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RESUMEN: Las propiedades fotofisicas
de las porfirinas tetrafenil mesosustituidas
con ramas PAMAM vy un derivado
modificado periféricamente con grupos
tiazol se estudiaron en solucion DMF. Los
estados singulete de los compuestos se
caracterizaron por medio de espectroscopias
de absorcion y fluorescencia. La cinética de
desintegracion del estado del triplete y los
espectros de absorcion del triplete-triplete
se determinaron mediante fotdlisis flash
laser. Los espectros de estado de triplete
mostraron una absorbancia n intensa con
un maximo de alrededor de 450 nm y otras
bandas en la regién s de 300-400 y 500-
800 nm, para todos los compuestos. El
rendimiento cuantico del triplete s ($T) y
el rendimiento cuantico singulete s ($A)
se estimaron en ca. 0.50 y aprox. 0.45,
respectivamente. De los resultados actuales
se infiere que el estado triplete s de estas
moléculas permite una transferencia
eficiente de energia al oxigeno molecular,
lo que las hace adecuadas para la PDI.
Se estudi6 el Pf-D PAMAM C9 de segunda
generacion, en caldo nutritivo inoculado con
E. colipara evaluar la cinética de crecimiento
bacteriano utilizando UV-vis a 600nm. Para
activar el compuesto se utilizaron dos
ambientes, uno sin luz y otro con luz LED.
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En presencia de luz y con una concentracién de 25 ppm, se obtuvo un decrecimiento del
5.8% en la concentracion de bacterias. Esto debido a la generacién de ROS por parte del
centro de porfirina. Se concluye que el Pf-D estudiado, es apto para su aplicacion en PDI para
eliminar patdgenos presentes en el agua.

PALABRAS CLAVE: Porfirina, dendrimeros PAMAM, inactivacion fotodindmica, oxigeno
singulete.

11 INTRODUCCION

El estudio de los procesos de enfriamiento/sensibilizacién entre dendrimeros vy
colorantes ha cobrado cada vez mas relevancia debido a mdltiples aplicaciones como
quimiodeteccion, imagenologia, polimerizacion fotoinducida e inactivacion fotodindmica
(PDI), entre otras. Mediante la correcta funcionalizacién y dimensionamiento de los
dendrimeros, se pueden favorecer y mejorar varios procesos como la uniéon huésped/
huésped, la transferencia de electrones/energia y la modulacion de energia. Esto ha
llevado a explorar las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de diferentes combinaciones
de dendrimero/sonda, mediante varias técnicas espectroscopicas.

Muchos colorantes y sondas de fluorescencia experimentan cambios
espectroscopicos cuando se unen o encapsulan en dendrimeros, donde en procesos
como la relajacién, la modulacion de energia y la transferencia de electrones pueden
verse considerablemente favorecidos por el cambio en la polaridad del microambiente,
los efectos de confinamiento y la capacidad de donacién de electrones del dendrimero.

Los dendrimeros a base de porfirina (Pf-D) son compuestos de interés, porque
fusionan las propiedades épticas reconocidas de las porfirinas con la versatilidad de la
arquitectura dendritica en una clase Unica de macromoléculas. Tales caracteristicas hacen
que estas moléculas sean especialmente adecuadas para la recolecciéon de luz PDI, que son
temas de particular importancia [1-5]. Muchas de estas moléculas han sido desarrolladas con
el fin de imitar los mecanismos y el rendimiento de los sistemas naturales [1]. Varios Pf-D
fueron probados como antenas en procesos de recoleccion de luz, en un intento de lograr
las altas eficiencias para la conversion de energia solar de los sistemas fotosintéticos [6, 7].

Sin embargo, los estudios sobre la base de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas
de Pf-D son escasos. Algunos autores han caracterizado brevemente los estados terrestres
y singulete-excitados de Pf-D por absorcion en estado estacionario y espectroscopias de
fluorescencia [9, 10-13]. Las mediciones de anisotropia y fluorescencia resueltas en el
tiempo también se han utilizado para estudiar la dinamica del proceso de transferencia de
energia o la formacién agregada de sensibilizadores [6, 7, 8, 14].

