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Resumen 

Los antibióticos p-lactámicos (Atb), ampliamente utilizados, pueden causar, en aguas 

residuales, efectos adversos en el ecosistema así como contribuir a la proliferación de 

bacterias resistentes a los mismos. Por esta razón, el efecto de la fotoirradiación de 

penicilinas y cefalosporinas en condiciones similares a las naturales han sido 

estudiados por técnicas estacionarias y resuelta en el tiempo. Asimismo, las posibles 

implicancias de estos fotoprocesos sobre la actividad antimicrobiana de los Atb, 

también fueron investigadas. 

Con el propósito de modelar las condiciones ambientales, fue empleado como 

fotosensibilizador el pigmento natural Riboflavina (Rf, vitamina B2) presente 

prácticamente en todos los reservorios de agua, mientras que los fotosensibilizadores 

artificiales Perinaftenona (PN) y Rosa de Bengala (RB) fueron utilizados con fines 

comparativos. 

El trabajo se realizó con el objetivo de predecir la eventual evolución natural tanto 

química como biológica de los contaminantes en condiciones ambientales y sus 

consecuencias inmediatas. Los estudios cinéticos y mecanísticos así como la 

elucidación de los fotoproductos contribuyen a la interpretación de los resultados. 

La fotoirradiación de soluciones acuosas de los Atb produce la degradación de todos 

los agentes antimicrobianos estudiados. La evidencia experimental indica que en 

presencia de los fotosensibilizadores RB y PN, el proceso ocurre casi exclusivamente a 

través del mecanismo mediado por 0 2 (lAg), mientras que en presencia de Rf existe una 

considerable contribución del mecanismo mediado por radicales, con la participación 

de otras especies reactivas del oxígeno, tales como 02*-, 11202 y 110*. 

Por otro lado, los ensayos microbiológicos muestran un paralelismo entre la velocidad 

de fotodegradación de los Atb y la pérdida de su capacidad bactericida sobre cepas de 

Sta phylococcus aureus. Al parecer, la fracción fotodegradada de los antibióticos no 

muestra actividad inhibidora sobre dichas cepas. 

Como conclusión podemos decir que la información físico-química y biológica 

obtenida en el presente trabajo así como su interpretación resultan puntos esenciales 

en la predicción del comportamiento de los antibióticos p-lactámicos en ambientes 

naturales y pueden considerarse como un primer paso en la prevención de impactos 

ecológicos negativos. 
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Abstract 

Trace amounts of the widely used fl-lactam antibiotics (Atb) in waste waters may cause 

adverse effects on the ecosystems, such as the contribution to proliferation of 

antibiotic-resistant bacteria. On these grounds, the effect of natural-like 

photoirradiaton of aqueous penicillins and cephalosporins has been studied by 

stationary and time-resolved techniques. Additionally, possible implications of these 

photoprocesses on the antimicrobial activity of the Atb, has also been investigated. 

In order to closely model environmental conditions, the naturally-occurring pigment 

Riboflavin (Rf, vitamin B2), present in practically all kind of water courses and water 

mirrors, was employed as a photosensitizer, whereas the artificial photosensitizers 

Perinaftenone (PN) and Rose Bengal (RB) were used with comparative purposes. 

The work was done with the aim to predict the eventual chemical and biological 

natural evolution of the contarainants under environmental conditions and its 

immediate consequences. Kinetic and mechanistic studies and the elucidation of the 

photoproducts contribute to the interpretation of the results. 

Photosensitized irradiation of aqueous solutions of the Atb produces the degradation 

of all antimicrobial agents studied. Experimental evidence indicates that in the 

presence of RB and PN as photosensitizers, the process occurs almost exclusively 

through the mechanism 02(1ág)-mediated, while in the presence of Rf there is also a 

considerable contributions of radical-mediated mechanism, with the participation of 

other reactive oxygen species such as 02*-, H202 and OH'. 

On the other hand, microbiological assays exhibit a parallelism between the rate of the 

photodegradation of Atb and the loss of their bactericidal capacity on Sta phylococcus 

aureus strains. Apparently, the fraction of photodegraded antibiotics did not show any 

inhibitory activity on the strains. 

As a corollary we can say that the physicochemical and biological information collected 

in the present contribution and its interpretation are essential points for predicting the 

behavior of P-lactam antibiotics in natural environments and can be considered as an 

initial step in the prevention of negative ecological impacts. 
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INTRODUCCIÓN 
IMPORTANCIA DEL TEMA Y OBJETIVOS 

1. IMPORTANCIA DEL TEMA 

Varias sustancias farmacológicas han sido reconocidas como nuevos contaminantes 

debido a su persistencia y bioacumulación en el ambiente, provocando efectos 

negativos tanto en ecosistemas acuáticos como terrestres1,2. 

Los antibióticos pertenecen a esta nueva clase de contaminantes debido a que, la 

mayoría de ellos, no sufren inactivación metabólica, de manera que son excretados en 

el ambiente tal cual como fueron administrados3- 7 y no son biodegradables por lo que 

permanecen en el sistema acuático incluso luego de los tratamientos convencionales 

del agua8- 11. 

Entre los efectos negativos que se generan, la presencia de estos compuestos en 

ecosistemas acuáticos puede contribuir en la proliferación de cepas bacterianas 

resistentes a múltiples e importantes clases de antibióticos12. Por lo que el desarrollo de 

diferentes métodos capaces de remover antibióticos del medio ambiente ha recibido 

especial atención en los últimos años13- 19. 

Los procesos de fotooxidación sensibilizada pueden constituir una alternativa para la 

degradación de antibióticos ya que, si bien estos compuestos son transparentes a la 

irradiación con luz natural, pueden ser degradados a través de la acción de sustancias 

fotosensibilizadoras cuya propiedad es absorber dicha luz y producir estados excitados 

con capacidad de iniciar una cascada de fotoprocesos en los cuales se generan especies 

altamente reactivas. Por otro lado, los antibióticos degradados por estas especies 

fotogeneradas pueden disminuir sus actividades terapéuticas especificas28. Esto último 

advierte sobre las condiciones de almacenamiento de estos compuestos y constituye un 

aspecto relevante desde el punto de vista biológico y comercial. 

Por las razones anteriormente mencionadas, en este trabajo de Tesis se seleccionaron 

antibióticos de la familia de los p lactámicos, ampliamente utilizados en medicina 

humana y veterinaria21,22,23, con el propósito de investigar aspectos cinéticos y 

mecanísticos de procesos fotooxidativos sensibilizados por colorantes naturales y 

artificiales sobre estos compuestos y las posibles implicancias de los procesos en su 

actividad antimicrobiana específica. La investigación de dichos aspectos permite el 

acceso a importante información, como la factibilidad de que ocurran bajo 
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determinadas condiciones medioambientales, la velocidad y eficiencia del proceso, los 

valores de variables controlables para evitar o promover el efecto fotooxidativo, 

productos de fotooxidación generados, modificaciones en la actividad antimicrobiana, 

para mencionar solamente algunas. 

Consideramos que los conocimientos que en esta Tesis se presentan pueden ayudar a 

predecir el comportamiento de los sustratos estudiados en ambientes naturales y, 

potencialmente, la fotodegradación sensibilizada, puede constituir un mecanismo que 

contribuya a la disminución de los mismos en el ambiente y por lo tanto a la 

prevención de los múltiples efectos negativos que su presencia genera. 

En el capítulo I se presenta una reseña bibliográfica acerca de las características 

principales de las especies reactivas de oxígeno que pueden ser generadas a partir de 

procesos de fotosensibilización. En este capítulo también se incluye una descripción 

detallada de los antibióticos y del microorganismo seleccionado para el estudio. En el 

capítulo II se detallan los materiales y métodos uti1i7ad0s en los ensayos. 

En el capítulo III se comentan los antecedentes que existen sobre la fotodegradación de 

fármacos, especialmente de antibióticos p lactámicos. 

En los capítulos IV, V y VI se muestran los resultados experimentales obtenidos y se 

intenta ofrecer posibles explicaciones a los mismos teniendo en cuenta los 

conocimientos informados en la bibliografía actual. Específicamente, en el capítulo IV se 

presentan los resultados para el estudio del mecanismo y la cinética de la fotooxidación 

sensibilizada de los p lactámicos: Amoxicilina, Ampicilina, Cefalexirta, Cefadroxil, 

Ceftriaxona y Cefotaxima, utilizando los colorantes sintéticos Rosa de bengala y 

Perinaftenona, los cuales resultan generadores de la especie reactiva de oxígeno, 

oxígeno sing1ete24,25. En el capítulo V se amplió el estudio mecanístico y cinético de los 

mismos antibióticos utilizando como sensibilizador el colorante natural Vitamina B2 ó 

Riboflavina, el cual genera, además de oxígeno singlete, otras especies reactivas de 

oxigeno26 capaces de reaccionar con los sustratos estudiados. Por último, en el capítulo 

VI, se muestran los resultados obtenidos en los ensayos microbiológicos los cuales 

pretenden relacionar los efectos de la fotodegradación sensibilizada de los antibióticos 

con la modificación de la actividad antimicrobiana de los mismos sobre diferentes 

cepas de Sta phylococcus aureus. 
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2. OBIETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS DE ESTE TRABAIO DE TESIS 

GENERAL 

Investigar los procesos fotooxidativos sensibilizados sobre diversos antibióticos y el 

posible efecto sobre su actividad antimicrobiana. 

ESPECÍFICOS 

> Caracterizar los sustratos de interés en medio homogéneo y en distintas 

condiciones experimentales. 

11. Estudiar la fotodegradación sensibilizada por irradiación con luz ultravioleta 

visible (simil-medioambiental) de los antibióticos seleccionados en presencia de los 

colorantes artificiales Rosa de bengala y Perinaftenona, y el colorante natural 

Riboflavina (Vitamina B2). 

1%. Realizar un estudio cinético y mecanístico en presencia de cada uno de los 

sensibilizadores de manera de poder establecer relaciones entre las estructuras de los 

sustratos, características ambientales y susceptibilidad a la fotooxidación mediada por 

especies reactivas de oxígeno. 

1%. Caracterizar los fotoproductos obtenidos como consecuencia del proceso 

fotodegradativo de los antibióticos. 

> Evaluar la actividad bactericida de los antibióticos a diferentes tiempos de 

irradiación fotosensibilizada, sobre diferentes cepas de S. aureus. 
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CAPÍTULO I. 
CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

CARACTERÍSTICAS Y PROPIEDADES DE LA MOLÉCULA DE OXIGENO 

El oxígeno molecular es una de las sustancias más importantes de la tierra. Comprende 

el 21% de la atmósfera, el 89% de las sales del agua y un 47% como mínimo de la fase 

de la tierra. Además, la mayoría de los seres vivos utilizan oxígeno para la generación 

de energía y la respiración. 

Desde el punto de vista fotoquímico resulta una molécula muy importante debido a su 

alta reactividad y a la energía relativamente baja de sus estados excitados. 

Para comprender la reactividad química del oxígeno es necesario conocer su estructura 

electrónica. En 1928, Mullikenl usando la teoría cuántica explicó la propiedad 

paramagnética de la molécula de oxígeno. Su análisis demostró que los electrones no 

apareados, ocupan cada uno de ellos dos orbitales moleculares externos diferentes (el 

orbital ir enlazante y el it antienlazante), y por lo tanto presenta la siguiente 

configuración electrónica: 

1s22s22p4 = (cris)2 (cr*18)2 ((su)2 (04128)2 ( 432p)2 (7C2p)4 (it* 2p)2

Los estados resultantes de considerar esta configuración electrónica, pueden 

representarse esquemáticamente como se muestra en la Figura I.1, de acuerdo a tres 

arreglos posibles para los electrones2,3. 

2p ++ 

2s 

g 

Estado fundamental (triplete) 

++ 2p -1-1-

2s 

1;

Estados excitados (singlete) 

Figura 1.1. Configuración electrónica de la molécula de oxígeno en su estado fundamental y sus 

estados excitados. 

7 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPÍTULO!. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

De los seis electrones it, cuatro completan los orbitales de enlace degenerados 7C+ y 7C-

mientras que los otros dos llenan parcialmente los orbitales de antienlace degenerados 

7C* + y 7C*-. El arreglo de estos dos electrones en los orbitales de antienlace determina 

cual de los tres estados que surgen, 3Eg", l áig y 14+, es energéticamente el más bajo. 

Según la regla de Hund el estado fundamental, de menor energía, es aquél que posee la 

mayor multiplicidad de espín. Por lo tanto, la configuración con multiplicidad triplete 

corresponde al estado fundamental de la molécula de oxígeno (02(3F-g-)) y es la forma 

más abundante y estable de oxígeno en la naturaleza. 

Dado que el oxígeno posee los electrones no apareados con el giro de espín paralelo, le 

dificulta tomar dos electrones libres con giro antiparalelo, por lo que sólo puede 

interaccionar con los electrones de otros elementos y compuestos que estén libres y que 

tengan el giro de espín opuesto, pero recibiéndolos de uno en uno. Esto explica por qué 

en su estado fundamental y a temperatura ambiente el oxígeno es muy poco reactivo. 

En 1934 Herzberg4 descubrió, por espectroscopia, la existencia de un estado de energía 

superior de oxígeno y reportó al oxígeno singlete; éste se forma cuando uno de los dos 

electrones libres del oxígeno en estado fundamental capta energía y cambia el giro de 

espín. Cuando eso sucede, inmediatamente se aparea con el otro electrón libre. Las dos 

especies de oxígeno en estado singlete son: el oxígeno singlete sigma (02(14)), que 

tiene los dos electrones desapareados pero con giros de espín opuestos, y el oxígeno 

singlete delta (02(1.ág)), en el que estos electrones se han apareado (Figura 1.1). De los 

dos estados excitados mencionados sólo el de menor energía, 0 2(1Ag), juega un papel 

significativo en reacciones en solución y es el que tiene importancia médica, biológica y 

ambiental, como se explicará más adelante en este capítulo. Esta especie que se 

encuentra a 22,5 Kcal/mol sobre el estado fundamental es inestable, puede decaer al 

estado fundamental emitiendo luz fosforescente en la región del infrarrojo (1270 nm) o 

reaccionar aceptando dos electrones, libres o apareados. El estado de mayor energía, 

0 2(141, por su parte, se desactiva rápidamente a 02(lA5) por lo que no tiene 

posibilidades de participar en reacciones5. En la Figura L2 se puede apreciar el 

diagrama de energía para el oxígeno. 

( 8 ) 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO I. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

E(kcal mo1-1

37.5 

22.5 

o 

1 
14.

Figura 1.2. Diagrama de energía para el 02. 

Estado excitado SINGLETE 0 2(1;1 

Estado excitado SINGLETE 0 2(1eg) 

Estado Fundamental TRIPLETE 0 2(3E9 ) 

Cabe aclarar que estas funciones son apropiadas solo para moléculas libres de 

oxígeno8. Es decir, si la molécula sufre colisiones con otras moléculas en fase gaseosa o 

es perturbada por la presencia de un medio condensado, el estado lEg+ puede 

mezclarse con el estado lAg. 

1-2. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (EROs) 

El término EROs (especies reactivas de oxígeno) se emplea para incluir a todas las 

especies de oxígeno radicalarias u otras que, aunque no contienen electrones 

desapareados, están implicadas en la generación de radicales libres. Estas especies se 

pueden separar en dos grupos: 

- Radicales libres de oxígeno, tales como anión radical superóxido (02-), radical 

hidroxilo (HO*), radical peroxilo (R02') y radical alcoxilo (RO*). 

- Derivados no radicales, como peróxido de hidrógeno (H202), ácido hipocloroso 

(HC10), oxígeno singlete (02 (lAg)) y ozono (03)7. 

La formación de EROs ocurre a través de una serie de reacciones químicas donde los 

radicales libres y los intermediarios no radicalarios están interrelacionados8. 

Son moléculas muy reactivas debido a que en el último orbital tienen un electrón no 

apareado (radical libre), lo cual les confiere inestabilidad física. Las principales especies 

son las que se producen por la ruptura o excitación del oxígeno y las especies 

parcialmente reducidas (02 (lAg), 02% HO• y H202). 

En condiciones fisiológicas normales, las células producen constantemente cantidades 

moderadas de estas especies para llevar a cabo determinadas funciones. 

Principalmente, participan en el mecanismo de defensa del organismo frente a 
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determinados agentes infecciosos, aunque también son capaces de destruir células 

tumorales. Así mismo la concentración de EROs es finamente controlada por la acción 

de enzimas y antioxidantes encargados de neutralizar estas especies. 

Si un agente estresante induce un aumento en el contenido intracelular de EROs de 

manera que sobrepasa las defensas enzimáticas y de antioxidantes, estas especies son 

capaces de reaccionar rápidamente con biomoléculas susceptibles a oxidarse como 

proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y azúcares con el consiguiente daño de las 

funciones celulares, conduciendo a lo que se conoce como estrés oxidativo9,10. Este 

proceso incluye pero,ddación de hpidos de membranas celulares y subcelulares, daños 

en enzimas y proteínas respiratorias y daños en el ADN nuclear y mitocondrial. 

Las EROs también pueden generarse en células expuestas a la luz como el tejido 

epitelial y ocular, mediante procesos de fotosensibilización como consecuencia de la 

intervención de sustancias que actúan como sensibilizadores, tal es el caso de ciertas 

flavinas11,12,13, NADH/NADPH14, acido urocánicols y algunos e5ter01e516. 

También, como consecuencia de procesos fotosensibilizados, las EROs pueden 

generase en el medio ambiente debido a la presencia de moléculas con capacidad 

sensibilizadora. Se ha demostrado que la presencia de sustancias húmicas, tales como 

los ácidos húmicos y los ácidos fúlvicos, y riboflavina en aguas, está asociada a la 

degradación fotooxidativa de múltiples contaminantes ambientales17- 21• A lo largo de 

este capítulo se citarán algunos ejemplos específicos. 

En el desarrollo de este trabajo de Tesis, el método de fotosertsibilización fue utilizado 

para generar las especies reactivas de oxígeno. Es un método que produce 

principalmente, 0 2 (1,ág) y 02*- por lo que, a continuación, se describirá en detalle a estas 

dos especies. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, la fotosensibilización suele 

involucrar también otras EROs generadas a partir de 02*-, como lo son H202 y HO*, 

especies sobre las que se dará una descripción sintética acerca de su generación y 

principales reacciones en las que participan. 

1-2.1. OXIGENO SINGLETE (0211M) 

El 0 2(1á g) es una especie electrofílica sumamente reactiva que tiene la capacidad de 

atacar rápidamente compuestos orgánicos. Es alrededor de 1000 veces más reactiva que 

el oxígeno en estado fundamental (02(3£)). Esta mayor reactividad se debe 

simplemente, a que numerosas sustancias con las que reacciona se encuentran en 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO I. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

estado fundamental sirtglete, entonces la reacción singlete-singlete es más probable que 

una reacción triplete-singlete, como sería con 0 2(3Eg-), dado que la multiplicidad de 

espín es la misma. 

La importancia de las reacciones de 02(1Ag) han sido reconocidas en numerosas áreas 

como la medicina, la bioquímica, química de los alimentos, química del medio 

ambiente, entre otras. 

En los sistemas biológicos causa daños a los tejidos y muerte celular al afectar 

estructuras como la membrana plasmática, o componentes subcelulares tales como el 

ADN, aminoácidos, proteínas y lipidos22,23,24. 

En los alimentos produce una rápida oxidación de ciertos componentes, incluso a 

temperaturas muy bajas25, es capaz de modificar el sabor, especialmente de aceites y 

productos lácteos expuestos a la luz, así como pérdida de vitaminas principalmente 

vitamina D, ribofiavina y ácido ascórbico26. 

También se ha demostrado su participación en la fotodegradación sensibilizada de 

compuestos tales como pesticidas fenólicos20, fungicidas27, diversos fármacos28- 31, 

antioxidantes sintéticos32, productos industriales33, entre otros. 

1-2.1.1. Generación de 0 2(1á g) 

0 2(1ág) puede ser generado biológica, química y fotoquímicamente, las diferentes vías 

de formación de esta especie se muestran en la Figura 1.3. Algunos mecanismos no han 

sido probados científicamente y están siendo cuestionados. 

Enzimas 

RCOO* + RCOO* 
RC=O+ 
RCOH 

Endoperóxidos 

Product 

} s > Ozónidos 
H20 + OH-

0 2- + 0 2" 

02(1A9) < 

0 2- + Y+ 

302 + S* 

".. H20 2 + OCI-

H20 + Cl-

V ....- H202 + 02 

OH + OH' 

OH- OH* + 0 2-

0 2-

Figura 1.3. Formación de O2(1 g) por métodos químicos, fotoquímicos y biológicos" 

 ( n ) 
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En sistemas vivos existen dos fuentes principales de generación de 0 2(1á g): los procesos 

inflamatorios y la fotosensibilización de las áreas expuestas a la luz35. Esta especie ha 

sido considerada el principal agente citotffidco en la terapia fotodinámica (PDT)36,37, un 

tratamiento emergente, particularmente para el cáncer38, que requiere la combinación 

de oxígeno, radiación visible y drogas (fotosensibilizadores) que conducen al deterioro 

o muerte del tejido. 

A continuación se presenta una descripción sintética de algunos métodos químicos y 

fotoquímicos para la generación de O2(lb) luego, con más detalle en la sección 3 de 

este capítulo, se describirá el método de generación fotosensibilizada dado que, como 

ya se mencionó, fue el empleado en este Trabajo de Tesis. 

1-2.1.1.1. Generación química 

La generación química implica reacciones exotérmicas en la cual uno de los productos 

es 0 2(1ág). Estas reacciones son, a menudo, quimioluminiscentes debido a los 

decaimientos radiativos de esta especie. Existen muchas reacciones químicas, a 

continuación se mencionan algunos ejemplos: 

a. Por descomposición de H202 

La reacción puede ocurrir en presencia de hipoclorito de sodio o hipobromito de 

sodio: 

H20 2 + Na0C1 0 2(1ág) + H20 + NaC1 

Concretamente, el 0 2(1ág) se forma a partir del anión peróxido de cloro (000-) que es 

un intermediario en la reacción anteriormente mencionada. Esta reacción tuvo un rol 

importante en la historia de la química de 02(lág) debido a que este sistema fue la 

evidencia definitiva de la participación de 02(1,ág) en reacciones de fotowdgenación 

sensibilizada39. 

b. Por descomposición térmica de ozónidos 

Los ozónidos son compuestos altamente energéticos a partir de los cuales es posible 

obtener 0 2(1á g). Murray y Kap1an40 presentaron la primera evidencia química de que 

aductos entre aril fosfitos y ozono, preparados a -70°C, cuando son llevados a -35°C, 

producen 02(1ág) de acuerdo a la siguientes reacciones: 

( 12 ) 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPÍTULO I. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

(C6H50)3P + 0 3

0
/\ 

(C6H50)3P 0 
N 

O/

-70°C 

-35°C 

o 
(C6H50)3P/ 

\ 
O N, o/ 

(C6H50)3P=0 + 0 2(1.ág) 

Las desventajas que presenta este método es que, paralelamente a la producción de 

0 2(lAg) se pueden formar productos oxidados, además de la dificultad que presenta la 

separación del fosfato formado. 

c. Por descomposición de endoperóxidos 

Ciertos hidrocarburos aromáticos, especialmente los poliacenos lineales, reaccionan 

con 02(3Eg-), vía fotooxigenación sensibilizada, para producir endoperóxidos los cuales, 

por calentamiento, se disocian y regeneran el hidrocarburo de partida y 02(1á g) de 

acuerdo a la siguiente reacción41: 

luz 

02
80°C 

+ 0 2(lAg) 

La estabilidad térmica de los endoperóxidos depende de la estructura del hidrocarburo 

aromático42,43,44. Ciertos endoperóxidos son relativamente estables a temperatura 

ambiente (1,4-dimetil naftaleno, 1,4,5-trimetil naftaleno, 9,10-dimetil antraceno). Los 

endoperóxidos generalmente se preparan a bajas temperaturas y luego se 

descomponen por calentamiento. La proporción de 02(34-) para formar 02(1 ) puede 

alcanzar, en ciertos casos, el 100%. 

1-2.1.1.2. Generación fotoquímica 

a. Por fotólisis de 03 

La fotolisis de 0 3 conduce a la generación de 02 (lAg y lEgi-) en fase gaseosa a través de 

la siguiente reacción: 

hv 
0 3 02(1ág (5 iEg+) + o 

La fotólisis de 03 a 253,7 nm solamente produce 0 2(1.ág) y un átomo de oxígeno. 

( 13 ) 
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b. Por absorción directa de 0 2 (349 

Cuando se irradia con un láser Nd-Yag soluciones de Freón a altas presiones de 

oxígeno es posible obtener 0 2(1d,g), como lo demostraron Mathenson45 y Evans46

usando la transición simultánea de 202 (l +) ---> 202 (1-Ag). 

c. Por radiólisis de pulso 

Cuando un haz de electrones atraviesa un líquido hidrocarbonado, como benceno, se 

forma una elevada cantidad de estados excitados. Debido a que los tiempos de vida de 

los estados singlete y triplete de benceno son de muy corta vida (unos pocos 

nanosegundos), la inhibición por el oxígeno disuelto y, por lo tanto, de generación de 

02(lág), es muy baja. Sin embargo, en presencia de tripletes aceptores de energía, como 

el naftaleno, ocurre transferencia de energía desde el triplete del benceno al triplete del 

naftaleno, la que puede ser inhibida por oxígeno para generar 02(lág). Esto permite 

observar las propiedades de 02(1dg) usando al técnica de radiólisis de pulsoc. 

d. Por microondas 

Cuando una descarga de microondas atraviesa el oxígeno gaseoso a través de un 

sistema de flujo de gas, se produce oxígeno singlete (1á g, 14+), átomos de oxígeno y 

ozono. Estas últimas dos especies oxidantes pueden ser removidas con vapor de 

mercurio y 02(lEgi-) es inhibido, probablemente para dar 0 2(1A), cuando el gas 

emergente es burbujeado en soluciones que contienen sustratos oxidables48. 

e. Por reacción entre Cloro y 11202 

El 02(1dg) también puede generarse en un reactor químico por una reacción entre cloro 

gaseoso y una solución de peróxido de hidrógeno, donde cerca del 100% del oxígeno 

producido es 0 2(1,ág)49. Con un láser químico de oxígeno-yodo eléctricamente excitado 

(eCOILs), el 0 2(11 g) es producido en un plasma que fluye, generalmente se trata de 

He/02, a una presión inferior a 10 Torr50. 

Por fotosensibilización 

Es uno de los métodos más comúnmente empleados en el laboratorio para la 

generación de 02(1ág). Dado que fue el método seleccionado para este trabajo de Tesis, 

será discutido en detalle en la sección 3 de este capítulo. 

1-2.1.2. Desactivación de 0 2(1á g) 

Debido a que el 0 2(1,dg) es una molécula en estado electrónico excitado resulta muy 

inestable respecto a su estado fundamental, consecuentemente tiende a desactivarse. 

Los mecanismos de desactivación de O2(1i ) son diversos. 

( 14 ) 
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Dependiendo del producto final, pueden dividirse en dos grupos: procesos físicos y 

procesos químicos. Un proceso físico supone únicamente cambios en los estados 

cuánticos de las moléculas, mientras que un proceso químico involucra cambios en la 

naturaleza química de las moléculas. Hay muchos caminos posibles para la 

desactivación de 02(1á g); el más favorable dependerá del tipo de molécula y de la 

naturaleza del estado electrónico involucrado. La Figura 1.4 representa un esquema 

simplificado de las posibles vías de desactivación. 

0 2(1Ag) + A 1.51-0.- 0 3(3Ej) + A 

lkd

(desactivación física) 

productos oxidados (desactivación química) 

0 3(3Ei) (desactivación física) 

Figura 1.4. Esquema de desactivación de 0 2 eá g). A: sustrato fotooxidable (desactivador), ka: 

constante de velocidad de desactivación física de 0 2(1Ag) por moléculas de solvente, kg: 

constante de velocidad de desactivación física de 02(1Ag) por el sustrato A, kr: constante de 

velocidad de desactivación química de O2(1 g) por el sustrato A. 

Como se puede apreciar en la Figura 1.4, el 02(1Ag) puede ser desactivado por 

interacciones con las moléculas de solvente, con una constante de velocidad kd y/o por 

colisiones con un sustrato A eventualmente presente en el medio. 

Por lo tanto, el tiempo de vida (ro) del 02(1Ag), en ausencia de un dado sustrato, puede 

definirse como: 

TO =1/  lcd 

Mientras que, en presencia del sustrato A, el tiempo de vida t del 02(1t5g) estará dado 

por: 

t = V (kd + kt (Al) 

donde kt (=kq + kr) es la constante de velocidad de desactivación total de 02(1ákg) por el 

sustrato A, presente en el medio. 

Desactivación de 0 2(lág) por un sustrato 

Los desactivadores más conocidos de 02(1.ág) son los alquenos, dienos, compuestos 

aromáticos, aminas, fenoles, sulfuros, complejos de Ni2-' y Co2+ y algunos iones 

inorgánicos y heterocíclicos51,52. 

( 15 ) 
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a) Desactivación física 

La desactivación física de 0 2(1.1g) ocurre principalmente por mecanismos de 

transferencia de energía. Se trata de un proceso permitido por espín que ocurre cuando 

la energía del estado triplete de un sustrato fotooxidable es menor de 22,5 Kcal/mol 

(energía de excitación de 02(1dg)). Este es el caso de moléculas que presentan varios 

dobles enlaces conjugados como polienos de cadena larga, quinonas, colorantes y 

complejos de metales de transición51-52-53. 

b) Desactivación reactiva 

El oxígeno singlete es una especie capaz de reaccionar químicamente con Una gran 

variedad de moléculas orgánicas produciendo compuestos oxidados54. 

Una de las reacciones más conocida es la adición de oxígeno a dobles enlaces, la cual 

puede ocurrir a través de tres mecanismos diferentes: 

i. Cicloadición [2+21: se produce un dioxetano por adición [2+2] de 02(1dg) a un 

doble enlace C=C el cual forma parte de un ciclo o posee un sustituyente donor de 

electrones. 

o 

(13 

Ciertos dioxetanos son inestables a temperatura ambiente. La descomposición térmica 

o fotoquímica de 1,2-dioxetanos es una reacción quimioluminiscente. En efecto, se 

forman dos fragmentos carbonilicos: uno en el estado fundamental y otro, el cual 

predomina, en un estado electrónicamente excitado55. 

Para la formación de dioxetanos han sido propuestos diversos mecanismos56,57. Aún no 

está claro si se trata de una reacción concertada o por pasos. Existen algunas 

evidencias58,59 de que la reacción es estereoespecífica, involucrando la adición 

suprafacial de 0 2(1Ag) al doble enlace C=C. En ciertos casos se ha postulado como 

intermediario un perepffiddo y en otros un zwiterión: 

 ( 16 ) 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO 1. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

o 
+ II 

o 
w /< :()+-0 - <5

perepóxido 

o 
o 

dioxetano 

D: especie donora de electrones 

zwiterión 

Cicloadiciones [4+21: la adición 1,4 de 0 2(1á g) a sistemas els 1,3-dienos presentes 

en hidrocarburos acíclicos, aromáticos o heterociclos conduce a la formación de 

peróxidos cíclicos o endoperóxidos, los cuales pueden utilizarse como generadores de 

02(1Ag) (ver descomposición de endoperóxidos sección 2.1.1.1.c). 

o 
o

El mecanismo más aceptado para esta reacción es una cicloadición del tipo Diels-Alder 

en la que el 02(1á g) actúa como dienófilo. Generalmente, la reacción ocurre a través de 

una cicloadición concertada suprafacial-suprafacial con formación de un ciclo de seis 

miembros53. No obstante, en ciertos casos se han postulado intermediarios tales como 

un perepóxido arílico o una especie birradicalaria asimétrica60,61. 

Reacción "eno": la adición de 0 2(1 ) a un doble enlace C---C el cual posee, al 

menos, un átomo de hidrógeno arílico produce hidroperóxidos arílicos, los cuales se 

pueden utilizar para sintetizar otros compuestos. 

La adición de 0 2(1ág) a la olefina va acompañada de un corrimiento del doble enlace. 

Para esta reacción han sido postulados una serie de intermediarios: birradical, 
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zwiterión, perepóxido. No obstante, en base a una serie de evidencias experimentales 

generalmente se acepta un mecanismo del tipo concertado62. 

Se trata de una reacción regio y estereoselectiva en la que el 0 2(1á g) ataca 

preferentemente por la parte menos impedida y el hidrógeno se abstrae por donde está 

el sustituyente alquilo de mayor tamaño. Si en la molécula existen varios dobles 

enlaces C=C, el 02(115g) ataca al más sustituido (el que posee menor potencial de 

ionización)3342. 

iv. Oxidación de sulfuros: otra reacción característica y de importancia biológica es 

la oxidación de sulfuros por O2(1i ) para dar sulfóxidos y sulfonas, dependiendo del 

medio de reacción. Un intermediario peroxklico ha sido sugerido para este 

mecanismo63, tal como se muestra en la siguiente reacción: 

solvente 
R2s 4. 02(1Ag) rót_p_ la_ .L ..,._ R2s,_o_o_ 

1solvente 
aprótico 

R2S ...-- O »  R2S O 

Sulfona \ 01

R2S 
2 R2S0 

Sulfóxido 

oxidación 

c) Desactivación a través de un complejo de encuentro 

En diferentes trabajos se ha propuesto" que ciertos compuestos tales como sulfuros, 

aminas, alquenos, índoles, furanos, fenoles y éteres etílicos, interaccionan con ci2(11 g) a 

través de un mecanismo de transferencia de carga. 

