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RESUMEN

El dioxido de titanio (TiO2) es un semiconductor con excelentes propiedades
fotocataliticas. A escala nanométrica incrementa su area superficial mejorando asi sus
propiedades. En el presente trabajo, se realiz6 un estudio sobre la sintesis de
nanoparticulas de TiOz con el extracto hidroalcohdlico de Stevia rebaudiana y con cada
una de las fracciones obtenidas con disolventes de polaridad ascendente, utilizando

como precursor el tetrabutoxido de titanio [Ti(OBu)a4].

Las nanoparticulas obtenidas fueron caracterizadas por, FTIR, DRX y SEM. En los
resultados preliminares se observdé un cambio de color entre el extracto liquido y los
productos de reaccidén. Los patrones de difraccion mostraron las fases cristalinas
anatasa y rutilo para el TiOz en funcion de las fracciones obtenidas. Las micrografias
mostraron nanoparticulas de formas irregulares con tamafios menores a 100 nm,

dichas nanoparticulas se dispersaron en el copolimero EVA.
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ABSTRACT

Titanium dioxide (TiO2) is a semiconductor with excellent photocatalytic properties. In
a nanometer scale increases its superficial area, improving its properties. In this work
we did studies about synthesis of TiO2 nanoparticles with the hydroalcoholic of Stevia
rebaudiana extract and the fractions obtained with solvents of ascendant polarity using

the tetrabutoxide titanium [Ti(OBu)4] as a precursor.

The nanoparticles obtained were characterized for FTIR, DRX and SEM. In the
preliminary results we could observe coloration change between the liquid extract and
the reaction product. The diffraction patterns obtained presented the anatase and rutile
crystalline phases for the TiO2 in the reaction product that we obtained. The
micrographics showed nanoparticles with irregular forms with an average size less to

100 nm, said nanopatrticles were dispersed in the EVA copolymer.
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I. INTRODUCCION

Desde siempre, se han estudiado y desarrollado nuevos materiales que cubran las
necesidades que la humanidad demanda. Dentro de los nuevos materiales que se han
estudiado continuamente, se encuentran los materiales compuestos, los cuales son
construidos a partir de la union de dos o mas componentes, y dan lugar a uno nuevo
con propiedades y caracteristicas superiores a las que tienen los materiales
constituyentes por separado. Los materiales compuestos estan formados por dos
fases, una continua, constituida por una matriz, y otra fase discontinua, denominada
fase dispersa o refuerzo. Cuando una de las dimensiones de la fase dispersa se
encuentra en escala nanométrica, especificamente entre 1 y 100 nm, el material
compuesto se denomina nanocompuesto. En muchos casos, la matriz es un polimero
y la fase dispersa pueden ser particulas o nanoparticulas de diferente composicion.
El copolimero etileno-acetato de vinilo (EVA) ha sido probado como matriz en la
formacidén de nanocompuestos. En trabajos previos, se han denscrito al dioxido de
titanio (TiO2) dispersado en EVA para formar el nanocompuesto EVA/TIO,,
buscando que el producto adquiera aplicaciones novedosas, considerando la actividad
del TiO, como fotocatalizador (fotodegradante de compuestos orgéanicos volatiles, no

volatiles y bacterias) y las propiedades mecanicas y térmicas del EVA.

Considerando que el TiO2 comercial utilizado para la formacion de nanocompuestos
es sintetizado por medios quimicos, donde se utilizan disolventes y/o reactivos que
pueden ser contaminantes para el medio ambiente, en el presente trabajo se utilizé
una novedosa técnica para obtener nanoparticulas de TiO;, la cual consiste en el uso
de un extracto de la planta Stevia rebaudiana, donde algunos de sus metabolitos son
capaces de reducir a un precursor de titanio para obtener nanoparticulas de TiO,.

