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RESUMEN

Las nanoparticulas de dioxido de titanio-plata (TiO,-AgNPs) son materiales particulares con
caracteristicas definidas y amplias aplicaciones en el campo de la biotecnologia y la biomedicina.
La sintesis verde basada en extractos naturales de plantas se convierte en una buena opcién de
sintesis, rentable, facil, amigable con el ambiente y biodegradable, lo que amplia el campo de

aplicacion.

En este trabajo, se muestran los resultados obtenidos de la sintesis individual de nanoparticulas de
didxido de titanio (TiO,NPs), nanoparticulas de plata (AgNPs), nanoensambles de Ag y TiO,-
AgNPs por medio de los extractos acuosos de S. praealtum y O. vulgare, sales precursoras de
plata (AgNO3) y titanio (TiCls ) en solucion acuosa. La reaccion se llevo a cabo, en el caso de
TiO,NPs, con la variacion a diferentes concentraciones de sal (1, 2, 3, 4 y 5 mM), la utilizacion
de estabilizador PVP y la variacion de pH (2.8 y 9.8). Para AgNPs, se vario la concentracion de
sal, la preparacion del extracto y la agitacion. En el caso de las TiO,-AgNPs ademas, se modificd
la cantidad de PVP. Finalmente, la caracterizacion estructural y quimica se realizd por medio de
UV-vis, MEB, DRX, FTIR y DPPH. Por otro lado, las nanoparticulas formadas serviran para

ensayos futuros de citotoxicidad.

Los resultados demostraron la formacion de TiO,-AgNPs, ademas de TiO,NPs con baja
cristalinidad en condiciones de alta acidez. Asi mismo, por medio de un estudio de
caracterizacion de UV-vis, MEB, FTIR y DRX, se determin6 que la agitacion y el uso
combinado de los extractos, logran la obtencion de nanoestructuras de plata en forma de flores,
estambres e hilos. Por tltimo, los estudios de capacidad antioxidante y determinacion de fenoles
totales en los extractos, comprueban la presencia de agentes reductores y estabilizantes que

favorecen las diversas morfologias obtenidas.

Palabras clave: Nanomateriales, hidrolisis, nanoensamble, antioxidante, citotoxicidad
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ABSTRACT

Titanium dioxide-silver nanoparticles (TiO,-AgNPs) are materials with a particular interest with
broad applications in the field of biotechnology and biomedicine. The green methods based on
natural extracts of plants become a good option for synthesis for profitable, facile, friendly with

the environment and biodegradable, which extends the field of application.

In this work, we show the results obtained from the synthesis of titanium dioxide nanoparticles
(TiO,;NPs), silver nanoparticles (AgNPs), and TiO,-AgNPs by using aqueous extracts of
S. praealtum and O. vulgare, precursor salts of silver (AgNO3) and titanium (TiCly) in aqueous
solution. The reaction was carried out, in the case of TiO,NPs, with the variation at different salt
concentrations (1, 2, 3, 4 and 5 mM), the use of PVP stabilizer and the modification of pH (2.8
and 9.8). For AgNPs, salt concentration, extract preparation and agitation were varied. In the case
of the TiO,-AgNPs besides, the amount of PVP was modified. Finally, the structural and
chemical characterization was carried out by UV-vis, MEB, DRX, FTIR, and DPPH.

The results showed the formation of TiO,-AgNPs, in addition to TiO,NPs with low crystallinity
under conditions of high acidity. Likewise, through a study of characterization of UV-vis, MEB,
FTIR, and DRX, it was determined that the agitation and the combined use of the extracts,
achieve the obtaining of silver nanostructures in the form of flowers, stamens, and threads.
Finally, the studies of antioxidant capacity and determination of total phenols in the extracts
verify the presence of reducing and stabilizing agents that favor the various morphologies

obtained.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Las nanoparticulas de dioxido de titanio-plata (Ag-TiO,NPs) son materiales particulares
con caracteristicas definidas y amplias aplicaciones en los campos de la biotecnologia,
biomédicas, textil, nuevos materiales, que muestran un potencial mercantil y con ello
interés de investigadores por encontrar nuevos métodos de sintesis rentables, faciles y

amigables con el ambiente para producirlas [6].

En este trabajo se describe un procedimiento de sintesis de (TiO,-AgNPs) con extracto de
Origanum vulgare como agente reductor y Sedum praealtum (siempre viva) como agente
estabilizante, que facilita la formacion de particulas libres de residuos toxicos para el
ambiente y la salud. Los resultados de TiO,-AgNPs se caracterizaron mediante UV-vis,

rayos X, infrarrojo y microscopia electronica de barrido y de transmision.

1.1 Objetivo general

Realizar la sintesis verde de nanoparticulas de dioxido de titanio (TIO,NPs), plata (AgNPs)
y dioxido de titanio-plata (TiO,-Ag), mediante extractos de O. vurgare y S. praealtum y su

caracterizacion estructural.

1.2 Objetivos particulares

1. Efectuar la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) y nanoparticulas de
(TiO,NPs), por medio de los extractos de O. vulgare y S. praealtum, cada una ellas
de forma separada.

2. Realizar la sintesis de TiO,-AgNPs mediante O. vulgare y S. praealtum como
agentes reductores y estabilizantes, variando la relacion cantidad de extracto-

precursor.
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3. Comparar la eficiencia de potencial reductor de los extractos con la literatura por
medio del ensayo DPPH.
4. Caracterizar morfoldgica y estructuralmente las NPs mediante UV-vis, FTIR, DRX

y MEB.

1.3 Justificacion

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) asi como las nanoparticulas de didxido de titanio
(TiO;NPs) han adquirido gran importancia de forma individual por sus ya marcadas
propiedades. En primer lugar, ya es por muchos conocido el poder antibacterial, fungicida,
antiviral y cicatrizante de las AgNPs [7], y en segundo lugar, las TiO,NPs se han
caracterizado por sus propiedades que las han llevado a introducirlas en dos grandes grupos
de aplicaciones: 1) donde se usa la atenuacion de la luz ultravioleta (tales como cosméticos,
varios plasticos y algunas prendas) y 2) el TiO, como catalizadores o semiconductores
(productos de limpieza, catalizadores de remediacion medioambiental y en celdas solares
fotovoltaicas) [8]. Sin embargo, junto a estos constituyentes nanométricos los
nanocompdsitos traen varias ventajas, entre ellas la estabilidad de la nanoplata
(principalmente en nanoparticulas nucleo-coraza), habilidad para modificar la banda
prohibida (band gap) de la plata [9] y, ademas, por la modificacion superficial del TiO, por
la plata, las TiO,-AgNPs podrian presentar efecto antibacteriano [10].

Ya en algunos estudios se ha demostrado la capacidad antibacteriana de algunos 6xidos
como ZnO, CuO vy precisamente el TiO,. Adicionalmente, la combinacion con AgNPs,
permite una capacidad antibacteriana mas amplia en contraste a la forma individual. Una
razon del aumento de esta propiedad es que mediante la unién de TiO,-Ag el proceso
fotocatalitico del TiO, (comunmente en luz ultravioleta) se podria dar incluso bajo luz
visible. No obstante, alin se requieren mayor comprension del rendimiento de estos
nanocompdsitos en su contribucion catalitica, puesto que de forma practica, el uso de estos
como agentes antimicrobianos se limitaria, en el mayor de los casos, en aplicaciones en

ausencia de radiacion luminosa[11].
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De acuerdo a Wickramaratne [12] la presencia de TiO,NPs en AgNPs (ntcleo-coraza)
mejora la monodispersividad (distribucion de tamafio de nanoparticulas que indica la
uniformizacion hacia solo un tamafo), las reacciones fotocataliticas y la estabilidad foto-
térmica del material. Ademads, estos tipos de materiales pueden introducir nuevas
propiedades y estructuras hibridas, exhibiendo menor citotoxicidad. Aun asi, son necesarios
mas estudios que demuestren la seguridad de las TiO,-AgNPs. Aunado a esto, los métodos
de sintesis actuales como sintesis quimica, evaporacién térmica, reduccion fotoquimica,
sol-gel, electrospinning, autoensamble inducido por evaporacion y, la combinacion de estos
para obtener las TiO,-AgNPs requieren y generan materiales costosos y toxicos, lo que
limita en gran medida sus aplicaciones en ciertas areas médicas y de seguridad bioldgica
[13, 14]. Debido a esto, el interés por utilizar nuevos métodos verdes basados en extractos
de plantas naturales, es una buena opcion de reducir el método de sintesis a uno
rentable, rdpido, ambiental y seguro por su baja o nula toxicidad y facil biodegradabilidad

[15].

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se pretende realizar la obtencion de TiO,-AgNPs
por sintesis verde utilizando extracto de O. vulgare como agente reductor y S. praealtum

como estabilizante.

1.4 Hipotesis

Debido al poder reductor de los compuestos orgdnicos (4cido rosmarinico, luteolina,
apigenina, carvacrol, timol y limoneno) extraidos del extracto de la planta O. vulgare
reconocidos como antioxidantes se podran reducir los metales precursores, y la capacidad
de estabilizacion, previamente conocida [16], por parte de los tensoactivos de la planta
medicinal S. praealtum, que aunada a las condiciones de sobresaturacion creada en la
mezcla final por la presencia de estos extractos y las sales precursoras permitird la
nucleacion y crecimiento, para ser posible la biosintesis de TiO,-AgNPs bifuncionales, en

donde los extractos permitiran una alta biocompatibilidad de las TiO,-AgNPs.
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CAPITULO Il
REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se presentan lo referente al contexto tedrico practico en el que se encuentra
el tema aqui presentado, con el objetivo de profundizar en el marco teérico y en aquellos
trabajos que comparten un fin similar al buscado en esta tesis y que pudieran servir como

base para la discusion de los resultados.

2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia es la investigacion cientifica y desarrollo tecnolégico que trata sobre el
estudio de la sintesis, caracterizacién y explotacion de los materiales, dispositivos y
sistemas a escala de 1 a 100 nm. Hay dos tipos de nanotecnologia segin la técnica de
aplicacion: reduccion de tamafo o de arriba hacia abajo (Top-Down) y aumento de tamafio
o de abajo hacia arriba (Bottom-Up) [17]. El caso del Top-Down, se basa en el disefio y
obtencion de estructuras a nanoescala a partir de materiales de mayor tamano. En el caso
contrario, Bottom-Up se ajusta a la construccion de formas mas grandes a partir de la

manipulacion y esamblaje de &tomos o moléculas por medio de reduccion quimica [18].

La clasificacién mas atinada para los nanomateriales, es en base a las dimensiones que lo
conforman, incluye a estas en cuatro categorias: 0D, 1D, 2D y 3D. Esta nomenclatura

ayuda a establecer las dimensiones de la nanoestructura que superan la nanoescala [19].

2.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son materiales de tamafio nanométrico (1 a 100 nm) que se caracterizan
por sus propiedades poco comunes, que son afectadas por pardmetros como el tamafo,
forma, area superficial, confinamiento cuéantico (cuando el espacio con el que cuenta un

ente, por ejemplo el electrén, es comparable a la longitud de onda de su onda asociada,
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conocida como onda de de Broglie), composicion, cristalinidad y estructuras de las

particulas [20].

Con anterioridad se habia hablado de los métodos de sintesis Top-Down y Bottom-Up, de
los cuales, este ultimo es importante en este trabajo. Esta técnica se basa en cuatro formas

de sintesis: método en fase gas, fase liquida, en fase solida y métodos biologicos [21].

Para que se lleve a cabo la sintesis quimica, se emplean tres elementos generales: (I) el
precursor del metal, (II) el agente o agentes reductores y (III) agentes estabilizantes, e
implica dos etapas de formacion de AgNPs: nucleacion y crecimiento. La nucleacion se
puede controlar por ajuste de parametros de reaccion como son el caso de la temperatura,

pH, precursores, agentes de reaccion y agitacion [22].

La biosintesis por otro lado, es un método coloidal, aqui los agentes reductores y
estabilizantes se reemplazan por moléculas o compuestos producidos por elementos vivos
como metabolitos reductores y estabilizantes (Figura 2.1) (bacterias, hongos filamentosos,
levaduras, algas o plantas). El mecanismo para la formaciéon de AgNPs consta de una sola
etapa, ya que el extracto contiene los agentes reductores y estabilizantes en un solo medio,

que involucra los mecanismos de nucleacion y crecimiento [23].

a) . Ag b) Ag” Ag
HO
R

OH v 0
OH i 0 CH, CH,
-2e
- ™
2H X OH o
1 R € .
~o ~o |

Forma fenélica Forma quinona

HO

Solventes proticos
0 e

ROH

Figura 2.1. Posibles mecanismos de reduccion por la planta: a) reduccion por acido tanico, d)

reduccion por geraniol y ¢) reduccion por el flavonoide quercetina [1].
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2.3 Plantas

De las plantas se han comprobado que por medio de sus extractos se producen
nanoparticulas de plata, cobre, oro y aleaciones cobre-plata y, es debido a los compuestos
fitoquimicos reductores, que contienen de manera especifica cada planta [24]. Estos
compuestos pertenecen en gran medida a los metabolitos secundarios, llamados asi al ser
sintetizados por rutas biosintéticas no esenciales para las principales funciones de la planta.
Sin embargo, estos compuestos vegetales ayudan a la sobrevivencia de la planta al tener
funciones importantes como: soporte estructural, brindar colores llamativos, fungir como
antioxidante como respuesta al estrés producido por condiciones ambientales externas del

medio ambiente [25].

La planta S. praealtum es originaria de México, crece en los estados de Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala, sobre suelos pedregosos y humedos, estd relacionada con la vegetacion
perturbada de matorral xerofilo, laderas de cerros y bosques, con clima templado entre los
2400 y los 2700 msnm (metros sobre el nivel del mar). Beltran-Orozco y col. [26]
demostraron la presencia de compuestos carboxilicos, flavonoides, alcoholes, cumarinas,
azucares reductores, alcaloides, asi como algunos del tipo glucésidos como los principales
encontrados en mayor cantidad (kaempferol y quercetina). En torno a estos ultimos
glucosidos, Estrada y col. Encontraron que eran 4 tipos de flavonoides glicosilados que
prevalecian en el extracto de S. praealtum (Tabla 2.1). Ellos, ademas evaluaron su poder
espermicida y establecen que esta propiedad se debe a que actiian como aglutinantes del
esperma debido a ser inhibidores enzimdticos o agentes tensoactivos o alquilantes, que

inhiben la movilidad y metabolismo de espermatozoides [27].