Es importante mencionar que actualmente no se tiene documentacion o registro
alguno de este tema, es algo a denotar debido a la importancia que supone esto para el
desarrollo de la investigacion de la caracterizacion y la dinamica de los estados triplete-
excitados de Pf-D.
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Este tema es relevante ya que, la generacion de oxigeno singulete estd mediada
por la transferencia de energia de los estados excitados por tripletes de la mayoria de los
sensibilizadores.

Recientemente, Hernandez Ramirez [15-18] y colaboradores han sintetizado
una serie de Pf-D basadas en porfirinas tetrafenil mesosustituidas con ramas PAMAM,
y un derivado modificado periféricamente con grupos tiazoles [15-18]. Estas moléculas
demostraron propiedades de unioén a metales, por lo que podrian encontrar aplicacion
en la remediaciéon del medio ambiente, particularmente en agua. En este trabajo se
presta especial interés en evaluar las capacidades de PDI de dichos Pf-D, a partir de
la caracterizacion fotofisica y fotoquimica in vitro, considerando que las porfirinas son
cromoéforos que producen tripletes con alto rendimiento y esta es la razon principal de su
eficacia como sensibilizadores de PDI.

La principal aplicacion del presente estudio es en la potabilizacion del agua ya
que, se busca, en cierta forma, sustituir al cloro el cual, puede provocar afectaciones al
ecosistema marino y a la salud del personal quien lo maneja en las plantas potabilizadoras
y de agua residual. Utilizar estos compuestos para eliminar patbgenos presentes en el
agua, disminuye el impacto ambiental negativo que causa la produccion del cloro usado
para el mismo fin. Si los Pf-D son utilizados en el tren de tratamiento del agua potable,
especificamente en el proceso de desinfeccion, solamente se requerird un sistema de
filtrado para recuperarlos. Cabe mencionar que la prueba de estos sistemas esta fuera del
alcance del objetivo del presente escrito.

La presente investigacion denota un estudio de la cinética de crecimiento bacteriana
en medio acuoso, utilizando Escherichia coli para evaluar la eficiencia de tres nuevos
dendrimeros PAMAM con nucleo de porfirina con respecto a la PDI.

2| METODOLOGIA

Caracterizacion fotofisica y fotoquimica de dendrimeros PAMAM con centro
de porfirina

Los espectros de absorcion se registraron en un espectrofotbmetro de matriz de
diodos Hewlett Packard 6453E. Las mediciones de fluorescencia se realizaron mediante
un espectrofluorébmetro Horiba Jobin Yvon FluoroMax-4. Los rendimientos cuéanticos de
fluorescencia se determinaron utilizando ZnTPP en tolueno como estandar (®f = 0.033,
[17]), y haciendo coincidir la muestra y las absorbancias de referencia con <0.1 a 419
nm. La dimetilformamida (DMF) y el tolueno eran de Sintorgan (grado HPLC) y se usaban
segun lo recibido. Las determinaciones de la vida util de la fluorescencia se llevaron a
cabo utilizando pulsos altamente atenuados de 355 nm (FWHM 8 ns) de un laser Quantel
Brilliant R Nd-YAG. Las muestras equilibradas con aire se excitaron en angulo recto.

La fluorescencia, recogida por un sistema de tubos monochromator-PM, se transfiri6 a
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través de un endoscopio digital a un ordenador. La vida Util se extrae de las curvas de
desintegracion por deconvolucion utilizando el software Origin. El error estimado de las
mediciones fue de +0.5 ns.

Las mediciones de absorcién transitoria se determinaron mediante fotélisis flash
laser. Un laser Spectron SL400 Nd:YAG que genera pulsos laser de 532 nm (20 mJ por
pulso, aprox. 18 ns FWHM) fue la fuente de excitacion. Los experimentos se realizaron con
celdas rectangulares de cuarzo con geometria de angulo recto. El rayo laser se desenfoco
para cubrir toda la longitud del camino (10 mm) del haz de analisis de una ldmpara Xe de
150 W. El sistema de deteccion comprendia un monocromador PTI acoplado a un tubo
Hamamatsu R666 PM. Las senales fueron adquiridas y promediadas por un osciloscopio
digital (Hewlett-Packard 54504) y luego transferidas a una computadora. Todas las
determinaciones de fotdlisis se realizaron a 25+1 °C y las soluciones se desoxigenaron
burbujeando con argdn de alta pureza saturado con disolvente.