Numerosas evidencias indican que esta especie reactiva puede ser desactivada a través 

de un mecanismo que involucra un exciplejo o complejo de encuentro con carácter 

parcial de transferencia de carga, actuando el 02(1.ág) como aceptor de electrones. 

kdif
0 2(1Ag) + A 

kdif 

[02(1V -A1 kr productos oxidados 

[02(3Egl-A1 O(3 g ) + A 

Gorman et. al. 65,66,67 postulan que tal mecanismo opera generalmente para reacciones 

de O2(1L ) con sustratos orgánicos dentro de los limites kr>>kisc (desactivación 

( 18 ) 
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química) y kffic>>1c, (desactivación física). Los hallazgos experimentales citados a favor 

de dicho mecanismo son característicos de reacciones similares a las de de un exciplejo, 

el cual se forma en un equilibrio rápido y reversible. 

1-2.2. ANIÓN RADICAL SUPERÓXIDO (02.1 

En general la reactividad de 02.- es débil, aunque en los sistemas biológicos puede 

penetrar las membranas y causar daños a blancos específicos68. Es capaz de reaccionar 

con quinonas, ácido ascórbico, tocoferoles, Bovinas, fenoles, hierro libre o unido a 

ciertas proteínas y con otros radicales (como el propio 0 2-, óxido nítrico y radicales 

fenoxi)68,78. También inhibe algunas enzimas esenciales para el metabolismo celular 

como deshidrogenasa de 6-fosfogluconato, aconitasa y fumarasa. 

Bajo condiciones de sobreproducción y agotamiento de sus secuestradores, el 02-

puede interactuar con los grupos -SH de las proteínas y enzimas cercanas e 

inactivarlas, agotar el glutatión e iniciar una cascada de eventos oxidativos 

perjudiciales para la célulan. 

También interviene en procesos de fotodegradación sensibilizada de una gran variedad 

de sustratos entre los que se pueden mencionar fungicidas27, antibióticos28-38, 

herbicidasn y otros compuestos73,74. 

1-2.2.1. Generación de 02-

En los sistemas vivos, la mitocondria es la principal organela productora de esta 

especie radicalaria. Se estima que del 2-4% del oxígeno consumido durante el 

transporte de electrones de la cadena respiratoria celular no se reduce a agua por el 

citocromo C oxidasa, sino que deriva en la formación de 02- . Este, a su vez, puede 

generar otras especies reactivas de oxígeno espontánea o enzimáticamente (reacción de 

Haber-Weiss)75; las cuales en exceso reaccionan con toda clase de macromoléculas 

causando citotcodcidad y daño mutagénico. 

En el laboratorio, el método que se utilice para la generación de 02- dependerá del 

medio en el cual se lleve a cabo el estudio, ya sea solución acuosa o medio aprótico. En 

solución acuosa, 0 2- tiene un tiempo de vida corto, mientras que en medios apróticos, 

el tiempo de vida del ión es mucho más largo76. 
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1-2.2.1.1. Generación radiolítica y fotoquímica 

La ionización de alta energía y la radiación UV han sido ampliamente usadas para 

generar 02*- en soluciones acuosas o alcohólicas. Aunque hay una diferencia en la 

distribución del radical primario, para los dos métodos, las reacciones responsables de 

la generación de 02*- son similares: 

H20 H' + HO + e -  (ac) 

H20 
hv 

FI' + HO' 

e - (ac) + 0 2(3Eg ) 0 2.-

H' + 0 2(3Eg-) H0 2.

H02' H+ + 

Se puede puede aumentar el rendimiento de generación de 02' en presencia de etanol, el cual 

convierte EP y HO' en 02 -  a pH mayor que 7. 

La N-formilquinurenina (NFK), uno de los productos de la fotooxidación de triptófano, 

también conduce a la formación de 02 *- por aplicación de láser flash fotólisis a 265 nm, 

en solución acuosa saturada en airen. 

Triptofano 

Luego: 

NFK + H20 

N 
H 

hv 

CH2CH(NH2)COOH 

+ 02(3;1 
hv 

NFICH + OH' 

NFICH (ó NFK) + 0 20E10 

OCH2C(NH2)COOH 

NHCHO 
N-fonnilquinurenina 

NFK + 02.- + H+

Existen otros métodos que usan fotosensibilizadores cetónicos tales como acetona, 

acetofenona y benzofenonan para la generación de 02*-. 

El método de fotosensibilización será detallado en la sección 3 de este capítulo. 
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1-2.2.1.2. Generación electroquírnica 

La especie O2(3 g ) puede ser reducida electroquímicamente, vía transferencia de un 

electrón, para producir 02- en medios apróticos. Si bien dicha reducción también 

puede ocurrir en solución acuosa, debido a la rápida protonación de 0 2- (incluso a pH 

básico) el tiempo de vida de 02- es muy corto en este solventen. Por lo tanto, los 

métodos electroquímicos son principalmente utilizados en solventes apróticos. 

En principio, 02(3Eg-) puede ser reducido por algún donor de electrones, vía un 

mecanismo de esfera externa, para producir O. Naturalmente, la eficiencia de la 

reacción dependerá del potencial de reducción del donor80. 

1-2.2.1.3. Generación química 

a. Por descomposición de peroxiradicales libres con sustitu yentes a-hidroxilos 

Por radiólisis de soluciones acuosas conteniendo 0 2, N20 y alcoholes se pueden obtener 

radicales a-hidroxi-alquilperóxido. Los alcoholes de peroxiradicales generados pueden 

producir 0-a través de las siguientes vías: 

R2C(OH)00" 0 2*-  + U + R2C0 

R2C(0H)00' + B- 0 2"- + R2C0 + BH 

donde B- es una base. 

Alsheikhly y Simic81 han demostrado que 0 2- también puede ser formado durante la 

descomposición de peroxiradicales de ácidos grasos insaturados (oleico, linoleico y 

ácido araquidónico). 

b. Por descomposición de H202 

Hay varios ejemplos de generación de 02- durante la descomposición de H202. La vía 

más simple es la generación de 02- mediante la reducción de iones metálicos por 

H20282. Por ejemplo: 

Fe3+ + H20 2 Fe2+ + Ir + H02' 

H02' H+ + 

Estos procesos, procesos, incluidos en los que se desencadenan en la reacción de Fenton, la cual 

será descripta más adelante (ver sección 2.3.2), generalmente ocurren en solución 

acuosa. Como 02- es más estable en medio aprótico que en solución acuosa, sería 
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esperable que la descomposición de H202 en solventes apróticos genere una solución 

más concentrada de 02- . 

c. Reacción de NaO2 y KO2 con alcoholes, hidroperóxidos ó 

En 1966, Le Berre y Berguer83 usaron la reacción de NaO2 y KO2 con alcoholes, 

hidroperóxidos ó trifenilmetil en benceno, tetrahidrofurano y tolueno con el propósito 

de generar 02-. Una de las principales desventajas de este método fue la baja 

solubilidad de NaO2 y KO2 en solventes orgánicos y, por lo tanto, la necesidad de 

usarlos como suspensiones. Una gran mejora del método fue el uso de éteres los cuales 

forman complejos con cationes sodio y potasio" 

d. Otro método de preparación de 0 2- en solventes apróticos es la síntesis de 

superóxido de tetTaalquilamonio. En 1964, Mc Elroy y Hashmart83 describieron la 

síntesis de superóxido de tetraalquilamonio con un rendimiento del 90% para la 

reacción sólido-sólido de hidróxido de tetraalquilamonio pentahidratado con K02. 

1-2.2.2. Reactividad de Or 

La reactividad de 0 2*- está determinada por sus propiedades químicas tales como: 

basicidad, nucleofilicidad, propiedades de radical libre, propiedades redox, entre otras. 

Como la mayoría de las reacciones de 0 2- son estudiadas en solución, su reactividad 

también se verá afectada por la solvatación y la interacción con cationes, ya sea para 

formar pares iónicos de contacto ó separados por solvente. 

La reacción de Haber-Weiss3  es quizás la reacción más conocida en la que participa el 

0 2' . Esta reacción, en la cual se generan radicales HO', bajo ciertas condiciones, suele 

ocurrir en células vivas y como consecuencia constituye una fuente de estrés coddativo. 

La reacción directa es muy lenta, pero puede ser catalizada por metales como el hierro. 

O2"-+ H 20 2 01-1*+ OH- + 0 2

Otras reacciones que podemos mencionar son las siguientes: 

a) Protonación: 

02' puede reaccionar con un protón o con un donor de protón para formar un radical 

perhídroxilo (H02•). Varios compuestos orgánicos (alcoholes, ácidos carboxílicos, 

fenoles hidrocarburos) e inorgánicos (H20, ácidos) pueden participar de esta reacción 

como donores de protones. 
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0 2  + Fl+-0- H02* 

0 2  + HX --4.- H02* + X-

b) Sustitución nucleofílica: 

0 2- también puede reaccionar con halogenuros de alquilo, sulfonatos y fosfatos a 

través del siguiente tipo de reacción: 

0 2.- + AX --0- A02* + X-

mientras que ésteres, halogenuros de acilo y anhídridos de acilo reaccionan con 02 -

por reacciones como: 

0 2  + RCOX --ii.- RC(0)02' + X-

c) Transferencia de electrones: 

02- puede reducir diversos compuestos orgánicos e inorgánicos (quinonas, complejos 

cuprosos, complejos ferrosos, dióxido de azufre, entre otros) a través de mecanismos 

de transferencia de electrones: 

0 2.- + Q 02+ Q -

d) Adición: 

En muchos casos se trata de reacciones elementales: 

0 2.- + M+ MO2

donde M es un ión metálico o un complejo metálico. 

Sin embargo, existen procesos más complicados tales como: 

• Reacciones de oxidación y desprotonación 

0 2.- + RH H02* + R-

R- + O2(3 j) Ir + 0 2' 

• Dismutación catalítica y no catalítica 

2.Fr 

202' 02( 3 E 131 + H202 
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1-2.3. PERÓXIDO DE HIDROGENO (1-1202) 

Es un líquido altamente polar ligeramente más viscoso que el agua. Es relativamente 

estable a temperatura ambiente, pero se descompone con facilidad en oxígeno y agua 

por calentamiento y por exposición a la luz. Además, numerosas sustancias actúan 

como catalizadores de su descomposición, entre otras: metales de transición, álcalis, y 

óxidos metálicos. 

No es un radical libre pero, al ser un oxidante débil, puede formarlos por interacción 

con metales, en lo que se describirá más adelante como Reacción de Fenton. 

1-2.3.1. Generación de Ha02 

En los sistemas biológicos es producido por diversas enzimas que unen oxígeno, 

peroxisomas, mitocondrias y retículo endoplásmico. 

Como ya se mencionó en la sección 2.2.2, el 02-  es convertido a H20 2 espontáneamente 

o por vía enzimática (catalizado por la enzima superffiddo dismutasa) de acuerdo a la 

reacción de dismutación antes mencionada (2.2.2.d). 

Químicamente H202 era antiguamente generado por electrolisis de una solución acuosa 

de ácido sulfúrico o sulfato ácido de amonio, seguida por la hidrólisis del 

peroxodisulfato. En la actualidad se obtiene casi exclusivamente por la autowddación 

de un 2-alcohol-antrahidroquinona en un proceso llamado "proceso antraquinona". 

1-2.3.2. Principales reacciones en las que participa 1420 2 

a. De descomposición 

El 1-120 2 se descompone por desproporcionación a agua y oxígeno gaseoso en una 

reacción espontánea como la siguiente: 

2H20 2 2H20 +02 

Este proceso es termodinámicamente favorable. (AH° = -98,2 KJ áS = 70,5 J mol-1

K-1); la velocidad de descomposición depende de la temperatura, de la concentración 

de H20 2, así como del pH y la presencia de impurezas y estabilizantes. Esta reacción es 

además una reacción de desproporción redox en la que el oxígeno contenido en la 

molécula de 1-1202 se oxida y se reduce al mismo tiempo. 

Muchas sustancias catalizan esta reacción de descomposición, incluyendo en su 

mayoría metales de transición y sus compuestos. Catalizadores comunes resultan el 

dióxido de manganeso, plata y platino" La misma reacción es catalizada por la 
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enzima catalasa presente en células hepáticas y cuya principal función involucra la 

eliminación de metabolitos tóxicos así como la disminución del estrés oxidativo. 

En presencia de ciertos catalizadores como Fe+2 o Ti+3, la descomposición conduce a la 

formación de especies reactivas de oxígeno como hidroxilo (OH*) e hidroperoxilo 

(H02•). La combinación de Fen y H202 es conocida como reacción de Fenton la cual se 

tratará en detalle a continuación. 

b. Reacción de Fenton y Foto-Fenton 

La reacción de descomposición del H20 2 catali7ada por hierro se denomina reacción de 

Fellt01175,87," 

En medio ácido el hierro ferroso (Fe2+) es oxidado por H20 2 a hierro férrico (Fe3+), un 

radical hidroxilo (H0') y un anión hidroxilo (HG). El Fe3+ formado se reduce 

nuevamente a Fe2+, un radical peróxido (H02') y un protón por reacción con el exceso 

de H20 2 (desproporcionación). El HO libre generado es un potente oxidante, aunque 

selectivo. A su vez, Fe3+ puede interactuar con H02' lo cual conduce también a la 

recuperación de Fe2+. 

La oxidación de un compuesto orgánico por la reacción de Fenton es rápida, 

exotérmica y generalmente conduce a la mineralización total del compuesto a dióxido 

de carbono y agua87. 

Fe2+ + H20 2

Fe3+ + H20 2

Fe3+ + H02* 

Fe3+ + OH- + HO' 

Fe2+ + H+ + H02* 

Fe2+ + 1-1+ + 0 2

Existe un debate en curso en la literatura química respecto a la naturaleza del HO' 

altamente reactivo formado a partir de la reacción de Fenton. El mecanismo clásico 

predice que el H20 2 se reduce con la generación de HO' libre, sin embargo los HO' 

producidos pueden permanecer unidos al hierro, ya sea como [Fe... H0•]3+ o [Fe=012+. 

Estos intermediarios pueden tener propiedades oxidantes similares pero distinguibles 

de los HO' libres89. 

El empleo de la irradiación Uy-V en este proceso es conocido como reacción de Foto-

Fenton, en la cual el poder de oxidación se ve aumentado principalmente debido a la 

fotorreducción de Fe3+ a Fe2+ siendo este último capaz de reaccionar con el H202 

estableciéndose un ciclo, además de la generación de radicales HO' adicionales88. 
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Fe(OH)2+ hv Fe2+ + HO' 

c. De oxido-reducción 

En solución acuosa H202 es capaz de oxidar y reducir una gran variedad de iones 

inorgánicos. 

En solución ácida 1-1202 actúa como agente oxidante, se pueden mencionar por ejemplo 

reacciones como la oxidación de Fe2+ a Fe3+ y la oxidación de sulfito (S02-3) a sulfato 

(S0 2-4). 

Como ejemplo donde 1-1202 actúa como agente reductor se pueden mencionar las 

reacciones con hipoclorito de sodio o permanganato de potasio, las cuales resultan un 

método conveniente para generar oxígeno en el laboratorio: 

Na0C1 + H20 2 

2 KIVIn04 + 3 H20 2

NaCI. + H20 +02 

2 Mn02 + 2 KOH + 2 H20 + 3 0 2

1-2.4. RADICAL HIDROXILO (H01 

Es el radical libre más reactivo que existe sobre las moléculas biológicas, afecta al ADN, 

proteínas y lípidos. También se ha encontrado que participa en procesos de 

fotodegradación de compuestos como herbicidas99, fungicidas91, antibióticos92,93 y 

otros contaminantes" 

1-2.4.1. Generación de HO• 

En los sistemas vivos es generado principalmente por la reacción de Haber-Weiss y 

Fenton descriptas anteriormente. 

En el laboratorio, la generación de este radical puede ser agrupada en métodos 

fotoquímicos y métodos que involucran la transformación de especies químicas y otras 

formas de energía (generación no fotoquímica), algunos ejemplos se mencionarán a 

continuación. 
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1-2.4.1.1. Generación no fotoquímica 

a. Ozonización en medio alcalino 

El 0 3 puede participar de una reacción radicalaria favorecida en medio alcalino, la cual 

puede iniciarse también a partir de otras especies como H0-, H02-, HC00-, etc. Las 

especies formadas tienen una gran capacidad cmidante95,98,97. 

203 + 1-120 2H0* + 202 + H02* 

b. Ozono/H202 

El H202 puede iniciar la descomposición del 0 3 por transferencia de electrones. La 

reacción genera HO• a través de un mecanismo en cadena que se ve favorecido en 

medio alcalino95. La reacción global es la siguiente: 

0 3 + H 20 2 HO + 02+ H02* 

c. Reacción de Fenton (ver sección 2.3.2) 

d. Oxidación electroquímica 

La aplicación de corriente eléctrica (2-20 A) entre dos electrodos adecuados , produce 

en agua, reacciones químicas primarias con generación de HO*. La eficiencia del 

sistema puede mejorarse agregando Fe21- y el proceso se conoce como electro-Fenton. 

H20 

0 2 + 2H+ + 2e 

H0 + Fr + e-

H 20 2

reacción anódica 

reacción catódica 

e. Radiólisis y procesos con haces de electrones 

Se basa en la generación de electrones altamente reactivos, iones radicales y radicales 

neutros utilizando partículas másicas u ondas electromagnéticas de alta energía99. Se 

pueden usar rayos y (Gammacell, 68Co)188, rayos X o aceleradores de haz de electrones 

como los de tipo Van-de-Graaf o lineales (LINAC)181. 

Básicamente, cuando el haz de electrones penetra un medio acuoso, los mismos 

pierden energía por colisiones no elásticas con las moléculas de agua y se generan 

especies reactivas de acuerdo a la siguiente reacción: 

H20 e-aq + FI' + HO' + H2 + 1-120 2 + Fr 
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De los productos que se forman, las tres primeras especies corresponden a productos 

primarios de la racliólisis del agua. Los e-,,q y los 1-1* son reductores fuertes, mientras 

que HO* actúa como oxidante. 

f. Plasma no térmico 

El plasma es considerado el cuarto estado de la materia que contiene iones y electrones 

libres (gas eléctrico). Puede generarse, en forma no térmica, por una descarga eléctrica o 

bombardeo de un gas con un haz de electrones de alta energía. Estos plasmas son 

buenas fuentes de especies reactivas altamente reductoras y oxidantes, como 0(3P), 

HO*, N, H, NH, CH, 03, 02(1Ag), los propios electrones de plasma, etclol. 

1-2.4.1.2. Generación fotoquímica 

a. Fotólisis del agua en le ultravioleta de vacío (UVV) 

La irradiación a longitudes de onda menores que 190 nm, conduce, en la mayoría de 

los casos a la ruptura homolítica de uniones químicas102,103. En agua se generan 

radicales OH* y radicales de hidrógeno (H) con rendimientos cuánticos dependientes 

de la longitud de onda de irradiación1" 

hv 
H20 H" + HO' 

b. UV/H202, 11V/03 y UV/H20 2/03

El clivaje de la molécula de H202 por fotones de energía superior a la unión de 0-01

tiene un rendimiento cuántico casi unitario (cIlio.= 0.98 a 254 nm) y produce 

cuantitativamente dos HO* por cada molécula de H20 2. 

hv 
H20 2- 2 HO' 

La irradiación de 03 en agua produce 1-1202 de acuerdo a la siguiente reacción: 

hv 
0 3 + H20 H 20 2 + 0 2

El H202 a su vez se fotoliza dando radicales HO*. La combinación UV/H202/03 

también genera radicales. La reacción entre 1-1202 y 03 es lenta pero se ve favorecida en 

presencia de luz. 

c. FotoFenton (ver sección 2.3.2) 
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d. Ferrioxalato y otros complejos de Fe(III) 

En presencia de ciertos ligandos orgánicos tales como ácidos carboxílicos, el Fe3+ puede 

formar complejos estables o pares jónicos asociados que exhiben bandas en el espectro 

IN-visible, son fotoquímicamente activos y generan Fe 2+ por irradiación. Por ejemplo, 

el ácido oxálico forma complejos que absorben fuertemente desde 250run hasta 580 nm. 

La fotólisis del ferrioxalato tiene un alto rendimiento cuántico (O= 1-1,2)105, casi 

independiente de la longitud de onda. 

Si se agrega H202, la reducción fotoquímica del complejo de Fe3+ se acopla a la reacción 

de Fenton106,107. Recientemente se ha demostrado la alta eficiencia del uso de mezclas 

iluminadas de H202 y ferrioxalato para la fotodegradación de contaminantes 

orgánicos100. 

e. UV/Periodato 

El ácido periódico, H5I06, y el periodato, 104 -, son oxidantes fuertes. La irradiación de 

soluciones de periodato con luz Uy corta genera radicales (IQ', HO*, 104 y otras 

especies oxidarttes (103-, 03)109. 

f. Fotocatálisis heterogénea 

Es un proceso que se basa en la absorción directa o indirecta de energía radiante 

(visible o Uy) por un sólido (el fotocatalizador heterogéneo, que normalmente es un 

semiconductor de banda ancha). La excitación del semiconductor puede tener lugar de 

dos formas: 

(1) Por excitación directa del semiconductor, de manera que éste es el que absorbe 

los fotones usados en el proceso. Corresponde al caso más general y de mayor 

aplicabilidad en fotocatálisis heterogénea. 

(2) Por excitación inicial de moléculas adsorbidas en la superficie del catali7ador 

(colorantes), las que a su vez son capaces de inyectar cargas (electrones) en el 

semiconductor. 

Cuando una partícula de un semiconductor es excitada con luz suficientemente 

energética (caso 1) se promueve un electrón desde la banda de valencia a la banda de 

conducción como consecuencia de la foto-excitación, dejando así una deficiencia de 

electrones o un "hueco" en la banda de valencia, de esta manera se crean pares 

electrón-hueco cuya vida media está en el rango de los nanosegundos. En ese lapso de 

tiempo estos pares deben migrar a la superficie y reaccionar con especies adsorbidas. 

Los pares electrón-hueco que no alcanzan a separarse y a reaccionar con especies en la 
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superficie, se recombinan y la energía se disipa. Esta recombinación puede tener lugar 

tanto en la superficie como en el seno de la particulallo. 

En la superficie pueden reaccionar con sustancias como el agua o iones OH-

adsorbidos, generando radicales HO y/u otros radica1es111. 

Existen diversos materiales con propiedades idóneas para actuar como 

fotocatalizadores y llevar a cabo este tipo de reacciones como por ejemplo Ti02, ZnO, 

CdS, óxidos de hierro, etc. La mayoría de estos materiales puede excitarse con luz de 

no muy alta energía > 310 nm). 

Los fotocatali7adores más investigados hasta el momento son los óxidos metálicos 

semiconductores de banda ancha y, particularmente, el Ti02, el cual presenta una 

elevada estabilidad química que lo hace apto para trabajar en un amplio rango de pH, 

al mismo tiempo que es capaz de producir transiciones electrónicas por absorción de 

luz en el ultravioleta cercano. 

Para mejorar la respuesta a la luz es habitual la unión de colorantes a la superficie del 

sólid0112 (caso 2). Dichos colorantes actúan como fotosensibilizadores utilizando la 

energía de fotones visibles para transferir un electrón a la banda de conducción del 

semiconductor e iniciar una serie de procesos fotoquímicos y/o fotofísicos que derivan 

en actividad fotocatalítica o fotovoltaica. La efectividad del proceso de 

fotosensibilización depende en gran medida de las características estructurales y 

energéticas de los colorantes utilizados. Para lograr una buena fotosensibilización los 

colorantes deben ser capaces de absorber luz en una amplia región del espectro visible 

y además tener grupos funcionales adecuados que permitan su unión a la superficie 

del semiconductor (generalmente grupos carboxilato y fosfonato)113. 

Por otro lado la energía del orbital molecular ocupado de más alta energía (HOMO) y 

del orbital molecular desocupado de más baja energía (LUMO) en estos colorantes 

debe ser tal que permita la foto-inyección de electrones en la banda de conducción del 

semiconductor. Asimismo las moléculas de los colorantes sensibilizadores deben ser 

altamente fotoestables como para soportar varios ciclos de excitación óptica y 

conversión redox. 
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1-3. FOTOSENSIBILIZACIÓN 

Se denomina fotosensibilización a todo proceso por el cual una especie química 

(transparente a la longitud de onda de excitación) sufre una alteración fotoquímica o 

fotofísica como resultado de la absorción inicial de luz por otra especie química 

denominada fotosensibilizador (o simplemente sensibilizador (S)) 114.

1.3.1. Mecanismos de reacciones fotosensibilizadas 

En presencia de oxígeno, dos vías compiten por el sensibilizador en su estado 

excitado115. Actualmente se las denomina mecanismos Tipo I y Tipo II 64,116,117, . A 

continuación se muestra un esquema de ambos mecanismos. 

Productos oxidados 

1A 
Radicales, 
iones radicales 

S 

hv 

1S*

Tipo I 

A o solvente 
3S* 

Tipo II 

Productos oxidados 

Figura 1.5. Mecanismos de fotosensibilización Tipo I y Tipo 11 118

A

El primer paso corresponde a la absorción de luz por parte de sensibilizador en estado 

fundamental, para producir un estado singlete excitado (1S*) que rápidamente se 

convierte, mediante cruce entre sistemas, en un estado triplete excitado (3S*). 

Mecanismo Tipo I: el estado triplete excitado del sensibilizador (3S*) reacciona 

directamente con el solvente o el sustrato (A) donando o aceptando hidrógenos o 

electrones y produciendo radicales libres o iones radicales117,118,119. La reacción redox 

puede ir en cualquier dirección aunque generalmente el sensibilizador en estado 

excitado es coddante118. El 3S* actúa como radical libre iniciador, fotoquímicamente 

activado, el cual produce la especie radicalaria del sensibilizador. Esta especie puede 

abstraer hidrógeno de otro compuesto para iniciar una reacción en cadena o reaccionar 

instantáneamente con oxígeno generando especies reactivas del oxígeno (ER0s)120. 
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Los compuestos que generalmente sufren reacciones Tipo I son ricos en electrones o 

poseen hidrógenos fáciles de abstraer. 

Mecanismo Tipo II: el sensibilizador en su estado triplete excitado transfiere la energía 

al oxígeno molecular en su estado fundamental (02 (34 )) para generar oxígeno singlete 

(0 2 (it ))rr,1l8,r1.9. Esta especie reacciona con numerosas moléculas orgánicas, 

particularmente moléculas con alta densidad electrónica, para dar peróxidos y otros 

productos oxidados. 

En algunos casos puede ocurrir transferencia de electrones desde el sensibilizador al 

oxígeno para producir la especie oxidada del sensibilizador e ión superóxido 

(02•-)116,121, bajo esta definición también se trata de un mecanismo Tipo II, aunque 

ocasionalmente puede ser descripta como un mecanismo Tipo I. En general los 

compuestos que no son fácilmente oxidados o reducidos como olefinas, dienos y 

compuestos aromáticos, proceden a través del mecanismo Tipo II, aunque también se 

ha observado este mecanismo para fen01es122,123 y a~s124. 

Como se puede observar en lo anteriormente explicado, el oxígeno puede reaccionar en 

un sistema fotoquímico por un mecanismo Tipo I ó Tipo II, aunque las constantes de 

velocidad Tipo II (k1102= 1 a 3 x109 M-1s-1) para las reacciones de 02 (34 -) con la mayoría 

de los tripletes de los fotosensibilizadores son considerablemente mayores que las 

constantes de velocidad para los procesos Tipo 1 (k10 2 < 1 x107 N4-18-1).

Los mecanismos Tipo I y II pueden ocurrir uno, otro o ambos simultáneamente, 

dependerá del tipo de sensibilizador, sustrato, las concentraciones relativas de los 

mismos y de oxígeno y la naturaleza del medio. En general el mecanismo Tipo I es 

altamente dependiente del tipo y concentración del sensibilizador y del sustrato 

mientras que el mecanismo Tipo II es más dependiente de la solubilidad y la 

concentración de oxígeno del sistema. 

1-3.2. Métodos para discernir entre mecanismo Tipo I y Tipo II 

El método directo para revelar la presencia de 02 (1ág) es a través de la detección de la 

emisión fosforescente a 1270 nm de esta especie y constituye el método actualmente 

escogido para el estudio de espectros, rendimientos y determinaciones cinéticos. 

Cuando no se cuenta con la posibilidad de la observación directa de la emisión de 0 2

(1Ag) y se necesita establecer el mecanismo de una dada reacción de fotooxidación, 

existen métodos indirectos24 algunos de los cuales se mencionan a continuación: 
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1. Investigar el efecto de desactivantes específicos, ya sea de 02 (1á g) (1,4-diazabiciclo 

[2,2,21 octano (DABCO), azida sádica, compuestos carotenoides que posean más de 

nueve enlaces dobles conjugados) ó de 0 2- (enzima superóxido dismutasa), sobre la 

velocidad de fotooxidación. 

2. Estudiar el efecto de D20 comparado con el de H20 sobre la velocidad de 

descomposición del sustrato. Si la concentración de sustrato es suficientemente baja 

como para no afectar el decaimiento de 0 2 (1,ág), la velocidad de fotooxigenación del 

sustrato será mayor en D20 que en H20, debido a que el tiempo de vida del 0 2 (1ág) en 

D20 es mayor que el tiempo de vida en H20 125,126. Este método permite determinar si 

hay 02 (lág) presente, no obstante, no se descarta la posibilidad de que el ión 02- esté 

en el medio, debido a que tal especie también tiene un tiempo de vida mayor en D20. 

3. Investigar la competencia entre el sustrato y el oxígeno por el triplete del 

sensibilizador. Si el sustrato reacciona con el estado triplete del sensibilizador, la 

presencia de oxígeno singlete predomina y el sustrato interacciona esencialmente con 

dicha especie, independizándose de la concentración de oxígeno. Tal discriminación se 

puede llevar a cabo trabajando en idénticas condiciones (sensibilizador, luz, 

concentración de sustrato) en solución aireada y en solución saturada en nitrógeno o 

argón y comparando las velocidades de reacción en ambos casos. 

4. La técnica de Resonancia Paramagnética Electrónica (EPR) también puede resultar 

un método alternativo ya que se aplica a cualquier sistema molecular que involucre 

electrones no apareados, por lo que es altamente sensible para detectar radicales libres. 

La reacción entre 0 2(lág) y el atrapador específico de electrones 2,2,6,6-tetramentil-4-

piperidona (TEMP) conduce a la formación de un radical libre 2,2,6,6-tetrametil-4-

piperidoma-N-oxil (TEMPO) cuyo espectro de EPR es característicolv. Si bien otras 

especies reactivas de oxígeno pueden reaccionar con TEMP, no se produce TEMPO, 

con lo cual este método es altamente específico para 0 20m128. 

El uso de distintos atrapadores de electrones pude ser utilizado para diferenciar 

especies reactivas de oxígeno por EPR. 

1-3.3. Características de los sensibilizadores 

Los sensibilizadores más comúnmente usados en las reacciones fotosensibilizadas son 

colorantes tales como rosa de bengala, azul de metileno, rodaminas, pigmentos como 

flavinas y clorofilas, hidrocarburos aromáticos y coenzimas entre otros. También se 
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utilizan, aunque en menor medida, compuestos de coordinación basados en complejos 

de rutenio y derivados metálicos de porfirinas y ftalocianinas. 

La elección del fotosensibilizador depende de las características del sustrato en estudio 

y del medio de reacción. Los requisitos para el sensibilizador ideal se enumeran a 

continuación64,129: 

Estabilidad fotoquímica: es deseable que el sensibilizador sea fotoestable a lo largo de 

la reacción fotosensibilizada, aunque alguna pérdida generalmente es inevitable, sobre 

todo si se llevan a cabo irradiaciones prolongadas. Para cada caso es necesario elegir un 

sensibilizador que sea estable en las condiciones del diseño del experimento o, para un 

dado sensibilizador procurar un diseño que evite su descomposición. 

Por otro lado si se desea investigar la cinética de fotooxidación de un dado sustrato vía 

0 2 (lág), se necesitará un sensibilizador que en su estado fundamental y excitado no 

reaccione ni con el solvente ni con el sustrato fotocoddable. 

Solubilidad: el sensibilizador debe ser soluble en el medio de reacción. En el caso de 

solventes orgánicos no resulta difícil conseguir sensibilizadores adecuados, pero en 

medio acuoso la situación se complica. 

Características de absorción: Generalmente se pretende que el sensibilizador absorba 

en la región visible del espectro electromagnético, los más efectivos son aquellos que 

absorben en el intervalo de 380 a 900 nm. Idealmente la banda de absorción del 

sensibilizador en la región visible no se debe superponer con las del sustrato 

fotooxidable, es decir, la banda de absorción del sensibilizador se debe encontrar al 

rojo respecto a la del sustrato. Además debe presentar altos coeficientes de extinción 

molar de modo que se logren altas absorbancias a bajas concentraciones para evitar 

formación de &meros y de complejos en el estado fundamental con el sustrato. 

En el caso en el que el espectro de emisión de la fuente de irradiación se solape 

parcialmente con el espectro de absorción del sensibilizador y/ o del sustrato 

fotocoddable, será necesario utilizar una fuente de luz lo mas monocromática posible y 

ajustar concentraciones de tal modo que la absorción del sensibilizador exceda a la del 

sustrato en el intervalo de emisión de la fuente de luz. 
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Cruce entre sistemas desde el estado singlete excitado: para que la generación de 

0 2 (1á g) se produzca por transferencia de energía desde el estado triplete excitado de un 

sensibilizador, es necesario que este último posea un rendimiento cuántico de cruce 

entre sistemas cercano a la unidad de esta manera, el estado triplete excitado es 

poblado eficientemente. 

