Capitulo 8

ANALISIS DE SOLUCIONES IRRADIADAS EN FORMA
ESTACIONARIA

Irradiacion continua

La irradiacion continua condste en iluminar una muestra con luz de una
lampara de intenddad condante. El tiempo de irradiacion es vaiable y puede
durar desde unos pocos segundos a horas. S exigte reaccion fotoquimica durante
una irradiacion continua dicho proceso s denomina fotdlisis. Para € estudio
cinético de una fotdliss continua puede extraerse muestres a didintos tiempos de
irrediacion.

En la Figura 8.1 se muestra un esguema dd dipostivo experimentd para
les irradiaciones continues. La irradiacion continua de luz UV s redizd
empleando una lampara Rayonet Photochemicd Reactor Lamp, RPR 3500 A de
Southern N. E. Ultraviolet Co. Edta lampara emite luz de 350 nm, con un ancho de
banda de 20 nm.

Las soluciones a ser irradiadas se colocaron en celdas de 0.2 y 1 cm de
camino Optico. En las cddas de 1 cm las muestras e agitaron magnéticamente
paa mantener su homogeneidad, evitando la acumulacion de fotoproductos en la
cara mas cercana a la fuente de irradiacion. El tiempo de irradiacion se mide con
cronometro. Bl digpostivo s mantuvo con idéntica geometria en todos los
experimentos con fines comparativos.

Se empled una lampara de 350 nm porque a esa longitud de onda las
pterinas estudiadas absorben luz adecuadamente, mientras que las moléculas sobre
las cudes = quiere estudiar los procesos de fotosenshilizacion no absorben luz en
esa region dd espectro, como es € can de los nudedtidos y el é&iido
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desoxirribonudeico. En estas condiciones cudquier dteracion de estas moléculas
no puede s aribuida a la accion directa de la irradiacion, sino por € contrario a

una reaccion de fotosensibilizacion.

Lampara
Cdda
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Agitedor Fuente
magnético

Figura 81: Esquema dd dispostivo empleado para redlizar las fotdliss

continuas.

Como metodologia generd para los experimentos de irradiacion  continua
* prepad una solucidn madre que corresponde d  tiempo cero (t=0) de
irradiacion. Luego se coloca en una cdda de cuarzo de volumen adecuado y ocon
agitacion (excepto en cddas de 0.2 cm, en las cudes no puede utilizarse agitacion
magnética) y seirradia durante tiempos variables.

Luego s somete la muestra a méodos de andiss En adgunos casos
dichos méodos requieren de la extraccion de la solucion irradiada de la cdda
mientras que en otros no. En ese Ultimo caso, como por gemplo 9 sHlo s
regidran epectros de absorcidn, se interumpe la iluminacion (registrando muy
bien d tiempo) s regidra @ espectro y se continla con la misma. En caso
contrario, se obtiene muedtras a didintos tiempos de iluminacion sobre dicuotas
diferentes de la solucién madre se coloca una dicuota, se ilumina un tiempo y se

retira en su totdidad para s andizada. La cubeta se enjuaga exhaudivamente
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cada vez que s cambia la solucidén. Las condiciones de volumen de la dicuota,
geometria de irradiacion, agitacion deben mantenerse condtantes. Se requiere la
extraccion de la muedtra sempre que = rediz0 una cromatografia o una
electroforess.

Los experimentos se redizaron agunas veces en ausencia de oxigeno. Para
evduar su paticipacion en las reacciones. Para dlo se utilizd una cdda de cuarzo
con robinete. Las muestras se burbujearon con nitrgeno de méxima pureza por
medio de un tubo de teflon.

Siempre se redizd un espectro UV-visble a la solucion madre sin irrediar.
Con dlo s obtiene d egpectro d tiempo cero (t=0) y por comparacion con
espectros conocidos se controlae pH y la concentracion.

Electroforesis

Para andizar las dteraciones producidess a la molécula de &cido
desoxirribonudeico luego de una irradiacion continua y, como s mendond
anteriormente, paa evauar la pureza dd &ido desoxirribonucdeico durante su
obtencion, se gplicaron técnicas eectroforéticas. Edtas técnicas son herramientas
bésicas para la caracterizacion de macromodleculas, y se basan en que dlas son
cgpaces de moverse cuando son colocadas en un campo eéctrico. En efecto, la
dectroforesis se define como la migracion de particulas en una solucidon bgo la
influencia de un campo déctrico. Comprende un conjunto de méodos muy
importantes para @ fraccionamiento de los componentes de una mezcda [Skoog y
West, 1990].