La fotosensibilizacion del oxigeno singulete se llevd a cabo midiendo su sefal
de desintegracion por fosforescencia mediante un método de deteccion de resolucion
temporal (TRPD). La fuente de excitacién fue el mencionado laser Nd:YAG que operaba
a 532 nm, y la radiacién de emision (principalmente 1270 nm) se detectd en angulo recto
con un detector de germanio amplificado Judson J16/8Sp, después de pasar por los filtros
apropiados. La salida del detector se acopl6é a un osciloscopio digital. Por lo general, se
necesitaban alrededor de diez disparos para promediar los tiempos de descomposicion,
con el fin de obtener una buena relacion sefal-ruido. No hay cambios en los espectros de
absorciéon de las muestras observadas después de estos experimentos, lo que indica que
no hay fotodegradacion significativa de los fotosensibilizadores.

Evaluacion de la inactivacion fotodinamica

Se preparé caldo nutritivo como medio de cultivo. Se esteriliz6 el material a 121°C
en autoclave por 15 min. Posteriormente se verifico la ausencia de contaminacion en los
matraces que contenian el medio de cultivo. Los Pf-D (Figura 1) se prepararon a diferentes
concentraciones, las cuales se observan en la Tabla 1.

Nombre Concentracion (ppm)
25 12.5 25
Pf X X X
C5 X X X
C9 X X X
C10-A X X X

Tabla 1 Concentracién de las muestras preparadas.
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Figura 1 Estructuras moleculares de los Pf-D

Se inocularon los matraces que contenian caldo nutritivo con 1ml de E. coli. Todo
lo anterior con estrictas medidas de asepsia, para evitar cualquier contaminacion. Se
realizaron dos ensayos, el primero se llevé a cabo a una concentracién de C9 de 12.5
ppm, dejando en agitacion por 10 minutos antes de los barridos. El segundo ensayo,
se realizdé con C9 a 25 ppm, sin embargo, a diferencia con el anterior, la inoculacién se
dejé en reposo por 24 h para favorecer el crecimiento bacteriano. Posteriormente, en
ambos ensayos, a su respectivo tiempo (Tabla 2), se adicioné 1ml de C9 a su respectiva

concentracion, generando tres réplicas para el Blanco y tres para el compuesto.

Ensayo Pf-D analizado Concentracion (ppm) Ambientes
Sin luz
1 C9 12.5 Con luz
5 co o5 Sin luz
Con luz

Tabla 2 Caracteristicas de los ensayos realizados

Para activar los dendrimeros utilizados como FS, se utilizaron dos ambientes, uno
sin luz y otro con luz. La fuente utilizada fue luz LED.

El blanco utilizado en ambos ambientes fue caldo nutritivo inoculado con la bacteria
E. coli, sin la presencia de algun Pf-D.
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El contenido de cada matraz fue analizado en el espectrofotdmetro UV-vis marca
Varian Caray, a una longitud de onda de 600nm. Se realizaron cinco corridas con un tiempo
promedio entre ellas de 20 min. Los matraces se mantuvieron en agitacion constante
durante 20 segundos antes de ser sometidos al espectro UV-vis.

Se interceptaron las gréaficas y se utilizé la Formula (1) de interpolacion para obtener
la absorbancia a 600nm.

Yi—Yo
X1—Xg

Y=Yt (x — x0) (1)

donde y, es el valor mas bajo de absorbancia, y, es la absorbancia superior a la de
interés (y), x es la distancia en centimetros a la interseccion del eje, x,es el valor mas bajo
de la longitud de onda y x, es la distancia en centimetros que corresponde a la absorbancia
superior (y,).

Por ultimo, se promediaron las absorbancias obtenidas, permitiendo asi calcular
las densidades Opticas. Se graficaron las curvas de cinética bacteriana de ambas
concentraciones en el software Origin, para comparar y analizar resultados.

31 DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Estado singulete

Las propiedades foto fisicas de los dendrimeros de porfirina-PAMAM de las
generaciones 1 (C5) y 2.5 (C9), y de un derivado del tiazol (10A) se estudiaron mediante
espectroscopios de absorcidon y fluorescencia (Grafico 1). También se analizé para la
comparacion la base libre de tetra-(p-metoxi)fenil porfirina (Pf) correspondiente al nucleo
de dendrimeros.