Velocidad de transferencia de energía: como las constantes de velocidad de 

transferencia de energía dependen de la diferencia de energía entre el estado triplete 

excitado del sensibilizador y el oxígeno singlete, el sensibilizador debe tener una 

energía de estado triplete mayor que la de 0 2(lág) (22,5 Kcal/mol). Por otra parte, el 

tiempo de vida del estado triplete excitado del sensibilizador debe ser lo 

suficientemente largo como para permitir que la interacción entre dicha especie y el 

oxígeno fundamental ocurra eficientemente. El estado singlete excitado de la mayoría 

de las moléculas orgánicas es relativamente de corta vida mientras que el estado 

triplete tiene una vida más larga por lo que este último estado es el involucrado en la 

acción de sensibilizador117. 

1-3.4. Cinética de las fotooxidaciones sensibilizadas 

El mecanismo propuesto en la Figura 1.6 resume los principales procesos fotoquímicos 

que pueden ocurrir cuando una solución que contiene un fotosensibilizador (S) y un 

sustrato fotowddable (A) es irradiada con luz visible en presencia de oxígeno disuelto. 

Inicialmente se genera el estado singlete excitado del sensibilizador, 1S* (reacción 1) el 

cual puede decaer al estado fundamental S (reacción 2), ser inactivado por A (reacción 3), 

o producir un estado triplete excitado 3S* (reacción 4). 

El 3S* puede decaer al estado fundamental S (reacción 5), puede generar productos 

(reacción 6) o puede ser inactivado por 0 2(34-) generando 0 2*- por transferencia de 

electrón (reacción 7) u 0 2(1ág) por transferencia de energía (reacción 8). El 35* también 

puede aceptar un electrón de A formando la especie semireducida del sensibilizador, 

S•-, y el catión radical del sustrato, A-1 (reacción 9). 

Por otro lado, 0 2(1á g) puede ser inactivado físicamente por el solvente (reacción 10), por 

el sustrato (reacción 11) o bien puede reaccionar con A (reacción /2) o con S (reacción /3). 

La reacción 12 es la vía de desaparición de A más común en procesos mediados por 

02(lág). 
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Figura 1.6. Mecanismo propuesto para fotooxidaciones sensibilizadas.(k: constantes de 

velocidad de: desactivación natural de 1S*; 1k4: desactivación de 1S* por A; kisc: 

entrecruzamiento de sistemas; 31‘3: desactivación natural de 3S*; %: formación de productos, 

311,102: desactivación de 3S* por 0 2 (34 -); kEr: transferencia de energía; 3k4A: desactivación de 35* 

por A; ka: desactivación natural de 02(1ág); kg desactivación física de 02(1/5g) por A; kr 

desactivación química de 02(1ág) por A; kis desactivación química de 0 2(lág) por S). 

En paralelo, S*- puede generar 02 .- por transferencia de electrón al oxígeno (reacción 14) 

y el 0 2*- generado puede reaccionar químicamente con S (reacción 15) o con A (reacción 

/6). 

En presencia de un sustrato donor de hidrógenos puede generarse el radical neutro de 

S, SH• (reacción 17). El decaimiento bimolecular de SI-1 • ocurre por desproporcionación 

y conduce a la formación de S y la especie totalmente reducida, SH2 (1 reacción 18). Esta 

última, en presencia de 0 2 (34 -) puede ser rewddada, previa formación de un complejo 

(reacción /9), dando S y 1-1202 (reacción 20) el cual puede reaccionar con 0 2— y producir 

OH• (reacción 2/). A su vez, H202 y OH• pueden interaccionar con A para dar 

productos, P (reacciones 22 y23 respectivamente). 

En este trabajo de Tesis se escogieron tres sensibilizadores para los estudios de 

fotooxidación, los colorantes sintéticos Rosa de Bengala (RB) y Perinaftenona o 
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Fenalenona (PN) los cuales resultan generadores de la especie 02(1,15)130,131; y el 

pigmento natural Riboflavina (Rf) el cual es capaz de fotosensibilizar procesos de 

oxidación de una gran variedad de sustratos vía radicales libres (Mecanismo Tipo I) o 

mediados por 02(1ág)) (Mecanismo tipo 11)132. 

Los resultados que se mostrarán en la presente Tesis serán discutidos en base al 

esquema cinético presentado en la Figura 1.6. 

1-4. ANTIBIÓTICOS 

Se define a un antibiótico como aquella sustancia química producida por un ser vivo o 

derivado sintético de ella, que mata o impide el crecimiento de microorganismos 

sensibles. Idealmente los antibióticos presentan toxicidad selectiva, es decir que 

resultan nocivos para el microorganismo e inocuos para el huésped. Lo frecuente es 

que el término sea relativo, una droga que en una concentración tolerable para el 

huésped, sea capaz de dañar al microorganismo. 

El término antibiótico fue utilizado por primera vez en 1942 por Selman Walcsman 

para describir aquellas formulaciones antagonistas al crecimiento de microorganismos 

derivadas de otros organismos vivos. En la actualidad la definición incluye también a 

los antimicrobianos sintéticos o quimioterapéuticos antimicrobianos como las 

quinolonas, sulfamidas y otros derivados de productos naturales como así también 

aquellos con propiedades antibióticas descubiertas empíricamente133. 

De acuerdo a su mecanismo de acción principal los antibióticos se dividen en cuatro 

grandes grupos134: (I) aquellos que actúan sobre la pared celular bloqueando la síntesis, 

exportación, organización o formación de la misma, sin interferir con los componentes 

intracelulares; (II) los que pueden lesionar directa o indirectamente la integridad de la 

membrana celular, (III) los que tiene acción sobre la síntesis del ADN y ARN , y (IV) los 

que poseen acción sobre los ribosomas y por lo tanto la síntesis proteica, 

aproximadamente la mitad de los antibióticos poseen este último mecanismo 

acción135,136. 

1-4.1. Antibióticos p lactámicos 

La presencia de un anillo p lactámico en la estructura química define a esta familia de 

antibióticos, la cual incluye grupos tales como penicilinas, cefalosporinas, 
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carbapenemas, monobactamas e inhibidores de p lactamasas. Su uso se inició con la 

administración de penicilina hace 70 años y actualmente constituyen el grupo de 

antimicrobianos mas prescriptos tanto en la atención primaria como en los 

hospitaleslv. Ciertos antibióticos representativos de esta familia fueron seleccionados 

para este trabajo de Tesis. 

1-4.1.1. Mecanismo de acción de antibióticos 13 lactámicos 

Los antibióticos p-lactámicos poseen acción bactericida dado que producen la muerte 

de microorganismos sensibles en fase logarítmica de crecimiento138. 

Este tipo de antibióticos inhibe el último estadio en la síntesis de la pared celular 

bacteriana, fase en la cual ocurre transpeptidación y unión del peptidoglicano naciente 

a la matriz de la pared celular preexistente por ligaduras cruzadas138,139. Las enzimas 

que catalizan esta etapa, llamadas transpeptidasas, son capaces de unirse 

covalentemente a penicilinas y otros antibióticos con anillo p-lactámico. Dichas 

enzimas, también denominadas proteínas que unen penicilina (PBPs, penicillin binding 

proteins), al unirse fuertemente a la molécula de antibiótico se inactivan de forma 

irreversible, por lo que ya no pueden catali7ar la reacción de transpeptidación, en 

consecuencia la pared celular en crecimiento se sigue formando pero sin 

entrecruzamientos por lo que se debilita progresivamente. 

Las diferencias de presión osmótica entre el interior de la célula y el exterior produce la 

lisis bacteriana al carecer de la estructura que la protege de los cambios osmóticos del 

medio externo. 

Además el complejo antibiótico-PBPs estimula la liberación de autolisinas bacterianas 

endógenas, enzimas que digieren la pared celular preexistente137,140. A estos efectos se 

suma el hecho de que la débil pared celular permite el ingreso de otros agentes 

antimicrobianos que inicialmente no pueden atravesarla. 

Antes de que los antibióticos p-lactámicos puedan inhibir el crecimiento microbiano 

por el mecanismo descripto, deben ser capaces de alcanzar el o los sitios "blancos" 

susceptibles en la membranalw. En las bacterias Gram positivas, la pared celular no 

constituye una barrera importante para el ingreso de estas drogas por lo que la 

mayoría resultan sensibles a este tipo de antimicrobianos. Sin embargo, las bacterias 

Gram negativas, aunque poseen una pared de peptidoglicano mucho más delgada que 

Gram positivas, tienen una membrana externa compleja de lipopolisacáridos que 
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retarda la entrada de los antibióticos p-lactámicos, en consecuencia la mayor parte de 

los microorganismos Gram negativos son resistentes a estas drogas, aunque las 

modificaciones químicas sobre la estructura básica de la molécula de antibiótico se han 

destinado principalmente a aumentar la acción sobre este grupo de bacterias. 

Cabe aclarar que esta clase de antibióticos no resultan activos frente a micoplasma, 

dado que carecen de pared celular, y tampoco frente a bacterias intracelulares137. 

1-4.1.2. Resistencia antimicrobiana a antibióticos p lactámicos 

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los p lactámicos, así como también a 

otras clases de antibióticos, por varios mecanismos que en ocasiones pueden 

presentarse de forma asociada141: 

1. Alteraciones en la permeabilidad: La presencia de membrana externa en los bacilos 

Gram negativos dificulta el ingreso de sustancias hidrofílicas, como los p lactámicos, 

que necesitan utilizar los poros proteicos (porinas) para tal fin. La resistencia es 

secundaria, es decir, se genera por alteraciones en dichas porinas. 

2. Modificación de los sitios "blanco": Esta clase de antibióticos debe unirse a las PBPs 

para ejercer su efecto bactericida. Cambios a nivel de las mismas, por ejemplo como 

consecuencia de mutaciones espontáneas en los genes que las codifican, implican una 

pérdida de afinidad de lo p lactámicos por ellas, con la consiguiente disminución de su 

actividad. Este mecanismo afecta fundamentalmente a cocos Gram positivos142,143. 

3. Expresión de bombas de eliminación activa: Los mecanismos de expulsión consisten 

en bombas de flujo, dependientes de energía, que bombean el antimicrobiano al 

exterior. Este mecanismo se ha demostrado en ciertos bacilos Gram negativos, 

especialmente en P. aeruginosa. 

4. Producción de enzimas: Actualmente constituye el principal mecanismo de 

resistencia a los p lactámicos, sobre todo en las bacterias Gram negativas. Las p 
lactamasas son enzimas catalíticas de naturaleza proteica que actúan por modificación 

del anillo 13-lactámico de penicilinas y cefalosporinas dando lugar a la formación de 

compuestos inactivos. Especificamente producen la ruptura del enlace amídico del 

anillo p lactámico, previa unión al grupo carboxilo, con lo que éste pierde la capacidad 

de unirse a las PBPs. El grado de resistencia que determinan se correlaciona con su 

concentración, afinidad por los diferentes 13 lactámicos y propiedades hidroliticas. 
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1-4.1.3. Resistencia a 13 lactámicos por enzimas 1_3 lactamasas 

Como ya se mencionó anteriormente la producción de p lactamasas es el principal 

mecanismo de resistencia a antibióticos como las penicilinas y cefalosporinas, presente 

en una amplia variedad de bacterias. 

Las p lactamasas pertenecen a una familia muy diversa de enzimas capaces de 

hidrolizar antibióticos que poseen anillo p lactámico en su estructura química. En base 

a la especificidad del sustrato, parámetros cinéticos y secuencia de nucleótidos en sus 

genes, pueden dividirse en cuatro clases de la A a la D, de acuerdo a la distribución en 

las diferentes especies de bacterias, la producción en cada especie y la prevalencia de la 

especie como patógeno en infecciones clínicas, las p lactamasas de clase A son las más 

importantes144

Las enzimas 13-lactamasas se encuentran tanto en microorganismos Gram positivos 

como Gram negativos y son responsables de muchas cepas altamente resistentes138. 

La producción de 13-lactamasas en Gram positivos está mediada por genes 

cromosómicos y plasmídicos y estos genes generalmente son inducidos por el mismo 

antibiótico. En este grupo de microorganismos las 13-lactamasas son enzimas 

extracelulares, con alta afinidad por sus sustratos y se elaboran en grandes cantidades. 

S. aureus constituye un ejemplo de bacteria productora de esta enzima, dicha 

producción esta mediada sobre todo por un gen plasmídico que puede transferirse con 

facilidad y rapidez a otras especies y géneros de bacterias susceptibles145. Algunas 

cepas de esta especie poseen además una resistencia intrínseca debida a la presencia de 

una PBP adicional (PBP2a) y tolerancia a p-lactámicos por falla de autolisinas138. 

Las 13-lactamasas de Gram negativos son constitutivas, mediadas por plásmidos o 

cromosomas, se producen en pocas cantidades y tiene baja afinidad por sus sustratos. 

En contraste con las de Gram positivos, estas 13-lactamasas se localizan en el espacio 

periplásmico, por lo que restringen el acceso del antibiótico a los sitios blanco de la 

membrana solo después de que este ha penetrado la pared celular. 

Una estrategia bastante eficaz para combatir la resistencia mediada por 13-lactamasas es 

la co-administración del antibiótico r3 lactámico junto a un inhibidor de dicha 

enzhna146,147,148. 

El ácido clavulánico constituye un claro ejemplo de acción inhibitoria a 3-lactamasas, 

su estructura química es similar al ácido penicilánico de penicilinas, de manera que 

posee alta afinidad por estas enzimas uniéndolas irreversib1emente149. En otras 

palabras, el ácido clavulánico resulta un inhibidor no competitivo de 13 lactamasas sin 
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actividad antimicrobiana pr0pia150. La combinación de arnoxicilirta / ácido clavulánico 

ha estado en uso durante más de 20 arios y continúa siendo ampliamente utilizada, 

debido a su elevada acción terapéutica. Otro claro ejemplo es el sulbactam que también 

es un inhibidor de p lactamasas, su mecanismo de acción es idéntico al mencionado 

para el ácido clavulánico y suele co-administrarse junto a ampicilina. 

1-4.1.4. Control genético de la resistencia 

Tanto las bacterias Gram negativas como las Gram positivas son capaces de adquirir 

y/o transferir la resistencia a uno o más antibióticos a través de eventos que ocurren a 

nivel genético, tales como mutación y selección, en los cuales el medicamento actúa como 

un selector suprimiendo bacterias sensibles y permitiendo el desarrollo de mutantes 

resistentes a las drogas, e intercambio de material genético que codifique para dicha 

propiedad. El último evento mencionado puede ocurrir por uno o varios mecanismos 

como los que se mencionan a continuación136: 

1. Transducción: ocurre a través de virus que infectan bacterias (bacteriófagos), los 

cuales pueden transferir material genético de una célula bacteriana a otra. Constituye 

un mecanismo común en bacterias Gram positivas. El ADN plasmídico es encerrado en 

un virus bacteriano y transferido por ese virus a otra bacteria de la misma especie; por 

ejemplo el plásmido que porta el gen para la producción de p lactamasas puede 

transferirse de un estafilococo resistente a la penicilina a uno sensible, si es transmitido 

por un bacteriófago adecuado. 

2. Transformación: el ADN desnudo pasa de una célula de una especie a otra alterando, 

por lo tanto, su genotipo. Esto puede ocurrir a través de manipulación genética en el 

laboratorio. 

3. Conjugación: cuando se produce una transferencia unilateral de material entre 

bacterias, no sólo del mismo género, estamos en presencia de una conjugación. Esta 

transferencia es mediada por un factor de fertilidad (F) que no es más que el producto 

de la extensión de los pelos sexuales de una célula donora a una receptora. El plásmido 

que porta el gen de resistencia a un dado fármaco es transferido a través de estos 

túbulos de proteína de una bacteria resistente a una sensible. Este método resulta el 

más común entre diferentes géneros de bacterias Gram negativas. 
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4. Transposición: entre un plásmido y otro puede ocurrir la transferencia de secuencias 

cortas de ADN; llamados transposones. Puede suceder, además, entre un plásmido y 

una porción del cromosoma bacteriano dentro de alguna bacteria. 

Cuando la resistencia a un dado antibiótico ocurre por un evento de mutación 

cromosómica o de selección, la transmisión de dicha característica se denomina 

"vertical", dado que se transfiere de una generación de bacterias a la siguiente. Por otro 

lado, si la transmisión de la resistencia se dá por intercambio de material genético por 

algunos de los mecanismos mencionados anteriormente, se denomina "horizontal" 

dado que puede ocurrir entre bacterias de la misma especie y/o de especies y géneros 

diferentes151. 

El mal uso y el abuso de los antibióticos, ya sea en el hogar, hospitales, comunidades, 

con los animales, en la agricultura, etc, pueden adicionar a las fuerzas del ambiente, a 

seleccionar y mantener cepas de bacterias resistentes. Los antibióticos, considerados 

aún como los mejores agentes para el tratamiento de las infecciones, son los únicos y 

más importantes agentes que seleccionan, y son causa de la propagación de las 

bacterias resistentes. Las dos caras del efecto de estas valiosas drogas hace que sea 

crucial su uso cuidadoso. 

1-4.2. Características Generales de Penicilinas y Cefalosporinas 

1-4.2.1. Penicilinas 

Constituyen el grupo de antibióticos mayormente empleados. Son producidos por 

especies de hongos del género Penicillum especialmente Penicillum chrisogenumthum. La 

estructura básica de la molécula contiene un núcleo llamado ácido penicilánico el cual 

consiste en un anillo pentagonal de tiazolidina unido a un anillo P-lactámico tetragonal 

para dar lugar al doble anillo característico. Al núcleo se le adosa una cadena lateral 

mediante un enlace peptidico en la posición 6 del anillo p lactámico y que varía de una 

penicilina a otra definiendo sus propiedades antibacterianas y farmacológicas152. 

Las penicilinas se pueden clasificar de acuerdo a sus propiedades en penicilinas 

naturales (tales como penicilina G y V) y semisintéticas Las penicilinas semisintéticas 

son aquellas obtenidas a partir del ácido 6 amirto penicilánico unido químicamente a 

una cadena lateral que le confiere ciertas ventajas como por ejemplo ampliar su 

espectro de acción o proteger el núcleo penicilánico de la acción de p lactamasas. 
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1-4.2.2. Cefalosporinas 

Las cefalosporinas son fármacos estructuralmente similares a las penicilinas, 

producidos por hongos del género Cephalosporium especialmente de la especie 

salmosynnematum y acremonium. El núcleo de las cefalosporinas es el ácido 

cefalosporámico semejante al ácido penicilánico con la diferencia de que en este caso el 

anillo I3-lactámico se encuentra fusionado a un anillo hexagonal de dihidrotiazirta a 

diferencia del anillo pentagonal de tiazolidirta de las penicilinas152. Al igual que las 

penicilinas, las cefalosporinas también se distinguen por sus cadenas laterales y 

pueden clasificarse en naturales y semisintéticas. 

En la medicina, las cefalosporinas naturales (como las cefalosporinas N, P y C) no son 

utilizadas por no tener una acción arttibacteriana potente. Las cefalosporinas de uso 

corriente son semisintéticas obtenidas a partir del ácido 7 amino cefalosporámico, las 

cuales resultan activas contra la mayoría de los microorganismos susceptibles a 

penicilinas, constituyendo una alternativa útil en pacientes alérgicos a esta drogalm. 

En función del momento de su descubrimiento y su actividad antimicrobiana se las ha 

clasificado en cuatro generaciones. A medida que aumenta el número de generación de 

cefalosporinas, aumenta su espectro de acción y su resistencia a 13- lactamasas153,154. 

1-4.3. Características de los Antibióticos seleccionados 

Amoxicilina: es una penicilina semisintética que pertenece al grupo de las penicilinas de 

amplio espectro152. El grupo fenol y amino en la cadena lateral permiten un aumento de 

actividad sobre bacterias Gram negativas, específicamente el grupo amino favorece la 

penetración del antibiótico a través de la membrana externa de lipopolisacáridos que 

poseen este grupo de microorganismos, además esta modificación permite que sea 

estable en presencia de los ácidos gástricos y por lo tanto apropiadas para ser 

administradas por vía oral en los tratamientos, favoreciendo su absorción. A pesar de 

su amplio espectro y su buena absorción por vía oral, resulta sensible a las 13-
lactamasas por lo que no es una droga de elección para eliminar microorganismos 

productores de dicha enzima. En cuanto a su eliminación del organismo, el 75% 

aproximadamente de la dosis de Amoxicilina administrada se excreta por la orina sin 

sufrir cambios. 
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Cefalexina: es una cefalosporina de primera generación155 que posee acción sobre la 

mayoría de los cocos Gram positivos y contra ciertos cocos y bacilos Grana negativos de 

importancia clínica. Resulta sensible a p lactarnasas al igual que Amoxicilina y puede 

ser administrada por vía oral, debido a que se ha separado el radical acetoxilo de la 

estructura química original y posee en su cadena lateral un anillo aromático lo cual le 

confiere mayor estabilidad. Más del 90% del fármaco se excreta inalterado en orina. 

Ceftriaxona: pertenece al grupo de las cefalosporinas de tercera generación155 derivado 

del ácido cefalosporámico, con un residuo metoximínico que le confiere resistencia a 

los organismos productores de 13-1actamasas156,157. Presenta un espectro de acción muy 

amplio, tanto para microorganismos Gram positivos y Gram negativos aerobios, 

además presenta una buena actividad frente a microorganismos anaerobios. 

Aproximadamente el 35-65% de Ceftriaxona se elimina por orina, el resto se elimina 

por la vía fecal. Una pequeña cantidad es metabolizada en los intestinos ocasionando 

un metabolito inactivo antes de ser eliminada. 

Ampicilina: es un p lactámico de amplio espectro, derivado semisintético de la 

penicilina y usado ampliamente en medicina. Aunque es más activa que las penicilinas, 

resulta un antibiótico sensible a la acción de p lactarnasas producidas por gran número 

de bacterias y por esta razón solo debe ser co-administrada con un inhibidor de dicha 

enzima como lo es el Sulbactam. 

En cuanto a su eliminación del organismo, aproximadamente el 10% de la dosis de 

ampicilina es metabolizada a productos inactivos que son eliminados sobre todo en la 

orina, conjuntamente con el antibiótico sin metabolizarlsg. 

Ampicilina está relacionada estructuralmente con Amcocicilina, ambos antibióticos son 

aminopenicilinas, la única diferencia química entre ellos es la presencia del grupo fenol 

en este último. 

Cefadroxil: Es un para-hidroxi derivado de la Cefalexina que se encuentra dentro de 

las cefalosporinas de primera generación y es activo frente a una gran variedad de 

Gram positivos y Gram negativos153,159. 

Mas del 90% de esta droga es excretada del organismo por orina sin sufrir 

modificaciones. 
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Cefotaxima: pertenece al grupo de las cefalosporinas de tercera generación158. Al igual 

que Ceftriaxona, la presencia del grupo metoximínico en la estructura química de este 

compuesto le confiere estabilidad frente a p lactamasas lo cual amplia su espectro de 

acción sobre un gran número de bacterias Grarn positivas y Gram negativas. En la 

mayoría de los casos es considerada equivalente a Ceftriaxona en términos de 

susceptibilidad y eficacia, además de sus similitudes químicas. 

1-4.4. Espectro de acción de los antibióticos seleccionados 

Amoxicilina resulta activa frente a microorganismos p- lactamasas negativos como H. 

influenzae, H. pylori, E. coli, P. mirabilis, Salmonella sp, Shigella sp, S. aureus, entre otros. 

Este antibiótico cuando es co-administrado con ácido clavulánico aumenta su espectro 

de actividad sobre los microorganismos productores de P-lactamasas ya, que esta 

sustancia resulta un potente protector del anillo p-lactámico160. 

Cefalexirta tiene actividad sobre microorganismos como S. pyogenes, S. pneumonaie, N. 

gonorrhoeae, N. menigitidis, no productores de p- lactamasas y ciertas enterobacterias, 

constituyendo una alternativa muy importante en el tratamiento de infecciones 

producidas por S. aureus. 

Ceftriaxona resulta excelente contra microorganismos como S. pneumoniae, S. 

betahaemolyticus, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, Enterobacter, Serratia sp, Pseudomonas 

sp, H. influenzae, S. aureus, S. pyogenes, H. parainfluenzae, S. viridans, N. gonorrhoeae, N. 

meningitidis y Clostridium sp., por mencionar algunosim. 

El espectro de acción Ampicilina abarca microorganismo sensibles como L. 

monocytogeneses, N. meningitidis, H. influenzae no productoras de p-lactamasa, G. 

vaginalis, B. pertussis, y algunos bacilos entéricos como E. coli, P. mirabilis, Salmonella, y 

Shigella 152162. 

Entre los microorganismos sensibles a Cefadroxil se encuentran Estreptococos P-

hemolíticos, Estafilococos coagulasa-positivos, coagudasa-negativos y cepas 

productoras de p lactamasas, S. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, especies de Klebsiella, H. 

influenzae, Salmonella y Shigella152158,162. 

Cefotaxima es activo frente a cepas de los géneros Sta phylococcus, Streptococcus, 

Neisseria, Clostridium, Haemophylus, B. pertussi, Moraxella, Pasteurella, Leptospira, entre 

otros162. 

En función de su espectro de acción estos antibióticos se utilizan para tratar infecciones 

humanas de la piel y partes blandas, infecciones urinarias y del aparato genital, sepsis, 
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endocarditis bacteriana, neumonías y gastroenteritis entre otras, producidas por los 

microorganismos anteriormente mencionados. 

1-5. EL MICROORGANISMO 

En este trabajo de Tesis se seleccionaron para los ensayos microbiológicos cepas de 

Sta phylococcus aureus, cuyas características serán mencionadas a continuación. 

1-5.1. Características generales 

S. aureus se incluye dentro de la familia Micrococcaceae y del género Staphylococcus. 

Son células esféricas Gram positivas, con un diámetro que varía de 0,5 a 1,5 pm. Se 

disponen de a pares, tétradas o en racimos irregulares. Son inmóviles, no esporulados, 

usualmente catalasa positivos. Son anaerobios facultativos, producen ácidos a partir de 

glucosa, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Estos microorganismos son 

relativamente resistentes a la desecación y por ello fácilmente dispersables por las 

partículas de polvo a través del aire y las superficies139, al calor (soportan 50°C durante 

30 mm ) y al cloruro de sodio al 9 %. 

Su temperatura óptima de crecimiento es de 30-37 °C. En medios sólidos las colonias 

típicas se presentan como circulares, lisas, mantecosas, redondas, ligeramente convexas 

y con un diámetro de 1 a 4 mm. Algunas cepas son productoras de pigmentos de color 

anaranjado a amarillo pá11d0163. 

S. aureus está asociado con la producción de múltiples enfermedades140. Esta especie, 

que se encuentra dentro del grupo de los Sta phylococcus coagulasa positivos164, es 

además uno de los patógenos hospitalarios más importantes y extendidos. Ciertas 

cepas con una virulencia desacostumbrada se han asociado ampliamente a infecciones 

hospitalarias y desarrollan con rapidez resistencia a muchos agentes antimicrobianos, 

haciendo su tratamiento muy d1fíci1140. 

1-5.2. Estructura de la pared 

La pared de S. aureus posee tres componentes esenciales. El péptidoglicano comprende 

entre el 40 y 60% del peso de la misma y es característico de la especie ya que todos los 

residuos de ácido N acetil murámico presentan cadenas tetrapeptídicas con enlaces 

cruzados formados por puentes de pentaglicina, lo que favorece su supervivencia en 
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los tejidos del huésped. S. aureus, también contiene aproximadamente un 40% de ácidos 

teicoicos y lipoteicoicos característicos de ribitol fosfato y un componente proteico unido 

por enlace covalente al péptidoglicano y uniformemente distribuido en la pared 

llamado proteína A que se une de manera inespecífica (por el fragmento Fc) a las 

inmunoglobulinas G (G1, G2 y G4) del huésped bloqueando el proceso de fagocitosis. 

Un esquema de la estructura de la pared se muestra en la Figura 1.7. 

Proteínas • Ácidos 
asociadas a la Teicoicos 

pared 
Ácidos 

Lipoteicoicos 

Peptidoglicano 

Membrana 
citoplasmática 

Figura 1.7. Representación esquemática de la pared celular de bacterias Gram positivas. 

El peptidoglicano, los ácidos teicoicos y la proteína A comprenden la estructura 

antigénica de este microorganismo. También resultan antígenos: el factor de 

agregación (un componente de pared de S. aureus que agrega células enteras de 

estafilococos en presencia de plasma) y el polisacárido capsular (estructura ligeramente 

laxa que recubre ciertas cepas y es capaz de interactuar con el huésped)138,139. 

1-5.3. Productos extracelulares: Toxinas y Enzimas 

S. aureus también se caracteriza por producir gran variedad de sustancias que libera al 

medio. Estos productos extracelulares pueden o no ser tóxicos. Dentro de las sustancias 

tóxicas encontramos las hemolisinas, leucocidinas, enterotoxinas, la toxina exfoliativa 

responsable del Síndrome de la Piel Escaldada y la toxina del Síndrome del 

ChoqueTóxico (TSST-1)138. 

Dentro de las sustancias no tóxicas, S. aureus libera al medio enzimas como catalasas, 

coagulasas, hialuronidasas, p-lactamasas, lipasas, nucleasas, estafiloquinasas, fosfatasa 

alcalina, pirrolidonil arilamidasa, ornitina descarboxilasa, termonucleasa 

galactosidasa. A continuación se describen brevemente algunas de ellas136. 

Y P-
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Catalasa: es una enzima que descompone el H202 en oxígeno y agua. Químicamente es 

una hemoproteína de estructura similar a la hemoglobina. 

La prueba de la catalasa permite diferenciar microorganismos del género estafilococo 

que son catalasa positivos, del genero estreptococo que son catalasa negativos. 

Coagulasa: es una enzima proteolítica de composición química desconocida con 

actividad semejante a la protrombina, la cual coagula el plasma por mecanismos 

diferentes de los fisiológicos humanos. 

Hialuronidasa: también llamada factor de extensión, facilita la diseminación de la 

infección al hidrolizar el ácido hialurónico de los tejidos. 

Hemolisinas: existen cuatro tipos de hemolisirtas alfa (a), beta (e), gamma (y), y delta 

(6). La hemolisina a puede producir lisis de los eritrocitos y lesionar las plaquetas 

mientras que la p degrada la esfingomielina y es tóxica para muchas clases de células 

incluso para los eritrocitos humanos. 

Leucocidina: es una enzima capaz de usar leucocitos polimorfonucleares y macrófagos. 

Su actividad lítica se atribuye a una alteración de la bomba sodio-potasio seguida de 

una serie de elementos secundarios, incluyendo un aumento de la permeabilidad a 

cationes, secreción de proteínas y acumulación de calcio. 

Toxina exfoliativa: también conocida como toxina epidermolítica, produce la 

descamación generalizada del síndrome estafilocóccico de piel escaldada. 

Toxina del choque tóxico: en el ser humano, la presencia de esta toxina se asocia con 

fiebre elevada, shock, vómitos, diarreas, trombocitopenia, insuficiencia renal y 

hepática, afecciones de aparatos y sistemas múltiples, incluyendo un exantema 

descamativo en la palma de las manos y planta de los pies. Un 80 % de casos del 

síndrome de choque tóxico se asocia con la menstruación y uso de tampones y un 20 % 

de los casos ocurre junto a infecciones posquirúrgicas y otros tipos de infecciones 

locales (cutáneas, óseas, pulmonares). 

Enterotoxinas. Existen al menos seis toxinas solubles designadas con letras de la A a la 

F, producidas por casi el 50 % de las cepas de S. aureus. Las enterotoxinas son 

termoestables (soportan ebullición durante 30 mm ) y resisten la acción de las enzimas 

intestinales. Son causa importante de envenenamiento alimentario, sobre todo cuando 

se degradan proteínas o carbohidratos. 
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1-5.4. Procesos infecciosos 

Del 40 al 50 % de los seres humanos son portadores nasales de S. aureus, también se 

encuentran con regularidad en las ropas personales, las ropas de camas y otros objetos 

de los ambientes humanos. La capacidad patógena de una cepa determinada de S. 

aureus está dada por mecanismos y factores patogénicos y producen una variedad de 

síndromes con manifestaciones clínicas que varían desde una simple pústula o 

impétigo hasta septicemia o muerte. 

S. aureus es capaz de producir cuadros infecciosos en humanos, tales como forúnculos 

y abscesos de todo tipo y en cualquier parte del cuerpo, foliculitis, impétigo, 

hidrosadeniiis, blefaritis, otitis, osteomielitis, endocarditis, entre otras. Puede llegar a 

sangre y producir bacteriemias o septicemias. También afecta al aparato digestivo, 

genitourinario y respiratorio (neumonías). Sus toxinas también producen cuadros 

clínicos tales como el Síndrome del Choque Tóxico, el Síndrome de la Piel Escaldada y 

las gastroenteritis estafilocóccicas producidas por las enterotoxinas139. 

Además, este patógeno es capaz de infectar líneas intravasculares, marcapasos y 

válvulas cardiacas artificiales.165

Una característica distintiva de las infecciones crónicas producidas por S. aureus es la 

capacidad de este microorganismo de crecer formando biopeliculas, una comunidad de 

células inmersa en una matriz polimérica extracelular la cual se forma cuando las 

bacterias se adhieren a una superficie 5ólida166. Estas comunidades constituyen un 

nicho de protección que promueve el crecimiento y la supervivencia de las bacterias en 

un ambiente hostil, además dificultan el tratamiento quimioterápico debido, 

posiblemente, a la falta de permeabilidad de los antibióticos a la estructura de la 

biope1ícu1a167. 