Tabla 2.1. Tabla de los principales metabolitos encontrados en el extracto de hoja de S. pracaltum

[27].

Flavonoides glicosilados

kaempferol 3-O- -rhamnopyranosyl-(1—2)-glucopyranoside-7-O-glucopyranoside
Kaempferol 3-O-_-rhamnopyranosyl-

(1-2)-_-glucopyranoside-7-O-_-rhamnopyranoside
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kaempferol 3-O- -
rhamnopyranoside-7-O-_-rhamnopyranoside(kaempferitrin)
kaempferol 3-O- -

glucopyranoside-7-O-_-rhamnopyranoside

En cuanto a la planta O. vulgare, esta es usada en la cocina tradicional mexicana y para
tratamiento en espasmos, antimicrobiana, expectorante, trastornos digestivos y menstruales.
Su capacidad medicinal como aspectos positivos se ha atribuido a su actividad antioxidante,
tanto del aceite esencial como en las fracciones fendlicas solubles. Esta planta contiene
acido rosmarinico, carnosol y acido carndsico como principales antioxidantes ademas de

otros de acuerdo a la Tabla 2.2 [28, 29].

Tabla 2.2. Principales compuestos encontrados en el extracto de O. vulgare de acuerdo a la

clasificacion de compuestos volatiles y compuestos fenolicos y flavonoides [30-33].

Compuestos volatiles Compuestos fenolicos y flavonoides
a-Tujeno Apigenina
a-Pineno Acido caféico
Sabineno Quirsoeriol
B-Pineno Cosmosido

B--Mirceno Diosmetina
a -Felandreno Eriodictiol
a -Terpineno Acido ferulico
p-Cimeno Galangina
Limoneno Genistina
y-Terpineno Acido gentisico
Cis-sabineno hidrato Hesperidina
Terpinoleno Hispidulina
Trans-sabineno Isovitexina
Cis-p-terpineol Luteolina
Borneol Naringenina
a-Terpineol Naringina
Timol metil éter Acido
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p-hidroxibenzoico

Timol Quercetina
Carvacrol Acido rosmarinico
Acetato de geranilo Rutina
B-Cariofileno Taxifolina
v-Elemeno Acido vainillico
a-Humeleno Vicenina-2
Germacreno D Vitexina

-Bisaboleno

2.4 Antecedentes
2.4.1 Sintesis de nanoparticulas TiO;

Actualmente, la sintesis quimica constituye en la industria asi como en la investigacion el
método preferido en manipulacion y control de materiales a nivel atdbmico y molecular,
técnica mas cominmente clasificada dentro de la nanotecnologia en la categoria de abajo-
arriba (botom-up), por lo que constituye la base de sintesis de materiales ceramicos

avanzados, entre ellos el TiO,[34].

Con respecto a lo anterior, se han publicado varios trabajos referentes a la sintesis de TiO,
en escala nanométrica donde utilizan diversas técnicas, nuevas o modificadas basadas en la
sintesis quimica, en busca de obtener resultados en cuento al tamafio, distribucién, fase y
evaluacion de propiedades. Por ejemplo, Wetchakun y colaboradores [2] realizaron la
sintesis de nanoparticulas de TiO; por medio del proceso de la técnica modificada, basada
en el método sol-gel, en la que utilizaron una membrana de celofan para el control de la
velocidad de difusion, en la reaccion de hidrdlisis y condensacion en diferentes
proporciones, las muestras se calcinaron para obtener cambio de fase de anatasa a rutilo.
Los resultados obtenidos en nanoparticulas de TiO; calcinadas a una temperatura de 400 °C
por un tiempo de 3 h, se observaron que poseen la mayor area superficial con un valor de
97 m*/g. Mientras que, como se muestra en el patron de difraccion de rayos-X de la Figura

2.2, encontraron que la transformacion de anatasa a rutilo, se llevdo a cabo entre las
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temperaturas de 500 y 600 °C, transformandose por completo en fase rutilo a 600°C. Se
obtuvieron tamafos de particula entre 10 y 50 nm, que se presentaron en el rango de 400 a
500 °C, ya que a mayores temperaturas favorece el crecimiento de las nanoparticulas y su

coalescencia.

a #_=Rutile, ®=Anatase
= 5 &
3 % =

Inteneity {a.u.)

Rutie, JCPDS No, 21-1270

lIl I | | [ 1
Analate, JCFDS Ho. 211212

20 a0 40 50 & 70
Degree (2Theta)

Figura 2.2. Patron de difraccion de rayos X de TiO,NPs sometidas en tratamiento térmico

a temperaturas de 400 a 700 °C [2].

Concluyeron, que el método modificado de sol-gel es una técnica favorable para obtener

nanoparticulas de TiO, en alta pureza.
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El método sol-gel es uno de los mas ampliamente utilizados para este tipo de
nanomateriales ceramicos (TiO,NPs), en el que se tienen dos vertientes principales: por un
lado, el uso de precursores inorganicos (en forma de sales especialmente) en la sintesis y
por otro, el manejo de precursores organicos (tratdndose regularmente de alcoxidos), siendo

esta ultima la mas utilizada. Sin embargo, ambos han mostrado resultados positivos [34].

Este método permite controlar muchos factores tales como: tamafio, cristalinidad, estructura
y morfologia (tubos, esferas, cubos, rodillos, agujas y formas irregulares). El control de
estos parametros es muy importante para la determinacion de las propiedades finales y la
aplicacion del material, donde finalmente el método de sintesis (condiciones

experimentales) es responsable en gran medida de esas propiedades finales [3, 35].

Un ejemplo de esto, lo realizd6 Leyva-Porras y colaboradores [3]. Ellos sintetizaron
nanoparticulas de TiO, usando sol-gel asistido por acido acético a 25 y 80 °C en lugar de
alcohol para la disolucion del alcoxido de titanio (Isopropdxido de titanio IV). En los
ensayos que realizaron, se hizo una disolucidon con tres cantidades: 1, 3 y 9 mL de acido
acético bajo agitacion constante, para la formacion de cada muestra, donde se determind la
composicion y estabilidad de la fase usando el método Rietveld y analisis térmico DTA a
600°C, observando la evolucion de la fase anatasa en funcidon de la cantidad de acido
acético agregado. Se lograron obtener nanoparticulas de TiO, en fase anatasa, en la que a
25 °C se requiri6 altas cantidades de acido para la formacion de la fase, mientras que a 80

°C el tamafio del cristal creci6 (véase la Figura 2.3 y Tabla 2.3).

Por lo que se concluye que este proceso es simple, y cae dentro de la quimica verde por
requerir solo alcoxido de titanio, agua y acido acético, lo que lo hace factible para un

posible escalamiento industrial.
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Figura 2.3. Patron de difraccion de rayos X de la nanoparticulas de TiO,. a) 25 °C y b) 80 °C [3].
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Tabla 2.3. Tamanos obtenidos de las muestras bajo diferentes condiciones [3].

Muestra Tamafio de Tamanfo de particula  Desviacién estandar
particulas XRD TEM (nm) (nm)
(nm)

TNO-25 - - -
TA1-25 - - -
TA3-25 7.9 4.7 1.3
TA9-25 5.0 3.9 1.2
TNO-80 5.1 4.6 1.2
TA1-80 3.8 4.3 1.0
TA3-80 4.4 4.0 1.0
TA9-80 53 3.7 0.9

Cachu en 2014 [34] desarrolld TiO,NPs por medio de un método alternativo modificado
sol-gel y dirigiéndose por una ruta organica empleando isopropdxido de titanio (IV) como
precursor metalico y alcohol isopropilico. Obteniendo la formaciéon de NPs demostrando
que, un medio acido favorece, por una parte para la eliminacién de hidroxidos de titanio y

por otra, la cristalizacién de TiO, en fase anatasa.

En la iniciativa de promover el desarrollo de materiales y procesos respetuosos al medio
ambiente y cuidado de la salud, muchos se han enfocado en la quimica verde, en procesos
donde eliminan el uso y posible residuo final de sustancias con caracteristicas peligrosas
[36]. De aqui que Kashale y colaboradores [13] hayan sintetizado TiO,NPs de tamafio y
distribucion uniforme, para uso como anodo en baterias ion litio, con extracto de Cicer
arietinum (gram bean) como reductor, pectina y amoniaco como estabilizador y tetracloruro
de titanio TiCly como precursor metalico (Figura 2.4). La estructura cristalina y la
composicion de fase, area especifica y porosidad, fueron determinadas por difraccion de
rayos-X, espectroscopia Raman, microscopia electrénica de transmision (TEM),

termogravimetria (TGA) y (BET).
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Figura 2.4. Proceso de sintesis para obtener TiO,NPs [13].

De la misma manera Gandhi en el 2016 [15], sintetizo TiO,NPs para su uso en actividad
pediculicida y larvicida de 4 vectores de malaria, usando extracto natural de hoja de Vitex
negundo y tetracloruro de titanio TiCly. Obteniendo la formaciéon de nanoparticulas
esféricas confirmado por UV-vis bajo observacion del pico caracteristico a 360 nm (Figura
2.5a). Las larvas de los mosquitos fueron expuestos a diferentes concentraciones de
TiO,NPs, extracto de la planta y de TiCly (Véase Figura 2.5b). Al final encontraron que las

TiO,NPs presentan una actividad significante larvicida y pediculicida.
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Figura 2.5. a) espectro de absorcion UV-vis de solucion de TiO2NPs usando extracto de V.

negundo. b) grafica de valores larvicidas y pediculicidas [15].

2.4.2 Sintesis verde de nanoparticulas de Ag

Shanti y colaboradores en el 2016 tomaron en cuenta que actualmente existe una creciente
necesidad de desarrollar nanoparticulas ambientalmente benéficas y, esto se logra usando:
biomasa y extractos celulares de bacterias o plantas [4]. Ellos sintetizaron y caracterizaron
nanoparticulas de plata usando extracto de un probiodtico Bacillus licheniformis, donde el
espectro de UV-vis mostro el plasmon centrado en 422 nm indicando la presencia de
AgNPs. Los estudios mediante TEM demostraron que son esféricas con tamafios de 18. 69
a 63.43 nm, mientras que con la técnica de microscopia de barrido laser y confocal se
demostr6 la adherencia de las AgNPs en la pared bacteriana de Vibrio parahaemolyticus,

con una marcada desintegracion de la biopelicula bacteriana (véase la Figura 2.6).

Estos resultados sugieren que las AgNPs, pueden ser consideradas para el control de
biopeliculas bacterianas, muy comunes en el campo biomédico [4]. Aqui es necesario
recalcar, que estos mismos métodos verdes hacen aptas a las AgNPs para ampliar sus

aplicaciones.
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Figura 2.6. a) espectro de absorcion UV-vis. b) Micrograficas de (CLSM) [4].

Otra forma de lograr esto, es utilizando plantas naturales. Para ello Sankar y colaboradores
[37] usaron extracto de O. vulgare para reducir una solucion de 1 mM de AgNO; a

temperatura ambiente a AgNPs, que caracterizaron al identificar los planos fcc de la plata
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de las nanoparticulas esféricas, su distribucion de tamafio de entre 65 a 85 nm, (Figura 2.7a)

y su citotoxicidad en lineas de células humanas cancerigenas in vitro (véase Figura 2.7b).

Por lo que observaron la sintesis de AgNPs gracias a los compuestos presentes en el
extracto de Origanum vulgare y que juegan un papel importante en la sintesis verde. Estos
mismos, permitieron la evaluacion de citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas

humanas donde fue remarcable un 50% de mortalidad de células a 100 g/ml.
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Figura 2.7. a) patron de difraccion de rayos X, b) citotoxicidad en células cancerigenas [37].

Los compuestos de las plantas como metabolitos secundarios (compuestos organicos

producidos por las plantas sin tener funcién directa en el crecimiento ni en el desarrollo de
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esta, es decir procesos esenciales; s6lo en funciones secundarias en general por ejemplo: lo
que respecta a la defensa, a la coloracion, olor, etc. y algunos de ellos son los terpenoides y
flavonoides [25]), son en gran medida los responsables de reducir la sal metalica y
estabilizar las nanoparticulas [38]. Gul y colaboradores en el 2016 [39] sintetizaron AgNPs
por metabolitos secundarios presentes en el extracto de melon, y su toxicidad en las moscas
domésticas en un rango de concentracion de 2-10 mg/mL, mostrando un notable control en

el tamafo del material y la capacidad insecticida (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Actividad insecticida de las AgNPs sintetizadas [39].