En el Gréfico 1. se muestran los espectros de absorcion y fluorescencia corregidos
de las moléculas en soluciones DMF. Los principales parametros espectroscépicos se
recogen en la Tabla 3.

Ciencias exactas y de la tierra: teorias y principios Capitulo 5

54



]
T

Absorbance

Wavelenghtinm

Absorbance

Fluorescence Intensity (a.u.)
o
(&

0.0

o
600 700 800 400 500 600

Wavelength/nm Wavelength / nm

Grafico 1 Espectros de fluorescencia y absorcion de C5 (negro), C9 (rojo), 10C (rosa) y Pf (azul) en
soluciones DMF. Recuadro: zoom en la region de bandas Q.

Los espectros del Grafico 1 se asemejan a los de las porfirinas de base libre meso
sustituidas, y fueron de acuerdo con los datos reportados para tales compuestos ([20-
22] y referencias en ellos. En todos los casos, los espectros de absorciobn mostraron
la banda de Soret intensa distintiva de las porfirinas en torno a los 420 nm, y una serie
de cuatro bandas de intensidad moderada (bandas Q) en la regién de 500-700 nm. Los
espectros de fluorescencia aparecen divididos en dos bandas que alcanzan un maximo
de aproximadamente 660 y 720 nm, de acuerdo con los reportados para Pf en solucion
de benceno [17, 1]. Se registraron caracteristicas espectrales similares con el compuesto
original de Pf llamado TPP (porfirina tetrafenil de base libre) en varios disolventes [17,
30,31] y otras porfirinas de base libre meso sustituidas en soluciones de DMF [29]. Quimby
et al. han atribuido estas bandas a las transiciones del primer estado excitado singulete
(S1) a los niveles vibratorios uno (banda de longitud de onda larga) y cero (banda de
longitud de onda corta) del estado fundamental [17].

También se registro la cinética de estado singulete de las muestras en soluciones
DMF, y se obtuvieron tiempos de vidas de fluorescencia (tf) calculadas con Férmula (2), del
orden de 10 ns a partir de las desintegraciones monoexponenciales correspondientes. Los
valores ®f y tf se resumen en la Tabla 3.

Pf-D(So) + hv— Pf-D(S1)
Pf-D(S1) — Pf-D(T1)
P-D(T1) + O, — P-D(So) + 10, @)
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Absorcion Fluorescencia
Compuesto )\(r?s?))r(ét/br;/T (}‘E;?i %élg ':) Amax ./ nm $FI tf/ns
Pf 422 518 556 593 650 658 0.101 10.1
C5 419 518 556 592 650 657 0.036 10.1
C9 422 515 551 590 648 657 0.080 11.8
10A 422 518 556 594 650 658 0.083 12.2

Tabla 3 Propiedades espectroscépicas de compuestos en soluciones DMF.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia ($f) se determinaron por el método de
actinometria relativa, de acuerdo con la Férmula (3):
2
(ArefP;ﬂnplen )¢ (3)
A F T] 2 \Vref

sample ™ ref ' 10

¢f:

donde A es la absorbancia en la longitud de onda de excitacion, F es el area de la
banda de emisién integrada y h, h0 es el indice de refraccion del disolvente que contiene
la muestra y la referencia, respectivamente. En Formula (3) se utiliz6 como referencia la
tetrafenil-porfirina de zinc (ZnTPP) en solucién de tolueno (¢$f = 0.033, [25]).

En particular, se ha demostrado que el valor ¢f para Pf es 0.12-0.13 en solucién de
benceno [17,30]. El mismo valor se informé desde el principio para el TPP en soluciones
de benceno, tolueno y metanol, en los trabajos pioneros sobre la fotofisica de las porfirinas
[17, 30, 32, 46].

3.2 Estado del triplete

Con el objetivo de evaluar el papel potencial de los dendrimeros de porfirina-
PAMAM en aplicaciones sensibilizantes, se llevd a cabo la caracterizacion de los estados
de triplete mediante experimentos de fotélisis con flash laser. Después de la irradiacion
laser se registraron sefiales de desintegracion, que produjeron vidas trillizas que oscilaron
en el orden de unos pocos cientos de microsegundos. Se registraron espectros transitorios
cualitativamente analogos para los cuatro compuestos analizados en soluciones DMF,
con un maximo aparente alrededor de 450 nm, ya que no se considera la presencia de
desplazamientos relevantes (Grafico 2); y en la banda Soret que aparece parcialmente
agotada y distorsionada por la superposicion correspondiente al blanqueamiento del estado
fundamental. El gréafico 2 también muestra una banda adicional de menor intensidad en la
region de 300-400 nm, y otra ain menos intensa alrededor de 500-800 nm.
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Grafico 2 Espectros de absorcion transitoria de a) Pf, b) C5, c) C9 y d) 10A en diferentes momentos
después del disparo laser.