Este método de sintesis se considera amigable con el medio ambiente.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Nanoparticulas

Uno de los principales desarrollos en nanotecnologia y nanociencia es la produccion
y aplicacion de nanoparticulas [1], para que un material esté dentro del rango de
nanoparticula es necesario que sus dimensiones estén entre 1 y 100 nm (Figura 1) y
se comporte como una unidad en términos de transporte [2,3]. Existen nanoparticulas
de diferente naturaleza, cada una con propiedades especificas, dentro de las cuales
podemos destacar a las nanoparticulas de Ag, Au, ZnO, Cu,0, ZrO,, TiO,, entre otras
[3]. Las nanoparticulas de TiO, tienen propiedades fotocatalizadoras, que hacen
posible su uso en varios campos de la ciencia y tecnologia, incluyendo la
microbiologia, nanobiotecnologia y medicina [4].

Figura 1. Escala de longitud en el cual se observa el lugar que ocupan las nanoparticulas

El interés por sintetizar nanoparticulas se debe a los beneficios que podrian
proporcionar a diferentes areas como la electrénica, la medicina, la biologia, medio
ambiente, en la industria cosmética, entre otras, la razon es que a escala nano,
mejoran sus propiedades comparadas con las de tamafio macro, debido a su

incremento en el area superficial relativa, provocando que la relacion
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superficie/volumen sea mayor (Figura 2), y mejorando asi propiedades como la
dureza, elasticidad, conductividad térmica, magnética, eléctrica y en algunos casos

mejoran su capacidad como agentes antimicrobianos [2,5].

Figura 2. Incremento de area superficial relativa.

2.1.1 Sintesis de nanoparticulas

Existen diferentes métodos que tienen como objetivo final producir nanoparticulas,
estos métodos de sintesis suelen agruparse en dos categorias [6]: la primera, llamada
top-down, consiste en la division de solidos masicos en porciones mas pequefias, por
ejemplo, la evaporacion térmica, el depésito quimico en fase vapor, la preparacion
de cluster gaseosos, la implantacién de iones y la molienda. La segunda categoria,
llamada botton-up, que consiste en la fabricacién de nanoparticulas a través de la
condensacion de &tomos o entidades moleculares en fase gaseosa 0 en solucion
(Figura 3) [7,8], los métodos mas representativos son: el método coloidal [9], la
reduccion fotoquimica y radioquimica [10], la irradiacion con microondas [11,12], la
utilizacién de dendrimeros [12], la sintesis solvotermal [13] y el método sol-gel [10].
Todos los métodos de la primera categoria, a excepcion de la molienda, requieren
instrumentacion compleja y complicada, por lo que el uso de estas herramientas en

dichas sintesis genera altos costos, por lo tanto, muchas veces se prefieren los
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meétodos que utilizan la segunda categoria, los mas empleados en este grupo son

aguellos que utilizan procedimientos quimicos.

Figura 3. Métodos fisicos y quimicos para la sintesis de nanoparticulas [8].

Tal como se menciond en el parrafo anterior, algunos de los métodos utilizan equipos
especializados que elevan el costo de produccion de la sintesis, otros utilizan
compuestos quimicos que hacen al proceso no amigable con el medio ambiente, es
por ello que se han examinado rutas ecoldgicas utilizando derivados de productos

naturales.

2.1.2 Sintesis verde de nanoparticulas

La sintesis verde es una técnica no convencional usada actualmente para obtener
nanoparticulas en el que segun Perrine et al. [14,15], se debe de cumplir con tres
principios basicos, los cuales son: eleccion de un disolvente no contaminante, agentes
reductores no téxicos y estabilizadores amigables con el medio ambiente. El agua, es
el disolvente mas usado, y se utilizan reactivos naturales como vitaminas, azucares,
extractos de plantas, polimeros biodegradables y microorganismos como reductores

de sales metalicas [16]. En general, los componentes biolégicos proporcionan un

4
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meétodo ecoldgico para producir materiales de valor incalculable, debido a que las rutas
basadas en el biomaterial eliminan la necesidad de usar productos quimicos toxicos
[17,18].