The insecticidal activity of synthesized AgNPs against M. domestica.
Test C i Number of the exposed Nuomber of the dead 1R Zh 3h dh
material  (mg/ml ) Nunber of Total 1h 2h 3h 4h M M" M* .5 M* M M M
exprsedfreplica exposad
Conirol - 13 60 0002000 0.00x0.00 400000 F00x0.00 000 (000 0.00 .00 8O0 BO0 1400 1400
Plant 40 15 60 600100 B03=+0.81 1500095 310009 1000 1000 1333 1333 2300 1964 5200 4423
HUSOUS 0 15 &0 3.00+050 S5.00+050 13.00+0.96 25.00+096 500 500 £33 833 2100 1607 4200 32.69
extract 10 15 ) 200+057 3.00+050 11.00+0.50 18.00+0.57 333 333 5.00 500 1800 1250 3000 1923
5 15 &0 000000 200057 400+081 13.00=095 00 (0OG 3.33 333 00 000 2200 962
ApNPs 10 15 60 43,00 = 0.96 55.00+0.96 60.00 {100 6000000 TIL67 7167 9166 9166 100.00 0000 100.00 1060.00
8 15 60 3700+ 125 4200057 5400 +1.29 6000000 6167 6L6T 7000 70.00 9000 8529 100.00 100.00
4 13 60 20000057 36.00= 081 3900 ={h95 00081 4533 4333F 6000 SO0 6300 6230 M 7682
2 15 60 1200 +0.81 17.00=0.96 3500 +0.99 44.00+0.581 2000 2000 2833 2833 5833 5536 7333 69.23
AgNO, 10 15 60 0.00 +0.00 400 +0.00 EO0+03.95 12200+ 0.00 0O 000 666 666 1333 714 2000 769
DDVFE 1 15 &0 60.00+ 0.0 60.00 ~+ 0.00 A0.00 « 300 60.00+0.00 10000 10000 100.00 100.06 100.00 10000 100.00 10000
& 15 &0 49.00 > 0.50 60.00 > 0.00 60.00 100 6000x0.00 Bl 8166 100,00 100.00 100.00 0000 100.00 100.00
4 13 &0 33002050 SL00+0.50 6000 =00 6000 =0.00 3833 3833 ES.00 B500 10000 10000 10000 100.00
2 15 60 18.00x0.57 3L.D0=0.50 46.00 xL.57 6000+0.00 30.0F 3000 5200 5200 77.00 7500 100.00 100.00
M* :Mortality (%):; M’ : Comrected martality (%).
2.4.3 Sintesis de nanoparticulas TiO,-Ag
Para la sintesis de nanoparticulas de TiO, y Ag, actualmente existen muchos trabajos donde
se aplican métodos combinados o modificados. Uno de esos trabajos, fue el de Shet y col.
[40], ellos obtuvieron nanoparticulas de TiO,-AgNPs por medio del seguimiento de un
método de hidrdlisis de olla aplicando calcinacidon a 450 °C por un tiempo de 3 h, que
posteriormente fueron usadas para su evaluacion en las propiedades fotocataliticas, y
conocer su eficacia de degradacion de fenoles, donde las particulas se ensayaron en dos
tipos de formas: las nanoparticulas libres e inmovilizadas en acetato de celulosa en un
proceso batch bajo la radiacién solar.
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El método utilizado consisti6é en la hidrélisis del Titanio- (trietanolaminato) isopropéxido
(N((CH;),0);TiOCH(CHs),) y la reduccion de los iones metélicos en dimetil formamida.
Posteriormente, se utilizd, una relaciéon molar de 1:1.7 de Ag y TiO,, respectivamente, para

finalmente calcinarlas por 3 h a 450 °C.

Mientras tanto Jhuang y Cheng [5] obtuvieron nanoparticulas core-shell TiO,-AgNPs
(Figura 2.8) por medio de un proceso sonoquimico en presencia de etilenglicol con solucion
alcalina. Este consistio en mezclar los 0.005 % en peso de polvos de TiO; con 20 ml de
solucion preparada de etilenglicol y agua desionizada y 0.01% en peso de NaOH 4:1,
respectivamente, se utilizé ultrasonido a una frecuencia de 23 kHz y una potencia de 500w
por 3 min en una mezcla de nitrato de plata (AgNOs3) y nanoparticulas de TiO, dispersas en

etilenglicol, se sintetiz6 durante 15 min a temperatura ambiente.
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Figura 2.8. a) espectro de absorcion UV-Visible de TiO2 y Ag-TiO,. b) dispersion de TiO,

(izquierda) y Ag-TiO,. c) patron de rayos-X para (a) TiO, puro y (b) Ag-TiO; [5].

El tamafo promedio obtenido fue de 80 nm. Ademas, se encontrd que la reaccion del ion

Ag’ con TiO; se llevo a cabo por una reaccion autocatalitica, lograndose obtener el 98 % de

reduccion de la plata a un tiempo de 1000 s de reaccion.

Ag* + (CH,0H), (etilinglicol) %NPS de Ag + CH;CHO (aceltaldehido) + 2H* Ecuacion 2.1
2
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Otro método por el cual son sintetizadas TiO,-AgNPs es por sintesis verde o biosintesis,
Atarod y colaboradores en 2016 [41] sintetizaron un nanocompdsito de Ag-TiO, usando
extracto de las hojas de Euphorbia heterophylla sin ningin estabilizante o surfactante y
midiendo su capacidad catalitica en la degradacion de varios colorantes como: naranja de

metilo, rojo de congo y azul de metileno en presencia de NaBH, a temperatura ambiente.

El proceso consistid basicamente en la preparacion tipica de las AgNPs, en la cual
mezclaron 20 mL de extracto de la planta gota a gota a una solucion de 40 mL de AgNO;
0.003 M, anadiendo 1g de degussa p-25 TiO; en polvo bajo agitacion constante a 60 °C
durante 2h. Confirmaron la formacion de AgNPs y TiO,-AgNPs (Figura 2.9a-b) y
caracterizaron por FESEM (Figura 2.9c), concluyendo que este método resultd bastante

estable, al mantener las Ag-TiO,NPs estables varios meses en atmdsferas inertes.

Absorbance(a. u.)
°
o

300 35 400 450 SO0 S50 600 650 700 750 800
A (nm)

224 - X
SEM HV: 150 kV wo: 497mm |
08 View fieid: 138 ym Dot InBeam SE 200 nm
SEM MAG: 130 kx  Date{midry): 0629/15

Absorbance (a. u.)
°
(-

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 2.9. a) espectro de absorcion UV-vis de AgNPs. b) espectro de absorcion Ag-TiO,. ¢)
micrografia FESEM [41].
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2.4.4  Aplicaciones biologicas

En la actualidad, son comercializados de forma masiva nanomateriales en productos
cotidianos, tanto, que se ha intensificado su exposicion en personas, animales y su
liberacion potencial al ambiente. Ademads, estos bienes no especifican de forma clara
parametros que permitan al consumidor evaluar los posibles riesgos de su usanza. Por lo

que en ultima instancia, sus posibles efectos toxicos deben ser estudiados [6, 42].

En algunos trabajos antes comentados, conjuntamente a la sintesis de los nanomateriales, se
han permitido evaluar su toxicidad, ya sea como actividad antibacteriana (ya comin en
AgNPs y TiO,NPs) o como citotoxicidad en general. Tomando en cuenta esto Schiavo y
colaboradores 2016 [42], investigaron la genotoxicidad y citotoxicidad de ZnONPs por
ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, que es una sal de
tetrazolio oxidada que es reducida por la coenzima NADPH), comparandolos con los
resultados obtenidos también con SiO, y TiO, en una microalga marina Dunaliella
tertiolecta. Donde su exposicion a las nanoparticulas fue de 72 h, en el cual, las NPs actuan
a primera vista en la inhibicion de la division celular a una concentracion de 2 mg Zn/L y, a
5 mg Zn/L la accidén genotoxica se manifestd. El autor manifiesta que esto se puede deber a
la liberacion de iones toxicos de las ZnO sobre la proximidad de la membrana celular. Sin

embargo, el TiO; y el Si0; presentaron una mayor toxicidad que el ZnO (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Valores de comparacion de la toxicidad de las nanoparticulas empleadas [42].

Zn0, TiO,, Si0; genotoxicity and cytotoxicity (as % effect) at EC50 and NOEC values measured for D. tertiolecta population growth inhibition (Manzo et al, 20134, 2015),
Zn0 TiO; Si0,
NOEC (0.1 mg Zn/L) EC50 (2 mg Zn/L) NOEC (7.5 mg/L EC50 (20 mg/L) NOEC (125 mg/L) EC50 (200 mg/l)
Genotoxicity Comet (% effect 5 75 95 95 40 56.25
Cytotoxicity MTT (% effect) 3 2 293 61 176 57
Acridine Orange (% effect) 1.03 0 25 72 12 49
DCFH-DA (% effect) 114 227 6 20 4375 55

De igual forma, Tomankova y colaboradores 2015 [6] evaluaron su citotoxicidad in vitro de
TiO,NPs y AgNPs que se hallan disponibles comercialmente. Observando que todas las

NPS penetraron las lineas de células humanas SVK14 y tuvieron efecto significativo en la
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cinética de produccion de radicales ROS (la producciéon de ROS no es el principal

mecanismo de dafo, pues los dafios al ADN son significativos).

La viabilidad de las lineas celulares fue evaluada por MTT y demostré que las AgNPs
presentaron mayor potencial citotoxico en contraste a las TiO,NPs. Concluyeron que
aunque este estudio permitid un aporte al conocimiento en cuanto a la seguridad de la salud

humana, son necesario ensayos in vivo para conocer la toxicidad de las NPs.

Ahora, hablando de actividad antimicrobiana no solo de TiO,NPs, sino decoradas con Ag.
André y col. en 2015 [43], evaluaron la concentracion minima bactericida y fungicida, de
las TiO,-AgNPs que sintetizaron por medio de tratamiento hidrotermales asistido por
microondas, por medio de microdilucion en caldo, como se describe por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio por sus siglas en inglés CLSI (The Clinical y
Laboratory Standards Institute) en especies de Candida (spp.) (Figura 2.10). Concluyeron

que las TiO,-AgNPs tienen un alto potencial para su uso como agente antimicrobiano.
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Figura 2.10. Los valores promedios de log10 (CFU /mL) a) Candida albicans, b) C. glabrata [43].
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CAPITULO 11l
DESARROLLO EXPERIMENTAL

De acuerdo a los objetivos del tema y a la revision de la literatura, la Figura 3.1 muestra un
diagrama general de la estrategia seguida para el desarrollo del proyecto. Esta se divide en
tres fases principales: en primer lugar, se llevo a cabo la sintesis verde de las TIO,NPs,
AgNPs y TiO,-AgNPs utilizando como agentes reductor y estabilizante los extractos de O.

vulgare y S. praealtum, respectivamente; posteriormente, se procedio a su caracterizacion.

Sintesis de nanoparticulas
Caracterizacion

-Sintesis de TIO,NPs .
-Sintesis de AgNPs UABEE
-Sintesis de Ag-TiO,NPs -MEB

-DRX

-FTIR

-DPPH

-Folin Ciocalteu

Figura 3.1. Procedimiento general a seguir en el proyecto de investigacion.

3.1 Biosintesis de TiO,-AgNPs

Las TiO,-AgNP se obtuvieron por sintesis verde, para ello, primeramente se recurrio a la
adquisicion de las plantas (O. vulgare y S. praealtum) de forma seca en un mercado local en
la ciudad de Morelia, de las sales precursoras metalicas (AgNO; y TiCly) y material en
general a utilizar. Ya conseguido todo, inicialmente se sintetizaron las TiO,NPs y, en
segunda instancia, se agregd de manera dosificada la disolucion de AgNO; para el

recubrimiento con plata sobre las TiO,-AgNPs (ntcleo-coraza).
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3.1.1 Materiales

Para la obtencion de las NPs con el método ya comentado, se emplearon estos precursores

inorganicos los siguientes reactivos:

e Tetracloruro de titanio (TiCly) 99.0% de pureza
e Nitrato de plata (AgNOs3) 99.5% de pureza

3.1.2 Procedimiento

3.1.2.1 Preparacion del extracto

Para los extractos acuosos de las plantas, se utilizaron diferentes concentraciones de cada
una de ellas: 0.02, 0.04 y 0.06 g/L. Para ello primeramente, cada una de las plantas se llevd
a molienda por maceraciéon en mortero. Posterior al polvo obtenido, se pesaron 2 g y se
agregd a 100 ml de agua destilada para calentarla durante 30 min a 60 °C. Finalmente, se
dejo enfriar. Todo esto, para cada planta, refrigerandolas en recipientes herméticamente

cerrados para sus posteriores usos.

3.1.2.2 Sintesis de TiO,NPs

En una primera etapa, se sintetizaron las TiO,NPs en un vaso de precipitado con 5 mL de
extracto de O. vulgare, se adicionaron 5 mL de una disolucion acuosa de TiCly a 10 mM de
tal modo que la concentracion final de la mezcla de reaccion esté presente a 5 mM. De la

misma manera se llevo a cabo con el extracto de S. praealtum y combinados.

3.1.2.3 Sintesis de AgNPs

Con el fin de conocer la eficiencia de la reduccion de plata de los extractos, se llevaron a

cabo ensayos para la obtencion de AgNPs en la misma forma que las de TiO,, solamente
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usando como precursor la disolucién acuosa de AgNOs. Los cambios a los que fue sujetos

esta metodologia, conforme se describen los resultados.

3.1.2.4 Formacion de nanoparticulas nucleo-coraza

Ya teniendo la mezcla inicial de reaccion de TiO,NPs, se procedid a lavar por
centrifugacion, por 30 min a 5000 rpm, recuperando el sobrenadante y se redispersoé en
agua destilada. En 5 mL de esta disolucion lavada, se afadio 2.5 mL de extracto combinado
de S. praealtum y O. vulgare. La segunda etapa correspondi6 a la formacion de la capa de
plata sobre las TiO,NPs. Para ello, en la disolucion anteriormente realizada, se le anadieron
gota a gota bajo agitacion constante 2.5 mL de disolucion de AgNOs a 10 mM, de tal forma
que al igual que el anterior, la concentracion final de la mezcla de reaccidn esté presente a

2.5 mM.

3.2 Caracterizacién

La técnica de andlisis de espectroscopia de absorcion UV-Vis permitid confirmar la
formacion de NPs. Esta técnica correlaciona las bandas de absorcion debidas a la
resonancia del plasmon de superficie y con ello proporcionar informacion de la distribucion
de tamafio y las formas de las NPs [44]. Los espectros resultantes son representados como

la absorcion frente a la longitud de onda en la region UV-Vis [45].

Por otro lado, con la microscopia electronica de barrido (MEB), se realiz6 la determinacion

de forma preliminar, del tamafio y forma de las nanoparticulas.

Este microscopio cuenta con la técnica de espectroscopia de dispersion de energia (EDS)
que sirvio para realizar un analisis elemental para la confirmacion de la Ag y TiO; en las
NPs. Con esta técnica se pueden detectar elementos quimicos con nimero atdmico >4 de

manera cualitativa y semicuantitativa que se encuentren en la muestra analizada [46].