Los rendimientos cuanticos del triplete (¢T) se determinaron mediante actinometria
relativa, para evaluar la eficiencia del cruce intersistema al estado del triplete [26]. En este
método, el producto de T y el coeficiente de absorcién molar (¢T) del estado del triplete en
una longitud de onda de analisis de trabajo, se determind mediante fotdlisis de flash laser
de acuerdo con Férmula (4):

pendienteg

(¢prer)s = ; (¢T<9T)Ref (4)

pendienteg,

donde pendienteS y pendienteRef se refieren a las pendientes iniciales de las
parcelas de absorcion de tripletes versus energia laser para las muestras y una referencia,
respectivamente. La actinometria se realiz6 con ZnTPP en solucion de tolueno como
referencia, para valores de €T=7. Se utilizaron 4 x104 M-1 cm-1 a 470 nm y $T=0,83
basado en lo reportado por Carmichael y colaboradores [37]. El cambio de absorbancia
inicial extrapolado en tiempo cero se midi6 a 470 nm para el triplete ZnTPP y al Amax
aparente (aprox. 450 nm) para el triplete de muestras, con soluciones de absorbancia
emparejadas a 532 nm.
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Para obtener ¢T a partir de Formula (4), se realizaron mediciones independientes
de €T mediante el método de transferencia de energia [27]. Segun este método, una
molécula en su estado de triplete excitado actia como donante de energia a otra molécula
en su estado fundamental, sensibilizando asi la formacién del estado triplete de esta
Ultima. Para garantizar la fiabilidad de los experimentos se deben cumplir las siguientes
condiciones criticas: el sensibilizador debe excitarse selectivamente con un pulso laser
y la concentracion del aceptor (quencher) debe ser lo suficientemente grande como para
apagar més del 90% de los tripletes sensibilizadores. Dado que las propiedades foto fisicas
de los dendrimeros de porfirina-PAMAM demostraron depender completamente del nucleo
Pf, se estim6 la energia triplete de las muestras como la de TPP (ET ~ 140 kJ / mol,
[27]). Por lo tanto, se utilizaron las muestras de porfirina-PAMAM como sensibilizantes y
Zn phtalocianina (ZnPc) como calmante (ET=109 kd/mol, [28]), irradiando a 532 nm donde
ZnPc no absorbe. Para asegurar una eficiencia de enfriamiento superior al 90% se calcul6
la fraccidon de los tripletes interceptados (fT) mediante Formula (5):

f _ 3J‘:q.[ZnPc]
T 3ko+ 3kqlzZnPc]

(5)

donde 3k0 y 3kq son las constantes de velocidad de enfriamiento triplete de las
muestras en ausencia y presencia de ZnPc, respectivamente. Para utilizar Formula (5) se
determinaron previamente los 3kq de cada muestra con ZnPc segun Férmula (6):

3 1-1=T1 0-1 + 3kq [ZnPc] (6)

donde Tt0-1 y 3T son el triplete de vidas en ausencia y presencia de quencher,
respectivamente. Los datos se ajustaron bien a las lineas rectas y los valores de 3kq se
obtuvieron de sus pendientes, segun Férmula (5).

Los €T fueron calculados segun Férmula (7), mediante el control de las absorbancias
iniciales (AAbs) de los tripletes a 450 nm para las muestras, y a 490 nm para ZnPc:

S Ref AAbsg 1
Er = & —_—
T T AADSRef @)

En esta ecuacién S y Ref representan muestras y ZnPc, respectivamente; y fT se
calcula con Eq. 4. Se utilizé un valor de referencia de eT=32500 M-1 cm-1 en DMA:agua
(7:3) a 490 nm para ZnPc [37]. Se ha informado que el espectro triplete-triplete de ZnPc
se caracteriza por una amplia banda de absorcién con Imax= 490 nm, en un largo rango
de polaridades de disolventes (benceno, etanol, acetonitrilo). Por lo tanto, se considerd
razonable suponer el valor de €T en DMF como el informado en DMA: solucion de agua. En
la Tabla 4 se resumen todos los parametros de estado del triplete determinados.
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Los espectros de absorcion de tripletes-tripletes mostrados en el Grafico 2 son muy
similares a los reportados en los primeros trabajos sobre la fotofisica del TPP en soluciones
de tolueno o benceno [33, 34], y de una serie de hidroxi-TPP en soluciones de metanol [46].