En animales S. aureus es uno de los principales agentes causales de mastitis bovina 

(infección de la glándula mamaria en respuesta a un daño local, que puede ser de 

origen infeccioso, tóxico o traumático)168 disminuyendo así la calidad y cantidad de 

leche producida, lo cual genera pérdidas económicas considerables169. La formación de 

biopelículas por parte de S. aureus es considerado un factor de virulencia asociado con 

el desarrollo de mastitis en bovinos170. 

 ( 49 ) 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO I. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

1-5.5. Diagnóstico 

El hallazgo de racimos irregulares típicos de cocos Gram positivos, en el examen 

microscópico directo del material purulento, permite dar un diagnóstico presuntivo. El 

diagnóstico definitivo se consigue aislando e identificando el microorganismo. 

Básicamente se rea1i7a aislamiento del microorganismo en medios selectivos y 

diferenciales, se continúa con la observación macroscópica de las colonias y 

microscópica con coloración de Gram. Si se observa morfología y coloración 

característica de S. aureus se realizan pruebas identllicadoras como catalasa y coagulasa 

(S. aureus es catalasa y coagulasa positivo). También es conveniente agregar otras 

pruebas como por ejemplo termonucleasa y fermentación de diferentes azúcares (S. 

aureus es terrrionucleasa positivo y manitol positivo) o detección de antígenos mediante 

test de látex. 

El diagnóstico de mastitis bovina se realiza a través de pruebas físicas, químicas, 

biológicas y métodos electrónicosm 

1-5.6. Tratamiento 

La quimioterapia antimicrobiana en medicina humana y veterinaria es la principal 

herramienta terapéutica frente a los microorganismos patógenos causantes de 

enfermedades infecciosas172. 

Las pruebas de sensibilidad a los antibióticos son muy importantes para la elección del 

agente apropiado y para la evaluación de su efectividad durante el transcurso de la 

infección. A menos que el paciente sea alérgico, se recomienda bactericidas análogos de 

la penicilina. La elección inicial debe limitarse a los resistentes a p-lactamasas dado que 

la mayoría de las cepas aisladas de infecciones hospitalarias y adquiridas en la 

comunidad, son productoras de dichas enzimas. Pero si la prueba de sensibilidad a 

antibióticos demuestra que el estafilococo aislado es sensible a la penicilina, esta debe 

ser la droga de elección porque es más activa y menos costosa139. 

En general, las infecciones por estafilococos son tratadas en humanos con penicilinas 

como fármacos de primera elección, tales como la Amoxicilina sola o co-administrada 

con ácido clavulánico, y con cefalosporinas (entre ellas Cefalexina o Ceftriaxona) y 

Vancomicina como fármacos alternativos. Los antimicrobianos más utilizados en el 

tratamiento de mastitis bovina son los p-lactárnicos, tetraciclinas, macrólidos, 

aminoglucósidos y sulfonamidas173. 
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CAPÍTULO II. 1 
MATERIALES Y MÉTODOS 

II-1. REACTIVOS Y SOLVENTES 

II-1.1. Sensibilizadores 

Perinaftenona (PN) 97%, Rosa de Bengala (RB) y Riboflavina (Rf) fueron adquiridos de 

Aldrich Chemical Company. 

11-1.2. Sustratos de estudio 

Antibióticos (Atb): Amoxicilina (Amx), Cefalexina hidratada (Cfx) Ceftriaxona sal 

disódica heptahidratada (Cft), Ampicilina trihidratada (Amp), Cefadroxil (Cfd) y 

Cefotaxima sal sódica (Ctx) fueron provistos por Sigma-Aldrich Argentina S.A. 

11-1.3. Solventes 

Para las experiencias de irradiación fotosensibilizada se utilizó como solvente 

soluciones reguladoras de pH en agua tridestilada o agua deuterada, D20 (en 

experiencias resueltas en el tiempo). El ajuste del pH o pD se realizó de la siguiente 

maneral: 

pH= 7,4:50 ml de KH2PO4 0,1 My 39,1 ml de NaOH 0,1 M diluidos a 100 ml. 

pH= 10:50 ml de NaCO3H 0,05 My 10,7 ml de NaOH 0,1 M diluidos a 100 ml. 

ICH2PO4, NaCO3H, NaOH fueron provistos por Aldrich Chemical Company, y D20 

(99.9%) por Sigma-Aldrich. 

Para las experiencias de HPLC/ masa se utilizó Acetato de Amonio y Metano! 

Sintorgan grado HPLC. 

11-1.4. Otros reactivos 

Azida sódica (NaN3), superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y D-manitol fueron 

adquiridos de Sigma-Aldrich. 
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11-1.5. Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados fueron adquiridos de Britania. 

Agar Mueller Hinton (AMH) composición por cada 1000 ml de agua: infusión de carne 

300,00 g; peptona ácida de caseína 17,50 g; almidón 1,50 g y agar 15,00 g. 

Caldo Nutritivo (CN) composición por cada 1000 ml de agua: pluripeptona 5,00 g y 

extracto de carne 3,00 g. 

Agar-agar (A-A). 

11-1.6. Cepas de S. aureus utilizadas 

Las cepas de Staphylococcus empleadas en este trabajo de Tesis fueron: 

• S. aureus ATCC 25923: cepa de referencia utilizada como control en ensayos de 

susceptibilidad a antibióticos. 

• S. aureus DM1 y DM2: cepas aisladas de infecciones intrahospitaLarias en 

humanos. Estas cepas pertenecen a la colección bacteriana del Departamento de 

Microbiología e Inmunología, de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. 

Las cepas bacterianas fueron mantenidas a -20 °C en glicerol al 30% v/ v. 

11-2. DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS Y FOTOQUÍMICAS 

11-2.1. Preparación de soluciones 

Se preparó el sensibilizador en la solución reguladora de pH correspondiente. La 

absorbancia se ajustó según la experiencia realizada. En determinaciones cinéticas 

estacionarias se empleó una absorbancia de 0,5-0,6 a la longitud de onda donde el 

coeficiente de extinción molar es máximo en la banda de la región visible y en 

determinaciones cinéticas dinámicas fue de 0,2-0,3, a la longitud de onda de excitación 

del pulso del láser. 

En las medidas de fotólisis estacionaria, la solución de PN, RB ó Rf se preparó en la 

mezcla reguladora y luego, a partir de esta solución del colorante se prepararon 

soluciones independientes del sustrato con una concentración del orden de 10-4 M (las 

concentraciones fueron determinadas por pesada). Las experiencias se realizaron con 

agitación para asegurar la homogeneidad del medio iluminado y se mantuvieron 

cubiertas de la luz hasta el momento de comenzar la experiencia. 
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En las medidas cinéticas resueltas en el tiempo por la técnica de láser flash fotólisis, los 

sustratos se disolvieron en una solución del colorante y la mezcla reguladora, 

utilizando H20 como disolvente. Previo a las medidas, la solución es desoxigenada por 

burbujeo con gas Argón, durante 30 minutos. 

Para medidas cinéticos por la técnica de detección de la fosforescencia de 02 (1Ag) 

resuelta en el tiempo, los sustratos se disolvieron en una solución del colorante en D20, 

con el fin de aumentar el tiempo de vida de 02 (1Ag) en dichas determinaciones2. Es 

importante destacar que en D20 esta especie reactiva tiene un tiempo de vida de 60 us 

aproximadamente mientras que en H20 se reduce a unos 4 us3. A pH 7,4 y 10 se utilizó 

una mezcla reguladora tal como se indicó anteriormente. Cabe aclarar que el agregado 

de sales para ajustar el pH de las soluciones disminuye el tiempo de vida de 02 (lAg), de 

todas maneras esto no afecta los resultados ya que para determinar kt se realizan 

medidas relativas, como se explicará más adelante en este capítulo. 

En las determinaciones cinéticas competitivas en presencia de los inhibidores NaN3, 

SOD, CAT y D-manitol los mismos fueron agregados a la mezcla de Atb y 

sensibilizador, en experimentos independientes, en una concentración de 1 mM para 

NaN3 y D-manitol y 1mg/100 mL para SOD y CAT. 

Cabe aclarar que todas las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente con 

soluciones preparadas recientemente, por duplicado y en algunos casos por triplicado. 

11-2.2. Equipos utilizados 

II-2.2.1. Determinaciones estacionarias 

Las experiencias de fotooxidación sensibilizada en condiciones estacionarias fueron 

realizadas por irradiación con luz visible de una solución conteniendo el sensibilizador 

y el sustrato fotooxidable en un fotolizador fabricado en nuestro laboratorio4,5 (Figura 

II.1). 

El equipo cuenta con una lámpara de cuarzo-halógeno de 150 W de potencia (OSRAM 

XENOPHOT HPLX 64640) focalizada según la experiencia, en el porta celda o en el 

recipiente que contiene el electrodo de oxígeno. Además cuenta con filtro térmico (para 

absorber la radiación IR emitida por la lámpara), filtros de corte adecuados (de modo 

que el colorante sea el único capaz de absorber la luz irradiada), lentes, un espejo móvil 

y un agitador magnético. Se entiende por fotólisis estacionaria la que se realiza a través 

de una iluminación con una fuente de irradiación continua. 
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Filtro térmico Filtro de 
corte 

Lámpara Lente 

celda 

Electrodo de oxígeno 

Espejo móvil 

••••• ••Mal•••••••3111, 

Figura II.1.Esquema del dispositivo utilizado en las experiencias en condiciones estacionarias. 

La cinética de fotooxidación se siguió por consumo de oxígeno utilizando un electrodo 

ORION 97-08 específico para oxígeno disuelto, acoplado a un pH-metro Orion 720. 

Este consiste en un par de electrodos de plata polarizados, separados de la solución de 

medida por una membrana permeable a los gases. El oxígeno disuelto en la solución, 

difunde y penetra selectivamente a través de la membrana del electrodo, donde es 

reducido a ión hidroxilo. El flujo de iones genera una diferencia de potencial la cual es 

traducida en "partes por millón de oxígeno disuelto" (ppm) en la escala de pH. La 

calibración del electrodo se efectúa con agua equilibrada con aire en condiciones 

atmosféricas, y se realiza antes de cada experiencia. La membrana del electrodo solo 

opera correcta y reproduciblemente en medios con altos porcentajes de agua y en un 

intervalo de pH de 3 a 12. Se recomienda su uso en el intervalo de O a 14 ppm de 

oxigeno disuelto47 con una exactitud de ± 0,05 ppm ó 2%. 

Los espectros de absorción del estado fundamental se realizaron con un 

espectrofotómetro UV-Visible Hewlett Packard 8453A que opera entre 190 y 820 nrn, 

provisto de un detector con arreglo de diodos y una lámpara de deuterio como fuente 

de excitación. En determinaciones en donde la corrección de blanco fue requerida con 

mayor exactitud, se utilizó un equipo Shimadzu modelo UV-2401 de doble haz. 

11-2.2.2. Determinaciones dinámicas 

Dado que la molécula de 02 (1b.g) se encuentra en un estado excitado desde el cual 

puede emitir luz, las medidas dinámicas para la determinaciones de las constantes de 

desactivación global de 02 eAg) (kt) por los sustratos, se realizaron por detección de la 

fosforescencia resuelta en el tiempo de 02 (14) a 1270 nm (TRPD)8. La fuente de 
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excitación es un laser Nd-Yag, Spectron Lasser System, SL400, con emisión a 1066, 532, 

355 y 266 nm (primera, segunda, tercera y cuarta armónica, respectivamente). La 

tercera armónica de frecuencia, a 355 nm, fue empleada para excitar PN. La radiación 

fosforescente emitida atraviesa diferentes filtros y es detectada, en ángulo recto, con un 

diodo de germanio amplificado, Judson J16/ 85p. El detector se acopla a un 

osciloscopio digital Agilent Technologies DSO 6012 A. La señal luego es transferida a 

través de una interfase IEEE a una computadora personal para llevar a cabo el 

procesamiento. En general deben aplicarse 10-15 disparos para promediar y lograr una 

buena relación señal / ruido, a partir de la cual se determina el tiempo de vida de 

02(1á g) por un ajuste monoexponencia19. Un esquema del equipamiento utilizado se 

muestra a continuación. 

Computadora Osciloscopio 
Diodo Ge 

Filtros de corte y de 
interferencia 

Láser pulsado 

Figura 11.2. Representación del equipamiento utilizado para la aplicación de TRPD6. 

Por otro lado, la generación y desaparición del triplete excitado del sensibilizador (391 

se determinó empleando la técnica de láser flash fotólisis (LFF), el equipamiento 

utilizado se muestra en la Figura 11.3. Para excitar RB se utilizó un láser Nd-Yag, 

Spectron Lasser System, SL400 (armónico a 532 nm) y una lámpara de Xenón de 150 W 

de potencia como haz analizador, mientras que para excitar Rf se utilizó un láser de 

Nd:Yag, Brillant Quantel (armónico a 355 nm), y una lámpara de Xenón de 75 W de 

potencia. Ambos láser cuentan con un ancho de pulso en el intervalo de los 

nanosegundos. El sistema de detección del equipo comprende un monocromador PTI y 

un fotomultiplicador PMT extendido al rojo (Harnamatsu R666). La señal es adquirida 

y promediada por un osciloscopio digital (Agilent Technologies DSO 6012 A para 

Spectron Lasser System, SL400 y Hewlett Packard 54504A para Brillant Quante' ) y 
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luego es transferida a una PC vía una interface paralela HPIB donde es analizada y 

a1macenada10,11. 

Lámpara 

láser 

111!••• •• 

 i<l ed >C1(1>Muestra — 

Digitalizador 

Computadora 

Figura 11.3. Esquema del equipo utilizado para medidas de LFF. 

Dado que el sensibilizador Rf es un colorante lábil a la luz, para la realización de los 

espectros de la especie excitada, 3Rf*, en ausencia y presencia de los sustratos se utilizó 

el equipamiento de LFF descripto anteriormente, adaptado a un sistema de flujo 

continuo a través de una bomba peristáltica (Master Flex C/L, Cole Parmer, Modelo 

77122-22) la cual permite recircular la solución desgasada del sensibilizador (o 

sensibilizador y sustrato) a través de la celda que recibe el pulso de láser y el haz 

analizador. El recipiente que contiene la solución de Rf que circula por la celda posee 

tuberías impermeables al oxígeno que permiten la entrada y salida del líquido, así 

como también la entrada de gas Argón de forma constante. Todas las conexiones y 

recipientes se encuentran protegidos de la luz durante el transcurso del experimento. 

Un esquema del sistema utilizado se presenta a continuación. 

Pulso del láser 

emisión 

descarga 

celda 

carga 

Haz analizador 

Argón 

muestra 

Figura 11.4. Esquema del sistema utilizado para mantener flujo constante en medidas de LFF 
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Los espectros de fluorescencia del sensibilizador Rf en estado estacionario fueron 

registrados en un espectrofluorómetro Hitachi F-2500, mientras que las 

determinaciones de tiempos de vida de fluorescencia se realizaron con un equipo de 

Canteo de Fotón Único (TC-SPC) correlacionado el tiempo, en un instrumento 

Edinburgh Analytical Instruments FL-900 CDT. El mismo se encuentra equipado con 

diodos pulsados emisores de luz a distintas longitudes de onda (LEDs, PicoQuant). El 

diodo utilizado se seleccionó para maximizar la cantidad de fotones absorbidos por la 

muestra en base al espectro de absorción del sensibilizador en estudio. Las longitudes 

de onda de excitación y emisión de fluorescencia para Rf fueron 445 y 515 nm, 

respectivamente. En la Figura 11.5 se muestra un diagrama de bloques del equipo TC-

SPC. 

Histograma MCA 

ADC 

Stop PMT 

Monocromador (em) 

muestra 

TAC 

Start PMT 

lámpara 

Monocromador (exc) 

Figura 11.5. Diagrama de bloques de un TC-SPC. PMT: fotomultiplicador, TAC: convertidor 

tiempo-amplitud, ADC: convertidor analógico digital, MCA: analizador multicanal. 

El fotomultiplicador de largada (Start PMT) detecta el pulso de la lámpara y genera un 

pulso eléctrico disparador que está exactamente correlacionado con el pulso óptico. El 

pulso disparador es conducido al convertidor de tiempo a amplitud (TAC), el cual 

inicia la carga de un capacitor. Al mismo tiempo el pulso óptico excita la muestra que 

subsecuentemente emitirá. A lo sumo un fotón es detectado por cada excitación gracias 
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a una apertura regulable entre la lámpara y la muestra. Una vez detectado el fotón, se 

genera una serial que detiene la carga del capacitor en el TAC, luego el TAC envía un 

pulso de salida (stop PMT) cuyo potencial es proporcional a la diferencia de tiempo 

entre el pulso disparador y el pulso que se generó cuando se detectó el fotón, (en 

esencia el TAC actúa como cronómetro). Este pulso de salida es convertido en un valor 

numérico por un convertidor analógico digital (ADC), que luego es almacenado como 

una cuenta en el canal correspondiente del analizador multicanal (MCA). Es decir, el 

MCA mide entonces los pulsos de potencial provenientes del TAC y los ordena en 

cuentas a un determinado potencial (tiempo). 

Repitiendo muchas veces esta experiencia se obtiene un histograma del número de 

cuentas en función de los canales temporales. 

La detección e identificación de los fotoproductos se realizó en colaboración con la Dra. 

Patricia Alegretti del laboratorio LADECOR, División Orgánica, Facultad de Ciencias 

Exactas, Universidad Nacional de La Plata (Buenos Aires). Se utilizó un Cromatógrafo 

liquido Accela (THERMO SCIENTIFIC) configurado con bomba cuaternaria y 

muestreador automático. El instrumento cuenta con un sistema espectrométrico de 

trampa de iones LTQ XL (THERMO SCIENTIFIC) con interfase electrospray. 

11-2.3. Metodología 

El mecanismo requerido para comprender la cinética de las reacciones 

fotosensibilizadas fue mostrado en la Figura 1.6, sección 3.4, capítulo I. 

Las determinaciones se realizaron en presencia de RB ó PN como sensibilizadores a pH 

7,4 y 10 con el propósito de investigar la influencia de esta variable sobre el proceso 

fotooxidativo. El pH 7,4 fue especialmente seleccionado dado que corresponde al valor 

fisiológico. En presencia de Rf las determinaciones se realizaron solo a pH 7,4 debido a 

que el sensibilizador resulta sensible a esta condición del medi012,13. 

II-2.3.1. Determinación de los tiempos de vida de 0 2 (Ida 

a. Por resolución temporal de la fosforescencia de 02 e Lid 

Aunque el rendimiento cuántico de fosforescencia de 02 (lág) es muy bajo en la 

mayoría de los solventes, el desarrollo de fotodiodos de germanio, acoplados con 

amplificadores de banda ancha, permiten detectar tiempos menores que los 

microsegundos y medir el tiempo de vida de 0 2 (1dg) en muchos solventes por 
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monitoreo de la fosforescencia infrarroja a 1270 run, utilizando la técnica de TRPD 

descripta anteriormente. 

En la Figura 11.6 se muestra una señal típica del decaimiento de la fosforescencia de 0 2

(lág) a 1270 nm, utilizando PN como sensibilizador. Dicho decaimiento está 

representado por la siguiente ecuación: 

1 = loe—tiro (1) 

Donde lo representa la intensidad de la luz incidente o intensidad de la serial, to el 

tiempo de vida de 02 (1á g) en ausencia de sustrato y t el tiempo. El ajuste de las trazas 

del decaimiento a través de la ecuación (1) permite obtener el valor del tiempo de vida 

de 02 ( 1 ilig). 

0,24-

0,20-

E o 
0,16-

0,12-
wistsed 

0.0 5,0;10-5 1 ,OX'10-4 1,5;10' 

t (seg) 

Figura 11.6. Señal típica del decaimiento de la fosforescencia de 02 (1i  a 1270 nm en 1)20. 

Generalmente los puntos iniciales de la señal de decaimiento están perturbados por 

señales espúreas provenientes de la fuente de excitación o por fluorescencia residual 

del sensibilizador. En consecuencia el análisis de las trazas de decaimiento se realizó a 

partir de 8-10 jis. Se utilizó el programa MicrocalTM originTM versión 7.5 para 

aproximar los decaimientos, el cual lleva a cabo un ajuste por cuadrados mínimos no 

lineales. 

Estos decaimientos no requieren métodos de deconvolución debido a que tanto el 

ancho del pulso del láser como el tiempo de respuesta del sistema de detección (4-5 jis) 

no interfieren en la medida de tiempos de vida de 0 2 (lág) (valores típicos k 25 jis). 
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Para evaluar los valores de las constantes de velocidad de desactivación total de 02 

(lAg) (Ict) por los sustratos, se determinaron los tiempos de vida de 02 (1.ág) en ausencia 

(lo) y presencia de diferentes concentraciones del sustrato (t). 

kg = kd + kt [A] (2) 

Donde kg es 1/t y ka es 1/ to. De manera que la ecuación (2) puede escribirse como: 

1 1 

r ro (3) 

Esta última ecuación se puede reordenar de la siguiente manera: 

-1  = 1 + kt ro [A] (4) r 

La representación gráfica de to / T VS. [Al (ecuación (4)) permite obtener el valor de kt, 

determinando previamente -ro, o bien se puede representar 1/ T VS. [A] (ecuación (3)) y 

determinar kt sin necesidad de medir lo. 

b. Por fotólisis estacionaria 

Este método, conocido como el método de las dobles inversas (ecuación (5)), es una 

forma alternativa de evaluar kb suponiendo como única reacción la del sustrato con el 

02 (1á g). Es decir que solamente es válida en ausencia de cualquier interacción que 

involucre a estados excitados del sensibilizador con el sustrato fotooxidable. 

(v)-1 = (0,1)-1 (1,)-1((kd / kr [A]) + (kt / kr)} (5) 

Donde y es la velocidad de consumo de oxígeno por el sustrato, (DA el rendimiento 

cuántico de producción de 02 (1ág) por el sensibilizador y I. la intensidad de luz 

absorbida por el sensibilizador. 

La velocidad se midió como la desaparición de oxígeno en función del tiempo de 

irradiación para diferentes concentraciones de sustrato, utilizando el electrodo de 

oxígeno ya descripto. La deducción de la ecuación 5 se presenta en el apéndice II del 

capítulo VIII. 
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Representado la inversa de la velocidad de desaparición de oxígeno en función de la 

inversa de la concentración del sustrato A se obtiene una recta de pendiente (ka/kr) / 

(DA la y ordenada (kt/ kr) / crib, I.. Luego, mediante el cociente ordenada/pendiente y 

conociendo el valor de kd en el solvente utili7ado7, es posible calcular kt. 

11-2.3.2. Determinación de las constantes de velocidad de desactivación de los estados 

excitados del sensibilizador por los sustratos 

La probabilidad de que el sustrato y el sensibilizador puedan interaccionar depende 

del tipo de solvente, de las concentraciones relativas de sustrato y sensibilizador, de las 

concentraciones relativas de sustrato y oxígeno, entre otras cosas. Muchas moléculas 

que no interaccionan significativamente en estado fundamental pueden hacerlo cuando 

se hallan en estado excitado14. 

Por esta razón las experiencias que se mencionan a continuación se llevaron a cabo con 

el fin de determinar si existe interacción entre los estados excitados del sensibilizador 

(1S* y 391 y los sustratos en estudio, y en caso de que existiera, establecer los valores de 

las constantes de velocidad de dicha interacción (1kg y 311,4 del esquema cinético, Figura 

1.6, sección 3.4, capítulo I). 

II-2.3.2.1. Interacción sustrato- estado singlete excitado del sensibilizador 

Dado que Rf es un sensibilizador fluorescente se puede determinar la interacción entre 

el sustrato y el estado singlete excitado de Rf (1Rf*) mediante métodos estacionarios o 

resueltos en el tiempo. 

a. Método estacionario 

Se evalúan las intensidades de fluorescencia de Rf en ausencia (I0) y en presencia (I) de 

distintas concentraciones del sustrato. Luego, a partir de un clásico tratamiento de 

Stern-Volnrier, representando el cociente Ion en función de la concentración molar del 

sustrato A (ecuación 6) es posible, a partir de la pendiente y el valor del tiempo de vida 

de fluorescencia de Rf en ausencia de A (1t 0), determinar lkzi. 

«11 = 1 + 1 kq 1 2-o [A] (6) 

Donde 10 es la intensidad de fluorescencia de Rf en ausencia de A, I la intensidad de 

fluorescencia de Rf en presencia de A, lkri la constante de velocidad de desactivación de 
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1Rf*, 1-co el tiempo de vida de fluorescencia de Rf en presencia de A y Ksv la constante 

de Stern-Volmer = 111.11to. 

b. Método resuelto en el tiempo 

Como se mencionó anteriormente, para la determinación de tiempos de vida de 

fluorescencia se utilizó el método de conteo de fotón único con correlación temporal 

TC-SPC. 

Esta técnica se basa en el hecho de que la distribución de probabilidades para la 

emisión de un fotón aislado, después de la excitación de una muestra, describe el perfil 

de la intensidad de emisión en función del tiempo para todos los fotones emitidos 

como resultado de una excitación15. Para reconstruir un perfil de decaimiento lo más 

exacto posible, es necesario un gran muestreo estadístico de la distribución temporal de 

los fotones emitidos. Esto se logra midiendo el tiempo de emisión de fotones aislados, 

luego de un pulso de excitación, un gran número de veces, la cantidad suficiente como 

para obtener una curva de decaimiento estadísticamente confiable. 

Con el fin de no considerar el aporte de la señal de excitación, la función respuesta 

obtenida debe ser corregida (deconvolucionada). De manera que el perfil temporal de los 

pulsos de excitación es registrado bajo las mismas condiciones reemplazando la 

muestra con una solución dispersante de luz, por ejemplo Ludox (silica coloida1)16. 

Los tiempos de vida de fluorescencia de Rf en ausencia (lto) y en presencia de 

diferentes concentraciones del sustrato (1-r) obtenidos son utilizados en un tratamiento 

clásico de Stern-Volmer (ecuación 7) de manera que, representando vs. 

concentración molar de A es posible, a partir de la pendiente determinar 111q. 

1 r

-21
7 

= 1 + lk q ro [A] (7) 

Para determinar el valor de la constante independientemente del valor de 1-ro también 

puede utilizarse la siguiente ecuación: 

1 
i r = i r 1 

1 /, [A] 
o 

(8 ) 
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En ambos casos lto corresponde a el tiempo de vida de fluorescencia de Rf en ausencia 

de A, lt el tiempo de vida de fluorescencia de Rf en presencia de A, lIcq la constante de 

velocidad de desactivación de 1Rf* y Ksv la constante de Stern-Volmer = 1 1ro. 

La interacción entre el sustrato y 1Rf* puede ser estática, dinámica (colisional) o ambas. 

El primer caso involucra una asociación en el estado fundamental de los reactivos para 

dar un complejo no fluorescente que al absorber luz inmediatamente retorna al estado 

fundamental emitiendo un fotón, el segundo caso requiere difusión de los mismos para 

que ocurra la desactivación y el tercer caso es una combinación de los anteriores en 

donde una fracción del sensibilizador se acompleja y otra no, la fracción no 

acomplejada es la que sufre desactivación dinámical7. 

Las constantes de Stern-Volmer determinadas por fluorescencia estática y resuelta en el 

tiempo resultan idénticas cuando se trata de un proceso dinámico y la representación 

gráfica Io/I ó t rop c vs [A] es una recta de pendiente Ksv = 11(ci 1t0. Si la inactivación es de 

tipo estática, la representación 110/ 1z vs [A] es un constante independiente de [A] y 11(q

se obtiene de la representación de Io/I vs [A]. Por último, cuando el sistema procede 

por una combinación de desactivación estática y dinámica el valor de Km, es mayor que 

el producto entre iikg la° y la representación grafica Io/I vs [A] se curva respecto a lto/lt 

vs [Al hacia el eje de las ordenadas como consecuencia de que la población 

acomplejada del sensibilizador resulta inaccesible a la desactivación por el sustrato. 

En el presente trabajo de Tesis la determinación de licci se realizó a través de medidas 

resueltas en el tiempo. 

11-2.3.2.2. Interacción sustrato- estado triplete excitado del sensibilizador 

La posible interacción del estado triplete excitado del sensibilizador (3S*) con los 

sustratos se estudió mediante Láser flash fotólisis. 

Esta es una técnica de resolución temporal que permite el estudio espectroscópico y 

cinético de especies de corta vida (del orden de los mili o micro segundos), también 

llamadas especies transitorias, las cuales son generadas por el empleo de luz pulsada, 

pudiéndose obtener espectros y decaimientos de dichas especies18,19. Las especies 

transitorias generadas mediante la excitación de la muestra por un pulso láser, pueden 

ser: tripletes, iones radicales, especies zwiteriónicas, etc. 
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Estas especies se producen en la concentración suficiente como para detectar cambios 

en las características de absorción de luz, los cuales son detectados por un 

espectrofotómetro convencional con una fuente de luz continua. 

La interacción de 35* con el sustrato fue evaluada mediante la determinación de la 

constante 31(.4, realización de espectros de especies transitorias y determinación de 

rendimientos cuánticos de generación de radicales como se explicará a continuación. 

a. Determinación de 3k, 

La desaparición del estado 35*, generado por el pulso del láser a 355 nm ó 532 nm para 

Rf ó RB respectivamente, fue monitoreado por el decaimiento de primer orden de la 

absorbancia a una longitud de onda donde la interferencia de otras posibles especies 

resulta insignificante (670 y 650 nm para Rf y RB respectivamente). Los decaimientos 

fueron realizados a bajas concentraciones de S y a una energía del láser lo 

suficientemente baja como para evitar efectos indeseables tales como la auto-inhibición 

o la aniquilación triplete-triplete&9. 

El tiempo de vida del 39 1 fue evaluado en presencia (3r) y en ausencia (310) de los 

sustratos y el valor de la constante de interacción (31(0) fue determinado a través de un 

tratamiento de Stern-Volmer el cual permite, por la representación gráfica de 3r0/ 3t vs. 

[Al (ecuación 9) ó 1/ 3T vs. [Al (ecuación 10), obtener el valor de 31(q de la pendiente. 

3 
O 

= 1 + 3kq 3T0  [Al ( 9 ) 3 

1 1 
— = — + 3 kq [A] (10) 
3r 3 r 

o 

La ecuación 10 además presenta la ventaja de que permite obtener el valor de la 

constante de desactivación sin necesidad de determinar previamente ho. 

b. Espectros del estado 3S* en presencia y ausencia de los sustratos 

La muestra es irradiada con un pulso de luz de alta intensidad (1020 fotones) para 

poblar el estado triplete vía entrecruzamiento de sistema desde el primer estado 

excitado singlete. Las moléculas en el estado triplete (u otros estados excitados) son 

detectadas por una segunda fuente de luz (haz analizador) mediante absorción 

(promoción a niveles tripletes de energía superior), antes de volver al estado 
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fundamental. El cambio de la densidad óptica debido a las especies transitorias puede 

ser monitoreado en función del tiempo a una longitud de onda en particular, 

seleccionada con un monocromador colocado en el camino óptico de la luz de prueba 

entre la muestra y el detector. 

Los cambios temporales de absorción son detectados por un fotodetector de rápida 

respuesta. Dichos detectores generan una señal eléctrica proporcional a la 

transmitancia de la especie transitoria de la muestra que es digitalizada y procesada 

para convertirla en señales de absorbancia. La conversión de la serial eléctrica a valores 

de absorbancia se realiza de acuerdo a la ley de Lambert y Beer de manera que la 

relación entre la absorbancia y transmitancia a una dada longitud de onda está dada 

por la siguiente expresión: 

At = —log Llt (11) 

Luego, la absorbancia de una especie transitoria en función de la longitud de onda y a 

un dado tiempo, se puede calcular mediante la siguiente ecuación: 

I 
AA = —log -1 _ — e,t b c lo (12) 

Donde It: es la intensidad de luz transmitida (mV), lo: es la intensidad de luz incidente 

(mV), Ex: es el coeficiente de extinción molar (M-1 cm-1), b: es el paso óptico del haz 

analizador a través de la muestra (cm) y c: es la concentración molar de la especie 

transitoria. En la Figura 11.7 se muestra una representación de una serial transitoria 

típica obtenido por LFF. 

Los espectros de absorción del 3S* en ausencia y presencia de los sustratos, se 

obtuvieron registrando el cambio de absorbancia a un tiempo fijo, en función de la 

longitud de onda. Las señales fueron tomadas cada 10 nm desde 300 a 800 nm y 

analizadas mediante el programa Labview 5.1. 
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Figura 11.7. Representación de una señal transitoria típica obtenida por LFF. 

c. Determinación del rendimiento cuántico de generación de radicales 

El rendimiento cuántico de formación de un producto en particular (0) puede definirse 

en términos generales como la cantidad del producto formado (en moles o moléculas) 

por cantidad de radiación absorbida (en einstein o fotones)20. 

El rendimiento cuántico (0:1GRRI.) de generación del radical neutro del sensibilizador Rf 

(RfFP) en solución acuosa fue determinado relativo al rendimiento cuántico de 3Rf* en 

el mismo solvente (c1h=0.5)2122 empleando la siguiente expresión matemática: 

ODT ER 
fH • Ir' ODR er 

(13) 

Donde ODT es la absorbancia de 3Rf* a 670 nm inmediatamente después del pulso del 

láser, ODR es la absorbancia de Rffl• a 570 nm, er corresponde al coeficiente de 

extinción molar de 3Rf* (4,4 x103 M 1s4)23 y eR al coeficiente de extinción molar para 

RfH• (5,1 x103 54)24.

