesticidas porque tienen propiedades
caracteristicas que los distinguen de otros productos fenélicos comerciales. El BXN
presenta un valor de pK, para la ionizacion acida® del grupo fenélico de 3,8, frente a un
valor de ca. 10 para el fenol y para un amplio grupo de otros pesticidas fenélicos. ° El
DCP por su parte, posee dos grupos fendlicos en su molécula, con valores de pK,
separados por varias unidades (pKa, = 7,66 y pKs, = 11,6).% Discutiremos resultados
acerca de la influencia de las caracteristicas mencionadas sobre la cinética y

mecanismos fotodegradativos de estos dos particulares pesticidas.

En este estudio discutimos, resuitados acerca de: (a) la potencial

fotodegradabilidad de los pesticidas por irradiacién sensibilizada y (b) la
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fotodegradabilidad de BNX y DCP sometidos a fotoirradiacién directa con luz de 234
nm. El caso (b) puede ser de interés cuando se cuenta con depésitos aislados de
contaminantes a los cuales se desea someter a un proceso degradativo previo a su
liberacién como desechos, y puede ignorarse el gasto energético que el tratamiento

conlleva.
5.2.2 Fotodegradaciéon Sensibilizada de BXN y DCP
Fotoirradiacién estacionaria

La fotoirradiacién de la mezcla de Rf (0.05 mM) mas PP (0,2 — 0,4 mM) en
agua pH 7 (filtro de corte >350nm) produce cambios espectrales que pueden ser
atribuidos a transformaciones en ambos componentes de la mezcla (figura 5.12).
Asimismo, la fotoirradiacién produjo consumo de oxigeno. La velocidad de consumo
de oxigeno a pH 7 para el sistema Rf (0,04 mM) mas BXN (0,5 mM) fue ca. 1,5 veces
mas rapido que el sistema Rf (0,04 mM) mas DCP (0,5 mM) bajo idénticas condiciones

experimentales (Tabla 5.2)
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Figura 5.12: Cambios en el espectro uv-vis de una solucién acuosa saturada de aire de Rf
(0,023 mM) mas BXN (0,47 mM) vs. Rf bajo irradiacién (>400nm). Inset: Cambios en el
espectro uv-vis de una solucién acuosa de RB (Asqe = 0,41) mas BXN (0,42 mM) vs. RB,
irradiada en idénticas condiciones. Los numeros secuenciales en los graficos representan el
tiempo de fotolisis en minutos.
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Estos resultados sugieren que los estados electrénicamente excitados de Rf y
las especies reactivas de oxigeno (EROs) producidas por estos estados o ambas
especies operando simultdneamente, son responsables de |la fotodegradacion de cada
PP. Es ampliamente conocido que Rf en soluciéon acuosa es altamente reactivo
cuando es irradiado con luz visible debido a la generacién de EROs."®®"""""® En el
presente caso, la participacién de EROs fue evaluada por medidas de consumo de
oxigeno en presencia de quenchers especificos de EROs (Figura 5.13). Asi, la
presencia de NaN; (10 mM) o CAT (1 pg/mL) disminuyen notablemente la velocidad de
consume de oxigeno, considerando que la presencia de SOD (1 pg/mL) incrementa
esta velocidad. Experimentos similares con estos quenchers especificos de EROs han
sido empleados para descartar/confirmar la participacién de O('Ay), H.0, y O,
ya
qgue NaN; desactiva fisicamente a 02(1Ag), CAT descompone a H,O, (proceso (16)

respectivamente, en un acontecimiento oxidativo dado,'"”""éirror! Marcador no definido.

esquema 3.1) y la enzima SOD dismuta la especie O, (proceso (15))

N

360

AO,/ppm

1 L 1 1 1

0 20 40 60 80 100 120

tiempo/min

Figura 5.13: Consumo de O; vs tiempo de irradiacion en soluciones acuosas pH 7 para
los sistemas (a) Rf (A4 = 0,5) mas BXN (0,5 mM) mas CAT (1 pg/mL); (b) Rf (Ass = 0,5) mas
BXN (0,5 mM); (c) Rf (Asss = 0,5) mas BXN (0,5 mM) mas SOD (1 pg/mL). Inset: espectro de
fluorescencia de (a) DCP (0,1 mM) en solucién acuosa pH 7 y (b) la misma solucién en
presencia de H,0; (0,05 mM).
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La reaccion entre H,O, y BXN o DCP (proceso (10) esquema 3.1) fue detectada
por cambios en la absorcion o fluorescencia, respectivamente, luego de la adicién de
H.O, (0,05 mM) a soluciones acuosas de cada PP (0,12 mM) en buffer pH 7. En el
caso de DCP (Figura 5.13, inset), el cambio inicialmente observado indicé la oxidacion
del pesticida. En el caso de BXN, un compuesto no fluorescente en pH 7 debido a la
ionizacion total del su grupo del OH, un cambio similar fue observado en el espectro

de absorcién. Figura 5.14.