Amax . (nm) TO (MS) eT (M-1 cm-1) T dA
Pf 455 97 65100 0.52 0.57
C5 445 129 73200 0.52 0.41
C9 450 203 60000 0.50 0.46
10A 450 320 69100 0.39 0.41

Tabla 4 Parametros de tripletes obtenidos para Pf, C5, C9 y 10A por fotodlisis flash laser en solucién
DMF: vidas utiles (10), constantes de velocidad de enfriamiento por ZNPC (3kq), coeficientes de
absorcién molar a 450 nm (et), rendimientos cuanticos ($T) y rendimientos cuanticos de oxigeno

singulete ($A).

Los resultados de estado singulete concuerdan con los reportados por Matos et al.
para una serie de dendrimeros TPP sustituidos por arylether en soluciones de THF y DMF
[25].

En la Tabla 4 se puede observar que el compuesto C9 presenta mayor rendimiento
cuantico del oxigeno singulete ($A) siendo de 0.46 valor cercano al presentado por Pf
(0.57), por ello, el estudio del presente trabajo se enfocd en el C9 a dos concentraciones,
12.5y 25 ppm.

3.3 Aireacion de oxigeno singulete

Los datos T obtenidos sugieren que los dendrimeros de porfirina-PAMAM pueden
sensibilizar a las especies reactivas adecuadas para la PDI, al apagarse con oxigeno
molecular. Por lo tanto, se realizaron experimentos resueltos en el tiempo para evaluar la
formacion de oxigeno singulete (102), mediante la deteccion de la luminiscencia de esta
especie a 1270 nm en soluciones DMF. La eficacia de dicho proceso de sensibilizaciéon
se evalub en términos del rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singulete ($A)
de los dendrimeros de porfirina-PAMAM y este se determind comparando la emision
fosforescente del 102 generado a partir de las muestras y un compuesto de referencia,
bajo idéntica configuracion experimental y absorbancias coincidentes en longitud de onda
de irradiacion Férmula (8).

S R 12
Dy =Py & (8)
Ia
donde IA se refiere a la intensidad de emisiéon de 102, y S y R representan las

muestras y la referencia, respectivamente. Las parcelas de la intensidad de fosforescencia
(extrapolado a t = 0) en funcidén de la energia laser ajustada a una linea rectas, y el
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parametro IAs fueron obtenido de las respectivas pendientes. Se utiliz6 como referencia
una soluciéon DMF de ZnTPP ($A = 0.74). Este valor de $A fue analogo al reportado
en solucion de benceno (PA = 0.73, [28]), y se obtuvo mediante la introduccién de una
correccion de disolvente en Férmula (8) [35]. En la Tabla 4 se muestran los parametros

para la determinacion ¢ de A segin Férmula (8).

3.4 Cinética de crecimiento bacteriano

De acuerdo con los resultados anteriores sobre el rendimiento cuantico del oxigeno
singulete (Tabla 3) en donde se puede observar que el valor mas alto fue el dendrimero
C9 con A = 0.46, se analizd este compuesto a las dos concentraciones a las que fue
preparado (12.5 y 25 ppm). En el analisis a 12.5 ppm se not6 una casi nula diferencia en
la presencia de bacterias E. coli. por lo cual se decide realizar un segundo andlisis con el
mismo compuesto a 25 ppm.

Se utilizaron dos ambientes para comparar la inactividad fotodindmica por parte
de los dendrimeros con centro de porfirina y los resultados obtenidos se muestran en el
Grafico 3 para un ambiente completamente sin presencia de luz y con presencia de luz LED
blanca en el Grafico 4.
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Grafico 3 Curva de cinética bacteriana en un ambiente sin luz.
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Grafico 4 Curva de cinética bacteriana en ambiente con luz led.
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En el Gréfico 4 se puede observar que, en el andlisis con C9 la concentracion de
bacterias muestra un descenso del 5% al minuto 20, en comparacion con el blanco que no
contiene FS. A partir el minuto 60 al 80 se observa una disminucion de bacterias al 5.8%.