Se ha reportado varios estudios sobre el uso de extractos de diferentes plantas para
realizar la sintesis de nanoparticulas. Por ejemplo, para obtener nanoparticulas de
cobre y 6xido de zinc se han utilizado extractos de la fruta de limon (Citrus sp.) [19,20],
para la obtencion de nanoparticulas de TiO2 se han utilizado extractos de Annona
squamosa [21], Psidium guajava [22] y Morinda citrifolia [23], para obtener
nanoparticulas de oro se han utilizado extractos de Aloe vera [24] y Stevia rebaudiana
[25] y para obtener nanoparticulas de plata se han probado con Moringa oleifera [26]

y Stevia rebaudiana [27] por mencionar algunos.

2.2 Planta de Stevia rebaudiana

La planta Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) es una planta herbacea perenne que
pertenece a la familia Asteraceae, crece como arbusto salvaje y alcanza hasta los 65
cm de altura, sus hojas son lanceoladas y oval-lanceoladas, sus flores son pequefios
(7-15 mm) y de color blanco, la semilla es un aquenio con vilano de aproximadamente
3 mm (Figura 4). Es muy abundante en el suroeste de Brasil y Paraguay, donde es
conocida con el nombre de ka’a he’é (en guarani, hierba dulce) [28]. Es valorada en el
mundo debido a su composicién rica en un glucosido bajo en calorias llamado
estevidsido, cuyo poder edulcorante en estado puro y cristalino es 300 veces mayor
qgue el azucar de cafia. La S. rebaudiana reduce los niveles de glucosa en la sangre
hasta en un 35% [29].

Los compuestos responsables del dulzor de la S. rebaudiana son los glucésidos de
esteviol aislados e identificados como estevidsido, esteviolbidsido, rebaudiésido y
dulcésido (Figura 5). Estos se encuentran en las hojas de la planta en porcentajes
variables en funcion de la especie, las condiciones de crecimiento y las técnicas

agronomicas, llegando a alcanzar hasta el 15% de su composicién [30].
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Figura 4. Partes de la planta de Stevia rebaudiana, donde A: plantula, B: plantula con
sistema radicular, C: flores abiertas, D: etapas reproductivas, E: semillas y F: planta madura.

Segun estudios, un 70% de la produccion mundial de S. rebaudiana es destinada para
procesar cristales de estevidsidos, el otro 30% se destina a herbarios. Esta planta
puede prepararse como una infusion y beberla, o puede ser procesada y obtener su

extracto con el fin de endulzar otras bebidas o alimentos [31].

Figura 5. Estructuras de los principales compuestos identificados en S. rebaudiana.

Por su contenido en compuestos fendlicos, la S. rebaudiana actia también como un
excelente antioxidante y anticancerigeno, asi mismo se ha demostrado que posee
propiedades antibacterianas, anticonceptivas y diuréticas [29]. Considerando las

propiedades mencionadas sobre esta planta, se presume que sus metabolitos

6
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funcionan también como una alternativa de agente reductor y estabilizador en la

sintesis de nanopatrticulas.

2.3 Di6xido de titanio

El diéxido de titanio (TiO,) es uno de los semiconductores mas investigados dentro de
los procesos de oxidacion avanzada, posee propiedades fotoconductoras vy
fotocataliticas que lo presentan como uno de los 6xidos de mayor impacto en la
degradacion de azo-colorantes, oxidacion de compuestos organicos volatiles (COV’s)
y degradacién de compuestos orgénicos clorados, entre otros [32-34]. Su band-gap
(banda prohibida) es relativamente grande, ya que para excitar un electron se requiere

3.2 eV (380 nm) y para ello, se utiliza luz ultravioleta [35].