3x10" -
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1x10’~/
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Figura 5.14: Espectros de fluorescencia y de absorcién para DCP (principal) y BXN (inset) en
ausencia (a) y en presencia (b) de H,0,. Ambos reactivos en concentracion ~ 0,1 mM.

Quenching de 'Rf* y *Rf* por BXN y DCP

Para estos experimentos, fue elegido el MeOH como solvente para aumentar la
solubilidad de los PP, especialmente en el caso de 'Rf*, donde fue requerida una
concentracion relativamente alta de PP. En soluciones metandlicas equilibradas con
aire, Rf mostré6 una banda de emisién de fluorescencia centrada en 520 nm. En
presencia de > 2 mM PP, el quenching de la fluorescencia de 'Rf* fue detectado como
un decaimiento en la intensidad de la emisidon estacionaria. La interaccion 'Rf*-PP fue
cuantificada a través de métodos resueltos en el tiempo, analizando los tiempos de vida
'Rf* en ausencia ('z) y en presencia ('7) de diferentes concentracion de PP. Se

obtuvieron graficamente las constantes de velocidad 1kq (proceso (2), esquema 3.1) a
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través del tratamiento clasico de Stern-Volmer (', /'z =1 + 'k, "z, [PP]), (Figura 5.15,
Tabla 5.2). El decaimiento de la fluorescencia de Rf en ausencia y presencia de PP fue

monoexponencial con 'z, = 5,4 ns, coincidiendo con datos previos reportados.'*®
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Figura 5.15: Grafico de Stern-Volmer para el quenching de 'Rf* @y *Rf* (b) por BXN en
MeOH. Donde 1, y T son los tiempos de vida de 'Rf* o *Rf* en ausencia o presencia de BXN
respectivamente.
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Figura 5.16: espectro de absorcion del transiente de Rf (0,06 mM) EN MeOH saturado de
argon en ausencia (a) (1 us después del pulso laser) y en presencia de DCP (b) o BXN (c)
(ambos 5 us luego del pulso laser)
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Comp. Solvente kg *Kq k, k, kik:. AO,(RB) AO;(Rf)

(x10°) (x10°) (x10%) (x1(r)8) (relativa) (relativa)
BXN H,OpH6 0,16+0,005 0,18 1
D,O pD 6 0,24 +0,08 0,66
D,O pD 12 0,25+0,01
MeOH 26 20
MeOD 0,04+0,002
CTAB pH7 0,026+0,01
CTAB pD 7 0,06+0,003 0,43
DCP H,OpH6 0,87+0,04 1 0,66
D,OpD 6 2,7+05 0,32
DO pD 12 7,0+ 0,1
MeOH 47 212
MeOD 0,08+0,004
CTAB pH 7 1,04+0,01
CTABpD 7 4,16+0,2 0,25
Fenol H,OpH 8 0,012 <0,01°
MeOH 41° 05°

# Scully and Hoigné (1987).7°° ® Haggi et al. (2004).”"

Tabla 5.2: Valores de las constates de velocidad para el quenching de 'Rf* ('kg) and °Rf* (*ky),
total (k) y reactiva (k;) para el quenching de 02(1Ag) por Bromoxinil (BXN) y Diclorofen (DCP), y
velocidades relativas de consumo de oxigeno (AQ,) para la fotoirradiacion sensibilizada por RB
o Rf Los datos reportados para fenol son incluidos como parametro de comparacion. Los
solventes deuterados fueron unicamente empleados en las determinaciones de k;.