Para redizar la dectroforesis se colocan las macroméleculas en un soporte
olido a un pH adecuado para que edtas tengan carga. Luego se aplica un campo
déctrico, entonces la fuerza dectromotriz moverd las macromoléculas hacia d
ahodo o0 hacia € cdodo segin posean carga negetiva 0 podtiva respectivamente.
El soporte sdlido eta fijo y no se desplaza en d campo déctrico. Para compensar
d movimiento de las macromoléculas hacia un dectrodo, los iones de la solucion
reguladorase desplazan haciad atro.
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El soporte Sdlido en una dectroforess s dige de acuerdo con las
moléculas que se requieran separar. En biologia molecular para separar moléculas
de &ido dexoxirribonudedco s emplesn gdes, generdmente de dos tipos gees
de poliecrilamida para sepaar fragmentos de hesta unos mil pares de bases, y
geles de agarosa, més porosos, para resolver mezclas de fragmentos mayores.

Debido d tamafio de estas moléculas se decidié usar gdes de agarosa. En
los geles de agarosa se pueden detectar diferencias estructuradles de una misma
molécula de &cido desoxirribonucdeico y diferencias de tamaio dentro de ciertos
limites.

En dichos gdes los pléamidos de &cido desoxirribonudeico se comportan
de diferentes maneras seglin su estructura. Como se mencioné en d Capitulo 4 €
plasmido es una molécula de &ido desoxirribonudeico drcular que puede
evolase de diferentes maneras 0 encontrarse relgado. Cada una de edtas
egtructuras tiene diferente movilidad dectroféretica

Para redizar una dectroforess se utiliza una unidad de dimentacion, una
cubeta de dectroforeds dectrodos sumergidos en una solucion  reguladora
adados fiscamente (pero no eectronicamente) del gd o soporte sdlido. Pueden
utilizarse 0 no colorantes para fadlitar € revdado de la dectroforess. En este
trabgo de tess se utilizd bromuro de eidio para d revdado. El bromuro de etidio
% fija d é&ido desoxirribonucleico, produce una fluorescencia caracterigtica con
luz UV.

El voltge aplicado, la concentracion de la solucidn reguladorg la
concentracion de agarosa dd gd pueden modificarse para mgorar la cdidad de la
reoludd n de lamuestra.

Los gees se prepararon en solucion reguladora TBE (Tris-Bérico-EDTA)
con una concentracion 0.8% de agarosa, con bromuro de etidio. Se utilizd un
voltge de 100 a120 valts.

Una vez redizada la corrida dectroforética e gel se observa con luz UV.
Se observan bandas fluorescentes en los dtios donde se encuentra € &cido
desoxirribonucle co debidaa su union abromuro de tidio.

Los gdes s= colocan en un equipo fotogréfico Fotodyne que conda de un

trandluminador con luz UV y una camaa fotogréfica Polaroid. Al encender d
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transluminador se observa una intensa fluorescencia en los gtios dd gd donde s
hdlad &cido desoxirribonudeico.

Edo s regidra fotogréficamente. Las fotos se copian con un scanner, y la
imagen digitd obtenida se utiliza para poder estudiar la intensdad de luz de cada
banda que en dla aparece. Para dlo = utiliza d programa Sigmagd de Jandd
Corporetion.

Cromatogr afia en capa delgada

La cromatografia abarca un grupo de métodos de separacion, aidamierto e
identificacion. Exigen numerosas variantes, pero todas las cromatografias congtan
de una fase movil y otra edtacionaria. Los componentes de una mezcda se
transportan a través de una fase edtacionaria por medio de una fase movil. Los
componetes de la muestra s encuentran disudtos en la fase movil. Las
spaaciones ¥ basan en las diferencias de velocidad de migracion de los
componentes de lamezda[Skoog y West, 1990].

La cromatografia de particion en cgpa delgada es usada habituamente para
separar mezclas de compuestos polares. La utilizadon de este méodo como
adecuado para separar edructuras pterinicas ya ha ddo publicado en literatura
[Scott, 1980; McCormack y Newman, 1985. En base a dlo en d presente trabgo se
utilizd cromatografia de particidon en capa ddgada paa separar pterines de
nucledtidos. Los nucledtidos tienen edtructuras orgdnicas aroméicas sSmilares a
las pterinas, por dlo en primer términ0 s ensayaon esas cromatografias
reportadas para pterinas. Se encontrO0 que su Uutilizacion para separar soluciones
con mezclas de pterinas y nucledtidos es adecuada

El mé&odo consse en utilizar cdulosa como fase estacionaria y soluciones
acuosss 0 mezcdlas de solventes polares como fase mévil. La cdulosa admite
volimenes importantes en la dembra y permite usr agua como solvente de
corrida
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El objeivo de edas cromatografias fue separar las pterines de los
nucledtidos para obsavar posbles cambios en los nudedtidos luego de s
sometidos airradiacion continua en presencia de aquéllas.

Se utilizaron placas de cdulosa de 250 nm con marcador fluorescente de
Sgma-Aldrich.

Como solvente <= utlizaon olucdones acuosss de CINH,  en
concentracion de 0.3 % como fase mévil. Las velocidades relativas de migracion
y la resolucion de las bandas de los compuestos dependen de la concentracion de
la s, por dlo s redizaron muchos ensayos antes de degir la concentracion de
CINH, adecuada.