El TiO2 presenta tres tipos de estructuras cristalinas, rutilo (tetragonal), anatasa
(tetragonal) y brookita (ortorrombica) (Figura 6). La estructura cristalina rutilo es
estable, mientras que la anatasa y la brookita son metaestables, ya que se transforman
a rutilo con tratamiento térmico [36]. Dependiendo de la estructura cristalina, el TiO2
adopta caracteristicas fisicas diferentes (Tabla 1) [35]. De las tres fases, la brookita no
es foto-activa, siendo el rutilo y la anatasa los dos Unicos con aplicaciones
tecnoldgicas, sin embargo, la anatasa es mas foto-activa, esto se debe a que tiene 0.2
eV mas en su ban-gap (Tabla 1), y porque genera mayor especies hidroxilos en
superficie [37,38].



BelMen MARCO TEORICO

a) b) c)
Figura 6. Fases cristalinas del TiO,: a) fase rutilo, b) fase anatasa y c) brookita [39].

Tabla 1. Propiedades fisicas de las fases cristalinas del TiO; [35]

Propiedades fisicas Anatasa Rutilo Brookita
Estructura cristalina Tetragonal Tetragonal Ortorrémbica

_ _ a=009.17
Parametro de red (A) a: 3.79 a ~ 4.59 b =5.46

c=9.51 c=2.96
c=5.14

Densidad (gcm-3) 3.79 4.13 3.99
Dureza Mohr 55-6.0 6.0-6.5 55-6.0
Bang-gap (eV) 3.2+x0.1 3.0£0.1 34+0.1
Absorcion de luz <380 <415 -

2.3.1 Fotocatalisis del TiO2

La fotocatalisis es la propiedad de ciertos materiales de promover reacciones quimicas
en presencia de luz ultravioleta, que de otro modo serian imposibles o muy lentas [40].
El efecto fotocatalitico del TiO2 se puso en evidencia desde 1972 cuando Honda y
Fujishima descubrieron que, expuesto al sol, el dioxido de titanio podia producir la

disociacion fotocatalitica del agua [41].

En la Figura 7 se describe el mecanismo de la reaccion fotoquimica del TiO, cuando
es activado por luz ultravioleta (UV), con una longitud de onda igual o menor a 380

nm. En una primera etapa, se genera el par electrén/hueco (paso 1). El electrén
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reacciona con la especie aceptora, en este caso con el oxigeno, generando el radical
superoéxido (paso 2). Algunos radicales pueden ceder el electron al hueco del TiO, y
por lo tanto el oxigeno se regenera (paso 3), otros radicales reaccionan con agua y
TiO, en estado excitado produciendo especies hidroxilo y radicales peréxidos
(paso 4). El encuentro de dos radicales hidroxilos genera la formacién del peroxido y
oxigeno en un proceso reversible (pasos 5 y 6). El agua genera mayor cantidad de
hidroxilos que se mantienen en la superficie del catalizador y/o se desprenden en
fase gaseosa atacando a las moléculas organicas susceptibles (pasos 7 y 8) [42,43].

En la Figura 8 se muestra un esquema de la fotocatalisis previamente explicada.

1. TiO,+ hv — TiO; (e +h*)
2. TiO(e )+ 0, — +0;

3. TiO,(h*) +«0; — 10,

4, .OE + HzO(g)+ TiOE (h+) g HO.(g) + HOZ.
5. 2 HOZ. ) d H202+ 02

6- H202+ hV—) 2 HO.

7. TiO3 (h*) + H,0 (asorbidoy = HO® (agsorbidsy + HY

8. HO®(agsorbido) =~ HO® (g

Figura 7. Mecanismo de la reaccion fotoquimica del TiO; [38,42]

Figura 8. Esquema de la fotocatalisis del TiO, [44,45].
9
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Actualmente, el dioxido de titanio, por ser econdmico, no toxico, biocompatible y
excelente fotocatalizador [46,47], se utiliza activamente en el campo de la
fotodegradacién de compuestos organicos, especificamente en la descontaminacion
ambiental del aire y del agua. Cuando el TiO; es irradiado con luz UV, éste presenta
una fuerte accion bactericida. Generalmente, las desinfecciones con TiO; son tres
veces mas fuerte que el cloro y 1.5 veces mas fuerte que el ozono [38]. Ademas,
el TiO, tiene muchas otras aplicaciones, incluyendo su uso en la fotovoltaica, en la
generacion de hidrogeno y como pigmento comun en pinturas [42,43]. Por otra parte,
otros estudios fundamentan el uso del TiOz en la degradacion de células cancerigenas
[48].