El decaimiento de °Rf* fue medido en una concentracidon mucho mas baja de
Rf, 0,02 mM, y menor energia del laser, para evitar el quenching por concentracion o
autoquenching y la aniquilacion triplete-triplete respectivamente. La desaparicion de
°Rf*, generado por el pulso laser a 355nm, pudo ser observado por un decaimiento de
primer orden en la absorbancia a 670 nm, una longitud de onda donde otras especies
no interfieren. El tiempo de vida de *Rf* decae apreciablemente en presencia de un PP
(proceso (4), esquema 3.1). Como antes, las constantes bimolecular para el quenching
del triplete °k, fueron obtenidas por el tratamiento de Stern-Volmer, usando la
expresion °z, / °z =1 + 3k, *z, [PP] (donde %y *z son los tiempos de vida de °Rf*
determinados experimentalmente en ausencia y en presencia de un PP,
respectivamente), (Tabla 5.2). Los valores obtenidos de 'k, y °k, para cada PP (Tabla

5.2) son similares a las reportadas para el fenol.®’

Juan Pablo Escalada Pagina 75



En ausencia de un PP, el espectro esperado para °Rf*'%%122

pudo observarse
luego del pulso laser (figura 5.16), mientras que en presencia de un PP (0,6 mM, ca.
95% °Rf* quenched por el PP) el espectro de absorcion coincide con el reportado para
el radical RfH", formado desde el anién radical Rf" (proceso (6) esquema 3.1).52"'°
Ambos, Rf” y RfH’, han sido anteriormente generados por procesos de transferencia
de electrones entre °Rf* y sustratos hidroxiaromaticos de importancia ambiental y

biologica.'?* "%

Quenching de O,('4,) por BXN y DCP

Cuando soluciones acuosas a pH7 de RB, el ya conocido exclusivo generador
de 02(1Ag), fueron irradiadas con luz visible en presencia de un PP, se observd
consumo de oxigeno, como asi también pequefios cambios en los espectros de los PP
(Figura 5.12, inset). La velocidad de consumo de oxigeno para el sistema RB (Asz =
0,5) mas DCP (0,5 mM) fue ca. 5.5 veces mas rapido que en el sistema RB (As3; = 0,5)
mas BXN (0,5 mM), medidas bajo idénticas condiciones experimentales. (Tabla 5.2).
Como comparacion, el sistema RB (Aszg = 0,5) + fenol (0,5 mM) no consume oxigeno
en lo absoluto dentro de la misma ventana temporal empleada para los PP. RB fue
elegido como sensibilizador para analizar la posible reaccién de los PP con 02(1Ag),
evitando las posibles interferencias debido a las interacciones de los substratos con

los estados electronicamente excitados de la Rf.

El decaimiento cinético de la fosforescencia de 02(1Ag) fue de primer orden y el
tiempo de vida coincide con datos de literatura.®® La adicién de un PP como quencher
genera una disminucién del tiempo de vida de 02(1Ag), una confirmacion inequivoca de
la interaccion de los pesticidas con esta especie oxidante. Los valores de k; (Tabla 5.2)
fueron graficamente obtenidos en D,O a pD 7 o pD 12 y en MeOD con la expresion
o/ =1 + K a0 [PP], donde 7, y7a SON lOs tiempos de vida de 02(1Ag) en presencia y

ausencia de un PP, respectivamente (Grafico representativo en ta Figura 5.17).

Medios altamente alcalinos y metano! fueron empleados como solventes para
determinar los posibles efectos de pH y polaridad del solvente en la interaccion
O,('Ag)-PP (Tabla 5.2). Ambos valores, k y k, para ambos pesticidas son

significativamente mas altos que los descriptos para fenol.'*®

Ademas, de acuerdo con
la literatura, la interaccién 02(1Ag)-FenoI es totalmente fisica (Tabla 5.2). Otros
autores'?® han reportado la ausencia de una efectiva oxidacion de fenol mediada por
O,('4y).
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La constante de velocidad k. (proceso (14)) fue determinada por el método
actinométrico antes mencionado, analizando el fotoconsumo de oxigeno (Figura 5.17,
inset). La eficiencia cuantica de la fotoxidacion mediada por 02(1Ag) @, (D = k, [PP)/(ky
+ k [PP]))*° no es facil de evaluar, particularmente en ambientes naturales, porque su
determinacién incluye el conocimiento de la concentracion real de los substratos
fotooxidables, representados por PP en este caso. Una aproximacion mas simple y
util, es la evaluacion del cociente k/k: (Tabla 5.2), que indica la fraccién total de
quenching de 02(1Ag) por el sustrato que efectivamente llevé a una transformacién

quimica.
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Figura 5.17: Graficos de Stern-Volmer para el quenching de fosforescencia de 02(1Ag) por DCP
en solucién D,O pD 12 (a) y en solucion MeOD (b). Inset: Grafico de primer orden para el
consumo de oxigeno por DCP en H,O pH 7 (d) y FFA (c). Sensibilizado con RB (Asss = 0,5).