Un andlisis quimico y de determinacion estructural de las moléculas, se realizd por

espectroscopia de infrarrojo (FTIR). Los grupos funcionales tienen frecuencias
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caracteristicas en las cuales absorben esa longitudes de onda que van desde 2.5 a 16 pm.
Esta se utiliz6 con el fin de identificar las substancias presentes en el extracto natural, en
donde se pretende obtener informacion de los grupos funcionales del extracto, que ambas
fueron correlacionadas. De igual forma, se aplicd para conocer la estabilidad del extracto

antes y después de la reaccion de sintesis de NPs.

Finalmente, la difraccion de rayos X se utilizo para dos aspectos diferentes pero
complementarios: por una parte, la geometria de las direcciones de las difracciones brinda
informacion sobre el sistema cristalino [47]. Otro aspecto a considerar de la técnica de
difraccion de rayos X, es que por medio de ésta se determiné el tamafio promedio de las
particulas a través del uso de la ecuacién de Debye-Scherrer, condicionada de que la red

cristalina esté libre de deformaciones y que los cristales predominen en la muestra [48].

3.3 Capacidad reductora DPPH

En la sintesis verde de nanoparticulas es fundamental conocer el poder reductor de los
compuestos naturales de las plantas. Por ello, es importante determinar la actividad
reductora de los extractos participantes en este trabajo por medio del ensayo de la reduccion
de radical libre 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) seglin el método descrito por Lee y
col. [49]. Se adicion6d 100 pL de extracto de cada planta en diferentes concentraciones (7
mg/mL, 14 mg/mL y 21 mg/mL), se complementd con 900 pL. de agua destilada, para
posteriormente agregar 1 mL de solucion de DPPH a 0.2 mM en etanol y se homogenizo.
Se incubaron durante 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. De la misma forma, los
controles se prepararon sin extracto (control negativo) y con BHT (como control positivo).
Pasado el tiempo, se determind la densidad optica (DO) midiendo la absorbancia de la
muestra a 517 nm en un espectrofotometro UV/VIS Perkin-Elmer Lambda 18. El

porcentaje de la actividad reductora (AR%) se determin6 con el uso de la siguiente férmula:

ARYS = (DO 517control — DO 517muestra) < 100
o DO 517control
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3.4 Cuantificacién de polifenoles Folin-Ciocalteu

La determinacion del contenido total fendlico de los extractos preparados de las plantas S.
praealtum y O. vulgare se llevo a cabo por un ensayo colorimétrico por medio del reactivo
de Folin-Ciocalteu. Siendo este, un método basado en la transferencia de electrones en
medio alcalino de moléculas fenolicas hacia complejos fosfolibdico/fosfotiingstico,
pasando de un morado a un azul indicativo de la reaccion de 6xido-reduccion [50]. Segun el
método detallado en [51], se agregaron 100 uL de la muestra de cada una de las plantas
(Tabla 3.1) por triplicado en tubos de ensaye, seguidamente 400 pL de agua destilada y 300
uL de reactivo de Folin-Ciocalteu a 2 M y se agitd toda la mezcla en un vortex 10°’-15"".
Cuando se hallaron homogeneizadas las muestras se le adicioné 1200 pL de Na,COs
(carbonato de sodio) a 0.7 M y se procedid a incubar por 2 h en ausencia de luz bajo
temperatura ambiente. Pasado el tiempo, se evalud la absorbancia a 765 nm en el
espectrofotometro antes mencionado. Los resultados obtenidos se compararon con una

curva de calibracion realizada a partir de 4acido galico 0.1 mg/mL (Tabla 3.2).

Tabla 3.1. Ensayos realizados por el método de Folin-Ciocalteu

Agua destilada  Folin-Ciocalteu

Planta Extracto (uL) Na,CO3 (uL)
(uL) (uL)
S. praealtum 100 400 300 1200
O. vulgare 100 400 300 1200
L.
- 100 400 300 1200
Angustifolia
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Tabla 3.2. Reactivos para la curva de calibracion

Acido galico (uL) Agua destilada

(ML)

25 475
50 450
100 400
200 300
300 200
400 100
0 500

Se utilizé un volumen Folin-Ciocalteu y Na,CO; de 300 uL y 1200 pL respectivamente para cada uno de las

concentraciones.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

En toda ciencia exacta, es esencial en un trabajo de investigacion una adecuada
interpretacion de los resultados obtenidos a través de un correcto procedimiento
experimental. Estos resultados, deben en todo aspecto ser valorados al término de su
obtencion, debido a que es un punto importante para el comienzo del proceso experimental
subsecuente y con ello permitir modificaciones que lleven a mejoras del proceso, para el
caso de no conseguir lo esperado en primera instancia. En este apartado, se presentan los
resultados obtenidos de manera cronoldgica y conforme a lo establecido en los objetivos.
Ademas, se realiza una descripcion y discusion adecuada que determina diferencias, pros o
contras, respecto a otros trabajos reportados por otros autores y con ello contribuir al campo

del conocimiento del tema en cuestion.

4.1 Sintesis de nanoparticulas de TiO,

Dentro de este apartado se pretende establecer la descripcion de lo obtenido en cuanto a la
sintesis de TiO,NPs por diferentes parametros y condiciones ademas de las técnicas

utilizadas.

a) Biosintesis por medio del uso de extracto de S. Praealtumy O. vulgare

En la Figura 4.1a se puede apreciar el color de los extractos de S. praealtum y O. vulgare
(de izquierda a derecha, respectivamente) después de su preparacion de 2 g en 100 mL de
agua destilada a 60 °C por 30 min. Mientras que en la Figura 4.1b se observa la coloracién
que resultd después de combinar los extractos de a) S. praealtum, b) O. vulgare y c)
combinados en relacion 1:1 con solucidon acuosa de tetracloruro de titanio (TiCly) a 5 mM,
en relacion 1:1 respecto al extracto correspondiente. El cambio de color procedid
inmediatamente al agregar la solucion de titanio; en el caso con S. praealtum se oscurecio

mientras que en O. vulgare y combinados cambiaron a un rojo intenso y naranja,
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respectivamente. Pasado 5 min aproximadamente de completar la reaccion, tiende a

formarse un precipitado de coloracion antes mencionada.

Estos cambios iniciales de color dentro de la reaccion, se deben principalmente a los
cambios quimicos de las moléculas de antocianinas presentes en los extractos de las
plantas. Como se sabe, las antocianinas son un grupo de metabolitos naturales de naturaleza
fendlica y que en muchos casos estan unidos a un azucar que, al someter a temperatura se
desprende este y queda solo el compuesto fendlico, que por si solo es incoloro y que, al
entrar en contacto con la solucion de TiCly (preparada a baja temperatura para evitar la
hidrolisis violenta y no controlada), del cual se hidroliza una fraccion de moléculas provoca
la formacion de HCL, lo que acidifica el sistema, esto lo describe Goutam y col. [52] al
presentar un posible mecanismo de formacion de TiO,NPs empleando extracto de Jatropha

curcas L.

Estos cambios de pH ejercen un efecto en la estructura y asi mismo, en la estabilidad de las
antocianinas, en las que a pH menores a dos, estas moléculas se encuentran como i6n
oxonio o cation flavilio (AH") forma mas estable y de color rojizo intenso [53, 54] como se
puede observar en la muestra realizada con O. vulgare, esto indica que la planta es rica en
antocianinas (Tabla 2.2). No asi para S. praealtum, que solo cambid a un color mas oscuro,
lo que revela su bajo contenido de esos fenoles. El precipitado posterior correspondio a las
nanoparticulas de TiO,, ya que este se analiza en posteriores caracterizaciones. Ademas,
estos cambios de coloracion también son atribuibles en parte a la formacion de complejos
clorados, como lo es TiOCl,, Asi lo sefiala Chang y col. [55] al sintetizar particulas de
anatasa a través electrodialisis de la solucion acuosa de TiCly, ya que ellos también
preparan una solucion patron de TiCly en agua a bajas temperaturas para evitar una
hidrolisis violenta y completa, consecutivamente afiadieron mas agua y con este incremento
provén mayormente la hidrolisis, favoreciendo la aparicién de ese color naranja. Algo
similar sucede al momento de agregar la solucion de TiCly al extracto, también preparado
en agua, dando cabida a un aumento en la velocidad de hidrolisis por el cambio de una

temperatura mayor y crecimiento de la relacion TiCls/H,0, forméndose estos complejos.
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Figura 4.1. Muestras de la coloracion de los extractos preparados a) y b) obtenida después de la
reaccion entre la solucion de tetracloruro de titanio (TiCly) con cada uno de los extractos evaluados:

1) S. praealtum, 2) O. vulgare y 3) Combinado relacion 1:1.

La espectroscopia de UV-vis es una técnica preliminar que permite establecer en primera
instancia la presencia de sélidos en forma de nanoparticulas. En el caso particular de las
TiO,NPs, en la literatura maneja un pico maximo de absorcion en un rango de 300-400 nm
[56, 57]. En la siguiente Figura 4.2a y 4.2b se puede observar los espectros
correspondientes a la reaccion de cada extracto con la solucion de TiCly y el espectro de los
extractos por si solos, respectivamente. En ambos casos, se calibré el equipo con agua
destilada como blanco. Se puede observar que en la Figura 4.2a se presentan en los tres
casos, sefales dentro de los 300 nm caracteristicos de la formacién de TiO,NPs y una sefial
en 480 y 530 aproximadamente presente en O. vulgare y combinado, tipico de longitudes
de onda méaximo de absorcion de antocianinas, dependientes de los cambios en los radicales

y posiciones de radicales hidroxilo e hidrogeno[58, 59].

No obstante, en la Figura 4.2b se denota que el principal pico de absorbancia de los
extractos cae dentro del intervalo correspondiente a las TiO,NPs, lo que podria significar
una interferencia para identificar la sefial de formacion de las TiO,NPs. No obstante, de
menor intensidad y recorridos hacia la izquierda, lo que representé una complicacion inicial

en la determinacidon de TiO,NPs.
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2.5

Extracto Oregano
Extracto 5. viva

s.viva b)
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combinado 1:1
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Figura 4.2. Espectro UV-vis de nanoparticulas de TiO, utilizando los extractos de S. praealtum, O.

vulgare y combinados (a). Espectro correspondiente a los extractos puros después de ser preparados

(b).

Las antocianinas ademds de todas las caracteristicas mencionadas, se ha demostrado que
tienen propiedades de secuestrar metales de transicion y que dependiendo del sistema,
pueden presentar bajos potenciales de reduccion, que provoca que se comporten como

agentes pro-oxidantes, que es contrario a antioxidante [60].

Ademés, al analizar la quimica acuosa del titanio en condiciones acidas fuertes, se han
encontrado que debido a la relacién alta de carga-radio atdmico, la especie Ti™* no se halla
completamente en el sistema, aunque termodindmicamente se tiene una mayor probabilidad
de encontrar el titanio como Ti" (véase anexo 1), de se encuentre en equilibrio con especie
divalentes como: TiO™* y Ti(OH), y que toma gran importancia a pH > 0.7 [61, 62] al

presentarse la hidrdlisis a ese pH:

TiO*? + H,0 & TiO(OH)* + H* Ecuacion 4.1
Ti(OH)¥* + H,0 o Ti(OH) + H* Ecuacion 4.2
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Esto significa, que los grupos hidroxilos y carbonilos de estos compuestos naturales
tendrian interaccion con las especies de Ti en la solucion y generarian la hidrélisis y, con
ello la formacion a TiO, (véase anexo 2). Asi lo sugiere Goutam y col. [52] en el
mecanismo de formacion de TiO,NPs, mostrado en la Figura 4.3. De igual forma, se ha
atribuido que por medio de esta interaccion, se forman complejos desarrollados entre el Ti
(IV) con compuestos orgéanicos o peroxido de hidrogeno presentes en la planta, en una
especie de producto intermediario [63, 64], asi lo remarca Sundrarajan y col. [65], al
sintetizar TiO,NPs por medio del uso del extracto de las hojas de M. citrifolia, en la que
establecen que los grupos carbonilos e hidroxilos de la antraquinona (metabolito extraido
de M. citrifolia) interactuan con el TiCly formando enlaces no covalentes instituyendo un
complejo de titanio [66] que posteriormente se calcina y, que por intolerancia térmica
elimina las moléculas orgénicas asegurando la formacién de TiO,NPs y su cristalinidad,
constituyendo a los compuestos del extracto, como agentes controladores de la hidrélisis y
condensacion de TiO,. Cabe destacar, que a pesar que calcinan las muestras para mayor
eficiencia de obtencion de TiO,, estas moléculas son muy inestables a estos cambios
estructurales, por lo que no se descarta la formacioén debido a la condensacion y con ello la

precipitacion de TiO,NPs sin utilizar altas temperaturas.

now,
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Figura 4.3. Esquema de posible mecanismo de formacion de TiO,NPs a través de la interaccion con

grupos (-OH) de los compuestos de las plantas [52].
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Se pretendid comprobar los resultados obtenidos por espectroscopia UV-vis, como es la
presencia de TiO,NPs. Para ello, es necesario observar el material sintetizado y esto se
logra por medio de diversas técnicas, de las cuales una de ellas es la microscopia
electronica de barrido (MEB) y espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Estas permiten
estudiar la morfologia, tamafo, asi como la composiciéon del material por medio de analisis
quimico elemental. En la Figura 4.4 se muestra micrografias electronicas de barrido
representativas de la muestra obtenidas a partir del extracto de S. praealtum a diferentes
amplificaciones: 5000X, 20 000X, 40 000X, por técnica LABE que combina electrones
secundarios (morfologia) y retrodispersados (composicion) y el analisis EDS de la muestra.
En esta se observan cumulos de solidos de TiO,, donde en la micrografia de mayor
amplificacion se puede observar que se trata de cumulos formados de individuos de
TiO,NPs de tamafio menor a 100 nm aprox. También, se aprecia que se encuentran ya
coalesciendo entre ellas formando una especie de cadenas. Las cuales a pesar de estar
encadenadas, se encuentran aisladas en forma de cimulos lo que indicaria que la planta es
efectiva para el control de la sintesis de TiO, y al mismo tiempo contiene cierta cantidad de
surfactantes que no permiten la completa coalescencia de estas nanoparticulas. En lo que se
refiere, a las que se logran unir, es debido a la tendencia de los planos preferenciales de

mayor empaquetamiento a unirse entre ellos en respuesta a tender al equilibrio energeético.