11-2.3.3. Determinación de las velocidades relativas de consumo de oxígeno por los 

sustratos (vr) 

La cinética de fotooxidación sensibilizada de los antibióticos se siguió a través del 

consumo de oxígeno en condiciones aeróbicas de fotoirradiación utilizando el 

electrodo específico de oxígeno descripto en la sección 2.2.1. 

Las velocidades relativas fueron obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los 

gráficos de consumo de oxígeno en función del tiempo de irradiación, de soluciones 
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conteniendo el sustrato y el sensibilizador, normalizadas al máximo valor de pendiente 

obtenido (vr). 

Para establecer la posible participación de las diferentes EROs en la fotodegradación 

sensibilizada de los sustratos en estudio, el consumo de oxígeno en condiciones 

aeróbicas de fotoirradiación estacionaria fue evaluado en ausencia y en presencia de 

inhibidores específicos de tales especies y los resultados fueron expresados como la 

relación de las pendientes iniciales de los gráficos de consumo de oxígeno vs. tiempo 

de irradiación en presencia y ausencia de inhibidores (vi /yo). 

Para confirmar la participación de 02(1Ag) se utilizó azida sódica (NaN3), un conocido 

desactivador físico de esta especie excitada de oxígeno25,26. Para determinar la 

intervención de 02 . " se utilizó la enzima superóxido dismutasa (SOD). Esta enzima, 

que cataliza la dismutación de 02- , ha sido ampliamente utilizada con propósitos cuali 

y cuantitativos como inhibidor de dicha especie oxidativa212829. La enzima catalasa 

(CAT) se utilizó para evaluar la participación de H202 mientras que D-manitol fue 

utilizado como inhibidor específico30 de OH*. 

11-2.3.4. Análisis de los fotoproductos 

Soluciones 2 mM de los Atb a pH 7,4 y 10 en presencia del sensibilizador RB (AbsRB549= 

0,5) fueron irradiadas en una celda de fluorescencia de 1 cm de paso óptico abierta a la 

atmósfera y con agitación permanente. Una vez terminada la fotólisis, las muestras se 

conservaron cubiertas de la luz en heladera hasta el momento de su análisis. 

La determinación de fotoproductos se realizó por HPLC-Masa en el Laboratorio 

LADECOR de la Universidad Nacional de La Plata por la Dra. Patricia Alegretti. 

Se utilizó una columna C18 de 150 mm x 2,1 mm x 5 pm. Se trabajó en modo isocrático 

con mezclas metano!: agua (9:1) + acetato de amonio (0,2 mM), con un flujo de 0,2 

mi/mm n y un volumen de inyección de 10 pl. 

Las determinaciones se realizaron tanto en modo positivo como en modo negativo, a 

temperatura ambiente. 
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11-3. DETERMINACIONES MICROBIOLÓGICAS 

A continuación se detallan los aspectos metodológicos empleados en los ensayos 

microbiológicos que permitirán relacionar los efectos de la fotodegradación de los 

antibióticos por procesos de fotooxidación sensibilizada, y los cambios en las 

propiedades antimicrobianas de los mismos sobre distintas cepas de S. aureus. 

Las experiencias de fotodegradación sensibilizada fueron realizadas utilizando el 

colorante xanténico artificial rosa de bengala (RB) un sertsibilizador capaz de generar 

0 2 em31, ampliamente utilizado en ensayos biológicos32, y a pH 7,4 dado que este 

corresponde al valor fisiológico. 

11.3.1. Preparación de medios de cultivo 

Para preparar los medios de cultivo se siguió el instructivo que indica el envase: AIVIH 

(37 g/L) y CN (8 g/L). Para la preparación de agar nutritivo (AN) se utilizó una mezcla 

de CN (8 g/L) y A-A (15 g/L). Los medios se hidrataron con agua destilada, se 

disolvieron y luego se llevaron a autoclave durante 15 minutos a 121 °C para la 

esterilización. 

11-3.2. Equipos utilizados 

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave Stainless Steel 

Gas/Electric Powered. Handheld Compressed Steara Sterilizer Type YXQ-280 MD. 

Los cultivos bacterianos fueron incubados en estufa de cultivo marca FERCA modelo 

TT400 a 37°C con agitación continua a 100 rpm. 

Por otro lado, la densidad óptica (D.0) de los cultivos bacterianos fue medida en un 

espectrofotómetro Barnstead Turner SP-830. 

11-3.3. Metodología 

Previo a la realización de los ensayos cada una de las cepas de S. aureus mantenidas en 

glicerol se sembraron en estrías por agotamiento en placas de AN y se incubaron a 

37°C por 24 hs para obtener colonias aisladas. 

11-3.3.1. Realización de las curvas de crecimiento de las cepas estudiadas 

Una curva de crecimiento puede definirse en términos muy generales como la 

representación gráfica de la determinación periódica de la cantidad de células que 
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existen en un líquido inoculado con células microbianas provenientes de un cultivo 

que ha crecido previamente hasta la saturación. Para la realización de las mismas se 

procedió de la siguiente manera: 

A partir de un cultivo over nigth, ON, de cada cepa (realizado tomando 2-3 colonias 

crecidas en AN que luego son resuspendidas en un tubo con CN e incubadas en 

agitación a 37°C por 24 hs) se preparó una suspensión microbiana (de concentración 3 

x105 UFC/mL) en CN y se incubó en estufa con agitación a 37°C. La D.O. a 660 nm de 

la suspensión fue tomada cada 1 hora en espectTofotómetro. Simultáneamente a las 

curvas de crecimiento de cada cepa, también se realizaron curvas en presencia de RB y 

de antibiótico con el fin de evaluar el efecto del agregado de estos componentes sobre 

el crecimiento del microorganismo. 

11-3.3.2. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CIM) por 

macrodilución en caldo 

La concentración mínima inhibitoria (CIM) puede definirse como la menor 

concentración de antibiótico en la cual no hay crecimiento visible (turbidez)". 

La determinación de la CIM se realizó por la técnica de macrodilución en caldo. Se 

preparó una solución "stock" de cada antibiótico en el intervalo adecuado de 

concentración para el microorganismo sobre el cual será ensayado, dicho intervalo se 

obtuvo de bibliografíam. Para cepas de S.aureus se recomiendan los siguientes: 

Antibiótico 

Amx 

Intervalo (Mg/ L) 

0,03-128 

Amp 0,03-128 

Cfx 0,5-128 

Cfd 0,5-128 

Cft 0,25-128 

Ctx 0,25-128 

Por otro lado, a partir de un cultivo ON se preparó una suspensión microbiana. La 

suspensión para el ensayo CIM debe contener entre 104 a 106 UFC/mL de manera que 

el cultivo ON que posee —5 x108 UFC/mL fue convenientemente diluido. Esta 

suspensión fue utilizada dentro de los 30 mm n de preparada para evitar que el número 

de UFC/mL aumente. 
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Para corroborar el número de UFC/mL utilizado se realizó recuento en placas con AN 

para cada uno de los microorganismos a ensayar. 

Por último, se colocó 1 mL de la solución "stock" del antibiótico en un tubo 

conteniendo 1 mL de CN y luego se realizaron diluciones seriadas factor 2. Los tubos 

fueron inoculados con lmL de la suspensión bacteriana. Simultáneamente se realizaron 

controles de esterilidad (CE= CN + antibiótico, sin inocular) y controles de crecimiento 

(CC= CN inoculado, sin antibiótico). Todos los tubos se mezclaron para homogenizar y 

se llevaron a incubación a 37°C durante 18-24 hs35. 

La interpretación de los resultados se realizó de acuerdo a tablas de referencia que 

proveen los protocolos de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 36. 

11-3.3.3. Prueba de sensibilidad a los antibióticos por difusión en placa 

La evaluación de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos se realizó mediante el 

método de difusión en placa descripto por Kirby-Bauer37. Este es un ensayo 

esencialmente cualitativo que permite determinar si un microorganismo es sensible, 

intermedio o resistente a los antimicrobianos ensayados y resulta una técnica muy 

simple, aplicable a microorganismos de crecimiento rápido38. Un cultivo ON fue 

realizado para cada una de las cepas. Para ajustar la concentración de cada cepa, se 

realizaron diluciones decimales seriadas en tubos conteniendo CN, posteriormente se 

sembró un volumen conocido en la superficie de las placas con AN. Estas placas se 

incubaron a 37 °C durante 24 hs. Al cabo de ese tiempo se procedió al recuento de 

colonias, con el objetivo de ajustar la suspensión a una concentración correspondiente a 

1.5 x108 UFC/mL (0.5 de la escala de turbidez de Mc Farland)39. 

Las suspensiones obtenidas se sembraron con hisopos estériles sobre placas 

conteniendo AMH, realizando estrías en todas las direcciones con el fin de cubrirlas 

completamente. 

Los antimicrobianos fueron ensayados a diferentes concentraciones, disueltos en 

solución reguladora de pH 7,4. Los discos embebidos con 10 µI de los antibióticos a 

distintas concentraciones se depositaron en condiciones de esterilidad sobre placas de 

100 mm usando una pinza metálica, se distribuyeron a razón de 5 discos por placa con 

una distancia de 24 mm desde el centro de un disco al centro de otro vecino y se 

presionaron para asegurar el completo contacto con la superficie del agar. Las placas se 

incubaron invertidas en estufa a 37°C por 24 hs. 
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Durante la incubación el agente antimicrobiano difunde por el agar desde los discos 

formando los halos de inhibición. Este fenómeno se debe a que los discos absorben 

agua del medio, el fármaco se disuelve y difunde a través del agar formando un 

gradiente de concentración alrededor del disco, simultáneamente los microorganismos 

se multiplican formando un crecimiento confluente hasta la zona donde la 

concentración del antibióticos inhibe el desarrollo de los mismos38. 

Por último se midieron los radios de los halos desde el centro del disco hasta el borde 

de inhibición con regla graduada al mm. En general, mientras mayor sea el radio del 

halo, más sensible es el microorganismo a la concentración del antibiótico que se 

prueba33. 

Se usó la cepa S. aureus ATCC 25923 como cepa de referencia para control de calidad 

de los medios, esterilidad de los discos y metodología empleada. Esta cepa ya ha sido 

previamente utilizada como cepa de referencia en similares ensayos 

microbiológicos48,41. 

Cada muestra se analizó por duplicado y se estableció gráficamente la concentración a 

la cual los microorganismos presentan sensibilidad a los antibióticos. 

11-3.3.4. Prueba de sensibilidad a los antibióticos Fotodegradados 

a. Por modificación del tamaño del halo de inhibición 

La evaluación de los cambios en las propiedades antibióticas en función de la 

fotodegradación se evaluó a diferentes tiempos de irradiación fotosensibilizada, 

empleando una modificación de la técnica de Kirby-Bauer37 en la cual se reemplazaron 

los discos con diferentes concentraciones de antibióticos por discos, con concentración 

constante del mismo, a diferentes tiempos de fotólisis. 

La actividad bactericida de los antibióticos en solución irradiada con luz visible en 

presencia de RB, fue evaluada a pH 7,4 midiendo el radio del halo de inhibición antes y 

después de la fotólisis. 

De la solución irradiada de los antibióticos a la concentración a la cual los 

microorganismos resultan sensibles, se tomaron alícuotas fotolizadas a distintos 

tiempos con las cuales se impregnaron discos estériles. Estos fueron colocados en 

placas con AMH previamente hisopadas con una concentración aproximada de 108

UFC/mL de las diferentes cepas de S. aureus DM1, DM2 y ATCC 25923. Las placas 

fueron luego llevadas a estufa a 37°C durante 24 hs. Al cabo de ese tiempo se midió el 
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radio del halo de inhibición y se evaluó la actividad antimicrobiana de los antibióticos 

en función del tiempo de irradiación. 

b. Por recuento de viables 

A partir de un cultivo ON se realizó una suspensión del microorganismo en CN 

colocando 20 uL del cultivo ON en 50 ml de CN estéril (3 x105 UFC/mL). Alicuotas de 

la suspensión fueron colocadas en tubos estériles, a los cuales se les agregó antibiótico-

RB, a una dada concentración, antes de la fotólisis y después de un determinado 

tiempo de fotólisis. Simultáneamente, uno de los tubos se mantuvo sin el agregado de 

antibiótico, como control de crecimiento. 

Todos los tubos fueron incubados en agitación a 37°C durante 6 horas 

aproximadamente. 

Luego de la incubación se realizaron diluciones seriadas factor 10 de cada tubo y100 ul 

de cada una de las mismas fueron sembrados en placas de AN con espátula de 

Drigalski. Las placas fueron incubadas en estufa a 37°C durante 24 hs. 

Transcurrido el tiempo de incubación se realizó el recuento de colonias. 

Este método de recuento se basa en que cada bacteria crece y se divide para producir 

una única colonia, como estrictamente esto no es cierto, para reflejar la realidad, el 

recuento de viables se expresa como unidades formadoras de colonias por mL33

(UFC/mL) y se calcula de la siguiente manera: 

UFC/mL = Xp„ m . Factor dilución . Factor alícuota (14) 

Donde Xprom es el promedio del número de colonias contadas en ensayos por triplicado. 

El valor de UFC/mL obtenido puede ser interpretado como la cantidad de 

microorganismos vivos presentes en el medio. 
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CAPÍTULO III. 
ANTECEDENTES DE LA 

FOTODEGRADACIÓN DE ANTIBIÓTICOS 

La investigación acerca de los procesos de degradación de antibióticos ha tomado gran 

interés en los últimos años. Este hecho está asociado a que se ha reconocido a estos 

compuestos como una nueva e importante clase de contaminantes orgánicos debido a 

su persistencia y bioacumulación en el ambiente, provocando gran variedad de efectos 

negativos en ecosistemas acuáticos y terrestres, aún en muy bajas concentracionesi- 6. 

El uso de antibióticos se ha extendido no solo al tratamiento de enfermedades 

infecciosas en humanos sino que también se los utiliza en ganadería, agricultura y 

acuicultura7,8. A este hecho se le suma que generalmente son eliminados de los 

organismos, a través de la orina y las heces, sin sufrir modificaciones metabólicas, es 

decir tal cual como fueron administrados, desembocando así en los sistemas acuáticos 

y siendo capaces de entrar en plantas de tratamiento de aguas residuales9,10. Dada su 

alta solubilidad en agua y baja biodegradabilidad, desafortunadamente estas 

sustancias no son eliminadas eficazmente por los procesos convencionales en plantas 

de tratamiento y pueden finalmente terminar en aguas naturales de ríos, lagos y 

embalses e incluso en aguas de consumo 11,12,13. 

Los efectos adversos que genera su presencia en el medio ambiente incluyen tanto la 

alteración de la vida acuática como el desarrollo de resistencia a antibióticos por 

diversas poblaciones de bacterias, generando un aumento en la posibilidad de 

infecciones así como la necesidad de crear fármacos nuevos y más potentes14,15. 

Dentro de este grupo de compuestos, los antibióticos p lactámicos quizás sean los más 

importantes contaminantes acuáticos por su excesivo uso en medicina humana y 

veterinaria a lo largo de los años, su alta estabilidad química y su baja o nula 

biodegradabilidad 16,17,18. 

Por esta razón la búsqueda de nuevos métodos alternativos para evitar la 

contaminación del agua por la presencia de esta clase de antibióticos se vuelve 

necesaria, considerando los riesgos que representan para la salud humana y el 

ambiente. 

Se sabe que los principales procesos de eliminación de estos compuestos en aguas 

superficiales son la biodegradación, la adsorción y la fotodegradación19. Los dos 

primeros presentan complicaciones importantes, gran variedad de antibióticos han 
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sido diseñados para ser resientes a la biodegradación y por otro lado se ha demostrado 

que el tipo de sedimento afecta significativamente el proceso de adsorción 

transformándose en un mecanismo sitio-específico 2° ,21 . De esta manera la 

fotodegradación, mediada por luz solar, se convierte en la metodología más 

prometedora para este fin. 

Además, el hecho de que los antibióticos tienen la capacidad de ser compuestos 

altamente solubles y no volátiles, los convierte en blancos susceptibles a la 

fotodegradación en superficies tanto acuáticas como terrestres ' . 

Múltiples metodologías de fotodegradación han sido utilizadas para eliminar 

antibióticos del medio ambiente incluyendo tanto la fotólisis directa (absorción directa 

de luz por parte del compuesto) como indirecta, a través de la interacción de los 

compuestos con especies reactivas de oxígeno, altamente oxidantes24- 27. Los procesos 

avanzados de oxidación aparecen como una de las herramientas más estudiadas y con 

mejores resultados en lo que respecta a la degradación de antibióticos, algunos 

ejemplos serán mencionados a continuación. 

La reacción de Fenton y Foto-Fenton han resultado uno de los procesos más exitosos de 

fotodegradación (ver consideraciones teóricas sección 2.3.2 del capítulo I) dada su alta 

eficacia en generar radicales OH* altamente oxidantes, bajo costo y baja demanda 

energética. 

La degradación de los antibióticos p lactámicos amoxicilina y ampicilina ha sido 

estudiada bajo los efectos de los procesos de Fenton y Foto-Fenton aún en muestras 

complejas como lo son los efluentes de plantas de tratamientos de agUaS 17,28,29,30. Los 

autores encontraron que el proceso de Foto-Fenton ofrecía un mayor porcentaje de 

degradación de los antibióticos estudiados frente al proceso de Fenton 30 debido a que 

el poder de oxidación en el primer caso se ve aumentado por la reducción de Fe34- a Fe21 

por acción de la luz siendo este último capaz de reaccionar con H202 estableciéndose 

un ciclo, además de la generación de radicales OW adicionales. También encontraron 

dependencia de la velocidad de fotodegradación con la fuente de Fe2+ utilizada en el 

proceso de Foto-Fenton28-93, reportando los mejores resultados cuando ferrioxalato es 

utilizado con este fin, debido a su alta absorción en la región UV-V y su elevado 

rendimiento cuáritico31. 

La degradación de amoxicilina también fue evaluada por otros autoresn frente a los 

procesos de fotólisis directa y fotólisis en presencia de H202 encontrando efectos 

significativamente incrementados cuando H202 está presente. 
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La fotocatálisis es uno de los procesos avanzados de oxidación más investigado con el 

propósito de eliminar contaminantes ambientales. Sus efectos han sido comprobados 

en la degradación de fármacos33,34'35, fungicidas y herbicidas36.37, colorantes38 y otros 

compuestos39.40'. La degradación de amoxicilina y ampicilina fue evaluada mediante 

este proceso tanto con partículas de dióxido de titanio41 como de óxido de zinc42

encontrándose excelentes resultados especialmente para la primera en presencia de 

H202 y la segunda a pH alcalino. 

Otros mecanismos han sido estudiados con el fin de eliminar antibióticos de ambientes 

acuáticos, tal es el caso por ejemplo, del proceso de ozonización43, encontrándose muy 

buenos resultados en medio alcalino y en presencia de H20 2. 

También el radical sulfato44 y el radical hidroxilo 1145 generados por radiólisis de pulso 

electrónico y radiólisis gamma han resultado oxidantes potentes, cuyos efectos se han 

demostrado frente a una gran variedad de antibióticos de las familias de las penicilinas 

y cefalosporinas incluyendo amoxicilina, ampicilina, cefalexina y cefotaxima. 

Tratamientos más complejos se han estudiado, por ejemplo para cefalexirta, por 

oxidación anódica, H202 electro-generado y electro — Fenton lográndose alta eficacia en 

la degradación del mismo46. 

La acción de especies reactivas de oxígeno, generadas a partir de procesos de 

fotooxidación sensibilizada por colorantes, sobre sustratos de relevancia en 

fotobiolog-ía y fotomedicina, es un tema de interés creciente en los últimos años47,48. 

Este proceso, que solo requiere la presencia conjunta de oxígeno, luz y un componente 

capaz de absorber esa luz, como se explicó en el capítulo I, se ha investigado para otras 

familias de antibióticos. Tal es el caso de los antimicrobianos sulfatiazol y succinil 

sulfatiazol, cuyo mecanismo de fotodegradación en presencia de Riboflavina y Rosa de 

bengala fueron estudiados por Posadaz et.a/.49, revelando la participación de la especie 

oxígeno singlete en la oxidación de estos compuestos acompañado de la pérdida de la 

capacidad bacteriostática de los mismos como consecuencia del proceso degradativo. 

Por otro lado, para un conjunto de tetraciclinas, fue investigadas() la fotodegradación en 

presencia del sensibilizador Riboflavina evidenciando que tanto anión superóxido 

como oxígeno singlete son responsables de la fotooxidación y como consecuencia de la 

misma también pierden su actividad antimicrobiana. 

En este contexto se decidió abordar el estudio mecanístico y cinético del proceso de 

fotodegradación sensibilizada por colorantes artificiales y naturales sobre antibióticos 

de la familia de los p lactámicos ya que consideramos que el conocimiento acerca de las 
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vías de fotodegradación y la velocidad de las mismas son esenciales para predecir el 

comportamiento de estos compuestos en ambientes naturales y potencialmente pueden 

constituir un mecanismo que contribuya a la disminución de los mismos y por lo tanto 

la prevención de los múltiples efectos negativos que su presencia genera. 
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CAPÍTULO IV. 
FOTODEGRADACIÓN SENSIBILIZADA DE 

ANTIBIÓTICOS EN PRESENCIA DE RB Y PN 

IV-1. RESULTADOS 

IV-1.1. Características de los sensibilizadores empleados 

Dos sensibilizadores fueron utilizados en la primer etapa de este trabajo de Tesis: Rosa 

de bengala (RB), un colorante xanténico artificiall el cual resulta uno de los 

fotosensibilizadores mas empleados en experimentos fotodinámicos en genera12,3,4; y 

Perinaftenona (PN) un fotosensibilizador generador exclusivo de la especie reactiva de 

oxígeno, oxígeno singlete (02 ('Ag)). Ambos producen 0 2 (lAg) con rendimientos 

cuánticos en agua de 0,7 y 1 para RB2,5 y PN6,7. En particular, para RB se ha reportado 

también2'8,9 un rendimiento cuántico de 0,2 para la generación de anión radical 

superóxido (02•-). 

A continuación se presentan los espectros de absorción normalizados de ambos 

sensibilizadores en solución reguladora a diferentes valores de pH. Las estructuras 

químicas de los mismos se incluyen en el apéndice I del capítulo VIII. 

o 

1,0 - 

0,0-

A 
RB 

/ 

— pH 7,4 
—pH 10 

320 480 
A. (nm) 

640 

B 
2,1- L PN 

1,4 

1 

0,7 

0,0 - 

- 

pH 7,4 
pH 10 

300 
a. (nm) 

460 

Figura IV.1. Espectros de absorción normalizados de los sensibilizadores (A) RB y (B) PN a pH 

7,4 y 10. 
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RB presenta una única banda en la región visible del espectro con un máximo a 549 run 

(Figura IV.1 A). En los valores de pH de trabajo, este colorante se encuentra en su 

forma neutra ya que tiene un valor de pKa en agua de 3,72. A pH por debajo del pKa, 

se forma la especie protonada de RB la cual es incoloraw por lo que no absorbe en la 

región de interés de este trabajo. 

En la Figura IV.1 B se muestra el espectro de absorción de PN a los dos pH de estudio 

con un máximo en la región visible a 365 nm, este sensibilizador, almacenado en 

oscuridad, es químicamente estable a ambos valores de pH lo cual fue controlado hasta 

2 horas después de preparadas las soluciones, al igual que para RB. 

IV-1.2. Características de los compuestos estudiados 

A continuación se muestran las estructuras 

estudiados. 

Amoxicilina (Amx) 

NH2

HO 

Cefalexina (Cfx) 

N 

N S 

Ceftriaxona (Cft) 

OH 

HO 

químicas de los antibióticos (Atb) 

NH2 

Ampicilina (Amp) 

Figura IV.2. Estructuras químicas de los sustratos estudiados. 

O OH 

OH 
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Como se puede observar a partir de las estructuras químicas, todos los compuestos 

poseen el anillo p lactámico tetragonal característico de este grupo de Atb. En el caso 

de Amx y Amp, dicho grupo está unido a un anillo pentagonal de tiazolidina, 

constituyendo un núcleo denominado "6 amino penicilánico" presente en todos los 

Atb de la familia de las penicilinasil. Particularmente Amx posee una cadena lateral, 

unida por enlace peptídico al núcleo, constituida por un grupo amino y un grupo 

fenol, mientras que Amp solo presenta un grupo amino en la cadena lateral. 

Los otros cuatro Atb también presentan el anillo p lactámico característico, a diferencia 

que este se encuentra unido a un anillo hexagonal de dihidrotiazina conformando un 

núcleo denominado "7 amino cefalsporámico" presente en todos los Atb p lactámicos 

de la familia de las cefalosporinasil. Cfx y Cfd se diferencian en que el primero posee 

en su cadena lateral un grupo amino, mientras que Cfd además, presenta un grupo 

fenol. Cft y Ctx son cefalosporinas que poseen grupos metoxiiminos en cadenas 

laterales complejas. 

En las Figuras IV.3 y IV.4 se muestran los espectros de absorción normalizados a la 

longitud de onda del máximo, obtenidos para los sustratos seleccionados en este 

trabajo de Tesis a pH 7,4 y 10 con el propósito de investigar la influencia de esta 

variable sobre el proceso fotooxidativo. El pH 7,4 fue especialmente seleccionado dado 

que corresponde al valor fisiológico. 

250 
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C 
-pH 7,4 
 pH 10 

250 300 350 
X (nm) 

Figura IV.3. Espectros de absorción normalizados de (A) Amx, (B) Cfx y (C) Cft a pH=7,4 y 10. 

A 

0,8 

1 
0,4 

0,0 

B 

X (nm) 

Figura IV.4. Espectros de absorción normalizados de (A) Amp, (B) Cfd y (C) Ctx a pH=7,4 y 10. 

Los valores de pKa de los Atb se obtuvieron de bibliografía. Para Amx se reportan tres 

valores12,13 de pKa siendo estos 2,4; 7,4; y 9,6. A pH < 2,4 predomina la especie 

protonada, a 2,4 < pH < 7,4 la especie sin carga neta (NH3 ; C00-) y a pH > 9,6 

predomina la especie amónica. Espectrofotométricamente se pueden distinguir las 
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especies sin carga neta (observable a pH 7,4) de la especie aniónica, la cual se observa a 

pH 10 (Figura IV.3 A). 

Para Cfx se han reportado14 valores de pKa de 2,5 y 7,3 de manera que en los pH 

estudiados predomina la especie sin carga neta. 

Para el caso de Cft los valores de pKa informados son: 3 (COOH), 3,2 (NH3-1-) y 4,1 

(011)15,16 por lo que tanto a pH 7,4 como a pH 10 existe el predominio de una única 

especie, la aniónica. 

En cuanto a Amp los valores de pKa reportados son: 2,96 (COOH) y 7,22 (NH2)17. A pH 

7,4 existe una mezcla con diferente proporción de las especies protonada y neutra 

mientras que a pH 10 predomina la especie neutra. 

Cfd presenta tres valores de pKa: 2,64 (COOH), 7,31 (NH2) y 9,69 (OH)12. A pH 7,4 

abunda la especie protonada y existe una pequeña proporción de la especie neutra, 

mientras que a pH 10 predomina la especie aniónica, la cual puede diferenciarse 

espectrofotométricamente de la especie a pH 7,4 (Figura IV.4 B). A los valores de pH 

estudiados, para Ctx, cuyos valores de pKa reportados12 son 2.1; 3,4 y 10,9 predomina 

la especie aniónica. 

Los coeficientes de absorción molar (e) de los Atb fueron determinados 

experimentalmente en solución acuosa de buffer fosfatos a pH 7,4 y 10; los resultados 

obtenidos se incluyen en la Tabla IVA. En la Figura IV.5 se muestra un ejemplo de la 

determinación de dicho coeficiente por la ley de Lambert -Beer18 para Cft a pH 7,4. En 

primer lugar se registraron los espectros de absorción a concentración creciente del Atb 

y luego se gráfico la absorbancia a la longitud de onda máxima de absorción en función 

de la concentración de Atb. De la pendiente de la recta obtenida es posible determinar 

e. 
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A 

1,5 

1,0 

0,5 

0,0 

Kftl 
4,2x106
3,3 x105
2,4x106
1,9x106
1,4 x106
9,6x106
4,8x106

240 300 
(nm) 

1, 

0, 

360 Q0 zada's 
wfti 

4,0x1G5

Figura IV.5. (A) Espectros de absorción de Cft a pH 7,4 en función de la concentración molar; 

(B) Absorbancia a 240 run en función de la concentración molar de Cft. 

Tabla IV.1. Coeficientes de absorción molar (e) de los Atb 

en buffer fosfato de pH 7,4 y 10. 

s M-' cm-1 a pH 7,4 6 114-1 c.rn-1 a pH 10 

Amx 230 nm 8391 Arruc 240 nm 6447 

270 nm 1111 

Cfx 260 run 7813 Cfx 260 nm 7380 

Cft 240 nm 34162 Cft 240 nm 34624 

Amp 257 nm 302 Amp 257 nm 304 

Cfd 230 nm 12932 Cfd 248 nm 13536 

263 nnri 8305 

Ctx 235 run 18850 Ctx 235 nm 16164 

IV-1.3. Fotodegradación sensibilizada de los antibióticos en presencia de RB ó PN 

La irradiación fotosensibilizada de soluciones acuosas equilibradas con aire de los Atb 

en presencia de RB (Abs549=0,5) ó PN (Abs365=0,5) en algunos casos produce claras 

modificaciones en los espectros de absorción de los Atb, mientras que no se observan 

cambios en el espectro UV-V de los sensibilizadores. 

Para ciertos Atb, como ocurre para Cft/PN a pH 10 se observa disminución de la 

bandas de absorción a medida que aumenta el tiempo de irradiación (Figura IV.6 A). 

Para el caso de Amx/RB a pH 10 y Ctx/PN pH 7,4 (Figura IV.6 B y C) se presenta un 

aumento de la absorbancia a medida que aumenta el tiempo de fotólisis, posiblemente 
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esto se deba a la absorción de los productos de reacción en la misma región espectral 

donde absorben los Atb. Además también se observa un punto isosbéstico para Amx a 

263 nm y para Ctx a 288 run aproximadamente, indicando la presencia de especies en 

equilibrio. 

En Amx/RB a pH 7,4 no se observaron cambios apreciables en los espectros de 

absorción, posiblemente debido a que la disminución de la banda como consecuencia 

de la fotólisis esté compensada por el aumento, en la misma zona, que produce la 

absorción de los fotoproductos (Figura IV.6 D). 

En general, que se produzcan cambios significativos o no en los espectros de absorción 

depende tanto de cada sustrato, como del pH del medio y la zona donde absorban los 

fotoproductos. 

Sin embargo, estas modificaciones observadas como consecuencia de la irradiación, 

aunque en algunos casos puede ser muy pequeña, indica la existencia de 

transformaciones químicas en los Atb como consecuencia de interacciones entre los 

mismos y los estados excitados de los sensibilizadores y/ o con las EROs generadas a 

partir de dichos estados. 

Cabe aclarar que en la fotoirradiación de las soluciones conteniendo Atb/S no se 

observaron cambios espectrales cuando las mismas fueron mantenidas en la oscuridad, 

indicando que no hay asociación entre sustrato y sensibilizador en el estado 

fundamental. 
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Figura IV.6. Evolución de los espectros de absorción en función del tiempo de fotólisis para (A) 

Cft vs. PN a pH 10 (B) Amx vs. RB a pH 10 (C) Ctx vs. PN a pH 7,4 y (D) Arnx vs. RB a pH 7,4. 

AbsRB544= 0,5; AbspN365 ,5; [Amx1= 1 x10-4 M; Kftl= 3 x10-5 M; [Cbc]= 5 x10-5 M. 
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IV-1.4. Determinación de las velocidades relativas de consumo de oxígeno por los antibióticos 

(vá. 

La cinética de fotooxidación sensibilizada de los antibióticos se siguió a través del 

consumo de oxígeno en condiciones aeróbicas de fotoirradiación utilizando el 

electrodo específico de oxígeno descripto en la sección 2.2.1 del capítulo II. 

En las Figuras IV.7 y IV.8 se muestran los gráficos de consumo de oxígeno vs. tiempo 

de irradiación por los Atb obtenidos a pH 7,4 y 10 en presencia de RB ó PN como 

sensibilizador. 

De dichos gráficos, las pendientes iniciales fueron determinadas con el propósito de 

evaluar la velocidad de consumo de oxígeno bajo fotodegradación sensibilizada. Los 

resultados se expresan como velocidades relativas de consumo de oxígeno (vr) por los 

Atb de forma comparativa en presencia de ambos sensibilizadores en la Tabla IV.2. 

A 
0,0 

Amx/RB 
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o " -1,2 

-1,8 

360 6Ó0 
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Figura N.7. Gráficos de consumo de oxígeno por los Atb en función del tiempo de fotólisis para 

(A) Amx/RB, (B) Amx/PN, (C) Cfd/RB y (D) Cfd/PN en solución reguladora de pH 7,4 y 10. 

AbsRB549= 0,5; AbspN365=0,5; [Atb]= 5x10-4 M. 
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Figura IV.8. Gráficos de consumo de oxígeno por los Atb en función del tiempo de fotólisis para 

(A) Cfx/PN, (B) Cft/PN (c) Amp/PN y (D) Cbc/PN en solución reguladora de pH 7,4 y 10. 