2.3.2 Efecto anticancerigeno del TiO2

En la fotocatalisis del TiO2 se generan especies reactivas de oxigeno (ROS), tales
como el peréxido de hidrogeno, superéxido e hidroxilo, estas especies son altamente
reactivas con las membranas celulares y el interior de la célula, afectando la rigidez
celular y las estructuras de la superficie, lo que lleva a la toxicidad celular. A pesar de
los resultados prometedores, estos tratamientos son complicados de realizarse por las
siguientes razones; primero, la luz UV no puede penetrar profundamente en los tejidos
humanos, limitando asi esta técnica a los tumores superficiales. En segundo lugar, la
produccién de ROS mediada por UV tiene una vida util muy corta, por lo tanto, no
podria proporcionar un efecto continuo y prolongado sobre las células cancerigenas
[48-50].

2.4 Materiales compuestos

Se define como material compuesto todo sistema o combinacidbn de materiales
construido a partir de la unién de dos o mas componentes, que da lugar a uno nuevo
con propiedades caracteristicas superiores a las que tienen los materiales
constituyentes por separado. Los materiales compuestos estan formados por dos

fases; una continua, constituida por la matriz y otra fase discontinua, denominada

10
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refuerzo. La fase dispersa puede reforzar a la matriz proporcionando incrementos
en las propiedades finales del material compuesto. Los componentes de un material
compuesto no deben disolverse ni fusionarse completamente unos con otros. La
identificacion de los materiales y de su interfase puede ser distinguible por métodos
fisicos [51].

Los materiales compuestos o compositos se clasifican de acuerdo a la matriz en donde
se encuentren, por ejemplo, materiales compuestos con matriz metalica (aleaciones
de aluminio, titanio y magnesio), de matriz ceramica (alimina, carburo de silicio) y de
matriz polimérica. Los compuestos también se clasifican de acuerdo al tamafio del
refuerzo, y son compositos convencionales 0 microcompositos y en hanocompositos.
Los compositos convencionales o microcompositos tienen refuerzos del orden de
micras, son altamente producidos debido a los favorables incrementos en propiedades
mecanicas del compuesto, sin embargo, el contenido del reforzante en la matriz esta
por encima del 25% en peso. En los nanocompositos, el tamafio del refuerzo es del
orden de nandémetros, en este caso, las interacciones matriz-refuerzo se dan a nivel

molecular [51,52].

2.5 Etileno acetato de vinilo

El etileno acetato de vinilo (EVA, por sus siglas en inglés) es un copolimero que se
acerca a los elastbmeros en cuanto a su suavidad y flexibilidad, sin embargo, puede
ser procesado al igual que los termoplasticos, por lo que este tipo de polimero se
encuentra en el grupo de los elastobmeros termoplasticos. Este polimero tiene buena
transparencia y brillo, propiedades de barrera, resistencia a bajas temperaturas,
resistencia a fracturas, impermeabilidad y resistencia a la radiacién UV. EI EVA tiene
poco o ningun olor y compite con la goma y productos vinilicos en muchas aplicaciones
eléctricas. Es tres veces mas flexible que el polietileno de baja densidad (LDPE, por
sus siglas en inglés), mostrando un alargamiento por traccion del 750%. Las

propiedades del EVA son dependientes del contenido cristalino otorgado por el etileno

11
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y el contenido amorfo dado por el acetato de vinilo (VA, por sus siglas en inglés)
(Figura 9), por lo tanto, si se incrementa el contenido de acetato de vinilo se disminuye
la cristalinidad del EVA. Una disminucion de la cristalinidad del EVA provoca un
incremento de la resistencia a la rotura en frio, menor resistencia a la tension y ala
deformacion por calor (punto de reblandecimiento) y un incremento de la flexibilidad

(mayores alargamientos bajo traccion) [53].