Fotoirradiacion estacionaria en medio micelar de CTAB

Respecto de los experimentos en medios micelares: se sabe que, en general,
la organizacion propia de los medios micelares puede causar un efecto catalizador y/o
de control de la reactividad sobre una gran variedad de reacciones, y en particular
sobre procesos fotoinducidos.'®” Por ello decidimos realizar estudios empleando como
sensibilizador el RB, debido a que en este caso, y de acuerdo a lo ya discutido, la

fotooxidacion procederia por un mecanismo simple de Oy('Ag), lo que puede facilitar la
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interpretacion de los resultados. Ademas, esta informado en la literatura'®® que el
valor de rendimiento cuantico de generacién de 02(1Ag) para RB no se ve afectado por

la presencia CTAB, escogido como detergente en este caso.

Trabajamos en agua, a una concentracion de CTAB 0,1 M, en la que se
asegura que las micelas estaran totalmente formadas.'**"*" Es sabido que para este
tipo de detergentes, al igual que para CTAB, el valor de la concentracién micelar critica
(CMC) en presencia de solutos fenélicos, disminuye en medio neutro de 1,4 mM'* a
0.9 mM."®'® ge trabajé a pH 7 a fin de emplear toda la informacién citada en
referencias.'?'* Una evidencia de la interaccion de los sustratos con los detergentes,
que puede interpretarse como la incorporaciéon de aquellos en el microambiente
micelar, queda evidente en los corrimientos espectrales observados en presencia de

CTAB micelizado, como se muestra en la Figura 5.18.
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Figura 5.18: Espectros de absorcién de DCP (principal) y BXN (inset) en ausencia (a) y
presencia (b) de CTAB 0,1 M, a pH 7, tomados vs. buffer (a) y vs. CTAB 0,1 M en buffer (b).

Realizamos determinaciones de las constantes ki y Kk, en CTAB 0.1 M a pH 7.

Los resultados cinéticos se incluyen en |a Tabla 5.2.
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Determinacion de los potenciales de oxidacion

La posible transferencia de carga en la interaccién fotopromovida Rf-PP fue
estudiada por determinaciéon de los potenciales de oxidacién de cada PP. Los
voltagramas lineales para la electrooxidacion de DCP y BXN se obtuvieron a una
velocidad de scan de 0,05 V s™'. Se observé un pico de oxidacién bien definido en la
zona cercana a 0,30 V vs ECS. Los voltagramas lineales fueron convolucionados,
después de restarles la corriente de referencia. Las ventajas que ofrece la técnica de
convolucién en el tratamiento experimental de los datos en el intervalo lineal del
voltagrama son bien conocidas.'® La corriente convolucionada, I(t), para DCP y BXN,
alcanza un limite o valor maximo, |, el cual es caracteristico de un proceso controlado
puramente por difusién. Si la reaccién es nernstiana, la dependencia del potencial E,
con I(t) se expresa por la ecuacién E = Eq, — RT/nF In (I.-l(t)/I(t)),"** donde E,; es el
potencial de oxidacién, n es el numero de electrones intercambiado por molécula de
compuesto oxidado y los otros términos tienen su significado usual. Un grafico de E vs
In (I.- 1(t)/ I(t)) es una linea recta. Asi, Eq, pudo obtenerse de la intercepcion de este
grafico. Los graficos lineales se obtuvieron del andlisis de postconvolucién de E vs
In(l.- I(t)/ I(t)) en el 90 % de la curva para DCP y BXN. Los valores de E;; de los
graficos experimentales con parametros de regresién mejores que 0,9992 son 0,71 V
para BXN y 0,62 V para DCP. El valor de E,, reportado para fenol es 0,63."%

5.2.3 Fotdlisis directa de BXN y DCP en Metanol

La posibilidad de fotodegradacion de los PP por fotélisis directa, y la efectividad
de este tratamiento se evalué irradiando los pesticidas, en MeOH con |luz de 254 nm.
Se escogi6 esta radiacion, de alta energia, en conocimiento de que la fotéilisis directa
tanto de BXN'**"*® como de DCP'"* realizada con luz de longitud de onda por encima
de los 300 nm arroja rendimientos cuanticos de fotofegradacién extremadamente

bajos, del orden del 1%.