En la Figura 4.5 se observan las micrografias logradas con el uso del extracto de O.
vulgare. Donde la Figura 4.5a ilustra la gran densidad de TiO,NPs uniformemente
distribuidas y de forma esferoide. Aparte de la mayor cantidad de TiO,NPs, un aspecto
diferente a la muestra anterior empleando S. praealtum, es el mayor grado de coalescencia,
asimismo, que se encuentran dentro de alguna especie de segunda fase, presumiblemente
parte de la fase organica o complejo orgadnico de titanio formado, como previamente se
menciona, que no condensé. Estos resultados concuerdan con el hecho de que la planta O.
vulgare contiene gran cantidad de compuestos polifenodlicos, entre ellos flavonoides,
glicidos y antocianinas, que permitieron una mayor formacion de TiO,. Pero sin dejar por
hecho que no tiene los suficientes agentes surfactantes que dieran lugar a una dispersion

homogénea de particulas individuales sin coalescencia.
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Figura 4.4. Micrografias electronicas de barrido en la que se observan las TiO,NPs obtenidas a
partir del extracto de S. praealtum, a amplificaciones de a) S000X, b) 20 00X y ¢) 40 000X. Y d) el

analisis quimico EDS donde se denota la presencia de Tiy O.

Figura 4.5. Micrografias y EDS de TiO,NPs obtenidas por medio del extracto de O. vulgare.

Las imagenes de la Figura 4.6 obtenidas a partir de la mezcla de los extractos: S. praealtum
y O. vulgare ilustran una formacion mas limpia de TiO,NPs, definidas en tamafio y forma

esférica, bajo la técnica de electrones secundarios que muestra morfologia, y con ello se
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observa la coalescencia entre los individuos. Ademas el andlisis de EDS que resalta la
presencia de titanio y oxigeno en forma elemental. Todos estos resultados concuerdan con
los presentados en el trabajo realizado por Ghandi y col.[15]. Ellos, por medio del extracto
de las hojas de V. negundo y TiCly sintetizaron TiO,NPs de forma esférica y con tamafio
promedio de 93 nm. Sin embargo, en esta ultima se denota la posible combinacion de
aspectos que ofrece cada una de las plantas en la sintesis de TiO,NPs: por un lado, la
cantidad nanoparticulas logradas, que seria atribuido a O. vulgare y por otro la distribucion
de tamafio y que es gracias a los surfactantes y agentes estabilizantes que en general, estan

presentes en el extracto de S. praealtum.

Una vez confirmada la presencia de TiO,NPs por MEB, se recurrio a la técnica de
difraccion de rayos X (DRX) para adicionalmente conocer la cristalinidad y las fases en las
que se encuentran. Para este caso, se evalud la muestra mediante el difractograma obtenido
de TiO,NPs sintetizadas por extracto combinado, presentado en la Figura 4.7. En este se
muestra la presencia de tres picos, de las cuales se indexan de acuerdo a la tarjeta
cristalografica [99-101-0244] y muestra la presencia de KCl atribuido a los minerales del
extracto de la planta; y por medio de la tarjeta [99-100-9707] perteneciente a la fase anatasa
en los angulos 25.37, 37.12, 54.12, 62.91 correspondientes a los indices de Miller (hlk):
(101), (004), (105) y (204) indicando la presencia de esta fase, sin embargo, en muy
pequefia intensidad lo que confirma que las TiO,NPs presentes en la muestra se encuentran
en su mayoria en estado amorfo con un pequefio porcentaje de cristalinidad en fase anatasa.
Sanz y col. [67] prepararon TiO,NPs mediante hidrélisis de TiCls en condiciones acidas y a
baja temperatura, lo que obtuvieron en primera instancia es un material amorfo que al
someterlo a temperatura de ebullicion aumenta la cristalinidad, presumiblemente por el
efecto que esto involucra la eliminacion de HCIl a temperaturas de ebullicion, lo que
favorece el crecimiento de cristales en fase anatasa, por medio de la reaccion que es
mediada por agua que involucra cadenas de titania amorfas pequefias, no asi para las
cadenas amorfas grandes que se unen a la superficie de anatasa, lo que detiene su

crecimiento de los cristales de la misma.
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Figura 4.6. Resultados obtenidos mediante la combinacion de extractos en relacion 1:1, muestran
las TiO,NPs a diferentes amplificaciones: a) 10 000, b) 40 000, ¢) 100 000 y d) el analisis quimico

con la presencia de Ti.

Por medio de la técnica de espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) por
sus siglas en ingles Fourier-transform infrared spectroscopy, permitio6 identificar los grupos
funcionales presentes en las plantas utilizadas antes y después de la reaccion con TiCly. En
la Figura 4.8 se muestra el espectro del extracto de S. praealtum antes de la reaccion y
después de la reaccion con TiO,NPs. Como se puede observar, las posiciones de las sefales
de los picos propios del extracto, se mantienen en el espectro de la mezcla de reaccion de
Ti0,. En la imagen aparecen varias intensidades en las regiones: (3390, 2920, 1580, 1400,
1380, 1080, 700 y 550 cm™) que corresponden a la presencia de grupos funcionales como: -
OH de moléculas de agua y alcoholes, C-H de alcanos, N-H de amidas, C=C de aromaticos,
C-0O de ésteres, OH de fenoles, respectivamente. El grupo C=C perteneciente a aromaticos,
el cual disminuye su intensidad respecto al extracto original y el grupo hidroxilo OH de

compuestos fenodlicos desaparecen después la reaccion,
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Figura 4.7. Difractograma de rayos X de la muestra con extracto combinado.

indicativo de haber participado en la formacién de TiO,NPs [15]. Ademas de todos estos
compuestos organicos, se puede apreciar la depreciacion de las intensidades entre 700 y
550 cm™, con un pico en 696 cm™ aproximadamente que de acuerdo a Saravanan y col.
[68] corresponden al enlace Ti-O de la fase anatasa. Sin embargo, si es el caso de la
presencia de la fase anatasa, ésta probablemente estaria en un porcentaje minimo, lo que
daria, una razén por la cual no aparece tan claramente en los patrones de difraccion de

DRX.

b) Variacion de sal precursoray concentracion de extracto

En funcién de lo anterior se pretendidé modificar varios parametros basicos que pudieran dar
como resultado, mejoras al proceso de obtencion de TiO,NPs y de conseguir una mayor
cristalinidad. Esos parametros basicos resultan ser la concentracion de sal precursora y
cantidad de planta. Para ello, en primera instancia se tomo6 la misma concentracion de

planta anteriormente utilizada y se varid la concentracion de TiCly, resultando en el
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Figura 4.8. Espectro infrarrojo FTIR comparativo entre el extracto natural de S. praealtum y

TiO,NPs preparadas usando S. praealtum.

espectro de UV-vis de la Figura 4.9a. En este se puede observar de nuevo, el pico
caracteristico de 300 a 320 nm en funcién de la serie de concentraciones que van de 1 a 4
mM, siendo la de 2.5 mM (misma de la seccidon anterior) la que presentod un pico de mayor
absorbancia tanto en los 320 nm como en los 480 nm. En la Figura 4.9b se presentan
también en concentraciones de 0.5 a 2 mM. Sin embargo, en esta ocasion se realizd la
medida de absorbancia utilizando como blanco el medio resultante del extracto después de
lavarlas, lo que conllevo a la eliminacion de interferencia del extracto, arrojando en la curva
de 2 mM la aparicion de una sefial de absorbancia pequefia en 300 nm, lo que sugiere la
sintesis de TiO, en tamafio nanométrico. Sin embargo, el hecho de que a 2.5 mM se
presente una seflal mayor en absorbancia en comparacion con concentraciones altas
correspondiente a 3 y 4 mM, demuestra que la concentracion de titanio en solucion acuosa

afecta la presencia de especies reactivas de titanio en solucidén debido al desplazamiento de
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las condiciones de equilibrio dentro del diagrama de Pourbaix (véase anexo 1) tendiendo
hacia especies de 6xidos hidratados. Todo lo anterior, suponiendo la ausencia de Cl en el
sistema. Sin embargo, Saji y col [61] discuten que por medio de algunos estudios utilizando
técnicas de polarografia de pulso diferencial, demuestra la existencia en su mayoria de tres
especies en fase acuosa con cloruros en medio fuertemente acida: TiO™, TiOCI", and

TiOClzI

Tio*t? 4+ Cl- & Tioclt Ecuacion 4.3
Ti0O*2 + 2Cl~ o TioCl, Ecuacion 4.4

Estos estudios no descartaron, incluso, la presencia de complejos oxo, cloro y oxicloruros.
Por lo tanto, en resumen de lo anterior, revela que el aumento de la concentracion de sal
precursora, bajo condiciones no controladas de acidez, temperatura y cloruros en solucion,
puede dar cabida a una mayor formacion de complejos desconocidos solubles y no solubles,
que al no ser los adecuados, estables quimicamente hablando, para la interaccion con los
compuestos organicos del extracto, no se puede llevar a cabo una favorable hidrolisis
controlada por los compuesto organicos y por lo tanto no se obtenga la sintesis de TiO,NPs.
Sin embargo, esto aun no es contindete ya que no hay estudios termodindmicos de sistemas
clorados de titanio todavia que pudieran abrir el panorama si estos compuestos clorados son

favorables a reaccionar con los grupos hidroxilo y carbonilo del extracto de la planta.

En el caso de la Figura 4.9¢c, se tom6 esa concentracion de 2 mM de sal y se evalud en
diferentes cantidades de planta en el extracto: 1, 2, 3 y 4 g. Teniendo como efecto un
comportamiento andmalo por lo regularmente reportado en la literatura, en donde se
establece que a mayor cantidad de agentes naturales la eficiencia aumenta, no siendo el
presente caso. Lo que se atribuye a que, al momento de la lixiviacion de compuestos de la
planta (preparacion del extracto en diferentes cantidades de planta), se favorecid en 2 g la
extraccion mayormente de algin metabolito como: fenoles, saponinas, glucosidos,
catequinas, flavonoides, alcaloides. antocianinas, etc. Por lo que representa, un proceso
quimico complicado por la misma naturaleza, variedad y cantidad compuestos quimicos

presentes [68].
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Figura 4.9. Espectro UV-vis de la mezcla de reaccion por medio de extracto combinado variando la
concentracion de sal y planta: a) a diferentes molaridades, b) variando la molaridad de la sal y

usando el remanente del extracto como blanco y ¢) variando la masa de la planta.

En la Figura 4.10 estan representadas las micrografias electronicas de barrido de la muestra
de 2 mM en la que apareciod el pico caracteristico de TiO,NPs, donde se muestra la
aparicion de zonas al parecer de particulas relativamente grandes, presumiblemente de
compuestos clorados (panel a). En la Figura 4.10 panel b, otra zona representativa por la
presencia de una fase de bajo contraste, lo que se procedi6 a tener una amplificacion a 40
000X, a esta especie de fase (panel c), no observandose visualmente la aparicion de
TiO,NPs, pero si de una especie de gel de la que se obtuvo un andlisis EDS (panel d) que
confirma la aparicion de titanio elemental dentro esta fase. El hecho de que no haya
presencia visual de TiO,NPs en las micrografias de barrido se atribuye a las variaciones en
el sistema en cuanto la concentracion de sal se refiere. Es conocido por tanto, que al variar
la cantidad de TiCly, afectaria la acidificacion del sistema y por lo tanto, la concentracion de
HCI. Segin Brown y col. [69] la solubilidad de diferentes especies de titanio (IV) depende
directamente del cuadro acido en el que se encuentre y la concentracion de Cl en el sistema.
Por lo tanto, a pH mayores a 1 y concentraciones altas de Cl, se ha demostrado un
porcentaje mayor de especies distintas del ion TiO™, como los son: TiOCI" y TiOCl,
presentes en solucion de TiCly (véase anexo 3) [70]. Estos complejos oxicloruros de titanio
junto a los complejos de sulfato de titanio se han demostrado ser estabilizadores de titanio

al permitir complejos termodindmicamente estables y solubles lo que evitaria su
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precipitacion [61, 71]. Sin embargo, hay trabajos que a partir de estos complejos clorados,
mas especificamente el TiOCl,, han sintetizado polvos de TiO, y TiO,NPs por diversos
métodos como lo son: la electrodialisis, que permite la eliminacioén del ion Cl y con ello la
precipitacion de polvos de TiO; [55], asi como la oxidacion de la solucion de TiOCl, por
medio de oxigeno gaseoso y otro, en el que bajo la adicion de NH4OH producen un

compuesto intermedio inestable TiO(OH), que calcinan y forman las TiO,NPs[72].

c) TiO,NPs sintetizadas adicionando surfactante sintético (PVP)

Conforme a lo obtenido en pasos anteriores, se optd por utilizar el surfactante PVP que
permitiera la obtencion de nanoparticulas pequefias y de alta cristalinidad, en el caso de que
el mecanismo de formacion de TiO,NPs fuera por la union de cadenas de titania amorfas
pequeiias y que al no tener suficiente surfactante el extracto, estas crecieran y generaran
particulas grandes y coalescencia entre ellas [73]. En la Figura 4.11 panel a se presenta los
espectros de la réplica de la primera reaccion presentada en este apartado, en la que después
de afiadida y mezclado la combinacion de extracto con la sal 1:1, casi de manera inmediata
al cambio de color, se le agregd gota a gota durante dos min solucion de 5 mM de PVP. Se
compara por lo tanto, la réplica del experimento con y sin surfactante PVP, ademas del
cambio posterior a un dia. Lo que se puede observar, es que la muestra que contiene PVP
tiene mayor absorbancia en los dos picos presentes (300 nm y 450 nm), mientras que al
pasar el tiempo, tanto las tratadas con PVP como las que carecen de él, no mostraron
cambio aparente, lo que podria dar pie a que se encuentran en estado estable. Mientras
tanto, para la Figura 4.11b se exhibe los espectros utilizando como blanco el sobrenadante
del extracto lavado para eliminar la posible interferencia en la banda de interés (300-400
nm). Sin embargo, se demostrd que la reaccion con y sin PVP no generd TiO,NPs al no

presentar sefial de absorcion caracteristica.