AbsRB549= 0,5; AbspN365=0,5; [Atb] = 5x10-4 M. 

Tabla IV.2. Velocidades relativas de consumo de oxígeno (vr) de los Atb a pH 7,4 y 10 en 

presencia de RB ó PN como sensibilizador; constantes de velocidad para la desactivación total 

de 0 2 (leg) por los Atb (kt) 

Atb v. 

(RB) 

lir 

(PN) 

k1 x10-7

Mls-1 (PN) 

Atb y r

(RB) 

ri r

(PN) 

kt xi0-7

M454 (PN) 

Amx pH 7,4 0,03 0,29 0,90±0,04 Amp pH 7,4 0,83 1,0 0,40±0,02 

pH 10 1,0 1,0 20,9±1,0 pH 10 1,0 0,86 0,70±0,03 

Cfx pH 7,4 1,0 1,0 14,0±0,7 Cfd pH 7,4 0,09 0,34 1,10±0,05 

pH 10 0,87 0,81 1,0±0,1 pH 10 1,0 1,0 38,0±1,9 

Cft pH 7,4 0,92 0,79 6,8±0,3 Ctx pH 7,4 1,0 0,88 5,803-0,29 

pH 10 1,0 1,0 7,1±0,3 pH 10 0,97 1,0 7,30-1'0,36 
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Cabe aclarar que los Atb cuyas velocidades relativas de consumo de oxígeno resultaron 

en los mayores valores encontrados a ambos pH fueron Cft y Ctx, mientras que la 

menor velocidad de consumo se observó para Amp. 

En los resultados mostrados en la Tabla 111.2, se puede observar claramente que los 

valores de vr aumentan con el incremento del pH para Amx y Cfd indicando que el 

proceso fotooxidativo se ve favorecido a pH 10 probablemente debido a la ionización 

del grupo fenólico presente solo en las estructuras químicas de estos dos antibióticos. 

Esta observación también se pone en evidencia cuando se comparan Atb 

estructuralmente relacionados. Por ejemplo, la reactividad a pH alcalino se ve 

significativamente aumentada para Amx y no así para Amp, dado que la única 

diferencia entre ambos Atb es la presencia del grupo -OH en la cadena lateral de Amx. 

Lo mismo ocurre entre Cfx y Cfd, el grupo fenol se presenta en la cadena lateral del 

último mencionado para el cual se observa la influencia del pH. 

Para Amp, Cfx, Cft y Ctx parece no haber una relación directa entre los valores 

obtenidos de vr y el pH del medio, de hecho se observa que esta variable no produce 

modificaciones significativas sobre las vr. . 

Además, es importante destacar que la similitud en los valores de vr obtenidos para Cft 

y Ctx podría estar indicando que la estructura química compartida por estos dos Atb es 

la responsable del comportamiento observado independientemente de la cadena lateral 

que los diferencia. 

De la comparación entre las vr obtenidas con RB y PN que se muestran en la Tabla 

IV.2, se encontraron diferencias que podrían estar indicando que los mecanismos de 

reacción o las EROs fotogeneradas involucradas son diferentes en presencia de uno u 

otro sensibilizador. Por esta razón se abordó un estudio sistemático que consistió en 

evaluar posibles interacciones de los estados excitados de los sensibilizadores RB y PN 

con los Atb y las diferentes EROs que se puedan estar generando en cada caso, como se 

explica en la siguiente sección. 

IV-1.5. Interacción de los estados excitados del sensibilizador con los antibióticos 

La desactivación del estado singlete excitado de RB (1RB*) por los Atb no pudo ser 

detectada en solución acuosa, debido principalmente a que en este solvente el tiempo 

de vida de 1RB* resulta muy bajo, del orden de los picosegundos2, por lo que esta 

especie excitada no puede ser interceptada por los Atb en el rango de concentraciones 

utilizadas (por encima de 10 mM). 
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Se puede considerar entonces que el proceso de desactivación de 1RB* no es 

significativo, bajo las condiciones experimentales empleadas en los ensayos de 

fotodegradación (0,5 mM). 

La desaparición del estado triplete excitado de RB, 3RB*, en solución reguladora 

generado por un pulso láser a 532 ru:n en ausencia de oxígeno, fue seguida por el 

decaimiento de primer orden de la absorbancia a 650 ¡un mediante la técnica de LFF 

descripta en la sección 2.3.2.2 del capítulo II, observándose una disminución apreciable 

del tiempo de vida de dicha especie en presencia de los Atb. Las trazas de decaimiento 

se tomaron a dicha longitud de onda, dado que en esta región, la interferencia debido a 

otras especies transitorias de RB (RB*- y R13•4-) es despreciable19. 

Se determinaron los tiempos de vida de 3RB* en ausencia (3T0) y en presencia (3t) de 

distintas concentraciones de los Atb y mediante un tratamiento de Stem-Volmer se 

obtuvieron los valores de las constantes de velocidad bimoleculares, 31(q, que 

cuantifican la interacción 3R13*-Atb. Los resultados obtenidos se incluyen para todos los 

Atb en la Tabla IV.3 a los dos valores de pH estudiados. En la Figura IV.9 se muestran 

los gráficos de Stem-Volmer para ciertos Atb a modo representativo. 

A B 
• pH 7,4 
• pH 10 

1,0x104 2,0x10-4

[Amx] 

0,032-

nt 0,024-
, 

0,016 

• 

• 

• 
• 

• 

si pH 7,4 
• pH 10 

0:0 1,0X10-4 2,0X104

[Cfcl] 

Figura IV.9. Gráficos de Stern-Volmer para la desactivación del estado triplete excitado de RB 

por (A) Amx y (B) Cfd en solución reguladora de pH 7,4 y 10. AbsRB532=0,3. 
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Tabla IV.3. Constantes de velocidad para la desactivación del estado triplete 

excitado de RB por los Atb (3lcq). 

Atb 31cq x10-7M-Ist Atb 3lc.q x10-7 M-1sa 

Arnx pH 7,4 2,1±0,1 Amp pH 7,4 N.O. 

pH 10 19,0±0,9 pH 10 1,8±0,1 

Cfx pH 7,4 1,5±0,1 Cfd pH 7,4 2,20±0,11 

pH 10 2,30±0,11 pH 10 28,0±1,4 

Cft pH 7,4 N.O. Ctx pH 7,4 N.O. 

pH 10 2,40±0,12 pH 10 3,20±0,16 

N.O. ' no se observó desactivación del estado triplete excitado de RB hasta una 
concentración de Atb = 2x10-3 M. 

A partir de los valores obtenidos para 31(44 que se muestran en la Tabla IV.3 se puede 

decir que efectivamente existe interacción entre los Atb y el 3RB*. 

Por otro lado, la interacción del estado electrónico singlete excitado de PN (1PN*) 

puede ser ignorada al igual que para 1RB*. Este colorante es una cetona aromática de 

carácter no fluorescente debido a que sufre un rápido cruzamiento de sistemas al 

estado triplete excitado 3PN*. Como consecuencia, el estado 3PN* es poblado en una 

escala de tiempo del orden de los sub-nanoseg-urtdos con una eficiencia del 100% 

aproximadamente6,7. Por lo tanto deben ser considerados solo los procesos que ocurren 

desde el estado 3PN*. 

La amplitud de la señal para la generación de 02 (lág) empleando PN como un 

fotosensibilizador se mantuvo invariable tanto en ausencia como en presencia de los 

Atb en el intervalo de concentración empleado (hasta 0,5 mM), como se muestra a 

modo de ejemplo en la Figura IV.10 en ausencia y presencia de 1 x10-4 M de Cft. Esta 

evidencia experimental permite descartar la interacción Atb-3PN*, en las condiciones 

de trabajo. Podríamos decir entonces que en la fotodegradación sensibilizada por PN 

de los Atb opera un mecanismo mediado exclusivamente por 0 2 (1Ag). 
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Figura IV.10. Decaimiento de la fosforescencia de 02 (1ág) a 1270 nm en ausencia y presencia de 

1 x1ø-4 M de Cft a pD 10. 

1,5x10 

Para obtener más detalles acerca del mecanismo de reacción, para RB se investigó la 

participación en la fotodegradación de los Atb de las diferentes EROs. 

IV-1.6. Participación de las diferentes EROs en la fotodegradación sensibilizada por RB 

Con el objetivo de poder discernir que EROs estarían involucradas en el proceso 

fotooxidativo, se realizaron experimentos de consumo de oxígeno en presencia de 

inhibidores específicos de tales especies. Se utilizó NaN3 y SOD como inhibidores 

específicos de 0 2 (1Ag) y 0 2 , respectivamente20,21. Amx y Cfx fueron los Atb 

seleccionados para este ensayo como representantes de la familia de las penicilinas y 

cefalosporinas, respectivamente. En las Figura IV.11 se muestran gráficos 

representativos de los cambios producidos en la velocidad de consumo de oxígeno de 

Amx y Cfx a pH 10 y 7,4 respectivamente en presencia y ausencia de dichos 

inhibidores. En la Tabla IV.4 se incluyen los valores obtenidos para las velocidades 

relativas, calculadas como la relación entre la velocidad de consumo de oxígeno por el 

Atb en presencia del inhibidor y en ausencia del mismo (vinh/ vo). 
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Figura IV.11. Consumo de oxígeno por (A) Amx a pH 10 y (B) Cfx a pH 7,4 sensibilizado por 

RB, en ausencia y en presencia de NaN3 y SOD. AbsRB549= 0,5; [Atb}' 5 x104 M; [NaN31=1 mIVI; 

[SOD]= lmg/100 mL. 

Tabla IV.4. Velocidades relativas de consumo de oxígeno del sistema 

Atb/RB/solución reguladora de pH 7,4 y 10 en ausencia y presencia de 

inhibidores específicos (Vi /V0). NaN3 (1 mM), SOD (1 mg%) 

Atb vii,h/ vo Atb vh,h/vo 

pH 7,4 pH 10 pH 7,4 pH 10 

An-uc 1,0 1,0 Cfx 1,0 1,0 

Asnx + NaN3 1,0 0,1 Cfx + NaN3 1,0 1,0 

Amx + SOD 2,2 1,0 Cfx + SOD 1,6 1,7 

Para Amx a pH 10 se observó que el agregado de NaN3 produce una disminución en la 

velocidad de la reacción mientras que no se vió efecto con el agregado de SOD, este 

resultado podría sugerir la participación de la especie 02 (1A,g) en la fotodegradación de 

este Atb y a este pH, mientras que la especie 02*- en principio no estaría involucrada. 

Por el contrario a pH 7,4, el efecto sobre la velocidad de consumo de oxígeno se 

presenta en presencia de SOD, no así en presencia de NaN3 sugiriendo entonces la 

participación de 02- en el mecanismo de fotodegradación. 

Para Cfx tanto a pH 7,4 como a pH 10 se observó que el agregado de NaN3 no produce 

efecto en la velocidad de consumo de oxígeno sensibilizada por RB, con lo cual se 

podría decir que 02 (lAg) no estaría involucrado en la fotodegradación de este Atb, a 

ambos pH. Sí se observó efecto con el agregado de SOD, lo cual confirmaría la 
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participación de la especie 0 2*-- en dicho proceso. 

Estos resultados sugieren que en presencia de RB, tanto 02 (lág) como 0 2*- son 

generados y pueden participar de la fotodegradación de los Atb. 

Cabe aclarar que el tiempo de vida de 0 2 (1ág) no sufre variaciones con la concentración 

de SOD utilizada en esta experiencia. 

Con el propósito de evaluar la contribución solo de la especie 02 (lág) en el proceso 

fotodegradativo de los sustratos estudiados, se escogió PN como sensibilizador para la 

determinación de la constante de desactivación total de dicha especie por los Atb (kt). 

IV-1.7. Determinación de las constantes de velocidad de desactivación total de 02 p4) por los 

Atb 

Los valores de kt (kt=kr + k) fueron determinados mediante la técnica de TRPD para 

Amx, Cfx, Cfd, Cft y Ctx a pD 7,4 y 10 mientras que para Amp se determinó por el 

método de fotólisis estacionaria descripto en las sección 2.3.1 del capítulo II. Los 

resultados obtenidos se incluyen en la Tabla IV.2. 

En la Figura IV.12 se presentan los gráficos de Stern-Volmer para la determinación de 

dicha constante por TRPD. En la Figura IV.13 se muestra el gráfico de dobles 

recíprocas para la determinación de kt para Amp la cual se realizó por este método 

dado que, por dificultades experimentales, en el intervalo de concentraciones utilizado 

en las medidas de TRPD no fue posible detectar cambios significativos en el T de 

0 2 (1.ág). Cabe aclarar que se midió dicho T en ausencia y en presencia de 2 x10-3 M de 

Amp y luego se utilizó la ecuación 4 (sección 2.3.1, capítulo II) para el cálculo de kb

dando valores del orden de los determinados por el método de dobles recíprocas. 

Como se mencionó previamente, esta metodología puede ser aplicada solamente en 

aquellos casos en donde no existe interacción entre el estado triplete del sensibilizador 

y el sustrato. Dado que no se encontraron evidencias de interacción entre 3PN* y el Atb, 

el método de dobles reciprocas resulta un método valido para determinar kt en el caso 

de Amp. 

 ( 112 ) 



TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPÍTULO IV. FOTODEGRADACIÓN SENSIBILIZADA DE 
ANTIBIÓTICOS EN PRESENCIA DE RB Y PN 

1,4-
• 

1,8-
1-` 

1,2. 
• 

• • 1,2 • pD 7,4 111 p07,4 

1,0 • pD 10 • pD 10 

0:0 4,0x104 8,0;104 OTO 7,0)(104 1,4x10-3
[CU] [CM] 

1,4 

• 1,2 

1,0 

0,0 

E 
2,4- 

1 , P8- 
O 

i-» 

1,2-

• 
e 

• 

• 
• 

6,0x10-5

[Cft] 

• 

• 

• pD 7,4 
• pD 10 

1,2x104

• pD 7,4 
• pD 10 

• 
• • 

0,b0 1,56)(104 3,06)(104

[Amx] 

1,4  
• 

• pD 7,4 
• pD 10 

0,0 6,0x10-5

[Ctx] 
1,2x104

Figura IV.12. Gráficos de Stern- Volmer para la desactiyación total de la fosforescencia de 

0 2 (1,ág) por (A) Cfx (B) Cfd (C) Cft (D) Ctx y (E) Arnx en PN/D20 de pD 7,4 y 10. AbspN-355 = 0,3. 
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3(50 450 

14Amp] 

Figura IV.13. Gráfico de dobles recíprocas para la determinación de kt para Amp 

a pH 7,4 y 10. AbspN365= 0,5. 

Como se observa en la Tabla IV.2 los valores de kt aumentan con el incremento del pH 

para Amx y Cfd indicando que el proceso fotooxidativo se ve favorecido en medio 

alcalino debido a que el grupo fenol presente solo en la cadena lateral de estos Atb se 

encuentra ionizado a pD 10 y consecuentemente la reactividad frente a 0 2(1d 3) 

aumenta, resultados semejantes se obtuvieron en los valores de vr. En los demás Atb 

este efecto del pH no fue observado. Para Cfx, el mayor valor de kt se presentó a pD 

7,4. 

Nuevamente, al igual que en lo observado en las yr, para Cft y Cbc los valores de kt

obtenidos resultaron muy semejantes indicando posiblemente que la cadena lateral que 

diferencia a estos dos Atb aparentemente no estaría involucrada en la reactividad de 

los mismos frente a 02 (1dg). 

IV-1.8. Análisis de Fotoproductos 

La determinación de los fotoproductos se realizó con el objetivo de dilucidar la 

naturaleza de los compuestos generados como consecuencia de la degradación de los 

Atb bajo fotooxidación sensibilizada. 

Los resultados obtenidos para la detección e identificación de los fotoproductos por 

HPLC-masa para Amx y Cfx, Atb representativos de penicilinas y cefalosporinas 

respectivamente, se muestran en la siguiente tabla. 
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Tabla IV.5. Análisis por HPLC-masa para los productos de degradación 

fotosensibilizada de Amx (fotolizada 5 horas) y Cfx (fotolizada 1 hora) a pH 7,4; 

[Atb]= 2 mM; tr= tiempo de retención; peso molecular de Amx (MAmx)= 365; peso 

molecular de Cfx (Max)= 347. ND: no detectado. 

Antibiótico tk (mm) [M - [M + Asignación 

Amx 3,1-3,4 

3,1-3,4 

364 

424 

366 

426 

MAmx 

MAnix + 2(45) - 2(15) 

3,1-3,4 N.D 442 N'A.. + 2(45) - 2(15) + (17) 

Cfx 5,1-6,9 346 N.D MCfx 

5,1-6,9 392 N.D Max + (45) - (15) + (17) 

5,1-6,9 408 N.D Max + (45) - (15) + 2(17) 

5,1-6,9 424 N.D Max + (45) - (15) + 3(17) 

El análisis por HPLC-masa de las soluciones de los Atb, irradiadas en presencia de RB 

durante 5 horas para el caso de Amx y durante 1 hora para Cfx, indica que los 

productos resultan de la oxidación de los grupos -CH3, del anillo p lactámico, a -COOH 

y posterior adición de átomos de oxígeno al anillo aromático presente en la cadena 

lateral de los Atb. 

Así mismo, se produce la entrada de un grupo -OH para el caso de Arco( mientras que 

en el caso de Cfx se incorporan tres grupos -OH en el anillo aromático. Idénticos 

resultados fueron obtenidos para Amx a pH 

Cabe destacar que la presencia del Atb (compuesto con el mismo valor de M) en las 

mezclas analizadas indica que el sustrato no se degrada totalmente bajo las condiciones 

experimentales utilizadas. Este hecho es de gran importancia teniendo en cuenta la 

función farmacológica de los sustratos en estudio. 

Las estructuras químicas tentativas detectadas en el análisis se muestran en la Figura 

IV.14. Además se incluye el posible mecanismo de ataque de oxígeno al anillo 

aromático y al grupo metilo presentes en los compuestos analizados, a modo de 

ejemplo para el antibiótico Amx (Figura IV.15). 
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Figura IV.14. Estructuras químicas tentativas de los fotoproductos detectados en la 

fotodegradación sensibilizada en presencia de RB para los antibióticos Amoxicilina y Cefalexina 

(S: sensibilizador). 
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Figura IV.15. Posible mecanismo de ataque de oxígeno (A) al anillo aromático y (B) al grupo 

metilo, presentes en la estructura química de Amx. 

IV-2. DISCUSIÓN 

El colorante RB es, probablemente el fotosensibilizador más empleado en reacciones de 

fotooxidación que involucran 02 CM, sin embargo, los resultados obtenidos indicarían 

que no representa un buen sensibilizador para estudiar la cinética del proceso 

fotodegradativo de los sustratos seleccionados por la especie reactiva 02(14 3) 

únicamente. 

Si bien RB sensibiliza la fotooxidación de los Atb como demuestran los experimentos 

de consumo de oxígeno, por otro lado las diferencias en las vi- encontradas en presencia 
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de este colorante y en presencia de PN, un generador exclusivo de 0 2 e AgY, claramente 

indican interacciones químicas entre los sustratos y los estados excitados de RB y/ o 

con las especies reactivas de oxígeno generadas a partir de dichos estados. 

Confirmando esta observación, los ensayos en presencia de inhibidores también 

evidencian que el proceso fotodegradativo en presencia de RB es netamente diferente 

al que ocurre cuando PN sensibiliza la fotooxidación de los Atb, es decir además de 

02 ( l Ag) otras EROs pueden estar involucradas. 

Cuando RB está presente, el agregado de NaN3 frena radicalmente la velocidad de 

consumo de oxígeno por parte de Arnx a pH 10 indicando la participación de 0 2 (1Ag) 

en la fotodegradación, mientras que el agregado de SOD no produce ningún efecto. 

Por otro lado para Amx a pH 7,4 y Cfx a pH 7,4 y 10 el agregado de NaN3 no modifica 

la velocidad de consumo de oxígeno mientras que el agregado de SOD la acelera, 

sugiriendo la presencia de 0 2*-. Se sabe que SOD puede inhibir o estimular la oxidación 

mediada por 02 .-  dependiendo del sustrato . Para los Atb anteriormente mencionados 

el aumento en la velocidad de consumo de oxígeno podría explicarse ya que SOD 

inhibe específicamente a 0 2*-, pero como consecuencia de la dismutación de esta 

especie reactiva aparece como producto H202, otra EROs que puede contribuir al 

consumo de oxígeno, la reacción involucrada se muestra a continuación: 

202 + 2 H+ + SOD 02( 3 E g ) +H20 2 + SOD 

Los resultados obtenidos evidencian que tanto 0 2 (lAg) como 02*- son generados en 

presencia de RB como sensibilizador, mientras que solo 02 (lAg) es generado en 

presencia de PN. Es decir, la fotodegradación de los Atb empleando RB como 

sensibilizador puede incluir la participación de 02 (1Ag) generado por transferencia de 

energía desde el estado excitado triplete de RB al oxígeno en estado fundamental, y/ o 

de 0 2*- formado por transferencia irreversible de electrones desde el estado excitado 

triplete de RB al oxígeno en estado fundamental. Luego, el 0 2 (1Ag) generado puede 

decaer al estado fundamental por colisiones con moléculas de solvente e interaccionar 

de forma química y/ o física con los sustratos presentes en el medio, por otro lado, 02 . -

es capaz de intervenir en una serie de reacciones de oxido-reducción siendo su 

principal destino la desproporción a 1-1202 en medio ácido" 

La generación de 02 .-  por parte del colorante sintético RB no es un hallazgo novedoso, 

Lee y Rodgerds9 reportaron en 1987 que la inhibición del estado triplete de RB por 
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oxígeno molecular en su estado fundamental conduce a aproximadamente a un 75% de 

0 2 (1Ag) y un 20% de 02'-. Resultados similares fueron obtenidos en la fotodegradación 

sensibilizada por RB de triptófano y esteres derivados3 y en la fotodegradación de a y 13 

quimotripsinaio. 

Cabe aclarar que, aunque los valores obtenidos para la desactivación del estado triplete 

excitado de RB, 31(q, resultaron significativos (Tabla 3), el análisis cinético indica que en 

todos los casos estudiados 31(q [Atb] << kET u02(r,-)1 (con kET r4/9 del valor 

difusi0na125; [02(Eg-)] 0,2 mM; [Atb] = 0,5 mM). Es decir, la velocidad de generación 

de 0 2 (1,Ag) supera a la de desactivación de 3RB* por los Atb, de manera que las 

reacciones que puedan desencadenarse a partir de la interacción 3RB*-Atb pueden no 

ser tenidas en cuenta. 

En cuanto los valores de vr y kr obtenidos al aumentar el pH del medio, para los Atb 

Amx y Cfd un incremento significativo fue observado, no así para los demás Atb. 

Como ha sido observado previamente26- 28, los valores de kr (kr + kg) incrementan en 

compuestos aromáticos que presentan sustituyentes dadores de electrones, tales como 

OH y NH2. El grupo NH2 favorece la desactivación física (kg) de 02 (1Ag)29, al igual que 

el grupo OH fenólico no ionizado30,31 mientras que el grupo OH en su forma ionizada 

promueve la desactivación química de 02 (1 ) 32. 

De manera que, para Arax y Cfd, el elevado valor de vr y kr podrían estar indicando 

que el proceso fotooxidativo en presencia de PN y mediado por 0 2(1Ag) es favorecido a 

pH 10 debido a la ionización del grupo fenólico presente solo en las estructuras 

químicas de estos dos antibióticos. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, al igual que aquellos reportados para 

reacciones bimoleculares entre 0 2 (lAg) y varios compuestos, pueden ser explicados a 

través de un mecanismo que involucra un complejo de encuentro con carácter parcial 

de transferencia de carga actuando el 02(lAg) como aceptor de electrones33- 36, el cual se 

estabiliza en presencia de grupos dadores de electrones y puede desactivarse por 

reacción química (kr) y/o física (kg), tal como se presenta en el esquema a continuación: 

0 2(1á g) + A 
kdif 

k_dif

kr 
[02(1A )-Al 

íkjisc

[02(3Egl-A1 kg 

productos oxidados 

O2(3 g ) + A 
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Gorman et. al 34,35,36 postula que la fotooxidación de compuestos tales como fenoles35, 

indo1es34, furanos34, éteres enolicos37, a1quenos36 y aminas36, procede a través de este 

mecanismo el cual se forma de manera irreversible cuando (kr + kfsc) >> k-dff o cumple 

con la condición límite de pre-equilibrio cuando k_dis >> (kr + kisc). 

En el mecanismo postulado el proceso de desactivación física (11q) proviene de un cruce 

entre sistemas inducido por un acoplamiento espín-órbita dentro del complejo. El 

balance entre kísc y kr es sensible a la función de acoplamiento espín-órbita y a factores 

de entropía 34,35. 

Naturalmente, dada la capacidad de transferencia de carga que ha sido propuesto para 

el complejo de encuentro, tanto su formación como su desactivación dependerá de la 

capacidad dadora de electrones del sustrato, debido a que este factor puede modificar 

las restricciones de entropía en el estado de transición y/ o los requerimientos de 

reorganización del solvente37. 

Por otra parte, cuanto mejor dador de electrones sea un grupo, más favorecido estará el 

ataque electrofílico por 02 (I-Ag), más pronunciado será el carácter de transferencia de 

carga dentro del complejo y por lo tanto mayor será la probabilidad de separación de 

carga en el encuentro que conducirá a reacción química y por lo tanto la formación de 

productos oxidados38. 

En cuanto a los fotoproductos obtenidos por el estudio de HPLC-masa, se encontró23

que los mismos provienen de la oxidación de los grupos -CH3, del anillo p lactámico, a 

-COOH y posterior adición de átomos de oxígeno al anillo aromático que compone las 

cadenas laterales de los Atb. Estas evidencias sugieren que especies reactivas de 

oxígeno son generadas en presencia del sensibilizador y oxígeno, y las mismas son 

capaces de reaccionar químicamente con los Atb para dar productos oxidados por 

mecanismos que posiblemente involucren solo la incorporación de oxígeno a la 

molécula mediante una serie de reacciones en las que se generan y participan múltiples 

especies radicalarias. 

En general, se sabe que los compuestos fenólicos reaccionan con especies reactivas de 

oxígeno dando quinonas y/ o compuestos polihidroxilados27'39. Resultados similares 

fueron obtenidos en la evaluación de fotoproductos del compuesto estrogénico p 
estradiol luego de la fotodegradación sensibilizada en presencia de RB40. 

Por otro lado, productos similares para la degradación de Amx y otras penicilinas 

fueron obtenidos en presencia del radical OW generado por radiólisis y. Los mismos 

presentaban grupos -OH adicionados en el anillo aromático de la cadena lateral de 
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estos antibióticos41. Por el mecanismo de Foto-Fenton, además de la hidroxilación del 

anillo aromático de Amx, se encontró apertura del anillo p lactámico seguido de la 

oxidación de los grupos CH342, mientras que por ozonización se obtuvieron 

intermediarios hidroxiderivados por ataque del ozono al anillo aromático de Amx, no 

hallándose evidencias de ataque a otras partes de la molécula43. 

IV-3. CONCLUSIONES 

• Los resultados obtenidos y discutidos en este capítulo demuestran que tanto RB 

como PN son colorantes sintéticos capaces de fotosensibilizar la degradación oxidativa 

de los Atb p lactámicos estudiados. 

• En presencia de RB la fotodegradación puede darse por la participación de las 

especies 02 (lág) y 02*--. 02 (1,ág) es generado por transferencia de energía desde el 

estado excitado triplete de RB al oxígeno en estado fundamental, mientras que 02.- es 

formado por transferencia irreversible de electrones desde el estado excitado triplete 

de RB al oxígeno en estado fundamental. Por otro lado solo 02 (lAg) está involucrado en 

la fotodegradación de los Atb en presencia de PN como sensibilizador. 

• El proceso fotooxidativo en presencia de PN y mediado por 0 2(lAg) es 

favorecido a pH alcalino para Amoxicilina y Cefadroxil debido a la ionización del 

grupo fenólico presente solo en las estructuras químicas de estos antibióticos, mientras 

que no se observó efecto del pH en la reactividad frente a 0 2(1Ag) por lo demás 

antibióticos estudiados. 

• La reacción de fotooxidación entre 0 2(1Ag) y los Atb puede ser explicada a 

través de un mecanismo que involucra un complejo de encuentro con carácter parcial 

de transferencia de carga, actuando el 0 2(1ág) como aceptor de electrones, el cual se 

estabiliza en presencia de grupos dadores de electrones y puede desactivarse por 

reacción química y/ o física. 

• Los fotoproductos obtenidos para Amoxicilina y Cefalexina provienen de la 

oxidación de los grupos -CH3, del anillo p lactámico, a -COOH y posterior adición de 

átomos de oxígeno en el anillo aromático que poseen los Atb en su cadena lateral. 
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CAPÍTULO V. 
FOTODEGRADACIÓN SENSIBILIZADA DE 

ANTIBIÓTICOS EN PRESENCIA 
DE RF (VIT. B2) 

V.1. RESULTADOS 

V.1.1. Características del sensibilizador empleado 

El pigmento natural Riboflavina (Rf) o vitamina B2 fue elegido como sensibilizador 

para este trabajo de Tesis, debido a que es capaz de absorber luz visible y 

fotosensibilizar la degradación de un amplio rango de sustratos vía radicales libres 

(Mecanismo Tipo I) o mediados por 02(1Ag) (Mecanismo tipo II)1. 

Rf es una vitamina de complejo B que pertenece al grupo de pigmentos amarillos 

fluorescentes llamados Flavinas, su presencia en los seres vivos resulta indispensable, 

es requerida para una amplia variedad de procesos celulares, principalmente aquellos 

relacionados con el metabolismo energético2. 

Esta vitamina, presente endógenamente en todos los organismos vivos3 y 

prácticamente en todos los tipos de agua de superficie4, es conocida por la oxidación, 

promovida por luz visible, sobre sustratos de interés biológico, médico y ambienta13,6,7. 

Es importante tener en cuenta que Rf resulta sensible a la acción de la luz. La 

naturaleza y la magnitud de las reacciones fotoquírnicas que ocurren como 

consecuencia de la interacción entre la luz y Rf dependen de varios factores tales como 

la polaridad del solventes, el pH del medio9,10, tipo y composición del buffer9'11,12, 

fuerza iónica13, contenido de 0x1gen09'14, intensidad de la luz y longitud de onda13,16 y 

pueden proceder a través de la participación del estado singlete o triplete excitado9.17

de la vitamina. 

En los experimentos en presencia de Rf se trabajó a pH 7,4 dado que la 

fotodegradación de este colorante varía considerablemente con el pH del medio. Otros 

autores han demostradow que a valores de pH cercanos a 10 la velocidad de 

degradación es mucho mayor que a valores de pH ligeramente neutros, en los cuales se 

logran soluciones de Rf más estables a la luz. 
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En la Figura V.1 se muestra el espectro de absorción del colorante Rf en solución 

reguladora de pH 7,4. Se observan dos bandas en la región visible del espectro una 

aproximadamente a 375 nm y la otra a 445 nm, siendo esta última, la banda que 

presenta la mayor absorción en la región del espectro mencionada. En el apéndice I del 

capítulo VIII se incluye la estructura química de este sensibilizador. 

200 400 
X (nm) 

500 

Figura V.1. Espectro de absorción normalizado del sensibilizador Rf a pH 7,4. 

Los valores de pKa informados en bibliografía para este colorante son 1,7 y 10,218 de 

manera que, al valor de pH estudiado (7,4), Rf se presenta sin carga neta. 

V-1.2. Fotodegradación sensibilizada de las antibióticos en presencia de Rf 

Los sustratos seleccionados para este estudio fueron los antibióticos p lactámicos 

mencionados y caracterizados en el capítulo anterior. 

La irradiación con luz visible de la mezcla Atb/Rf en solución reguladora de pH 7,4 

produce cambios en el espectro de absorción de la solución. Estos cambios no pueden 

ser solo atribuidos a la fotodescomposición del Atb ya que Rf también sufre 

degradación por luz, de manera que, las modificaciones espectrales como consecuencia 

de la irradiación son atribuidas a las transformaciones químicas en ambos, Atb y 

sensibilizador. 

En las Figuras V.2 y V.3 se muestra la evolución de los espectros de absorción de los 

Atb en función del tiempo de irradiación en presencia de Rf como sensibilizador. 

Cabe aclarar que en la fotoirradiación de las soluciones conteniendo Atb/Rf no se 

observaron cambios espectrales cuando las mismas fueron mantenidas en la oscuridad, 

indicando que no hay asociación entre sustrato y sensibilizador en el estado 

fundamental. 
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Figura V.2. Cambios en los espectros de absorción de los Atb en función del tiempo de 

irradiación para (A) Ainx/Rf vs. Rf (B) Cfx/Rf vs. Rf, (C) Cft/Rf vs Rf en solución reguladora de 

pH 7,4; AbsRf445= 0,5; [Amx] = 4x10-4 M; [Cfx] = 1x10-4M; [Cft] = 3x10-5M. 
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Figura V.3. Cambios en los espectros de absorción de los Atb en función del tiempo de 

irradiación para (A) Amp/Rf vs. Rf (B) Cfd/Rf vs. Rf, (C) Ctx/Rf vs Rf en solución reguladora 

de pH 7,4; AbsRf445= 0,5; [Ami)] = 1,5x10-3 M; Kfd] = 3,5x10-5M; [Cbq = 5x10-5M. 
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Para ciertos Atb se observa disminución de la banda de absorción máxima y 

corrimiento hipsocrómico a medida que aumenta el tiempo de fotólisis, tal es el caso de 

Arnx y Cfd (Figura V.2 A y V.3 B respectivamente) mientras que para Cft solo se 

observa disminución del máximo de absorción (Figura V.2 C). En el caso de Cfx el 

corrimiento hipsocrómico está acompañado de un leve aumento en la absorbancia de la 

banda centrada en 260 nm, mientras que solo el aumento de la absorbancia se observa 

para Amp (Figura V.2 B y V.3 A respectivamente). Para Ctx la banda a 235 nm 

desaparece a medida que se define una nueva a 260 nm (Figura V.3 C) como 

consecuencia de la irradiación. 