En la figura 5.19 se muestran datos experimentales empleados en la
determinacién de los rendimientos cuanticos de fotodegradacion de los PP, cuyos
resultados aparecen en la Tabla 5.3. La evolucidn reactiva de los PP en los diferentes
casos se siguié mediante los respectivos espectros de absorcidon (ver Inset figura 5.19
para un caso tipico). En el caso de DCP en medio aerébico esto no fue posible, debido
a la aparicion de productos absorbiendo en la misma regién espectral que el pesticida

no irradiado, por lo que no se informa este valor de rendimiento cuantico.

e ——————
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Los valores de &r obtenidos se muestran en Tabla 5.3.

or BXN DCP

En presencia 0,18 N/D
de aire

En ausencia 0,13 0,67
de aire

Tabla 5.3. Valores de rendimiento cuantico de fotodegradacion (®r) de BXN y DCP en MeOH,
en ausencia y presencia de aire. (N/D = No determinado.)
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Figura 5.19 Grafico de moléculas de actindmetro (a) y BXN en presencia (b) y ausencia (c) de
oxigeno que reaccionaron en funcion del tiempo de irradiacion con luz de 254 nm empleada
para la determinacién del rendimiento cuantico de la fotodegradacién directa del pesticida en
MeOH. Inset. Evolucion espectral de BXN bajo fotoirradiacion directa (264 nm) en MeOH. Los
numeros secuenciales indican el tiempo de irradiacion en segundos.
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5.2.4 Discusion de resultados

Los resultados comentados, junto con los valores mostrados en la Tabla 5.2,
indican que el sistema PP + Rf, cuando se irradia con luz visible, se comporta como se

describe a continuacion:

a) Los cambios espectrales observados bajo sensibilizacion aerébica, con Rf y
con RB, muestran claramente que ocurren transformaciones quimicas en los
PP. También se observa que las velocidades relativas de consumo de oxigeno
con ambos sensibilizadores son totalmente diferentes (Tabla 5.2). El hecho de
que con RB opera Unicamente un mecanismo oxidativo mediado por 02(1Ag),
sugiere fuertemente que en el caso de Rf operaria un mecanismo mas

complejo, o al menos diferente a uno mediado simplemente por O,('A,).

b) La habilidad de quenching de cada PP hacia O,('A;) es moderadamente alta,
de acuerdo con sus respectivos valores de ks y k. Para fenoles y

polihidroxibenceno®'¥’

el mecanismo aceptado de quenching es la inicial
formacion de un complejo de encuentro [02(1Ag)-sustrato] con una
transferencia de carga de caracter parcial, seguido por un proceso irreversible
de transferencia de electron obteniendo productos de fotooxidacién. La
formacién de este complejo depende de la habilidad donadora de electrones
del sustrato. En fenoles, las especies con grupos OH ionizados son las mas
fotooxidables. La presencia de grupos dadores de electrones en el anillo
bencénico de BXN disminuye el valor de pK, favoreciendo la fotooxidacién'®
(reaccién (14) esquema 3.1). En el caso de DCP, el valor relativamente alto de
la constante de velocidad k; es una consecuencia de la presencia de dos
grupos fenoles en la molécula, aunque la real eficiencia de los procesos de
fotooxidacién, representada por la relacién k/k;, es mas baja que en el caso de
BXN. Estos resultados pueden ser consecuencia de las formas parcialmente
ionizadas y no ionizadas de los respectivos grupos OH de DCP a pH 7. La
formacién del complejo de encuentro en ambos PP es influenciada por el pH
del medio y la polaridad del solvente. La constante de velocidad k; para BXN en
solucién pD 12 es la misma que en pD 7, porque en ambos medios, el grupo
fenol se encuentra totalmente ionizado, sin embargo en DCP se observa un

incremento sustancial de k; al aumentar el valor de pD. Para DCP, a pD 12
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ambos grupos OH se encuentran ionizados, sin embargo a pH 7 unicamente
uno de los grupos se encuentra parcialmente ionizado. En soluciones de
MeOD, los valores de k; y k, disminuyen para ambos PP (Tabla 5.2). Esta
dependencia es interpretada como un efecto de la polaridad del solvente sobre

la transferencia de carga en el complejo de encuentro.