A través de micrografias de barrido mostradas en la Figura 4.12 se consolida lo visto en
espectroscopia de UV-vis. Ya que en estas, se puede observar que no hay presencia de
solido cristalino u amorfo que haga referencia a TiO,NPs. En cambio se denota la presencia

solamente de una fase no sélida, una especie de gel en la que se encuentra embebido el
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Figura 4.10.Micrografias electronicas de barrido y EDS.

el titanio, lo que es demostrado en el andlisis quimico de la Figura 4.12d. Lo que sugiere
que el PVP impidi6 la formacién de nanoparticulas soélidas por ser utilizada en cantidad
mayor a la requerida, provocando el encapsulamiento de especies de titanio dentro del

polimero mismo.

Para conocer la composicidon con la que se forma esta especie de fase no sélida, se recurrid
a realizar un mapeo quimico a un cumulo (Figura 4.13). Lo que confirmé de nuevo, la
presencia de Ti, ademés de O, asi como de Cl. Un aspecto importante que resurge a
colacidn, es el aparente traslape de las posiciones elementales de Ti y O (panel b y d), por
lo que se presume que se trata de la formacion de especies oxo de titanio (TiO™ y
Ti(OH), ™) ademas de complejos clorados distribuidos debido al posicionamiento en la que

se encuentra el cloro en la micrografia del mapeo quimico del panel c.
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Figura 4.11. Espectros UV-vis de reaccion de sintesis de TiO,NPs utilizando y no utilizando PVP,

al instante y después de 24 h (a). Comparacion de lecturas con diferentes blancos (b).
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Figura 4.12. Micrografias de la reaccion de TIO,NPs con PVP después de ser lavada.
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Figura 4.13. Mapeo quimico de reaccion de nanoparticulas con PVP lavada.

d) TiO,NPs sintetizadas en condiciones acidas y basicas

Otro factor que influyen seglin la literatura y como se ha visto anteriormente de manera
importante en la sintesis y estabilizacién de TiO,NPs es el pH [74], el cual se modificé con
acido acético e hidroxido de sodio (ambos a 0.1 M). El experimento se llevd a cabo bajo
dosificacion gota por gota a una velocidad de 0.5 mL/min del extracto sobre la sal,
ajustando el pH con los reactivos antes mencionados y con agitacion constante por 4 h. La
Figura 4.14 muestra los dos espectros resultantes, en donde solo en condiciones acidas de
pH (2.8), se presenta una sefial de absorcion de interés por debajo de los 300 nm. Mientras
que en condiciones basicas (pH= 9.8) no se presenta curva de absorcion. Lo que daria a
entender, que efectivamente a pH bajo se consolida la formacion de TiO,NPs, debido a que
pH>2 coexisten en solucion acuosa en equilibrio las especies idnicas como: Ti™, TIO™,
Ti(OH),™ (véase anexo 1) y complejos clorados (en un modelo ideal), dando como
resultado la iteracion de estos tres primeras especies con compuestos organicos del extracto
facilitando la formacioén de TiO,NPs [75]. Sin embargo, la contaminacién de iones de K y

su mayor afinidad por el Cl al secarse la muestra y por leyes de solubilidad, propicia la
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precipitacion de cristales en forma de dendritas de KCI, que seria los responsable del pico
de absorcion en 300 nm [76]. Mientras que a pH> 8, es de esperarse especies de hidroxidos
de titanio, de los cuales seria necesario implementar la aplicacion de temperatura para
precipitar en forma de nanoparticulas, puesto que genera también una fase gel que se debe

principalmente a la pectizacion de estos [72, 77].
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Figura 4.14. Espectro de absorcion de dos reacciones en las que se les ajusto el pH acido y basico.

Al evaluar la muestra bajo microscopia electronica de barrido, se confirm¢ la formacion de
una variedad de morfologias microcristalinas de KCl en una especie de estructura
dendritica (Figura 4.15a), influenciada por la condicion 4cida a pH=2.8 y ademds de una
fase gel que pudiera tratarse de complejos de titanio clorados (panel b), debido a que se
logro identificar la existencia de Cl en dicha fase (panel c¢). Por lo que, bajo esta condicion
de pH, no fue lo suficientemente 4cida para la solubilidad y existencia de Ti"™ y oxo de
titanio que diera paso a la hidrolisis e interaccidon con grupos hidroxilos (como ligandos) y

con ello formacién de TiO,NPs y aunado a esto, el ion K no beneficia al sistema.
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Figura 4.15. Micrografias electronicas en condiciones acidas y EDS que muestra la formacion de

cristales de KCI (cloruro de potasio)

De igual manera, se realizd6 un barrido quimico (Figura 4.16) en la region fuera de la
estructura dendritica, revelando que, tanto el titanio y el oxigeno se encuentran
uniformemente distribuidos (Figura 4.16 panel a y b). Lo que haria pensar en la formacion
de especies oxo de titanio o muy pequeias de TiO,NPs, pero que, debido a la falta de
resolucion del microscopio y al porcentaje menor de 2 % de titanio en la muestra respecto a
los demas elementos, (o que no seria factible para su identificacion por DRX), también
resultaria incorrecto afirmar la formacion de éstas. Para ello es necesario examinar la
muestra con técnicas como microscopia electronica de transmision (MET) y espectroscopia
RAMAN. En el caso de confirmarse, se corroboraria lo dicho por Katouei y col.[78], de
que aparte de la temperatura, el pH es uno de los principales factores determinantes para la

sintesis de TiO,NPs y su estabilizacion coloidal.

Figura 4.16. Mapeo quimico en la que se encuentra el titanio en la muestra.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

50



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

4.2  Sintesis de nanoparticulas de Ag (AgNPs)

a) Sintesis de AgNPs al variar la concentracion de sal precursora

La presente seccion se centra en el desarrollo de AgNPs utilizando la quimica verde, en la
que participa como agentes reductores y estabilizadores los compuestos naturales lixiviados
de las hojas de las plantas S. praealtum y O. vulgare. Asi mismo, se discutiran lo obtenido
al estudiar las AgNPs por medio de diversas técnicas de caracterizacion, como son: UV-vis,
MEB, TEM, FTIR y DRX. En la Figura 4.17 se muestra los tres espectros propios por la
utilizacion de extractos de: a) S. praealtum, b) O. vulgare y ¢) combinada, que fueron
preparados con 2 g de planta seca en 100 mL de agua destilada y 60 °C, bajo agitacion
constante por 30 min, a molaridades de 1 a 4 mM. En la Figura 4.16a las molaridades 3 y 4
mM aparece el pico de plasmon superficial en 480 nm tipico de AgNPs, pero con la
caracteristica de ser ancho, lo que indicaria una distribuciéon amplia de tamafio o formacion
de autoensamble de nanoparticulas. De la misma manera, en el panel b se presenta un
desplazamiento hacia la derecha, alcanzando un maximo en 550 nm indicando posible
formaciéon de AgNPs grandes en el limite del rango nanométrico o distribuciones de
diferentes formas y tamafios. Mientras tanto, en panel c, el pico mdximo empieza a crecer
acorde a la relacion de sal, sin embargo, a mayor concentracion aumenta considerablemente
el ensefiamiento a lo largo del espectro, revelando también formacion de sélidos por encima

de 100 nm.

De acuerdo a lo observado en las micrografias electronicas de barrido (Figura 4.18), por
medio de los agentes reductores extraidos en el extracto de S. praealtum, se logro la
obtencion de una alta densidad de AgNPs de tamafio uniforme y aparentemente esféricas.
Pero ademas, la formacion de autoensambles en forma de flores y estambres (paneles b y c,
respectivamente), de tamafio de 300 nm de diametro. El panel d ilustra el posible
mecanismo de formacion de los nanoensambles, al aparecer la nanoestructura se encuentra
unida a una especie de cordon de plata (nanohilo o nonolamina de acuerdo a la forma) que
se enrolla alrededor de una estructura esférica. Esto provocado por los agentes surfactantes

del extracto natural, que permiten un crecimiento direccionado al unirse a planos
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Figura 4.17. Espectro UV-vis correspondiente a diferentes molaridades con: a) S. praealtum, b) O.

vulgare, c¢) combinado.

preferenciales de las nanoparticulas, dejando expuesta en cierta direccion lo que permite el
autoensamblado o coalescencia las AgNPs de particula por particula, lo que da pie a que se
formen estas nanoestructuras con dimensiones nanométricos en forma de pétalos o hilos,

entrando en la categoria de nanomateriales de dos y una dimensiones, respectivamente [79].

Las AgNPs sintetizadas utilizando S. praealtum fueron confirmadas mediante la técnica de
difraccion de rayos X. La Figura 4.19 muestra un conjunto de fases localizadas en el patrén
de DRX que expuso diferentes picos intensos dentro del conjunto de valores de 26 que fue
de 20-90. La indexacidon de esos picos reveld la presencia de dos fases: por un lado las
reflexiones que corresponden a los angulos 38, 44, 64 y 77 con familia de planos: (111),
(20 0), (2 2 0), (3 1 1), respectivamente [99-101-3078], tipicas de la estructura cubica
centrada en las caras (fcc) perteneciente a la plata sélida y, por el otro lado la fase de AgCl.
Estos resultados indican en primer lugar, que la planta S. praealtum contiene una alta
capacidad reductora al reducir los iones Ag" a AgNPs y confirman la presencia de Cl en la
planta y finalmente, que los cristales no estan orientados superficialmente en el plano (200)
debido al crecimiento preferencial sobre otros planos, esto debido a la formacion de

nanoensambles [80].

Para el caso de la sintesis de AgNPs usando extracto de O. vulgare las micrografias se
exhiben en la Figura 4.20 a diferentes aumentos a) 5000X, b) 40 000X y c) 40 000X y d)

analisis EDS. En estas se muestra la formacion de nanoparticulas AgNPs de dos
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Figura 4.18. Micrografias electronicas de barrido de la muestra de S. praealtum con autoensamble

en forma de estambres y flores.

distribuciones de tamafio, de la cual una se encuentra por encima de los 100 nm como lo
indicaba su espectro de UV-vis antes mencionado. Estos resultados difieren en la forma y
distribucion de tamafios de particula por lo obtenido en Sankar y col. [36] con el uso de la
misma planta solo que la reaccion la sometieron a incrementos bajos de temperatura,

teniendo como consecuencias AgNPs esféricas.

Para la muestra de sintesis usando extracto combinado, la Figura 4.21 ilustra lo obtenido.
En ésta se puede observar la formacion de AgNPs, mucho més definidas en tamafio y
morfologia, presentando forma cuasiesférica en su mayoria y la formacion de nuevas
estructuras no antes vistas en la literatura en lo que respecta a sintesis verde. Estas

estructuras, parecidas a hilos y rodillos en la que su diametro cae dentro de la escala
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Figura 4.19. Difractograma de rayos X de la muestra de los nanoensambles.

nanométrica, se encuentran distribuidos junto a los cumulos de AgNPs. El EDS (panel d)
muestra que tanto las nanoparticulas como las nanoestructuras en forma de hilos y rodillos
son de plata en estado basal. Sin embargo, no se descarta la formacion de pocos cristales de
AgCl por la presencia de Cl en la muestra, seguramente proveniente del extracto de S.
praealtum. La presencia del ion Cl, y por consiguiente la formacion de AgCl puede dar pie
al crecimiento de estos nanohilos y nanorodillos, esto lo asegura Zhang y col. [81], cuando
establecen que uno de los factores que influyen en la obtencion de nanohilos es la presencia
de agentes externos como AgCIl, esto a temperatura ambiente. Justamente, factores que

intervienen en el proceso de sintesis de esta muestra.

Corroborando de nuevo los resultados obtenidos por MEB, el difractograma de DRX en la
Figura 4.22 muestra las reflexiones indexadas: en angulos: 8, 44, 64 y 77 para los planos:
(111), (20 0), (2 2 0), (3 1 1), respectivamente, por medio de la tarjeta cristalografica
[99-101-2994] que representa la presencia plata sélida. Un detalle visible dentro del
difractograma, son los picos estrechos, tipicos de la presencia de cristales de tamafio por
encima del tamafio nanométrico, lo que indicaria sélidos que en alguna de sus dimensiones

salen de la escala nanométrica y, dentro de estos solidos son atribuidos los nanohilos.
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Figura 4.20. Micrografias electronicas de barrido de la muestra de AgNPs sintetizadas por medio
O. vulgare a: a) 5000X, b) 40 000X y ¢) 40 000X. d) EDS.

b) Sintesis de AgNPs modificando la preparacion del extracto

Al conocer la influencia de la concentracion de la sal precursora AgNOs, se procedio a
observar el efecto de algunas variables relacionadas a la preparacion del extracto. Por
experiencia previa a este trabajo, utilizando estas plantas como extractos reductores, se
considerd que la concentracion de 2 g en 100 mL era la adecuada a seguir. Sin embargo, al
considerar este proceso de sintesis como un método verde, se consideré que el gasto de
energia en la preparacion de extracto podria reducirse y generar un método mas sustentable.
Para ello, se tom¢ la variable tiempo y se realizoé un experimento en el que el extracto fue
preparado a las mismas condiciones antes dichas, solo que en esta ocasion, en menos

tiempo; se procedio a someterlo a agitacion y temperatura de 60 °C
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Figura 4.21. Micrografias de la muestra reducida por extracto combinado (S. praealtum y O.

vulgare) y EDS de la misma (d).
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Figura 4.22. Difractograma de rayo x de la muestra de sintesis con extractos combinados.
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por 5 minutos contrario a los 30 min usados en el paso anterior. Ya que en ese lapso, la
solucion ya presentaba un color suficientemente oscuro, considerable de lixiviacion de
compuestos organicos reductores. En la Figura 2.23 panel a, se presenta el espectro
correspondiente a este ensayo, en la que la concentracion de la sal fue de nuevo variada,
pero ahora hasta 5 mM. En concentraciones bajas se puede ver la aparicién de un pico de
absorbancia entre los 450 nm, no asi para 4 y 5 mM que se desplaza hacia la derecha,
indicando un aumento de tamafio o una formacion de producto secundario indeseable. No
obstante, conociendo la presencia considerable en cantidad del ion CIl en la planta de
S. praealtum, se ejecutd otra estrategia mas: en primer lugar la determinacion cuantitativa
de iones Cl en el extracto natural por medio de la prueba de Mhor de determinacion de
cloruros, sin embargo, por razones de la presencia de compuestos orgéanicos reductores
presentes en la muestra en cuestion no fue posible determinar la cantidad, ya que se

formaban productos indeseables y que interferirian en una correcta estimacion.