Paralelamente, la fotodegradación en condiciones anaeróbicas (por burbujeo de gas 

Argón) de Rf en presencia y en ausencia de los Atb, se evaluó a partir de los espectros 

de absorción a través de la disminución de la absorbancia a 445 nm, donde solo Rf 

absorbe. A modo de ejemplo, en la Figura V.4 se muestra comparativamente el 

espectro de absorción de una solución de Rf saturada de Argón en ausencia y presencia 

de Cft. En el gráfico se observa una clara disminución de la absorbancia luego de dos 

minutos de irradiación para Rf en ausencia del Atb como consecuencia de la 

inestabilidad de este sensibilizador a la acción de la luz, mientras que la presencia del 

mismo produce una marcada disminución en el de consumo de Rf al mismo tiempo de 

irradiación. 

0,50 

0,25 

0,00 

Rf t=0 
Rf t=2 mmn 
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400 500 
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Figura V.4. Cambios en los espectros de absorción de Rf en ausencia y presencia de Cft a t=0 y 

t= 2 mm n de irradiación, en solución saturada de Argón. Abs1 f445= 0,5; [Cft] = 5 x104M. 

Las modificaciones espectrales como consecuencia de la irradiación fotosensibilizada 

en los Atb y Rf, así como la disminución en la banda a 445 nm de Rf en presencia de los 
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Atb y ausencia de oxígeno, resultan evidencias experimentales que podrían sugerir la 

existencia de interacciones químicas entre los sustratos estudiados con los estados 

excitados de Rf y/ o con las especies reactivas de oxígeno (ER0s) generadas a partir de 

dichos estados. 

V.1.3. Determinación de las velocidades relativas de consumo de oxfeeno par los antibióticos 

(ve) 

La cinética de fotooxidación sensibilizada de los Atb se siguió a través del consumo de 

oxígeno en condiciones aeróbicas de fotoirradiación utilizando el electrodo específico 

de oxígeno ya descripto. Los resultados se muestran en la Figura V.5 (A y B) y se 

expresan en la Tabla V.1 como velocidades de consumo de oxígeno relativas al mayor 

valor de pendiente obtenido de los gráficos de consumo de oxígeno vs. tiempo de 

irradiación (vr) en presencia de Rf ó PN como sensibilizador (sección 2.3.3., capítulo II). 

Este último colorante, fue especialmente seleccionado para comparar la contribución 

solo de 0 2(1Ag) ya que constituye un generador exclusivo de dicha especie19 y que, 

como ya fue demostrado en el capítulo IV, es capaz de mediar la fotodegradación de 

los sustratos estudiados vía la especie reactiva de oxígeno mencionada. 

A 
0,0 

"E-  -0,6 
o. o. 

-1,2 

o 

• Amp 
• Cfd 
A CtX 

360 6Ó0 
t (seg) 

Figura V.5. Gráficos de consumo de oxígeno por los Atb en función del tiempo de fotólisis para 

(A) Arnx, Cfx y Cft, y (B) Amp, Cfd y Ctx, en presencia de Rf como sensibilizador a pH 7,4; 

AbsRf445= 0,5; [Atb1= 5 x104 M. 
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Tabla V.1. Velocidades relativas de consumo de oxígeno del sistema 

Atb/Rf/ solución reguladora de pH 7,4 (v, Rf) y Atb/PN/solución reguladora de 

pH 7,4 (y, PN); constante de velocidad para la desactivación de 1Rf* por los Atb 

(11(q) y constante de velocidad para la desactivación de 3Rf* por los Atb (31qt) 

AH> vr (Rf) vr (PN) lkq x10-9 M-'s4 311,1 x10.9 M-'s' 

Amx 0,13 0,15 1,8 0,42 

Amp 0,08 0,09 1,1 0,02 

Cfx 0,33 0,13 2,1 0,09 

Cfd 0,22 0,19 3,0 0,89 

Cft 1,0 0,93 4,6 2,30 

Cix 0,91 1 3,2 2,10 

Los valores poseen un 3% de error en su determinación 

De acuerdo a lo observado en la Tabla V.1 los resultados obtenidos en las experiencias 

de consumo de oxígeno utilizando Rf como sensibilizador son significativamente 

diferentes a los resultados obtenidos en presencia del colorante PN, el cual opera 

exclusivamente por un mecanismo que involucra a 02 (1,ág), indicando que en el 

proceso de degradación fotosensibilizada de los Atb en presencia de Rf, existe una o 

más fuentes adicionales de consumo de oxígeno. 

Estos resultados, conjuntamente con lo observado en los espectros de absorción de los 

Atb en presencia de Rf y como consecuencia de la irradiación, tanto en presencia como 

en ausencia de oxígeno, son una evidencia más que sugiere fuertemente que los 

estados electrónicos excitados de Rf participan en la generación de especies oxidativas 

y/o en la fotodegradación de los sustratos estudiados como se mencionó previamente. 

Para dilucidar aspectos cinéticos y mecanísticos, así como las posibles EROs 

involucradas en el proceso de fotodegradación de cada Atb, se desarrolló un estudio 

sistemático que consistió en evaluar las interacciones de los Atb con los estados 

excitados del sensibilizador,lRf* y 3Rf*, y las velocidades de consumo de oxígeno por 

los Atb en presencia de inhibidores específicos de las diferentes ER0s. Los mismos se 

detallan a continuación. 

V-1.4. Desactivación de 1Rff por los antibióticos 

Las posibles interacciones entre 1Rf*- Atb fueron investigadas por métodos de 

fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo. 
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Rf exhibe una intensa emisión de fluorescencia en solución acuosa equilibrada con aire, 

centrada aproximadamente a 520 nm, con un rendimiento cuántico reportado20,21-de 

0,25. En presencia de concentraciones de Atb superiores a 3 mM se produce una 

disminución en la intensidad de fluorescencia, no obstante la forma del espectro de 

emisión no se modifica. La Figura V.6 muestra la variación de la fluorescencia de Rf en 

ausencia y en presencia 3 mM de Cfx y Cfd. 

La interacción 1Rf*- Atb fue cuantificada a través de la técnica de conteo de fotón único 

descripta en la sección 2.3.2.1, capítulo II. Se evaluaron los tiempos de vida de 

fluorescencia de 1Rf* en ausencia (Izo) y en presencia (11) de diferentes concentraciones de 

Atb y luego, mediante un tratamiento de Stern-Volmer (Figura V.7), se determinaron 

las constantes de velocidad, 11<q, que se incluyen en la Tabla V.1. 

El decaimiento de fluorescencia de Rf en solución reguladora de pH 7,4 en ausencia y 

en presencia de distintas concentraciones de los Atb fue monoexponencial, con un 

valor para el tiempo de vida de fluorescencia de Rf (lro) de 4,9 ns en excelente 

concordancia con datos publicados previamente22,23. 

3x1 
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Figura V.6. Espectros de emisión de fluorescencia de Rf en presencia y en ausencia de 3 mM de 

(A) Cfx y (B) Cfd en solución reguladora de pH 7,4. 
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Figura V.7. Gráficos representativos de Stem-Volnrier para la desactivación del estado singlete 

excitado de Rf por (A) Amx y Cft y (B) Cfx y Cfd en solución reguladora de pH 7,4. 

Como se puede observar en la Tabla V.1 los valores de constantes para la 

desactivación de 1Rf* son elevadas, del orden de la constante de velocidad difusional 

en solución acuosa (Ildif= 7,4 109 M-15-1)24, aunque fueron necesarias altas 

concentraciones de Atb (>3 misil) para desactivar efectivamente este estado excitado 

del sensibilizador. 

V-1.5. Desactivación de 31y» por los antibiótico 

La especie 3Rf* es generada en agua25 con un rendimiento cuántico de 0,5 aunque en 

solución reguladora de pH 7 ha sido reportado26 un valor de 0.375. 

La desaparición de la especie excitada 3Rf*, generada por un pulso láser a 355 nm, en 

solución reguladora de pH 7,4 y en ausencia de oxígeno, fue seguida por el 

decaimiento de primer orden de la absorbancia a 670 rurt mediante la técnica de LFF 

descripta en la sección 2.3.2.2 capítulo II, observándose una disminución apreciable del 

tiempo de vida de dicha especie en presencia de los Atb. Se determinaron los tiempos 

de vida de 3Rf* en ausencia (3T0) y en presencia (3T) de distintas concentraciones de los 

Atb y mediante un tratamiento de Stern-Volmer (Figura V.8) se obtuvieron los valores 

de las constantes de velocidad bimoleculares, 31(q, que cuantifican la interacción 3Rf* 

Atb. Los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla V.1. 

Por otro lado, se realizaron los espectros de absorción de 3Rf* en ausencia y en 

presencia de los sustratos en estudio (a una concentración de Atb que equivale 

aproximadamente a un 60 % de desactivación del 3Rf*). En la Figura V.9 se muestran 

espectros representativos de 3Rf* en ausencia y en presencia de Amx, Cfx, Cft y Ctx. 
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Cabe aclarar que menos del 10% de Rf es fotolizada durante la totalidad del 

experimento. 
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Figura V.8. Gráficos de Stern Volnler para la desactiyación del estado triplete excitado de Rf por 

(A) Amx y Amp, (B) Cfx y Cfd, (C) Cft y Ctx en solución reguladora de pH 7,4; AbsRf445=0,3. 
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Figura V.9. Espectros de triplete de Rf en solución saturada de Argón, en ausencia y en 

presencia de (A) Amx (B) Cfx (C) Cft y (B) Ctx, determinados a 1 y 15 lis después del pulso del 

láser para Rf y Rf + Atb respectivamente. Inserto: Espectros de triplete de Rf en solución 

saturada de Argón (1 jis), en ausencia y en presencia de Atb (15 jis) normalizados a 670 nm. 

[Amx]= 3x10-4 M; [Cfx] = 6x10-4 M; [Cft] = [Ctx]= 5x10-5 M. 

Los valores obtenidos para 31c,i que se incluyen en la Tabla V.1 son elevados y cercanos 

al límite difusional (kdff= 7,4 109 M-ls-1‘24 ) para Cfd, Cft y Ctx, siendo menor para Amx, 

Amp y Cfx. Este resultado sugiere que el 3Rf* es efectivamnete desactivado por los Atb 

en ausencia de oxígeno. 

El espectro de absorción para la especie transitoria de Rf obtenido en solución 

reguladora de pH 7,4 en ausencia de oxígeno y sustrato, tomado a 1i1s despues del 

pulso del láser, coincide con espectros previamente reportados25 para la especie 3Rf*. 

En presencia de los Atb, el espectro determinado a 15 lis después del pulso del láser y 

en idénticas condiciones experimentales muestra un importante decaimiento en la zona 

entre 600 y 750 nm. En el inserto de las figuras, el espectro de absorción para la especie 

transitoria de Rf (1 Lis) es comparado con el espectro normalizado a 670 nm en 

presencia del Atb (15 pis). La aparición de absorción en la región entre 500 y 600 nm es 

atribuida al radical neutro de Rf (RfH*), como ya ha sido reportado por otros 

investigadotres6,27,28. La especie RfH• es detectada como producto del proceso de 

transferencia de carga entre 3Rf* y numerosas especies con capacidad donora de 
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electrones, entre las que se encuentran sustratos de importancia biológica y 

ambierxta129, 30 . 

Paralelamente se determinaron los rendimientos cuánticos de generación de la especie 

Rf1-1* (DRfir.) en solución acuosa para aquellos Atb cuyos valores de 311,4 resultaron ser 

los mayores valores observados (Cft y Ctx). Los mismos se obtuvieron 

experimentalmente de forma relativa al rendimiento cuántico 3Rf* en el mismo 

solvente, tal como se explicó previamente en el capítulo II. 

En la Figura V.10 se muestra a modo representativo el decaimiento de la absorbancia 

de la especie transitoria de Rf en ausencia de Ctx a 670 run y en presencia del mismo a 

570 nm. 

0,06 

0,03 
o 

0,00 

Rf (670 nm) 
Rf + Ctx (570 nm) 

00 2,0x10-5 4,0x10-5

t (seg) 

Figura V.10. Decaimiento de la absorción del transitorio de Rf en ausencia de Ctx a 670 run y Rf 

en presencia de 5x10-5 M de CID( a 570 rurt en solución acuosa. AbsR(445min=0,3. 

Los valores obtenidos para los ORfli. fueron de 0,20 ± 0,01 y 0,21 ± 0,01 para Cft y Ctx 

respectivamente. 

V-1.6. Participación de las diferentes EROs en la fotadegradación sensibilizada por Rf 

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos por laser flash fotólisis y para 

discernir que EROs estarían involucradas en el proceso fotooxidativo, se realizaron 

experimentos de consumo de oxígeno en presencia de inhibidores específicos de tales 

especies. 

Para ello se siguió el consumo de oxígeno por los Atb utilizando Rf como 

sensibilizador en presencia de los inhibidores específic0531- 36: NaN3 para evaluar la 

posible intervención de 0 2(lAg), SOD para 0 2-, CAT para 1I20 2 y D-manitol para la 
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especie H0*. 

En la Figuras V.11 y V.12 se muestran los gráficos de consumo de oxígeno por los Atb 

obtenidos a pH 7,4 en ausencia y presencia de inhibidores y en la Tabla V.2 las 

correspondientes velocidades relativas calculadas como la relación entre la velocidad 

de consumo de oxígeno por el Atb en presencia del inhibidor y en ausencia del mismo 

(vinh/vo). En la Figura V.11 además se incluye el consumo de oxígeno por parte de Rf, 

demostrando que a lo largo de la experiencia el consumo del sensibilizador no afecta 

significativamente el de los sustratos en presencia y ausencia de los inhibidores. 
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Figura V.11. Gráficos de consumo de oxígeno por los Atb en función del tiempo de fotólisis en 

ausencia y presencia de inhibidores específicos para (A) Amx (B) Cfx (C) Cft en Rf pH 7,4; 

AbsRf445= 0,5; [Atb]= 5x10-4 M; [NaN3]= 1 mly1; P-manitolk 10 mM; [SOD]= [CAT]=1mg%. 
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Figura V.12. Gráficos de consumo de oxígeno por los Atb en función del tiempo de fotólisis en 

ausencia y presencia de inhibidores específicos para (A) Amp, (B) Cfd, (C) Ce< en Rf pH 7,4; 

AbsRf445= 0,5; [Atb]= 5x10-4 M; [NaN3]= 1 mM; [D-manitol]= 10 mM; [SOD]=[CAT]=1mg%. 
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Tabla V.2. Velocidades relativas de consumo de oxígeno del sistema Atb/Rf/solución 

reguladora de pH 7,4 en ausencia y presencia de inhibidores específicos (vinh/v0). NaN3 (1 mM), 

SOD (1 mg%), CAT (1 mg%) y D-manitol (10 M) 

Atb vienivo Atb vinhivo Atb viwivo 

Amx 1,0 Cfx 1,0 Cft 1,0 

Amx + NaN3 0,35 Cfx + NaN3 0,47 Cft + NaN3 0,24 

Amx + SOD 3,2 Cfx + SOD 1,0 Cft + SOD 1,0 

Amx + CAT 0,88 Cfx + CAT 0,94 Cft + CAT 0,91 

Amx + D-manitol 0,74 Cfx + D-manitol 0,95 Cft + D-manitol 0,91 

Amp 1,0 Cfd 1,0 Ctx 1,0 

Amp + NaN3 0,67 Cfd + NaN3 0,70 Ctx + NaN3 0,17 

Amp + SOD 0,89 Cfd + SOD 3,3 Ctx + SOD 1,0 

Amp + CAT 0,67 Cfd + CAT 0,83 Ctx + CAT 0,93 

Amp + D-manitol 1,0 Cfd + D-manitol 1,0 Ctx + D-manitol 0,95 

En la Tabla V.2 y en las Figuras V.11 y V.12 se puede observar claramente que la 

presencia de NaN3 produce una disminución en la velocidad de consumo de oxígeno 

por todos los Atb indicando la participación de 0 2 (lAg) en la degradación 

fotosensibilizada por Rf. La contribución de dicha especie al proceso fotodegradativo 

fue cuantificada como se muestra en el capítulo IV, utilizando PN como sensibilizador. 

El efecto que producen los otros inhibidores en el sistema Atb/Rf, estaría confirmando 

que el proceso también ocurre por la vía radicalaria. 

El agregado de SOD modifica la velocidad de consumo de oxígeno de Amx, Amp y 

Cfd confirmando la participación de la especie 02t. Para el caso de Amx y Cfd se 

observa un claro aumento en la velocidad mientras que para Amp, la presencia del 

inhibidor específico, SOD, genera una leve disminución en la velocidad de consumo de 

oxígeno. 

En el caso de Cft y Ctx no se observó efecto de SOD, lo cual sugiere que la especie 02 . -

no estaría involucrada en el proceso de fotodegradaciórt de estos Atb. Por otro lado, la 

fotólisis en presencia de CAT y D-manitol disminuye, aunque levemente, la velocidad 

de consumo de oxígeno por Cft y Ctx, confirmando la participación de las especies 

11202 y HO'. Como puede observarse en la Tabla V.2, también resultaron sensibles a 

estas especies Amx, Amp, Cfx y Cfd, siendo Amx y Cfx susceptibles a ambas especies 

mientras que Amp y Cfd solo a H202. 
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Es importante tener en cuenta que el consumo de oxígeno para el sistema Rf/inhibidor 

en ausencia del Atb fue evaluado individualmente no encontrándose un efecto 

significativo en relación al consumo de oxígeno del sistema Rf/inhibidor/Atb, es decir 

las vr en presencia del inhibidor, a los tiempos de irradiación y concentración de 

sensibilizador, sustrato e inhibidor utilizadas en los ensayos, se ven afectadas solo si el 

Atb está presente. 

Paralelamente, la reacción directa entre los Atb y 1-1202 fue evaluada por la absorción 

de los sustratos en solución acuosa a pH 7,4 antes y después del agregado de peróxido 

de hidrógeno. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V.13 para las 

cefalosporinas Cfx, Cfd, Cft y Ctx en ausencia y presencia de 10 mM de H202; la 

disminución en la absorción luego del agregado de dicho reactivo confirma que H202 

es capaz de participar en la degradación de los Atb. 

250 

—c
Cfx + H20 2

 Cid 
-Cid + H20 2

300 

(nm) 

—Cft 
Cft + H20 2

 Ctx 
- - - - Cbt + H20 2

Figura V.13. Espectros de absorción de (A) Cfx y Cfd y (B) Cft y ax en ausencia y presencia 

de H20 210 mM; [Cfx1= [Cfc11= 1x10-4M; KftJ= [Ctx]=3 x1B.5 M. 
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V-2. DISCUSIÓN 

Para la interpretación y discusión de los resultados es necesario remitirnos al esquema 

cinético mostrado y explicado en la sección 3.4 del capítulo I. En el mismo se describen 

los posibles fotoprocesos que puedan estar desencadenándose cuando una solución 

conteniendo Rf y Atb es irradiada con luz visible en precencia de oxígeno. El esquema 

se presenta nuevamente a fines de facilitar la lectura y comprension de esta sección. 

s< h (>  1s. kisc (4) 3s. 

k 

l kd (2) 

g (3)

A + S (o P(3)) 

3kd (5) ). s

cy31,) 
  S *4-  
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+

02(3 0 2(1;) 
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3k (s)>A + S •-• 
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H(17) A P > (16) 
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2 0 2.- + 2H+ + SOD --> 0 2(3Eg ) + H20 2 (25) 

2H20 + 0 2(3;) (26) 2H20 2 + CAT > 

P (27) OH + D-Manit01 --> 

Donde el sensibilizador Rf es representado en el esquema como S y los Antibióticos 

estudiados como A. 
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Como se ha demostrado en el desarrolllo de este capítulo, existen claras evidencias de 

que la fotodegradación sensibilizada de los Atb en presencia de Rf puede ocurrir por 

una combinación de mecanismos Tipo I y Tipo II. 

Las modificaciones en los espectros de absorción con el tiempo de irradiación tanto en 

la zona donde absorben los sutratos como en la zona donde absorbe Rf en presencia y 

ausencia de oxígeno, así como las diferencias en las vr encontradas en presencia de este 

pigmento y en precencia de PN, un generador exclusivo de 0 2 (1 )19, sugieren 

fuertemente la existencia de interacciones químicas entre los Atb y los estados exitados 

de Rf y/o con las especies oxidativas generadas a partir de dichos estados. 

Los valores de las constantes para la desactivación de 1Rf* (reacción 3) mostrados en la 

Tabla V.1 resultaron similares a la constante de velocidad difusional en solucion acuosa 

(kdif = 7,4 109 M-1 s-1)24. Sin embargo, fueron necesarias elevadas concentraciones de los 

Atb (> 3mM) para desactivar efectivamente a 1Rf, las cuales resultan 

considerablemente superiores a las utilizadas en los experimentos de fotólisis (0,5 

mM). 

En cuanto a la interacción del estado 3Rf* con los sustratos (reacción 9), los resultados 

obtenidos en la determanción de 31(q también resultaron cercanos al limite difusional, 

indicando que este estado exitado de Rf es efectivamente desactivado por los Atb. 

Asi mismo, confirmando este resultado, los espectros de absorción de especies 

transitorias en precencia de los Atb muestran la formación del radical neutro de Rf 

(Rfl-P) poniendo en evidencia la transferencia de carga entre 3Rf* y los Atb en la cual se 

genera el anión radical Rf- y el catión radical Atb *4- .La especie Rf •- luego puede ser 

protonada (pka= 8,3)37 y dar lugar a la formación del radical neutro de Rf (RfH) 

(reacción 17) observado en el espectro normalizado a 670 nm. La formación de esta 

especie es muy eficiente38,39 y la misma es capaz de generar una cascada de 

fotoprocesos que pueden producir EROs tales como 02- , I1202 y HO• las cuales 

pueden reaccionar con los sustratos, tal como se muestra en el esquema. 

Cabe aclarar que el catión radical Atb •-+ no pudo ser observado en los experimentos de 

LFF debido posiblemente a que absorbe en la misma región del espectro de transitorios 

donde se produce el fotoblanqueo de Rf ó en una zona fuera de los limites de detección 

del equipo utilizado, o bien, también es posible que este radical posea un bajo 

coeficiente de extinción molar lo cual dificulte su detección. 
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Los rendimientos cuánticos obtenidos para la generación de la especie radicalaria Rfl-l• 

tambien soportan lo observado en los valores de 311,4 y en los espectros de especies 

transitorias, indicando que el proceso de transferencia de electrones constituye una 

fracción considerable en el mecanismo global de interacción. 

En los experimentos de consumo de oxígeno en presencia de inhibidores se encontró 

que el inhibidor especifico de 0 2 (1A,g), NaN3, cuya constante de velocidad de 

desactivación de dicha especie reportado32 en agua es de 3 x108 M-15-1 (reacción 24), 

produce una marcada disminución de la velocidad de consumo de oxígeno por todos 

los Atb indicando la participación de 0 2 (1ág) en el proceso de fotodegradación 

sensibilizada por Rf. Se sabe40 que 02 ( l Ag) es generado por Rf por transferencia de 

energía entre el estado triplete excitado de Rf y el estado fundamental de oxígeno 

(reacción 8) con un rendimiento cuántico de 0,49; la contribución de dicha especie al 

proceso de fotooxidación de los Atb fue cuantificada en presencia de PN como 

sensibilizador, cuyos resultados fueron mostrados y discutidos en el capítulo W. 

En presencia de SOD, las velocidades de consumo de oxígeno se vieron afectadas para 

Arax, Cfd y Amp demostrando la participación de la especie 02*- en el proceso 

fotodegradativo de los mismos. SOD es una enzima que catali7a la dismutación de 0 2'1-

con una constante de velocidad reportada41 de 2 x109 M-1s-1 (reacción 25) con lo cual 

constituye un inhibidor específico de dicha especie reactiva. 

0 2*- es generado principalmente por reacción entre oxígeno en su estado fundamental 

(02 ( 34")) y el radical neutro de Rf (reacción 14) ya que la producción por transferencia 

de electrón entre Rf y 02 (34 -) por la reacción 7 tiene un muy bajo rendimiento cuántico 

(0.009)21,42 por lo que es considerada despreciable. 

La reacción 14, cuya constante de velocidad en agua reportada28 es de 1,4 x108 M-1s-1, 

constituye, junto a la reacción 20, las vías de recuperación del estado fundamental de Rf. 

Este proceso es un paso elemental en los organismos vivos en donde está establecido 

que las EROs son intermediarios claves en la química redox del oxígeno43. 

En presencia de SOD se observó aumento en la velocidad de consumo para Amx y Cfd 

y disminución de la misma para el caso de Amp. Para Cfx, Cft y 0:x no se observó 

efecto en la velocidad de consumo de oxígeno como consecuencia del agregado de la 

enzima. 

SOD puede inhibir o estimular la oxidación mediada por 02*-- dependiendo del 

sustrato44. La disminución de la velocidad es consecuencia de la reacción de 
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dismutación que produce SOD sobre 02*- (reacción 25). El aumento de la velocidad de 

consumo de oxígeno podría explicarse ya que como consecuencia de la dismutación de 

02*-- por SOD aparece como producto H20 2, otra EROs que podría contribuir al 

consumo de oxígeno. Este efecto estimulante de SOD ya ha sido previamente 

observado en la degradación fotosensibilizada por Rf de otros compuestos como 

bisfenol A y p-estradio145" Es decir, la acción de SOD frente a compuestos oxidables 

puede reflejarse tanto en un incremento como en una disminución en la velocidad del 

proceso y el resultado final dependerá de la estructura del sustrato y de su reactividad 

frente a la especie H202. 

El efecto de la especie 0 2*- en la fotodegradación sensibilizada por Rf se ha observado 

previamente para otros sustratos tales como herbicidas47, fungicidas48, fármacos39,49,50,

antioxidantes comerciales51, entre otros. 

Es importante aclarar que, aunque SOD se ha reportado como un desactivador de 

0 2 (1Ag)52, el tiempo de vida de esta especie no sufre variaciones con la concentración 

de SOD utilizada en los experimentos, además se sabe que esta enzima no interacciona 

con los estados excitados del sensibilizador utilizado53. 

El efecto del agregado de CAT y D-martitol, inhibidores especificos de 11202 y HO• 

respectivamente (reacciones 26 y 27), sobre la velocidad de consumo de oxígeno por 

parte de los Atb, también fue observada en la mayoría de los casos estudiados. 

La especie H202 es generada a partir de la reacción 20 entre el sensibilizador y 02.-, 

mientras que OH• se forma por la reacción 21 entre H20 2 y 0 2' (reacción de Haber-

Weiss)54. Es decir que la formación de ambas especies reactivas requieren de la previa 

formación del anión radical superóxido. 

En los resultados se puede observar claramente que para casos como Amx, hay efecto 

simultáneo de SOD, CAT y D-manitol indicando que 02*-- es formado y participa en la 

fotodegradación del Atb junto a las especies 1-1202 y HO• generadas a partir de 02*-. Sin 

embargo, también se observó que para Atb como Cfx, Cft y Ctx el agregado de SOD no 

produce efectos en la velocidad de consumo de oxígeno, lo cual no significa que 0 2*- no 

se genere, si no que esta especie no estaría participando de la fotooxidación, aunque dá 

lugar a la formación de las otras ER0s, las cuales, como demuestran los resultados, si 

participarían en fotooxidación de estos Atb. 

Las especies 1-1202 y/o HO• generados por fotosensibilización en precencia de Rf se las 

ha encontrado como responsables de la degradación de diversos compuestos entre los 
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que se pueden mencionar descongestivos oculares imidazólicos53, pesticidas 

fenólicos55, antioxidantes fenólicos s1ntéticos56,ciertos antiinflamatorios57, entre otros. 

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la utilización de D-manitol para 

verificar si el mecanismo de fotodegradación involucra la especie HO• puede ser 

cuestionable en el sentido de que este inhibidor es un atrapador de radicales, 

puediendo también reaccionar con el radical del sustrato o con otros radicales que 

eventualmente puedan generarse en el medio. La determinacion de vr de consumo de 

oxígeno en ausencia y presencia de D-manitol como inhibidor (reacción 27) puede dar 

una idea si el mecanismo involucra o no a HO• aunque posiblemente no sea un método 

que demuestre indefectiblemente la generación y/ o participación de dicha especie. 

Si bien existen evidencias experimentales que demuestran la presencia de mecanismos 

de fotodegradación que operan simultaneamente (mecanismos Tipo I y II), el 

predominio de uno u otro dependerá de la competencia entre el o2( -) y los Atb por 

el estado 3Rf. Dicha competencia puede evaluarse en términos cinéticos analizando la 

velocidad del proceso de transferencia de energía entre 3Rf* y 02(3Eg-) (reacción 8) en 

relación a la velocidad del proceso de transferencia de carga entre 3Rf* y Atb (reacción 

9). Es comúnmente aceptado que la desactivación de 3Rf* ocurre con una constante de 

velocidad de transferencia de energía, kET, que es aproximadamente 1/9 del valor 

d1fusiona158. Teniendo en cuenta los valores de kET informados24 en H20, podemos 

asumir un valor de k.o. igual a 7 x 108 M-1s-1 y considerando una concentración de 

oxígeno disuelto en solución saturada en aire de 0,2 mM, podemos decir que bajo 

nuestras condiciones experimentales ([Atb] = 0,5 mM): 

• Para Amx y Cfd los mecanismos resultan competitivos ya que 311q [Atb] kET 

[02(4-)]. Claras evidencias de esto se observan no solo en los valores de 31(q sino 

también en los experimentos de consumo de oxígeno con los inhibidores NaN3 y SOD, 

el primero frena radicalmente la reacción mientras que el segundo la acelera, indicando 

la participación de las especies 02(1.ág) y 02- en la fotodegradación de estos Atb, así 

como también la participación de H202 y HO• evidenciado por el efecto de CAT y D-

manitol en la velocidad de consumo de oxígeno. 

• Para Amp y Cfx el mecanismo que prevalece es el mediado por 02(1.ág) 

(mecanismo Tipo II) ya que 3kg [Atb] < kET [o2era, los menores valores de 31Q1 fueron 
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obtenidos para estos Atb, sumado al hecho de que en los experimentos con inhibidores 

un claro efecto de NaN3 fue observado mientras que en presencia de los otros 

inhibidores prácticamente no se observó una modificación significativa en las 

velocidades de consumo de oxígeno. 

• Para Cft y Ctx 31(q [Atb]). kET [02(r,c)] por lo que predomina principalmente la 

vía radicalaria. Los experimentos con inhibidores para estos Atb muestran marcado 

efecto de NaN3, no hay efecto de SOD y muy poco efecto de CAT y D-manitol, esto 

estaría indicando que las especies 0 2-, H202 y HO• son generadas vía 3Rf* por el 

mecanismo Tipo I como lo indican los experimentos de LFF (los mayores valores de 31(q

fueron obtenidos para estos Atb), pero Cft y Ctx resultan poco sensibles a las mismas, 

mientras que son sensibles a la acción de 02(1á g) generado por el mecanismo Tipo II. 

V-3. CONCLUSIONES 

• Los resultados obtenidos y discutidos en este capítulo demuestran que Rf es 

capaz de sensibilizar la fotodegradación de Atb 3 lactámicos de las familias de las 

penicilinas y las cefalosporinas tanto por la vía radicalaria como mediados por la 

especie 02(1Ag). 

• Los Atb interaccionan con los estados electrónicos excitados de Rf y con las 

EROs generadas a partir de dichos estados (02-, H20 2 y HO*) así como con 0 2(115g) 

generado por transferencia de energía entre el estado triplete excitado del 

sensibilizador y el oxigeno en su estado fundamental. 

• Para Amx y Cfd los mecanismo de fotodegradación sensibilizada resultaron 

competitivos, para Amp y Cfx prevalece la fotodegradación vía 02(1Ag) y para Cft y Ctx 

el mecanismo predominante es la vía radicalaria. 

La importancia de estos resultados radica principalmente en que a esta clase de 

antibióticos se los ha considerado en los últimos años como una nueva clase de 

contaminantes de reservorios de agua, capaces de alterar el ecosistema y contribuir a la 

proliferación de cepas altamente resistentes a los mismos39•60. Los antibióticos 13 
lactámicos, ampliamente usados en medicina humana, se eliminan del organismo tal 
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cual como fueron administrados, sumado a su amplio uso en medicina veterinaria, en 

agricultura y acuicultura, y a que no son biodegradables ni susceptibles a los 

tratamientos de aguas61,62, es inevitable su bioacumulación y consecuentemente los 

efectos negativos que su presencia genera en el medio ambiente63. 