La ubicacion de las especies sobre las placas puede determinarse de varias
formas. En ede trabgo se aprovecharon las propiedades fluorescentes que
presentan de las pterines d ser irradiadas con luz UV-A: d exponer la placa a luz
de 350 nm la pterina presenta fluorescencia en forma caracteridica, no as los
nucledtidos ni @ indicador fluorescente que posee la placa Bgo luz de 350 nm,
las manchas correspondientes a pterina se obsarvan de color azul sobre un fondo
oscuro. De esta forma, se puede entonces didtinguir a la pterina inequivocamente.
Se locdiz6 por separado a los nudedtidos, a exponer la placa a luz de 254 nm. El
indicador fluorescente emite d ser irradiado con luz de dicha longitud de onda, y
los lugares de la placa ocupados por adguna susancia s ven opacos. AS las
manchas s muestran oscuras sobre un fondo fluorescente. Como la pterina ya ha
Sdo ubicada por luz UV-A, las manchas restantes corresponden a los nucledtidos
0 sus productos. Ademés, la pterina también presenta fluorescencia d exponerse a
luz de 254 nm. Por dlo las manchas de pterines no se ven opacas, Sno por d
contrario como manchas fluorescentes ceestes muy tenues que se diginguen dd
fondo, que también presenta fluorescencia, pero de color amarillo.

En edos ensayos s obsavaon cambios quimicos y cambios de
concentracion. Los cambios quimicos se observan como cambios en la velocidad
de migracion de cada componente. Los cambios en la concentrecion se reflgan en
laintensded de cada mancha
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Las corrides se redizaon sembrando en una misma placa la solucién
madre de pterina y nudedtidos (sn irradiar) y la misma solucion irradiada. Se

sembr6 idéntica cantidad de gotas

M edidas electr oquimicas de oxigeno.

La concentracion del O, disudto en las soluciones irradiadas de pterines y
nucledtidos fue determinada eectroquimicamente. Se utilizd un dectrodo sensble
a @ (Orion, moddo 37-08-99). Para redizar estas medidas se recurrié d uso de
una cdda de vidrio pirex proviga de cierre hidradlico. Dentro de dla se coloco €
eectrodo y la solucion a irradiar. Este digpodtivo permite irradiar la solucion 'y
determinar S durante la irradiacion ocurre una variacion en la concentracion del
oxigeno disudto. El dectrodo posee en su extremo un buzo magnético, otro
colocd en d fondo de la cdda Un agitador magnético se ubicd por debgo de la
cdda, de modo td que las soluciones fueron agitadas durante los experimentos.
Por otra pate, la cdda se llena completamente con la solucion a andizar y €
dectrodo £ gusa de manera td que no s permite d intercambio de gases
durante @ experimento. Ademés, la membrana del dectrodo estd protegida de la
luz UV durante lairradiacion por un digpostivo plégtico.

Una vez que s prepara todo d digoostivo, s rediza la medida de la
concentracion de O, en la solucion antes de ser irradiada. ES necesario puntudizar
gue, en todos los experimentos llevados a cabo con edta técnica, s emplearon
soluciones inicides sauradas en are Findmente s inida d expeimento de
fotoliss edacionaria y, Sn gpagar la lampara, e efectlian las medidas a digtintos
tiempos de irradiacion.

Se rediz6 un expaimento control para descatar que la disminucion en la
concentracion de O obsarvada pudiera deberse d descenso en la solubilidad del
mMiSMO como consecuencia dd cdentamiento producido por la l&mpaa S bien d
aumento de la temperaiura de la solucion es de sdlo unos pocos grados
centigrados (aproximadamente 3 °C), este efecto debia ser tenido en cuenta por la
fuerte dependencia con la temperatura que muestra la solubilidad dd O> en HO.
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El resultado de este control (Figura 82) muestra que se produce un ligero
descenso de la concentracion de O, en los primeros minutos de irradiacion para
luego dcanzar un vaor que s mantiene con ligeras ostilaciones. Estos cambios,
como se vera cuando e presenten los resultados, pueden despreciarse frente a los
cambios observados en las fotdlisis que transcurren con consumo de O,.

Las medidas dectroquimicas de O, disudto en d medio durate las
fotdligs drvieron para determinar 9 dicho ges participaba 0 no en las rescciones
fotoquimicas edudiades Sn embago, edos resultados no pudieron  ser
comparados cuantitativamente con aguélos obtenidos en otros experimentos, pues
las condiciones experimentdes diferian mucho a causa dd digpostivo especid
empleado paraestas medidas.
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Figura 82. Medida de la concentracion de O, en H,O bgjo irradiacion. Este
control se realiz6 respetando las condiciones y geometria empleadas en las

fotdlissy con la misma lampara.