La segunda opcion, consistio en lavar los polvos de la plantas de S. praealtum previa a la
preparacion del extracto. Para ello, se tomaron los 2 g de planta seca en polvo y se vertid en
un recipiente con 100 mL de agua destilada que se mantuvo bajo agitacion y temperatura
ambiente por 30 min. Pasado el tiempo, se filtro y el precipitado se volvid a disolver en
agua destilada pero ahora a temperatura de 60 °C, para preparar el extracto previo al
lavado de la planta. Se observé que, en la solucidon obtenida después del lavado presentaba
un color de un extracto preparado a temperatura, por lo que se procedid a realizar una
prueba de sintesis de nanoparticulas en tal medio. El espectro obtenido de tal prueba se
presenta en el panel b, evaluando como blanco el sobrenadante del extracto, se puede
observar que aparecen los picos de plasmoén superficial de AgNPs en 480 nm. Lo que
quiere decir que es posible extraer metabolitos secundarios reductores de las plantas aun sin
temperatura, solamente bajo la utilizacion de agitacion, evitando inclusive, la utilizacion de

extracto en verde como en otros trabajos previos se maneja [82].
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Figura 4.23. Espectros de UV-vis de dos muestras: a) replica a la anterior con S. praealtum ahora
preparando el extracto a las mismas condiciones pero ahora solo por 5 min bajo temperatura y
agitacion constante a una concentracion mayor, b) Replica de la mezcla de extractos combinados y

lavado la planta previamente.

Dada la razén por la cual se modifico el tiempo de preparacion del extracto, en la Figura
4.24 se muestra las AgNPs sintetizadas a partir de S. praealtum a 5 mM. En el panel a) de
baja amplificacion se denota la presencia de AgNPs ampliamente distribuidas; en el panel
b) estan inmersas entre el organico que permite su estabilizacion; en c) se observa una zona
en la que se formaron microcristales de AgCl y finalmente en d), un EDS mostrando
grandes cantidades de Cl en la mezcla de reaccion. Estos resultados implican que el modo
de preparacion en menos tiempo extrajo mayor cantidad de iones Cl, lo que redujo la
eficiencia de la reaccion al despojar Ag para la formacion de AgNPs, y formar cristales de

AgCl, ya que éste tiene una mayor tendencia a precipitarse por su menor solubilidad.

Para poder promover la reduccién de Ag™ a AgNPs y no la precipitacién de AgCl, en
primera instancia seria necesario ingeniar un método de lavado de la planta para eliminar
las posibles fuentes de Cl que puedan presentarse en pequefios cristales sobre la superficie
de la planta debido a condiciones ambientales. Y en segundo lugar, someter al sistema de
reaccion a la luz visible, ya que esta misma originaria la foto degradacion el AgCl al ser

foto sensible causando formacion de AgNPs [48].
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Figura 4.24. Micrografias electronicas de barrido de la muestra con S. praealtum y con menor
tiempo de preparacion de extracto. a) AgNPs a 5000X, b) 20 000X, ¢) microcristales de AgCl y d)
EDS.

Para evaluar el cambio que tiene el extracto antes y después de ser lavado por la forma
antes mencionada, se compard por medio de la técnica de espectroscopia de infrarrojo
(FTIR) cada uno de los extractos evaluados en el presente trabajo. En la Figura 4.25a se
ilustra los espectros de la planta S. praealtum, en la que el espectro del extracto lavado
disminuye en intensidad lo que sugiere que hay menos cantidad de compuestos extraidos,
pero del mismo tipo y naturaleza. Las sefiales de nimero de onda de: 3390, 2920, 1580,
1480, 1080, 700 y 550 cm’! corresponden a los grupos funcionales: OH, CH, C=0, C=C, N-
O y C-Cl, respectivamente, que son parte de los metabolitos presentes en la reduccion de
los iones metalicos. De la misma manera, en el caso de los espectros del extracto de

O. vulgare, las intensidades de los picos en la muestra lavada disminuyen respecto al
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extracto originalmente preparado, con intensidades de niimero de onda de: 3380, 2930,
1620, 1390, 1270, 1070 cm-1, pertenecientes a grupos funcionales: OH, C-H, C=C, C-O,

N=0, N-O, similares a la planta de S. praealtum, sobresaliendo compuestos nitrogenados.
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Figura 4.25. Espectros de infrarrojo correspondientes a los extractos de las plantas comparadas con

la solucion de lavado de la planta.
c) Sintesis de AgNPs variando la velocidad de agitacion

Como se acaba de apreciar, la agitacion es un parametro importante en la sintesis de AgNPs
al influir en la extraccion de compuestos reductores y otros elementos en la preparacion de
extracto. Para conocer por tanto, la influencia de esta variable en el proceso de sintesis de
forma mas directa, se ejecutd un ensayo en el que se varid la agitacion de la solucion de la
reaccion en la que ya contenia la sal y el extracto, al agregarse al mismo tiempo. La Figura
4.26 relaciona este medida en funcion de la velocidad de agitacion a la que fue sometida la
reaccion en una termoagitadora: 4, 8 y 12 rpm por 30 min, ya que por experiencia se ha
demostrado que a ese lapso la reaccion tiende a llegar a un equilibrio donde ya la formacion
y crecimiento de las AgNPs se ve disminuido considerablemente. El comportamiento el
cual sigue el conjunto de espectros de UV-vis muestra una tendencia inversa proporcional
en comparacion con otras variables, por ejemplo, la concentracion de sal. En éste, a medida

que aumenta la velocidad de agitacion el pico de absorcion de las AgNPs parece disminuir
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considerablemente. Por lo que se trataria de la generacion de pequefia cantidad de AgNPs o

su crecimiento a particulas mas grandes.
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Figura 4.26. Espectro de absorcion UV-vis a diferente velocidad de agitacion.

Para descubrir tal comportamiento anomalo y contrario a lo esperado, la muestra se analiz6
en microscopia electronica de barrido. En el panel a de la Figura 4.27 se ilustra la
micrografia representativa a 5000X en la que se confirma la presencia de AgNPs, pero
ademas se ve incluido también estructuras de tamafo considerablemente mayores
(nanohilos). En el panel b también se puede observar a la misma amplificacion, nanohilos
pero de tamafio mas pequeno, mientras que en el panel c, se realiza un acercamiento de
estas nanoestructuras (nanohilos) y finalmente en el panel d) el EDS que confirmaria que
estan formadas de plata. Lo que significaria que a medida que aumenta la agitacion se
favorece el crecimiento de nanoparticulas por medio de un crecimiento secundario y por
fenomeno de Oswald Rippening; por lo que las nanoparticulas crecen debido a Ia
agregacion unas con otras inducido principalmente por la velocidad de agitacion que
provoca colisiones entre nanoparticulas estables con estables o, estables con inestables que
aun se encuentren por debajo del radio critico, dando como resultado individuos de mayor

tamafio [80].
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Figura 4.27. Imagenes obtenidas por el microscopio electronico de barrido de la muestra a 12 rpm.

4.3 Sintesis de nanoparticulas de TiO,-Ag

Logradas la obtencion ya de las particulas de forma individual, hablando tanto de TiO, y
Ag, por medio de los extractos de S. praealtum y O. vulgare, se procedio a lograr la
preparacion de TiO,-AgNPs, por medio de las estrategias planeadas en la metodologia
correspondiente. Para ello, se tomd como muestra de partida la de TiO, obtenida con la
combinacion de extractos y 2.5 mM de TiCly. Al obtener las muestras, se procedid al
lavado de las mismas mediante el uso de centrifuga. Lavada las TiO,NPs se vertio 5 mL de
redisolucion en un recipiente para agregar gota a gota 2.5 mL de extracto combinado y 2.5
mL de disoluciéon de AgNO; a 10 mM, para contener en la mezcla final una concentracion
de 2.5 mM, a una velocidad aproximada de 0.003 mL/s a temperatura de 60°C. Posterior al

término de la incorporacion de todos los medios y soluciones, a una de las muestras se
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agregd 0.5 mL de soluciéon de 5 mM de PVP y se mantuvo en agitacion por 2 h. En la
Figura 4.28 se muestra el espectro de absorcion de los experimentos realizados de
nanoparticulas TiO,-AgNPs utilizando en una de ellas, el reactivo PVP como estabilizante.
Se evaluo en el espectroscopio UV-vis como blanco, dos medios: la mezcla de los extractos
sin reaccionar y el sobrenadante del extracto después de la reaccion. En primera instancia,
se puede mencionar que el extracto como blanco, al caer su espectro de absorcion entre los
250 a 400 nm al ser utilizados como blanco, generaba la pérdida de sefiales de absorbancia
en ese rango de longitud de onda. Sin embargo, al ser el sobrenadante producto de cambio
debido a la reaccion, su espectro se modifica a lo que, al utilizarlo como blanco no genera
la eliminacién de curvas de absorbancias en el rango antes dicho, por lo que se observa un
pico caracteristico en 350 nm propio de TiO, y claro, de la plata en 470 nm. Finalmente, en
segunda instancia, se manifiesta la presencia tanto de TiO, como de Ag, demostrando la

formacion de TiO,-AgNPs [83].

La Figura 4.29 ilustra las micrografias a 10 000X (paneles a y b) y 100 000X (incisos ¢ y
d), de la muestra de TiO,-AgNPs sin PVP. En ésta se puede observar la formacion de
nanoparticulas ampliamente distribuidas de tamafio uniforme (paneles a y b) y, en
micrografias de mayores amplificaciones, las nanoparticulas en su mayoria de morfologia
esferoide con presencia de algunas otras formas indefinidas por falta de calidad de la
micrografia. En todos los casos, las nanoparticulas se encuentran dispersas como

individuos, razoén a que se encuentran inmersas en el medio organico (fase opaca visible).

Para confirmar la presencia de los elementos o compuesto en cuestion de interés, se realizo
un mapeo quimico EDS (Figura 4.30), en el que manifesto la presencia de elementos como:
plata, titanio y oxigeno. Siendo la plata la que se encuentra en mayor proporcion, seguida
por el oxigeno que al mismo tiempo, se traslapa con los pocos puntos representativos de Ti.
Desconociendo hasta ésta instancia, la formacion de TiO,-AgNPs core-shell o si se trata de
particulas individuales. Para ello, es necesario un analisis detallado de la microestructura de
estas particulas formadas, esto por medio del uso de la técnica de caracterizacion de

microscopia electronica de transmision (TEM).
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Las nanoparticulas, tanto de TiO, como de Ag, sintetizadas por el uso del extracto de S.
praealtum, O. vulgare y extractos combinados, fueron valoradas en difraccion de rayos X,
y determinadas las fases presentes de estas. La Figura 4.31 ilustra el difractograma de la
muestra que no contenia PVP. En esta se puede observar las reflexiones indexadas de la
estructura (fcc) de la plata. No siendo asi, para el TiO,, debido al poco grado de
cristalinidad arrojado desde un inicio en la muestra de TiO,NPs con extractos combinados,
teniendo en su mayoria particulas de naturaleza amorfa. Lo que provoca que las sefales de

difraccion de titania sean opacadas por las de Ag y AgCl.

2,5
—2.5 mM (Blanco extracto)
—2.5 mM (Blanco extracto-PVP)
20 — 2.5 mM (Blanco sobrenadante)
— 2.5 mM (Blanco sobrenadante-PVP)
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Figura 4.28. Espectro de absorbancia de las muestras de TiO,-Ag utilizando PVP usando como

blanco el extracto y el sobrenadante como blanco a la determinacion de la absorbancia.
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Figura 4.29. Micrografias electronicas de barrido de la muestra sin PVP a: a) y b) 10 000X, c¢) y d)
a 100 000X.
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Figura 4.30. Mapeo quimico de la muestra sin PVP, donde se muestra los mapeos de: b) Ag, ¢) O,

d) Ti.
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Figura 4.31. Difractograma de Rayos X, de la muestra sin PVP.
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Analizada la muestra sin PVP, en la Figura 4.32, se observan las micrografias
correspondientes a: a) 10 000 x, b) 100 000 x, c¢) 40 000 x, d) EDS. Al igual que el ensayo
sin PVP, en esta se ve amplia distribucion de nanoparticulas en su mayoria de forma
esferoide y en contraste con la muestra con PVP, la formacion igualmente de nanohilos de
tamafio considerable en su longitud (panel a). En el panel b, se muestra las nanoparticulas
individuales de distribucién de tamano uniforme. No asi para el panel ¢, que muestra un
nanohilo el cual, crece fuera de la escala nanométrica en dos micras aproximadamente, no
asi para su diametro de espesor que se mantiene por debajo de los 100 nm considerados un
material 1D. Esto sugiere que al no haber una barrera estérica que les impida seguir
creciendo (PVP), las nanoparticulas son influencias por surfactantes naturales propios del
extracto que al unirse a sitios preferenciales, generan ese tipo de crecimiento

unidireccionales anisotropicos.

De igual forma, se confirm6 la presencia de plata y titanio por medio del mapeo EDS
(Figura 4.33) en donde se muestra la presencia de ambos elementos, asi como del oxigeno.
Un aspecto a recalcar, es la baja cantidad que hay de titanio (panel d), lo que haria dificil su
identificacion en DRX. Pero ademas, se podria confirmar la formacion de TiO,-AgNPs por
microscopia electronica de transmision (TEM). Estos resultados concuerdan con los

obtenidos en Atarod y col. [41].
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Figura 4.32. Micrografias SEM que muestra lo obtenido de la muestra con PVP a diferentes
amplificaciones: a) 10 00 x, b) 100 000 x, c) 40 000 x y d) EDS.
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Figura 4.33. Mapeo EDS de la muestra con PVP: a) plata, b) oxigeno, ¢) titanio.