Con base a lo anterior, la concentracion de bacterias se mantuvo baja en presencia
del FS activado con luz LED. En el Grafico 3, donde se presentan los valores obtenidos
con nula presencia de luz, se observa que en los minutos 20 y 60, existe un aumento de la
densidad éptica, esto puede ser causado por dos razones:

+ El Pf-D es aprovechado como sustrato por parte de las bacterias y posterior-
mente se presenta un nivel de toxicidad el cual genera un decaimiento, llegando
a un nivel similar con el que comenzaron.

. El C9 se encontraba sedimentado, por lo cual las bacterias comenzaron a cre-
cer, posteriormente por la agitacion generada, el dendrimero generd una cierta
toxicidad y por ello su crecimiento se ve afectado.

Se concluye que el punto 2 (dendrimero sedimentado) es el mas acertado, pues de
lo contrario, el blanco presentaria valores similares.

Los resultados de las densidades épticas se muestran en la Tabla 5.

Barrido Tiempo Sin luz Con luz
(min) Blanco (o] Blanco C9
1 20 0.2373 0.2191 0.2294 0.2182
2 40 0.2432 0.2207 0.2271 0.2256
3 60 0.2224 0.2475 0.2328 0.2326
4 80 0.2213 0.2196 0.2385 0.2191
5 100 0.2256 0.2218 0.2353 0.2312

Tabla 5 Densidad 6ptica de los barridos UV-vis en ambos ambientes.

Se presentan los cinco barridos con una duracién promedio entre ellos de 20
minutos. En los dos ambientes trabajados (sin luz y con luz) se utilizaron tres réplicas del
blanco y tres del C9, se promediaron los resultados que se pueden observar en la Tabla
5. Las densidades Opticas resultantes del blanco (sin bacterias) y con el compuesto C9,
en el ambiente sin luz, se mantuvieron constantes, en cambio, los valores resultantes del
ambiente con luz, el blanco presenté un aumento con el transcurso del tiempo y, con C9, se
observan valores menores, lo cual indica que los Pf-D cumplieron con la PDI.

Cabe destacar que la ultima réplica del C9 que se expuso a luz LED, se le adicion6
menor volumen del dendrimero (aprox. 0.5 ml), debido a la falta de este. Esta aclaracion
puede ser la razén por la cual el Gltimo valor (0.2312) es alto a comparacion de los primeros
minutos.
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41 CONCLUSIONES

En el Gréafico 1 se puede observar que tanto los espectros de absorcion como de
emision de C5, C9 y 10A fueron cualitativamente analogos a los de Pf, y no mostraron
ninguna dependencia de las ramas PAMAM. Los resultados del Grafico 1se asemejaron a
los datos reportados [19-21]. Se obtuvo una banda distintiva de las porfirinas en torno a 420
nm y una serie de cuatro bandas de intensidad moderada (bandas Q) en la regién de 500-
700 nm, lo cual se les atribuye a las transiciones del primer estado excitado singulete (S1)
a los niveles vibratorios uno (banda de longitud de onda larga) y cero (banda de longitud
de onda corta). [30]

Se obtuvieron espectros de emision idénticos excitando las muestras en Soret
o cualquiera de las bandas Q, lo que denota que los electrones excitados al estado S2
experimentan una rapida conversion interna a S1.

Como se puede ver en los datos de la Tabla 4 ¢f y tf se encuentran en el orden de
0.10y 10.0 ns, respectivamente, que son valores razonables para este tipo de compuestos.
Se inform6 que la vida Util de fluorescencia de TPP en soluciones de tolueno y metanol
era de 11-14 ns [31, 32]. También se informaron valores de $f=0.10+0.01 y tf=11,4+0.1
para TPP en solucion DMF [24]. Ormond et al. encontraron valores de &f en el orden
de 0.1-0.2 y 1f alrededor de 7-13 ns para una serie de derivados de p - y m-fenil TPP
en soluciones DMF [21]. En otra investigacion reciente Ghosh et al. evalué la fotofisica
de TPP y su metalo-derivado ZnTPP en varios solventes [31]. Los autores encontraron
valores ¢ de f y tf para TPP analogos a los reportados anteriormente y mostraron que
ambos parametros son casi independientes de la polaridad del disolvente. Los resultados
de estado singulete también concuerdan con los reportados por Matos et al. para una
serie de dendrimeros TPP sustituidos por arylether en soluciones de THF y DMF [26]. Se
obtuvieron propiedades fotofisicas (espectros de absorcion y fluorescencia, ¢f y tf) muy
similares a las del TPP, y concluyeron que los dendrones ejercen poca influencia en los
procesos de desactivacion no radiativa y radiativa del nucleo de porfirina.