Dado que Riboflavina se encuentra distribuida en cantidades trazas en ríos, lagos y 

océanos4,6,64 y se la ha asociado a la fotodegradación sensibilizada de una gran 

variedad de contaminantes de agua como pesticidas55, herbicidas47, fungicidas29,48, 

desechos industriales45, gran variedad de fárMaCOS23,39,49,50'53,57,65, etc., podemos decir 

entonces que, en función de los resultados obtenidos, la fotodegradación sensibilizada 

en presencia de este pigmento podría constituir un medio que contribuya a la 

disminución de antibióticos en ambientes acuáticos. Por otro lado, la información 

mecanística y cinética presentada puede ayudar a comprender los potenciales procesos 

fotodegradativos que puedan estar operando en dicho ambiente. 
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CAPÍTULO VI. 
DETERMINACIONES MICROBIOLÓGICAS 

VI-1. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

VI-1.1. Curvas de crecimiento de las cepas estudiadas 

La D.0 de una suspensión microbiana realizada con cada una de las cepas estudiadas, 

fue seguida en función del tiempo de incubación a 660 nm, como se explica en la 

sección 3.3.1 del capítulo II. Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en la 

siguiente figura. 

0,6 

O 0,2

0,0-

-.--- S. aureus DM1 
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6 6 á 
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" 10 

Figura VI.1. Curvas de crecimiento de las cepas de S. aureus DM1, DM2 y ATCC 25923. 

Como se puede observar en la Figura VI.1, para las tres cepas se obtuvieron curvas 

típicas de crecimiento bacterianol en las cuales se pueden distinguir claramente tres 

fases: una fase de latencia, una fase de crecimiento exponencial o "fase log" y una fase 

estacionaria. La fase de muerte, que normalmente comienza entre las 18-20 hs de 

cultivo para esta clase de microorganismo, no se muestra en la figura. 

Durante la fase de latencia las bacterias se adaptan a las condiciones de crecimiento 

del medio. Corresponde al período en el que los microorganismos maduran y aún no 

se dividen. Durante esta fase se produce la síntesis de ARN, enzimas y otros 

metabolitos necesarios. 
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Tanto para S. aureus DM1 como para DM2 esta etapa dura aproximadamente unas 2 

horas mientras que para la cepa ATCC 25923 se extiende hasta 3 horas. 

La fase de crecimiento exponencial es un período caracterizado por la duplicación 

celular2. Se trata de un proceso de elevada actividad metabólica que conlleva a un 

aumento exponencial de la masa bacteriana. Si el crecimiento no se limita, la 

duplicación continuará a un ritmo constante. 

Durante esta fase los microorganismos resultan mucho más sensibles a condiciones 

adversas que puedan presentarse, especialmente a la presencia de aquellos 

antimicrobianos que ejercen su efecto en pasos importantes del crecimiento, como los 

son los p lactámicos3. 

En este caso, para las tres cepas estudiadas, la fase de crecimiento exponencial tiene 

una duración de 6-7 horas aproximadamente, comenzando inmediatamente luego de la 

fase de latencia. 

Cabe aclarar que la cepa S. aureus ATCC 25923 muestra un crecimiento más lento 

respecto de las otras dos, alcanzando menor D.0 a un mismo tiempo de incubación. 

Durante la fase estacionaria, la tasa de crecimiento disminuye como consecuencia del 

agotamiento de nutrientes (fundamentalmente de oxígeno, en el caso de aerobios) y 

acumulación de productos tóxicos. Esta fase se caracteriza por un valor constante del 

número de bacterias, es decir la población se estabiliza dado que la tasa de crecimiento 

se iguala con la tasa de muerte bacteriana3. Para las cepas estudiadas esta fase 

comienza unas 9 horas aproximadamente, luego de iniciada la curva. 

Resultados similares en cuanto a la duración de las fases obtenidas en la curvas de 

crecimiento de las cepas estudiadas fueron encontrados por otros autores, en 

condiciones experimentales diferentes y para otras cepas de S. aureus4,5. 

Paralelamente, se realizaron curvas de crecimiento en presencia del sensibilizador RB, 

el cual fue posteriormente utilizado en los ensayos de fotólisis que se presentan en la 

sección 1.4 de este capítulo. 

En la Figura VI.2 se muestran comparativamente las curvas de crecimiento del 

microorganismo S. aureus DM1 en ausencia y en presencia del colorante RB. 
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0,6 

0,0 

—a— S aureus DM1 
—e— S.  aureus DM1 + RB 

lo 
t (hs) 

Figura VI.2. Curva de crecimiento de S. aureus DM1 en ausencia y presencia de 

RB (AbsRB549 = 0,5). 

El resultado obtenido prueba claramente que el sensibilizador no posee ningún efecto 

sobre el crecimiento del microorganismo, hecho que también fue demostrado en los 

experimentos de sensibilidad por difusión en placa que se exponen más adelante. 

Por último las curvas también fueron realizadas en presencia de los antibióticos. A 

continuación se muestran los resultados obtenidos para las cepas S. aureus DM1 y 

ATCC 25923 en presencia de Amx, Cfx y Cft a una concentración igual a su CIM 

(concentración mínima inhibitoria determinada en la sección 1.2 de este capítulo). 

o 
o 

S. ellIVUS DM1 
S. aunsusDM1 +A

A S. aunpus DM1 + Cfx 
mima DM1 + Cft 

t (hs) 

0,3 

02 c 

0,0 

S. aureus ATCC 25923 
-e- S. aureus ATCC 25923 + AITIX 

A S. sumos ATCC 25923 + Cfx 
S. ~sus ATCC 25923 + Cft 

2 4 6 8 10 
t (hs) 

Figura VI.3. Curvas de crecimiento de S.aureus (A) DMly (B) ATCC 25923, en presencia de 1 

mg/L de Amx, 8 mg/L de Cfx y8 mg/L de Cft. 
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Como puede observarse en la Figura VI.3 A la presencia de los Atb produce un retardo 

en el crecimiento de la cepa DM1, particularmente Amx inhibe completamente el 

crecimiento del microorganismo a la concentración ensaya. En la Figura VI.3 B se 

puede observar que la presencia de los Atb sobre la cepa de referencia ATCC 25923 no 

produce modificaciones significativas en la curva de crecimiento sugiriendo cierto 

grado de resistencia a antibióticos por parte de esta cepa. 

Se sabe que la cepa de S. aureus ATCC 25923 es portadora del gen mecA de resistencia a 

antibióticos6. La presencia de este gen en múltiples cepas de S. auerus se ha asociado a 

la resistencia a antibióticos de la familia de las penicilinas tales como ampicilina, 

oxacilina y penicilina, y a antibióticos de otras familias como vancomicina, amicacina y 

trimetroprima-sulfametaxo17. 

S. aureus DM1 
0,3 • S.  OUPOUSDM1 + Cid 12,2 mg/L 

A S. aureus DM1 + Cfd 8,7 mg/L 
y -  S. OUMUSDM1 + Cid 3,5 mg/L 

-• S. eureusDM1 + Cid 1,7 mg/L 

0,0 

4 

t (hs) 

Figura VI.4. Curva de crecimiento de S. aureus DM1 en ausencia y presencia 

de diferentes concentraciones de Cf d. 

Por último, en la Figura VI.4 se muestra el efecto que produce sobre la curva de 

crecimiento de S. aureus DM1 diferentes concentraciones del antibiótico Cfd. 

Claramente se observa como a medida que aumenta la concentración de antibiótico 

disminuye la velocidad de crecimiento del microorganismo. 

VI-1.2. Determinación de la CIM 

La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CIM) fue realizada por el 

método de macrodilución en tubo descripto en la sección 3.3.2 del capítulo II. Las 

concentraciones de Atb utilizadas, expresadas en mg/L fueron las siguientes: 
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Tabla VI.1. Rango de concentraciones utilizado de cada Atb para el ensayo de CIM. 

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 

[Atb] rng/L 

Amx 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312 0,0156 

Amp 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312 

Cfx 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 

Cfd 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 

Cft 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 

Ctx 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 

Cabe aclarar que previamente a la elección de las concentraciones que se muestran en 

la Tabla VI.1 se realizó un ensayo preliminar barriendo todo el rango de 

concentraciones sugerido para la determinación de CIM en cepas de S. aureus8. 

Los valores encontrados para la CIM (menor concentración de Atb en la cual no hay 

crecimiento visible) se muestran para cada una de las cepas en la Tabla VI.2 y en la 

Figura VI.5 las fotografías de los resultados obtenidos para dicha determinación. 

Tabla VI.2. Valores de CIM encontrados para los Atb 

por la técnica de macrodilución en tubo, expresados 

en mg/L 

DM1 DM2 

Amx 1 1 

Amp 0,25 0,5 

Cfx 8 8 

Cfd 2 4 

Cft 8 16 

Ctx 1 4 
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Figura VI.5. Método de macrodilución en tubo para la determinación de la CIM. (A) Amp sobre 

S. aureus DM1 (B) Cfd sobre S. aureus DM2 y (C) Ctx sobre S.aureus ATCC 25923. CE: control de 

esterilidad; CC: control de crecimiento. 

De acuerdo a tablas de referencia que provee el CLSI9 para la interpretación de la CIM, 

tanto S. aureus DM1 como DM2 resultan sensibles a los seis antibióticos estudiados. 

Como podemos observar en las Figuras VI.4 y VI.5, la cepa DM2 presenta mayor 

resistencia a Amp, Cfd, Cft y Ctx que la cepa DM1 dado que las concentraciones de los 

mismos necesarias para inhibir el crecimiento del microorganismo son mayores para 

DM2 que para DM1. También se observa mayor resistencia de ambas cepas a Cfx y Cft 

cuyos valores de CIM encontrados resultaron significativamente superiores a los 

valores de CIM de los otros Atb. 

Cabe aclarar que la cepa de referencia ATCC 25923 resultó resistente a todos los Atb y 

a todas las concentraciones ensayadas. 
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Resultados similares de CIM fueron encontrados para otras cepas de S. aureuslo. 

VI-1.3. Prueba de sensibilidad a los antibióticos por difusión en placa 

El método de Kirby Bauer descripto en la sección 3.3.3 del capítulo II se realizó para 

determinar la concentración de los Atb a la cual las cepas de S. aureus DM1 y DM2 

presentan sensibilidad en medio sólido. 

En la Figura VI.6 se muestran fotografías representativas de los resultados obtenidos 

en las placas con los cuales se construyeron gráficos como los que se presentan en la 

Figura VI.7. 

A 

Figura VI.6. Método de difusión en agar para determinar el efecto de la actividad inhibitoria de 

Ctx sobre la cepa S. aureus (A) DM1 y (B) DM2 y (C) Amp sobre la cepa DM2. Los números 

corresponden a las concentraciones de Atb ensayadas. (1= 0,2 mM; 2=0,4 mM; 3=0,6 mM; 4=0,8 

mM; 5=1 mM; 6=1,2 mM; 7=1,5 mM; 8=2 mM). 
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Figura VI.7. Efecto de la concentración de los Atb en solución reguladora de pH 7,4 sobre el 

halo de inhibición de la cepa de S. aureus (A y C) DM1 y (B y D) DM2. 

En las Figuras VI.6 y VI.7 se puede observar que en presencia de los Atb las cepas de 

S. aureus DM1 y DM2 muestran un aumento de la sensibilidad a medida que aumenta 

la concentración de los mismos, aproximadamente hasta 0,6 mM para Amp y Ctx, 0,7 

mM para Amx y Cfd y 1 mM para Cfx y Cft. Los radios de los halos de inhibición, a 

concentraciones por encima de las mencionadas anteriormente, se mantuvieron 

prácticamente constantes hasta las máximas concentraciones de Atb ensayadas (2 mIvI). 

También se puede observar una mayor sensibilidad de ambas cepas frente a Amx y 

Amp que frente a los otros cuatro Atb, dado que los tamaños de los halos de inhibición 

son significativamente mayores para estos Atb. 

Estos resultados son coincidentes con los observados en el ensayo de determinación de 

la CIM previamente descripto, en el cual para ambas cepas se encontraron bajos 

valores de CIM frente a Amx y Amp indicando mayor sensibilidad de los 
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microorganismos a estos antibióticos y elevados valores de CIM frente a Cfx y Cft 

indicando mayor resistencia de las cepas. 

La cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 resultó resistente a todas las 

concentraciones ensayadas de los antibióticos, no encontrándose halos de inhibición 

(Figura VI.8). Como se mencionó anteriormente, a esta cepa se la ha asociado a la 

resistencia a diferentes antibióticos de la familia de las penicilinas tales como oxacilina 

y penicilina, y a antibióticos pertenecientes otras familias como vancomicina, y 

trimetroprima-sulfametaxol6J. Esto confirma que la presencia de multiresistencia 

bacteriana, no solo se adquiere a antimicrobianos de la misma familia sino también a 

fármacos con diferentes mecanismos de acción y estructura químicall. 

Figura VI.8. Método de difusión en agar para determinar la 

actividad inhibitoria de Amp sobre la cepa S. aureus ATCC 

25923. Los números indican las concentraciones ensayadas. 

(5=1 mM; 6=1,2 mM; 7=1,5 mM; 8=2 inlv1). 

VI-1.4. Prueba de sensibilidad a los antibióticos Fotodegradados 

a. Por modificación del tamaño del halo de inhibición 

La actividad microbiológica de los Atb a concentración constante (0,6 mM para Amp y 

Ctx y 0,7 miVI para Amx y Cfd y 1 mM para Cfx y Cft) en soluciones irradiadas con luz 

visible, en presencia del sensibilizador RB, a pH 7.4, fue evaluada midiendo el radio 

del halo de inhibición antes de la fotólisis (Ho) y a distintos tiempos de fotólisis (H) 

(Figura VI.9 y VI.10). 

RB fue utilizado como sensibilizador en los ensayos con los Atb fotodegradados dado 

que resulta un colorante artificial ampliamente utilizado en ensayos bio1ógicos12. 

Cabe aclarar que el colorante natural Rf no pudo ser utilizado en estos ensayos debido 

a que otros autores13,14 han demostrado que bajo irradiación UY-A (365 nm) Rf posee 

propiedades antimicrobianas contra patógenos como S. aureus, P. aureuginosa y S. 

epidermidis. 

n ~-
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A 

Figura VI.9. Método de difusión en agar para determinar el efecto los distintos tiempos de 

fotólisis sobre los halos de inhibición de los Atb (A) Amp, (B) Cfd, (C) Amx y (D) Cft sobre la 

cepa S. aureus DM1. (1= O mm ; 2=10 mm ; 3=20 mm ; 4=30 mm , 5=45 mm ; 6=60 mm ; 7=90 mm ; 

8=120 mm ; RB). 
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Figura VI.10. Indices relativos de decrecimiento de la actividad bactericida de los Atb a pH 7,4 

después de la fotooxidación sensibilizada con RB (AbsRo549= 0,5) sobre (A) S. aureus DM1 y (B) S. 

aureus DM2. Ho y H representan los radios de los halos inhibitorios a t=0 y a distintos tiempos 

de fotólisis, respectivamente. 
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Como podemos observar en las Figuras VI.9 y VI.10 el efecto de la fotólisis sobre Amp 

y Cfd produce muy pocos cambios en el tamaño de los halos de inhibición respecto al 

Atb sin fotolizar, tanto para la cepa DM1 como para la cepa DM2. Este resultado puede 

sugerir que la actividad antimicrobiana de estos Atb no se ve modificada por el 

proceso posiblemente debido a que el Atb no es fotodegradado en los tiempos de 

irradiación utilizados o bien, los productos de degradación contribuyen a la acción del 

Atb original, por lo que no se producen cambios en los halos, hecho que ha sido 

observado por otros autores para la fotodegradación de Amx sobre cepas de E.co1í15. 

Como consecuencia de la fotólisis sensibilizada por RB, la acción de Amx, Cfx, Cft y 

Cbc sobre ambas cepas se ve claramente disminuida a medida que aumenta el tiempo 

de irradiación, especialmente para los tres últimos mencionados. El efecto podría 

deberse a la fotodegradación de los Atb y por consiguiente, la pérdida de la capacidad 

bactericida del los mismos16. También, con este resultado, se puede inferir que los 

fotoproductos de la degradación no poseen actividad inhibitoria sobre las cepas de S. 

aureus DM1 y DM2 en las condiciones experimentales ensayadas. 

Resultados similares fueron obtenidos en pruebas de fotooxidación mediadas por 02 

(1Ag) con otros antimicrobianos tales como fármacos su1fa17 y tetraciclinas18 frente a S. 

aureus y otros microorganismos como B. subtilis y P. aureuginosa, donde también se 

observó una disminución de la actividad antimicrobiana con el tiempo de fotólisis. 

Wammer et. al.19 utilizó un ensayo similar para determinar la pérdida de la actividad 

antimicrobiana sobre E.coli de tres fluoroquinolonas bajo fotólisis directa y encontró 

que a partir de dos de ellas (norfoloxacina y ofloxacina) se generaban fotoproductos 

inactivos frente a la bacteria estudiada, mientras que para enrofloxacina la actividad 

antimicrobiana se mantenía significativamente luego de la fotólisis. 

Por otro lado, la capacidad antimicrobiana de los fotoproductos de Amp, obtenidos 

luego de la oxidación por los procesos de Fenton y Foto-Fenton, fueron evaluados por 

Rozas et. a1.20 frente a S. aureus, encontrando que los mismos no presentaban 

propiedades antibióticas. 

Cabe aclarar que la cepa ATCC 25923 resultó resistente a todos los Atb y a todos los 

tiempos de fotólisis probados en el ensayo como se muestra en la Figura VIII. 
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Figura VI.11. Método de difusión en agar para 

determinar el efecto de los distintos tiempos de 

fotólisis sobre los halos de inhibición de Amp 

sobre la cepa S. aureus ATCC 25923. (1= 0 min; 

2=10 mm ; 3=20 min; 4=30 mm ; 5=45 min; 6=60 

mm ; 7=90 mm ; 8=120 min; RB) 

Paralelamente, a fin de comprobar si el sensibilizador en ausencia de Atb, sin fotolizar 

y fotolizado produce efectos sobre los microorganismos, se irradió una solución de RB 

pH 7,4 y se procedió de la misma manera que en el ensayo en presencia de los Atb. 

Se encontró que RB, sin fotolizar y fotolizado a los mismos tiempos que en presencia de 

los Atb, no produce ningún efecto sobre las cepas de S. aureus estudiadas (Figura 

VI.12), de manera que lo observado en los tamaños de los halos de inhibición es solo 

consecuencia del proceso fotodegradativo que sufre el Atb. Este resultado coincide con 

lo previamente mostrado en las curvas de crecimiento del microorganismo en ausencia 

y presencia de RB en las cuales se observó que este colorante no influye en el 

crecimiento del los mismos. 

Figura VI.12. Método de difusión en agar para 

determinar el efecto de los distintos tiempos de 

fotólisis (O, 30, 60 90 y 120 min) sobre los halos de 

inhibición para la cepa S. aureus ATCC 25923 en 

presencia de RB. 

b. Por recuento de viables 

El efecto de la fotodegradación de los Atb sobre la capacidad antimicrobiana frente a 

las cepas de S. aureus fue también evaluada por el método de recuento de viables 

detallado en la sección 3.3.4.b del capítulo II. Fue seleccionado el Atb Cft para este 

ensayo dado que resulta uno de los Atb estudiados cuya actividad bactericida se ve 
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más afectada por el proceso de fotodegradación sensibilizada de acuerdo a las 

evidencias anteriormente mencionadas. 

Los resultados obtenidos para la cepa S. aureus DM2 en ausencia y en presencia de 16 

mg/L y 100 mg/L de Cft antes y después 4 horas aproximadamente de fotólisis en 

presencia de RB se muestran en las fotografías (Figura VI.13) y en el gráfico de barras 

en el cual se expresan como log UFC/mL (Figura VI.14). 

Las concentraciones seleccionadas corresponden a la CIM de Cft sobre S. aureus DM2 

(16 mg/L) encontrada en el ensayo previamente descripto y, a una concentración de 

Atb mayor (100 mg/L) a fin de poder comparar los resultados. 

A 

B 

Figura VI.13. Método de recuento de viables para determinar el efecto de la fotólisis de Cft 

sobre la cepa S. aureus DM2. (A) control de crecimiento de la cepa en ausencia de Cft (B) S. 

aureus DM2 en presencia de 100 mg/L de Cft antes (S/F) y después (F) de la fotólisis. 
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10 - 
~I S. aureus DM2 
~I S. aureus DM2 + Cft antes de la fotolisis 
~ S.  OUMUS DM2 + Cft ~pues de la fotolisis 
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1

16 mg/L 
II 
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Figura VI.14. Efecto de Cft (16 m/L y100 mg/L) antes y después de 4 hs de fotólisis en 

presencia de RB, sobre el crecimiento de S. aureus DM2. 

Como podemos observar en las Figuras VI.13 y VI.14 las dos concentraciones 

utilizadas producen una diminución significativa en el recuento de microorganismos, 

el mismo disminuye aproximadamente 5 logaritmos en presencia de 16 mg/L y 7 

logaritmos en presencia de 100 mg/L, mostrando que a medida que aumenta la 

concentración de Atb, disminuye el número de células viables presentes expresadas 

como UFC/ mL. 

Cuando el microorganismo se enfrentó al Atb luego del proceso de fotólisis, el recuento 

disminuye aproximadamente 4 logaritmos en presencia de 16 mg/L y 5 logaritmos en 

presencia de 100 mg/L respecto al control, evidenciando que, como consecuencia de la 

fotodegradación sensibilizada, el Atb pierde su efecto bactericida y por lo tanto el 

recuento en presencia del Atb fotolizado es superior que en presencia del Atb sin 

fotolizar. Estas observaciones coinciden con las encontradas en los experimentos por 

difusión en placa explicados previamente. 

Otra observación encontrada fue el cambio en la coloración y el tamaño de las colonias 

en presencia del Atb respecto al control sin Atb. Las mismas disminuyen 

significativamente de tamaño y pierden pigmentación de amarillo pálido a gris tenue, 

probablemente como consecuencia del mecanismo de acción de este tipo de Atb, el cual 

produce alteraciones en la pared celular bacteriana21. 
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VI-2. CONCLUSIONES 

• Las evidencias encontradas tanto en los ensayos en placa como en los de 

recuento de viables muestran claramente que la capacidad bactericida de los 

antibióticos Amx, Cfx, Cft y ax se ve disminuida como consecuencia de la 

fotodegradación sensibilizada sobre las cepas de S. aureus DM1 y DM2, mientras que 

para Cfd y Amp este proceso no produce modificaciones significativas en la actividad 

antimicrobiana de los Atb sobre las mismas cepas. Por otro lado, los resultados 

sugieren que para aquellos Atb cuya actividad bactericida se ve afectada por el proceso 

de fotodegradación sensibilizada, los productos que eventualmente podrían formarse 

como consecuencia del mismo, parecen no tener capacidad antirnicrobiana sobre las 

cepas evaluadas. 

• Los resultados demuestran que los procesos de fotodegradación sensibilizada 

de Atb no solo posee la ventaja de que puede contribuir a la disminución de estos 

compuestos en el medio ambiente, si no que debido a que estos pierden su capacidad 

arttimicrobiana como consecuencia de la fotólisis y los productos fotogenerados 

aparentemente no son activos frente a los microorganismos podría verse favorecida la 

disminución de la resistencia bacteriana a múltiples antimicrobianos, un problema 

emergente que genera grandes problemas en el tratamiento de enfermedades 

infecciosasn. 
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CONCLUSIONES FINALES 

CONCLUSIONES FINALES 

Si bien en cada capítulo de resultados y discusión se presentaron las conclusiones 

parciales obtenidas, a continuación se numeran puntualmente las mismas a modo de 

resumen: 

• Tanto Rosa de bengala (RB) como Perinaftenona (PN) son colorantes sintéticos 

capaces de fotosensibilizar la degradación oxidativa de los antibióticos p lactámicos 

estudiados. 

• En presencia de RB la fotodegradación puede darse por la participación de las 

especies 0 2(1Ag) y 0 2 -. Mientras que, solo 0 2(1Ag) está involucrado en la 

fotodegradación de los antibióticos en presencia de PN como sensibilizador. 

• El proceso fotooxidativo en presencia de PN y mediado por 0 2(115g) es 

favorecido a pH alcalino para los antibióticos Amoxicilina y Cefadroxil debido a la 

ionización del grupo fenólico presente solo en las estructuras químicas de estos 

antibióticos, mientras que no se observó efecto del pH en la reactividad frente a 02(1Ag) 

para los demás antibióticos estudiados. 

• La reacción de fotooxidación entre 0 2(1Ag) y los antibióticos puede ser explicada 

a través de un mecanismo que involucra un complejo de encuentro con carácter parcial 

de transferencia de carga. 

• Los fotoproductos obtenidos luego de la degradación fotosensibilizada de los 

antibióticos Amoxicilina y Cefalexina provienen de la oxidación de los grupos -CH3 del 

anillo p lactámico a -COOH y posterior adición de átomos de oxígeno en el anillo 

aromático que poseen los mismos en su cadena lateral. 

• El pigmento natural Riboflavina (Rf) es capaz de sensibilizar la fotodegradación 

de los antibióticos estudiados. 

• Los antibióticos interaccionan con los estados electrónicos excitados de Rf y con 

las especies reactivas de oxígeno generadas a partir de dichos estados (02-, H202 y 

OH), lo que se conoce como mecanismo de fotosensibilización Tipo I, así como con la 

especie 02(1Ag) generada a través de un mecanismo de fotosensibilización Tipo II, dado 
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por la transferencia de energía entre el estado triplete excitado Rf y el oxígeno en su 

estado fundamental. 

• Para los antibióticos Amoxicilina y Cefadroxil los mecanismos de 

fotosensibilización en presencia de Rf resultaron competitivos, para Ampicilina y 

Cefalexina prevalece el mecanismo mediado por 0 2(1A5), mientras que para 

Ceftriaxona y Cefotaxima predomina la vía radicalaria. 

• Las evidencias encontradas en los ensayos microbiológicos muestran 

claramente que la capacidad bactericida de los antibióticos Amoxicilina, Cefalexina, 

Ceftriaxona y Cefotaxima se ve disminuida como consecuencia de la fotodegradación 

sensibilizada sobre las cepas de S. aureus estudiadas, mientras que para Cefadroxil y 

Ampicilina este proceso no produce modificaciones significativas en la actividad 

antimicrobiana. Paralelamente, los fotoproductos que eventualmente podrían 

generarse como consecuencia de la fotooxidación sensibilizada de los Atb cuya 

capacidad bactericida disminuye, al parecer no poseen actividad antimicrobiana sobre 

las cepas evaluadas. 

• Los resultados demuestran que los procesos de fotodegradación sensibilizada 

de antibióticos de la familia de las penicilinas y cefalosporinas podrían contribuir a la 

disminución de estos compuestos en el medio ambiente y, debido a que estos pierden 

su capacidad antimicrobiana como consecuencia de la fotólisis, se favorece la 

disminución del desarrollo de resistencia bacteriana a múltiples antimicrobianos, un 

problema emergente que genera grandes problemas en el tratamiento de enfermedades 

infecciosas. 
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1CAPÍTULO VIII. 
APÉNDICES 

VIII-1. ESTRUCTURAS QUÍMICAS DE LOS SENSIBILIZADORES EMPLEADOS 

Rosa de bengala (fluoresceírxa 3,4, 5, 6-tetracloro-2', 4', 5', 7'-tetraiodo-dianión) 

Perinaftenona (1-H-fenalen- 1 -ona) 

Riboflavina (Vitamina B2) 

H3c 

113C 

HOH2C 

1 
HOHC 

CHOH 

I 
HOHC`.. 

Ci H2 

I 
N N O 

N N H 

o 



0 2(1Ag) 

a 0 2(1A9) + PA A 

a02(1 Ag) + PA A 
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VIII-2. DEDUCCIÓN DE LA ECUACIÓN DEL MÉTODO DE DOBLES INVERSAS 

A continuación se muestra un esquema simplificado de fotooxidación sensibilizada a 

partir del cual se realizará la deducción del método de dobles inversas. Dicho método 

supone como única reacción la de un sustrato (A) con oxígeno singlete (02 (1.ág)). 

S la > 1 s* k 3s* 

kET 
3S* + 0 2(3Eg-) —› S + 0 2(1Ag) 

kd

kg

kr

> 02(3Eti) 

> 0 2(3Eg-) + A 

 > productos oxidados 

Donde a y pA representan los coeficientes estequiométricos respecto a 02(1Ag) y A, 

respectivamente. 

Teniendo en cuenta el esquema anterior, el rendimiento cuántico de desaparición de A 

se puede expresar como: 

1)-A = (RA)-1 (-8[A1/ 8t) / Ia ' kr [A] [0 2(1Ag)] / Ia 

A partir del rendimiento cuántico de generación de 0 2 (lAg) por el sensibilizador 

(DA =kET = [02(3Eg )l 1351 / I, 

y bajo la suposición de estado estacionario para 0 2 (1Ag) 

(a)-1 3[02(1.%)] / St = I. <DA - kd [0 2(1V1 + (kr + IQ [02(1Ad1 [A] = O 

se puede expresar la concentración de 02 (lAg) por la siguiente ecuación: 

[02(1Ad] = Ia CDA / (kd 4. (kr 1- kq) [A]l 

la cual, teniendo en cuenta que (kg + kr) = kt, se puede escribir: 

[02(1Ad1 = I. (DA / (kd + kt [A]) 
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Luego, por reemplazo en la primera ecuación se obtiene que: 

cb-A = (N kr 1AI / (kd + kt IAD 

la cual se puede reescribir como: 

CD-A)-1 = PAY1 {kd + (kt [A]) / kr [Ah l = (IDA)-1 ((kd / kr [A]) ± (kt / kr)) 

Si expresamos (CIA) 1 = (v-A)-1 / (Ia)-1 donde Nr_A representa la velocidad de desaparición 

de A y reordenando, se obtiene 

(v_A)l = ((N IaY1 {(kd / kr [A]) + Oct / kr» 

Bajo condiciones experimentales constantes (iluminación, geometría, sensibilizador), es 

operativamente conveniente la determinación de v_A en lugar de CD-A. 

Haciendo un grafico de dobles inversas, es decir, graficando la inversa de la velocidad 

de desaparición del sustrato en función de la inversa de su concentración, se obtiene 

una línea recta de pendiente kd / kr y ordenada kt / kr. Mediante el cociente ordenada / 

pendiente y conociendo el valor de kd para el solvente utilizado es posible evaluar kt. 
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VIII-3. GLOSARIO DE ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS UTILIZADOS 

CAPITULO VIII. APÉNDICES 

A: sustrato fotooxidable 

Amp: ampicilina 

Amx: amoxicilina 

Atb: antibióticos 

AMH: agar Mueller Hinton 

AN: agar nutritivo 

CAT: catalasa 

CN: caldo nutritivo 

Cfd: cefadroxil 

Cft: ceftriaxona 

Cfx: cefalexina 

Ctx: cefotaxima 

CIM: concentración mínima inhibitoria 

D20: óxido de deuterio o agua deuterada 

DM1: S. aureus, colección bacteriana del departamento de microbiología 1. 

DM2: S. aureus, colección bacteriana del departamento de microbiología 2. 

H20 2: peróxido de hidrógeno 

e: coeficiente de extinción molar 

I.: intensidad de luz absorbida 

11cd: constante de velocidad para la desactivación natural del estado singlete excitado 

del sensibilizador 

11(q: constante de velocidad para la desactivación del estado singlete excitado del 

sensibilizador por un sustrato A 
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kisc: constante de velocidad de entrecruzamiento de sistemas 

31Cd: constante de velocidad para la desactivación natural del estado triplete excitado 

del sensibilizador 

31(q: constante de velocidad para la desactivación del estado triplete excitado del 

sensibilizador por un sustrato A 

kp: constante de velocidad de formación de productos. 

31(4102: constante de velocidad de desactivación del estado triplete del sensibilizador por 

0 2 (311-) 

kis: constante de velocidad para la desactivación química de 0 2(11 g) por el 

sensibilizador 

kET: constante de velocidad de transferencia de energía 

IQ: constante de velocidad para la desactivación natural de 02(1Ag) 

kg: constante de velocidad para la desactivación física de 0 2(1.ág) por un sustrato A 

kr: constante de velocidad para la desactivación química de 02(1Ag) por un sustrato A 

kt: constante de velocidad para la desactivación total de 02(1d g) por un sustrato A (kr + 

kg) 

ksv: constante de Stern-Volmer. 

LFF: láser flash fotólisis 

NaN3: azida de sodio 

02 (3Eg-): estado fundamental de la molécula de oxígeno 

02(lAg): estado singlete excitado de la molécula de oxígeno 

02•-: anión radical superóxido 

HO': radical hidroxilo 

PN: perinaftenona 

ppm: partes por millón 
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RB: rosa de bengala 

Rf: riboflavina 

S: sensibilizador 

1S*: estado singlete excitado del sensibilizador 

3S*: estado triplete excitado del sensibilizador 

SOD: superóxido dismutasa 

SPC: conteo de fotón único 

S. aureus: Sta phylococcus aureus 

TRPD: técnica de detección de fosforescencia de 0 2(1 ) resuelta en el tiempo 

1t: tiempo de vida del estado singlete excitado de un sensibilizador en presencia de un 

sustrato A 

1-c0: tiempo de vida del estado singlete excitado de un sensibilizador en ausencia de un 

sustrato A 

3t: tiempo de vida del estado triplete excitado de un sensibilizador en presencia de un 

sustrato A 

3T0: tiempo de vida del estado triplete excitado de un sensibilizador en ausencia de un 

sustrato A 

T: tiempo de vida de O2(1i5) en presencia de un sustrato A 

TO: tiempo de vida de O2(1L ) en ausencia de un sustrato A 

UFC: unidades formadoras de colonias 

vi.: velocidad relativa de consumo de oxígeno 

ORfii.: rendimiento cuántico de generación del radical neutro de riboflavina 

cbá: rendimiento cuántico de generación de 0 2(1z5g) por el sensibilizador 
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