Figura 9. Esquema estructural del copolimero EVA.

El EVA es utilizado en muchas aplicaciones, tales como; para el aislamiento eléctrico,
recubrimiento de cables, en impermeabilizantes, en el embalaje de componentes y en
la industria del calzado [54]. Se han realizado varios estudios, buscando el
reforzamiento del material con otros componentes, tales como nanotubos de carbono,
sepiolita, arcillas y dioxido de titanio [46]. Evidentemente, las propiedades se

incrementan cuando el componente reforzante se dispersa en escala nanométrica.

2.6 Nanocompuestos poliméricos EVA/TIO>

Los nanocompuestos poliméricos tienen mejores propiedades generales que el
polimero por separado (matriz), esto se relaciona con varios factores dentro de los

cuales se destaca la buena distribucién de la fase dispersa en la matriz polimérica.

12
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Para que esto suceda la matriz polimérica juega un papel importante, por ejemplo, el
polipropileno es un polimero con diversas aplicaciones, sin embargo, la apolaridad en
Su estructura no permite interacciones con la fase dispersa, de la misma manera,
estudios han comprobado que la polaridad parcial del VA en el EVA aumenta las
interacciones entre el polimero y la fase dispersa provocando mejoras en sus

propiedades [55].

13
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lIl. ANTECEDENTES

Es sabido que el TiO2 comercial tiene dimensiones nanométricas y que almacenarlo
en polvo favorece la aglomeracion, disminuyendo asi la capacidad fotocatalitica. Es
por ello que, es necesario dispersarlo e inmovilizarlo en una matriz polimérica para
evitar la aglomeracion y aprovechar mejor su capacidad fotocatalitica. Son varios los
métodos convencionales de sintesis del TiOz2, sin embargo, aln se buscan alternativas
para hacer el proceso de sintesis mas amigable con el medio ambiente. Una de estas
alternativas es el uso de extractos de plantas, considerando que algunos de los
metabolitos presentes en la planta puedan reducir y estabilizar a las nanoparticulas de
TiO2. Por ejemplo, Sivaranjani et al. [56] realizaron la sintesis de nanopatrticulas de
TiO, utilizando un extracto de hojas de Moringa oleifera, obteniendo nanoparticulas
esféricas con un tamafio promedio aproximado de 100 nm. El TiO, sintetizado

mostré actividad cicatrizante significativa en heridas de ratas albino.

Por su parte, la planta S. rebaudiana ha sido utilizada para la obtencién de
nanoparticulas de diferente naturaleza. Es el caso de Sadeghi et al. [25], que
sintetizaron nanoparticulas de oro, utilizando un extracto de las hojas de S.
rebaudiana, observando mediante microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus
siglas en inglés), nanoparticulas de oro con un tamafio de 5 a 20 nm, con morfologia
esférica. Paralelamente, Yilmaz et al. [27] realizaron la biosintesis de nanoparticulas
de plata, utilizando extractos de hojas de S. rebaudiana secadas en sombra. En las
pruebas con microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) y
difraccion de rayos X (DRX), comprobaron la formacion de nanoparticulas con
morfologias esféricas y diametros de particulas entre 2 y 50 nm. Por otra parte, Mirla
Rodriguez et al. [57] describen el uso del extracto de las hojas de S. rebaudiana como
plantilla para la sintesis de TiO2, calcinando el producto a 500, 600 y 750 °C,
obteniendo nanotubos de TiO2 con didmetro promedio de 26 a 60 nm y una longitud
de 100 a 150 nm.