4.4 Ensayos en las plantas

4.4.1 Capacidad antioxidante DPPH

Es ya conocido, que los radicales libres son un factor de grandes dafios en la biologia, y que
existen muchos alimentos que contienen antioxidantes que ayudan a mitigar estos
deterioros. El ensayo de DPPH ha sido utilizado para evaluar la capacidad de estos
antioxidantes naturales. Su cambio de color de morado a un amarillo es indicativo del
radical reducido y estable, la reaccion es dependiente de la capacidad de donacion del par
electron-proton de compuestos antioxidantes [49, 84]. En el panel a de la Figura 4.34 se
muestra la grafica de actividad reductora del radical DPPH de tres plantas evaluadas (O.
vulgare, S. praealtum y L. angustifolia) a concentraciones de 7, 14 y 21 mg/mL, comparado

con un antioxidante comercial conocido como butilhidroxitolueno (BHT), mientras que en
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la Figura 4.33 panel b se muestra la comparacion de las posibles mezclas de extractos antes
mencionados. En el panel a se observa que no hay una diferencia significativa en funcion
de la concentracion en cada una de las plantas, ya que en su mayoria contienen una
actividad por encima del 90 %, no obstante el extracto de S. praealtum sobresale del resto,
lo que significa mayor capacidad para reducir los radicales libres y con ello mejor habilidad
como donador de protones. De igual manera, en el panel b se presenta las mezclas que
contenian S. praealtum con las demas plantas, también se aprecia un mayor grado de
actividad antioxidante inclusive mayor que el BHT. Estos resultados concuerdan con los
reportados en [26], en la que evaluaron el extracto de S. praealtum usando sus flores, a
temperatura de ebullicion, obteniendo una capacidad del 82 %, mientras que Chun y col.
[28] valoraron el extracto de O. vulgare, aunque crudo usando como disolventes agua
destilada y etanol. En resumen, el ensayo resultd de igual forma equivalente al obtenido en
este trabajo, en el que el mejor resultado fue usando el extracto preparado en agua, ya que
influye que el ensayo estd disefiado para medio acuoso, asi como influye la naturaleza

hidrofilicas e hidrofobicas de los compuestos extraidos en cada solvente.
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Figura 4.34. Capacidad reductora del radical DPPH de los extractos preparados a diferentes
concentraciones (7, 14 y 21 mg/mL) de diferentes plantas comparadas con el control BHT
(antioxidante comercial) (a), comparacion con los extractos combinados (b).
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4.4.2 Cuantificacion de polifenoles por Folin-Ciocalteu

Los fenoles son metabolitos secundarios que se consideran como antioxidantes de origen
natural, por ello son de gran beneficio bioldgico en prevencion de enfermedades cardiacas y
degenerativas al tener la capacidad de disminuir el estrés oxidativos mediante quelacion de
elementos traza y eliminacion de radicales libres [26, 85]. Ademas, de ser considerados
como de los principales candidatos en la redaccion de iones metalicos para formacion de

nanoparticulas junto con los terpenoides, azucares reductores y proteinas [86, 87].

Los resultados obtenidos del contenido total de fenoles en O. vulgare, S. praealtum y
combinada (1:1) conseguidos por el método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu se
estimaron de acuerdo a la curva estandar de 4cido galico a través del ajuste de los datos por
regresion lineal donde se determiné la ecuacion de la recta y R* (Figura 4.35) y fueron

expresados como mg AGE (4cido gélico equivalente) por mg de extracto seco.

=
o

©
oo
1

O
B (o))
1 1

Absorbancia (u.a.)
o
o

y=0,004x + 0,0056
R%=0,9997

©
o

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Acido gélico (mg/mL)

Figura 4.35. Curva de calibracion a partir de acido galico, en la que se estima la cantidad en mg de
fenoles totales como mg de acido galico equivalentes en la muestras de las plantas utilizadas en este

trabajo, ajustada a partir de una regresion lineal.

Las cantidades de fenoles equivalentes de acido galico de 6 muestras de las dos plantas y

combinadas se exponen en la tabla 4.1, preparadas en extracto a dos temperaturas: ambiente
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aprox. 25 °C y 60 °C, ambas a 5 min. En ésta, se puede observar que el O. vulgare, S.
praealtum y combinadas (1:1) presentan a temperatura ambiente valores de: 279.5, 12.95 y
255.67 y; a 60 °C lo correspondiente a: 302.41, 43.72 y 269.07 mg AGE/mg extracto seco,
respectivamente. Como se puede observar, tanto a 25 °C y 60 °C ¢l O. vulgare se destaca
por una mayor cantidad de fenoles en comparacion con S. praealtum. Mientras que en el
combinado, al tener un valor muy cercano al de O. vulgare se establece que los fenoles
contenidos en este ultimo se imponen en cantidad y poder a los fenoles de S. praealtum al

no presentar un efecto acumulativo de acuerdo a los resultados de manera individual.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la preparacion del extracto acuoso de O. vulgare
ofrece la extraccion de mayor cantidad de fenoles, y el presente trabajo lo demuestra, al
obtener un alto contenido de fenoles a lo conseguido por medio de metanol por Sahin y col.
[32]. De la misma manera, Chun y col. [28] demostraron que una extraccion utilizando
agua era mas rica en fenoles en contraste con un solvente protico como es el etanol y a
mayor temperatura se extraia mayor cantidad de fenoles, aun asi menor que los presentados
aqui. Pero esta variacion de cantidad de fenoles de una planta depende de la especie, del
solvente (alta afinidad en agua) y especialmente se debe a que puede variar los contenidos
de estos metabolitos en funcidn del lugar y condiciones en las que crezca la planta, ya que
al ser estos productos secundarios que ayudan a la planta a sobrevivir de acuerdo a las
condiciones externas, pues una de sus funciones principales es la de defensa, la cantidad
que sintetiza la planta estd en funcion del estrés al que es sometida la planta en el ambiente

[25, 88].

Por otro lado S. praealtum, contiene un bajo contenido de compuestos fendlicos comparado
con O. vulgare, esto indicaria que los principales fenoles identificados (kaempferol y
quercetina) en S. praealtum estan en baja proporcion, lo que implicaria que los resultados
conseguidos de alta capacidad antioxidante en el ensayo de DPPH mostrados en el apartado
anterior, es por el contenido identificado de: alcaloides, cumarinas y azlcares reductores,

también con alta actividad antioxidante [89].

Cotejado con lo obtenido por Beltran-Orozco y col [26] estos determinaron el contenido

fenodlico de S. praealtum de 688.42 mg/100 mg de extracto crudo utilizando solo los pétalos
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de la flor. Considerando, que los compuestos fendlicos son los principales metabolitos que
tienen como funcién el dotar a las plantas de colores vistosos, se consideraria una mayor
cantidad en la flor. Sin embargo, los datos conseguidos en este trabajo solo se realizaron
utilizando las hojas secas de S. praealtum, los cuales fueron mayores a los reportados por la
literatura y esto es debido a que el método de extraccion aqui utilizado implica la
utilizacion de agitacion y temperatura que dota de mayor energia al sistema ayudando a la

extraccion de metabolitos.

Tabla 4.1. Tabla del contenido total de fenoles en las plantas de O. vulgare, S. praealtum asi como

combinadas a temperatura ambiente y 60 °C.

Planta mg AGE/mg extracto seco mg AGE/mg extracto seco
(Temperatura 25 °C) (Temperatura 60 °C)
O. vulgare 279.50 302.41
S. praealtum 72.95 43.72
Combinada (1:1) 255.67 260.07
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Se establecid que fue posible llevar a cabo la sintesis de TiO,NPs con baja cristalinidad por
método de sintesis verde utilizando los extractos naturales de S. praealtum, O. vulgare y en
una mezcla entre ambos extractos, bajo un cuadro de acidez muy alta por debajo de pH=1y

a temperatura ambiente.

Debido a la interaccion entre las especies de titanio de la solucién acuosa y los grupos
carbonilos e hidroxilo provenientes de los extractos naturales de las plantas utilizadas,
permite actuar a eso como controladores de la hidrélisis de TiCly y precipitacion, al mismo

tiempo estabilizadores de las TiO,NPs formadas evitando su coalescencia completa.

Con el fin de buscar un mayor grado de cristalinidad, se recurrié a variar parametros tales
como: las concentraciones de sal precursora y extracto; el uso de surfactante PVP y las
condiciones de pH. Sin embargo, las modificaciones en el sistema no fueron adecuadas, por
lo que dio como resultado, complejos de titanio solubles y estables que son atribuidos a la
presencia de Cl en la solucion, el exceso de surfactante polimérico y valores de pH no
favorables, por el hecho de lo complejo que resulta el sistema de reaccion al contener una
gran variedad de compuestos organicos lixiviados de las plantas de S. praealtum y O.

vulgare, impidiendo la formacion de titanio en forma de TiO,NPs.

Las AgNPs también resultaron ser facilmente sintetizadas a partir de la sal precursora
utilizando los extractos individuales de S. praealtum y O. vulgare, asi como combinados.
Pero ademas de AgNPs, se obtuvieron nanoensambles en forma de flores, estambres e
hilos. Producto de factores tales como: la cantidad insuficiente de estabilizadores en los
extractos de la planta; la presencia del ion Cl, que forma precipitados de AgCl y la

agitacion.

La sintesis de TiO,-Ag, se vio favorecida por la formacion de AgNPs debido a la poca
cantidad de TiO,, resultado de un lavado incorrecto. Ademas, el uso de surfactante en este

tipo de reaccion arrojo la formacion de nano hilos y nanorodillos.
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Fue comprobada la actividad reductora tanto del extracto S. praealtum como O. vulgare
por medio del ensayo del radical libre DPPH en donde, exhiben una actividad reductora por

arriba del 90 %, inclusive por encima del BHT (antioxidante conocido comercialmente).

En estudios previos en los que evaluaron las mismas especies de plantas por el ensayo
DPPH, reportan bajos niveles de capacidad reductora en comparacion al logrado en este
trabajo; resaltan la metodologia de preparacion del extracto, el tipo de solvente e inclusive
la extraccion de la planta fresca, como principales factores que determinan una efectiva
lixiviacion de compuestos antioxidante. Donde, el uso de temperatura, agitacion y la

utilizacion de agua como solvente, permite obtener un extracto con alto poder antioxidante.

Finalmente, la técnica de determinacion de fenoles y polifenoles por reactivo
Folin-Ciocalteu permitid realizar un analisis cuantitativo de estos metabolitos a los que se
atribuye ser los principales agentes reductores del metal Ag y pro-oxidantes de Ti. Su alto
contenido en O. vulgare justifica la capacidad para reducir los iones metalicos y sintesis de
nanoparticulas. No siendo asi para S. praealtum, que resultd con bajo contenido de fenoles,
atribuyendo su alta capacidad antioxidante en el ensayo DPPH por la presencia de terpenos,
azucares reductores y proteinas, también conocidos con gran capacidad reductora y

estabilizante.

5.1 Recomendaciones

Es necesario establecer bien las condiciones en la que el precursor de titanio permita la
solubilidad de especies de titanio que sea favorable para la reduccion de este y con ello la

formacion de TiO, de alta cristalinidad.

Es necesario el andlisis en microscopia electronica de transmision, para determinar la
caracterizacion estructural de estos nanomateriales obtenido a partir de esta técnica verde y
establecer la naturaleza cristalina y de fases presentes, asi como verificar el tipo de

configuracion del nanocompdsito obtenido (nucleo-coraza o tipo campana).
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Otro aspecto finalmente, es lograr determinar la concentracion de los nanomateriales que es
necesario para realizar de manera correcta los ensayos bioldgicos de citotoxicidad en un

futuro.

5.2 Trabajo futuro

Por ultimo, para establecer la citotoxicidad de estos nanomateriales obtenidos por el uso de
extractos naturales de S. praealtum y O. vulgare sobre mitocondrias de higado de rata,
queda pendiente los ensayos de: el potencial de membrana mitocondrial, que determina un
parametro de importancia de las funciones bioquimicas de la mitocondria, lo que lo
convierte en un indicador de la salud celular; respiracion mitocondrial, ya que esta es
indicativa del funcionamiento adecuado de la cadena respiratoria donde se lleva a cabo la
sintesis de ATP, fuente de energia quimica de la célula y finalmente hinchamiento
mitocondrial, que deja entrevisto posible efecto en los sistemas de transporte de iones y
sustancia a través de la membrana celular. De los cuales, por medio de estos se debe de
ampliar el conocimiento sobre la seguridad de estos nanomateriales en cuanto a la salud
humana-animal y, que al mismo tiempo pueda derivar en un aumento de campos de

aplicacion para estos nanomateriales sintetizados por este método verde.
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6.1 Anexos
6.1.1 Anexol
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Figura 6.1. Diagrama de Pourbaix potencial vs pH para el sistema titanio-agua a 25 °C y [Ti]=0.2M
[62].
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6.1.2 Anexo 2

Hydrolysis reactions of titanium

Reaction Stability constant References
Ti** +H,0 2 TiO" +2H" log B=—45 (7]
Ti** +OH™ = THOH)Y * log K =115 [8]
2Ti** +20H™ 2 Ti,(OH);+ log K =248 [8]
Ti0?* +H,0 = TiO(OH)* +H* log K=12.82 [5]
Ti(OH)§ + H* < Ti(OH); * log X=03 [5]
Ti(OH), _, +OH~ 2 Ti(OH)} " log K, =14.70 (7]

log K, =14.32

log K, =14.05

log K, =13.74
Ti0?* +HO; = Tio** HOy log §=12.29 [7]
Ti0** +H,0, 2 Ti0** H,0, log p=3.71
Ti, 03~ + nH,0 2 Ti,0,(0H): " + aH"* log 8, =—253 (7]

log 3, =—4.58

log B,=—-8.7

log B,=—-143

log B;=-215

log B;=—300

Figura 6.2. Reacciones de hidrolisis de titanio de acuerdo a diferentes especies de titanio [62].

6.1.3 Anexo 3
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Figura 6.3. Diagrama de la distribucion de complejos de oxicloruros de titanio [61].
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