Contrariamente a lo esperado, las vidas aparentes de los tripletes mostraron un
aumento en el orden Pf<C5<C9 que se correlaciona con la ramificacion de las moléculas
(Tabla 5). Se sabe que los dendrimeros PAMAM apagan los estados tripletes de los
colorantes mediante la reaccion de transferencia de electrones S [50, 51]. Sin embargo,
sus datos actuales sugieren que las ramas dendriticas estabilizan los estados de triplete
formados protegiendo el nucleo de porfirina de su entorno. Los valores de ¢T alrededor
de 0,5 para los tres dendrimeros de porfirina fueron del orden de la mayoria de los datos
relativos al TPP y su analogo sustituido [23, 24]. Ademas, $A alrededor de 0.40-0.45
estuvieron de acuerdo con los valores 0.40-0.65 reportados en esta familia de moléculas
[31, 32, 46].

Ciencias exactas y de la tierra: teorias y principios Capitulo 5

62



Se han presentado las propiedades fotofisicas de tres dendrimeros a base de
porfirina sintetizados por Hernandez-Ramirez et al, en soluciones DMF. El estado singulete-
excitado se caracteriz6 por medio de los respectivos espectros de fluorescencia, vidas Utiles
y rendimientos cuénticos. En general, los resultados actuales estdn en excelente acuerdo
con los datos reportados sobre los compuestos de porfirina, y sugieren que las propiedades
espectroscépicas del dendrimero de porfirina-PAMAM se rigen por el ndcleo de Pf. Los
espectros transitorios también se registraron por medio de la fotdlisis del flash laser, y se
atribuyeron al estado triplete de los compuestos. Se midieron las largas vidas de los tripletes
y la transferencia eficiente de energia desde los tripletes al oxigeno molecular. Los resultados
obtenidos sugieren que los dendrimeros a base de porfirina podrian encontrar aplicaciones
en varios procesos de sensibilizacion (como la transferencia de electrones y energia, PDT
y PDI). En especial, el Pf-D C9, el cual a diferencia de los demas, present6é un rendimiento
cuantico cercano a Pf (0.56) de oxigeno singulete que fue de 0.46 (Tabla 5), por lo que el
estudio de la curva de cinética bacteriana se realizé Unicamente con este compuesto.

En el Grafico 4 se demuestra que el dendrimero de segunda generacion Pf-D C9
FS utilizado a 25 ppm, es apto para uso en PDI, especificamente para la eliminacién de
bacterias Gram negativas como lo es la E. coli [27]. Esto debido a que se produce oxigeno
singulete gracias a la presencia de alguna fuente de luz, activando el centro de porfirina
que contiene el dendrimero.

Lo anterior da pauta para utilizar Pf-D en la desinfeccion de aguas, dando una opcién
mas sustentable al proceso. Dicho sistema debe someterse a una fuente de luz durante
la adicion del dendrimero propiciando su activacion. El estudio de la eficiencia de este
esta fuera del alcance de los objetivos del presente trabajo, sin embargo, los resultados
presentados, aportan informacién valiosa para continuar con el analisis de la aplicacion de
Pf-D en la desinfeccidén de agua para consumo humano.

Por otro lado, las ramificaciones de los dendrimeros PAMAM ademas de brindar
proteccién al centro, pueden generar ciertos atrapamientos de otros contaminantes, como
los metales, esto gracias a las caracteristicas de los grupos funcionales que contenga la
periferia del Pf-D.

Con base a lo anterior, es necesario llevar a cabo mas estudios para complementar el
presente trabajo y comenzar a implementar el uso de Pf-D ofreciendo alternativas aplicadas
a la desinfeccion de agua potable.
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