14
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Las nanoparticulas de TiO2 mediante fotocatélisis generan especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles). Es por ello que su espectro de aplicacion es
muy amplio. Uno de ellos, es su posible uso en la medicina como agente
anticancerigeno, por lo cual, algunos investigadores han seguido esta linea de
investigacion, tal es el caso de Kubota et al. [50] quienes investigaron el efecto del TiO2
contra células cancerigenas de vejiga humana T24. Los investigadores observaron
que el TiO2 al ser irradiado con luz UV (300-400 nm) disminuye drasticamente el
crecimiento de las células T24. Thevenot et al. [48] examinaron el efecto
anticancerigeno no fotocatalitico del TiO2 funcionalizado en la superficie, las células
analizadas incluyeron melanoma B16F10, carcinoma de pulmén de Lewis, células de
cancer de préstata JHU y fibroblastos 3T3. Los investigadores reportaron que la
viabilidad celular dependia de las concentraciones de particulas, los tipos de células y
la quimica de la superficie. Especificamente, los grupos -NH2 y -OH mostraron una

toxicidad significativamente mayor que la de -COOH.

Aun cuando las nanoparticulas de TiO2 por si mismas son altamente efectivas, la
dispersiéon e inmovilizacion de estas nanoparticulas en una matriz polimérica, tal como
el EVA, podria potencializar su actividad biolégica. No obstante, la eficaz
nanodispersion en el polimero es un reto cientifico y tecnoldgico. Por ejemplo; Valentim
et al. [58] describieron el efecto de la adicion de nanoparticulas de TiO; al EVA
con 28% de acetato de vinilo, mediante solucion por ultrasonido, los autores obtuvieron
un ligero incremento en la estabilidad térmica por la dispersion a escala nanométrica
del TiO,. Gonzélez et al. [46] realizaron estudios sobre el efecto de nanoparticulas
de TiO; en el coeficiente de expansion térmica de EVA, procesado en estado sélido
mediante un molino de bolas. Los autores, consiguieron de manera significativa reducir
el coeficiente de expansion térmica del EVA afiadiéndole cantidades muy pequefas
de TiO,. De acuerdo a sus resultados, concluyen que al tener un material que se dilate
menos, se consigue detener la luz UV durante mas tiempo, consecuentemente,

aumenta su actividad fotocatalitica.
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IV. JUSTIFICACION

En la sintesis de nanoparticulas via quimica se utilizan diversos reactivos, algunos de
ellos toxicos y/o contaminantes para el medio ambiente. Es por ello que, en el presente
trabajo se pretendi6 sintetizar nanoparticulas de TiO2 utilizando extractos de la planta
Stevia rebaudiana, para generar un proceso amigable con el medio ambiente y mas
econdmico que los convencionales. Por otro lado, el EVA, un copolimero estable y no
toxico, ha sido aprobado por la U. S. Food and Drug Administration (FDA) para ser
utilizado en productos que estén en contacto directo con los alimentos. Por lo tanto,
este copolimero es factible para ser utilizado como soporte de las nanoparticulas de
TiO, obtenidas con el extracto de S. rebaudiana y con ello obtener nanocompuestos

EVA/TiO2 con posible aplicacidén ante células cancerigenas.
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V. HIPOTESIS

Algunos metabolitos de Stevia rebaudiana podran reaccionar con el precursor
Ti(BuO)4 para formar nanoparticulas de TiO, las nanoparticulas obtenidas se
dispersaran e inmovilizaran en el copolimero EVA para formar un nanocompuesto con

posible aplicaciéon para el dafio celular de células cancerigenas.
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VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

e Desarrollar nanocompuestos de EVA/TIO, utilizando nanoparticulas obtenidas

mediante sintesis verde con Stevia rebaudiana.

6.2. Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de TiO, con el extracto crudo de Stevia rebaudiana.

e Realizar extracciones liquido-liquido al extracto crudo.

e Sintetizar nanoparticulas de TiO; con las fracciones obtenidas de la extraccion
liquido-liquido.

e Caracterizar las nanoparticulas de TiO:z sintetizadas.

e Determinar la capacidad anticancerigena de las nanoparticulas.

e Preparar nanocompuestos de EVA/TIO,,

e Caracterizar estructural y morfolégicamente a los nanocompuestos.

e Determinar la capacidad anticancerigena de los hanocompuestos.