c) Las especies 'Rf* y °Rf* son interceptadas por PP con valores de constantes
de velocidad 'k, y °k, cercanas al limite difusional. Sin embargo, bajo las
condiciones experimentales usadas, el quenching de 'Rf* (proceso (2)) es
despreciable debido al corto tiempo de vida de la especie excitada 'Rf*** y a las
bajas concentraciones de PP utilizadas en los experimentos de fotoirradiacion.
La especie Rf" es formada por transferencia de electrén desde el estado
fundamental de los PP hacia el °Rf* (proceso (4)). Luego Rf ~ puede sufrir una
rapida protonacion a RfH' (proceso (6)),°*°*'* o transferir un electrén al
0,(°z4) generando O, y regenerando Rf en su estado fundamental (proceso
5). En consecuencia, las especies O, y H,O, pueden estar presentes en el
medio. La generacién de O, por interaccion directa de *Rf con O,(°Z;") no ha
sido tenida en cuenta en la presente discusion debido al bajo rendimiento

cuantico de dicho proceso (proceso (3))."°

d) El quenching de °Rf* por compuestos donores de electrones como fenoles y
polihidroxibencenos ocurren por un proceso de transferencia de electron
(proceso (4)), con valores altos de las respectivas constantes de velocidad 3kq,
cercanas a 10° M" s.%" La factibilidad termodinamica de este proceso puede
ser evaluada por medio de la ecuacion de Energia libre de Gibbs para
transferencia electrénica, Agtr Go = Eq ppipp+) — Eo rire) — Ere + C, donde Eg rexs)
es el potencial de electrodo estandar del aceptor Rf (-0,80 V), Ers~ s la energia
de °Rf* (2,17 eV), C es el término de energia culémbica (0,06 V)" y E; pepes)
es el potencial de electrodo estandar para los pesticidas. Se determinaron
experimentalmente los valores de E,;, (0.71 V para BXN y 0.62 V para DCP)
como el respectivo valor de E; pppps. 2 Los valores de Agr Gy asi calculados
fueron menores a -0,71 eV para ambos PP. Indicando que el proceso (4)
podria ocurrir y, en consecuencia, la especie RfH" puede formarse
espontaneamente (proceso 6). Bajo condiciones aerébicas, una cascada de

procesos pueden ocurrir luego del proceso (4), algunos de ellos generando

e e e e ———
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EROs. Asi, la especie RfH' puede sufrir una reaccién de desproporcién
bimolecular reduciéndose a las especies RfH, y Rf (proceso (7)). En presencia
de O,(°%4), RfH, puede ser reoxidada produciendo RfH,” , O, y finaimente Rf
y H;O; (proceso 8). Ambas especies oxidantes, O,~ y H,O, pueden reaccionar
con los PP en el medio.

El predominio de cualquiera de los procesos, transferencia de electron desde
los PP o la transferencia de energia hacia el 02(329') desde °Rf* (proceso (4) vs.
proceso (11), respectivamente) pueden ser discutidos en términos cinéticos.
Considerando los valores de kg7 descritos para el proceso (11) en H,O (7x10°
M' s’ ie. 1/9 del valor difusional)* y un valor de °k, para ambos PP de 2x10°
M’ s (Tabla 5.2), puede deducirse que, para iguales concentraciones de
02(329‘) disuelto y PP, la velocidad para el proceso mediado por el radical
(proceso (4)) es ca. tres veces superior que el proceso de generacién de 02(1Ag)
(proceso (11)). En términos practicos, esto indica que operarian ambos
procesos (4y 11).

La disminucion en la velocidad de consumo de oxigeno en presencia de CAT
(reaccién 16) confirma que H,O, participa en la oxidacién de ambos PP. Por
otra parte, la viabilidad de esta reaccién fue independientemente verificada
(Figura 5.14 inset). Ademas, el incremento de la velocidad de oxidacion
(medida como incremento en el consumo de oxigeno) en presencia de SOD
(Figura 5.14) manifiesta la presencia de H,O, en el proceso, como fue

® Esta es una

observado para otros compuestos hidroxiaromaticos."
consecuencia del consumo de la especie O,”, promoviendo la subsiguiente

formacién de H,O, (reaccién (8)), la cual es consumida en la reaccion (10).

e) Respecto de los resultados de fotoirradiacién directa, los PP se fotodegradan
con valores relativamente altos de ®,. La energia de fotdlisis, de ca. 470 kJ
Einstein” es lo suficientemente fuerte como para romper los enlaces C-H y C-
C. En el caso de BXN, aunque los valores de ®r en ausencia y presencia de
aire son bastante similares, la participacién paralela de un proceso oxidativo
mediado por oxigeno no se puede descartar. En el caso de DCP, en solucién
aireada, la formacién de productos con una fuerte absorcién en la regién uv
impidieron el calculo del rendimiento cuantico, esto muy posiblemente se deba

a la formacién de compuestos quinénicos, muy frecuentes en la oxidacién de
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derivados fenolicos,®! reportados por Abdennour Zertal et a para el caso
particular de DCP. De todas maneras, el resultado positivo desde el punto de
vista experimental es que ambos PP resultan degradables por fotélisis directa,
método que puede ser tenido en cuenta en casos particulares, que ya se

comentaron en la parte introductoria.

f) Como se establecié previamente, los fenoles interactian con micelas
catidnicas, del tipo CTAB. De acuerdo a los resultados publicados sobre otros
compuestos y, en particular, fenoles, las formas neutras y sus correspondientes
aniones fenéxido pueden tener diferentes ubicaciones en la micela, con
diferentes interacciones especificas micela-PP."*® Las moléculas de fenol
ionizadas se localizan cerca de la superficie de la micela, con el anillo
aromatico entre los grup6s amino cuaternarios adyacentes, mientras que las
formas no ionizadas penetran profundamente en la micela. E! primero es el
caso de BXN a pH 7. Recordemos que BXN esta ionizado a pH 7. Esta
interaccién disminuye la habilidad electro-donadora hacia la especie oxidativa
02(1Ag), como indican los valores de las respectivas constantes de velocidad
(Tabla 5.1). La razén para el leve aumento observado en las constantes de
velocidad k; y k: en el caso de DCP, muy poco ionizado en medio micelar de
CTAB, no es tan clara y podria interpretarse como el resultado de un aumento
de la concentracién local del compuesto fendlico, con moderadas a altas

caracteristicas hidrofébicas.
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6. CONCLUSIONES

e La irradiacién aerébica de CBZ, sensibilizada por Rf, produce la
degradaciéon del pesticida en un proceso que incluye consumo de
oxigeno y degradacion de Rf. Ambas especies son responsables de los
procesos degradativos y la prevalencia de alguno de ellos depende de
condiciones experimentales, tales como las concentraciones de oxigeno
disuelto y de CBZ. Otros bencimidazoles 2-sustituidos son degradados
en forma similar. Los sustituyentes dadores de electrones favorecen la

degradacion

* El pesticida Abamectin se degrada con un alto rendimiento cuantico por
fotoirradiacién directa, de 254 nm. Bajo fotoirradiacién sensibilizada, en
presencia de RB u otros generadores de y O,('A,) sufre degradacion
mediada por la especie oxidante. El proceso no es eficiente y en
presencia de otros moderados competidores para la reaccién con la
especie oxidante, ABA posee limitados posibilidades de degradacion
por este mecanismo, que seria justamente el caso que se semeja

condiciones medioambientales naturales.

e La oxidacién fotosensibilizada por Rf de BXN y DCP ocurre a través de
un mecanismo mediado por H,O, y 02(1Ag). Ambos pesticidas son mas
facilmente degradables que el fenol (un compuesto poco degradable
por fotooxidacién) en el proceso mediado por 02(1Ag), consecuencia del
bajo valor de pK, de los grupos fenoles de estos compuestos. Esta
conclusion constituye una posibilidad abierta para el disefio de
pesticidas fendlicos con tiempos de fotodegradacién sintonizables a
través de la sustitucién adecuada en ia molécula de fenol, para alcanzar
valores bajos de pK, del grupo OH. La presencia de medios micelares,
evaluada sobre la fotooxidacion con O,('Ag), no afecta grandemente la
fotodegradabilidad de los PP, aunque reduce levemente la contribucion

reactiva de la interaccién global.

La fotodegradacion artificial de los PP empleando energia de la regidén
ultravioleta es relativamente eficiente y podria emplearse como un

método de eliminacién de e
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