18
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VIl. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Materiales

Se utilizaron hojas de Stevia rebaudiana de cultivos de la regiéon. Como precursor se
utilizo tetrabutdxido de titanio (Ti(BuO)a4) con 97% de pureza, el cual fue adquirido de
Sigma Aldrich Co. Los disolventes: hexano, cloroformo (CHCIs), acetato de etilo
(AcOEt), n-butanol (n-BuOH) y metanol (MeOH) de grado técnico también fueron
adquiridos de Sigma Aldrich Co. Estos disolventes fueron previamente destilados en
laboratorio para su uso. El copolimero etileno-acetato de vinilo con 40% en peso de
acetato de vinilo, etiquetado comercialmente como ELVAX 40w fue adquirido de

Dupont Co.

7.2 Metodologia

En la Figura 10 se muestra la metodologia que se siguioé para cumplir con los objetivos

del proyecto.

Figura 10. Diagrama general de seguimiento para el desarrollo del proyecto.
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7.3 Extraccion de Stevia rebaudiana

Las hojas de S. rebaudiana se secaron a la sombra y posteriormente se llevaron a
peso constante a temperatura controlada. La extraccién se realizé por maceracion
hidroalcohdlica, tomando 500 g de hojas secas en una mezcla agua-metanol (20:80)
durante 24 h. Posteriormente, se filtr6 con algodon y se concentrd en un rotavapor con
vacio de 42 mbar para el agua y 218 mbar para metanol considerando una temperatura
de 50 °C. El extracto crudo (EO) se guardo en refrigeracion a 4 °C para su posterior

uso.

7.3.1 Extraccién liguido-liquido

Para obtener las fracciones, se resuspendieron 10 g del extracto seco en 50 mL de
agua, se coloco en un embudo de separacién y se agregaron 50 mL de hexano, una
vez mezcladas las fases, se dejo reposar para que los metabolitos afines a la polaridad
de las fases se separaran. Por decantacidbn se obtuvieron la fase organica
correspondiente al hexano (Hex0) y la fase acuosa, la fase acuosa se utiliz6 para
repetir el proceso, obteniendo las fracciones de CHCI3z (A0), de AcOEt (B0), de n-BuOH
(C0), y se recupero la fase acuosa residual (D0), todas se llevaron a peso constante
en una estufa a 50 °C y posteriormente se guardo6 a 4 °C para utilizarlo en la sintesis

de nanoparticulas.

7.3.2 Caracterizacién por cromatografia en capa fina

Para la separacion de glucésidos de esteviol (GE), los extractos y las fracciones
obtenidas se resuspendieron en agua. Posteriormente se aplicaron 5 yL en la placa
cromatografica de silica gel 60 F2s4, como estandares se utilizaron esteviosido (S3572-
Sigma Aldrich) y rebaudidsido A (1432-Sigma Aldrich). Para la separacion de las
muestras, las placas se colocaron en una camara cromatografica saturada utilizando
una fase movil descrita por Londhe Nanaware (2013) [59], que consisti6 en

AcOEt:EtOH:acetona:H20 (15:3:6:6 v/v/v/v). Las placas se revelaron con una solucion
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de orcinol al 0.5%, el cual se preparé en MeOH:H2S0a4 (95:5 v/v), posteriormente la

placa se calenté ligeramente.

La identificacion de GE se realiz6 por comparacion con los estdndares empleados y
su factor de retencion (Ry, por sus siglas en inglés). Para determinar el Rt se utilizé la

siguiente ecuacion:

R, =
s Ls
Donde:

Lc = Longitud que recorriéo cada compuesto, desde la zona de punteo de la muestra

hasta la altura alcanzada.

Ls = Longitud que recorrio el disolvente desde la zona de punteo hasta el frente del

disolvente.

7.3.3 Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales del extracto crudo y de las fracciones obtenidas se
realiz6 mediante la técnica de Folin-Ciocalteu [60]. El blanco de reaccién se preparo
con 100 pL de muestra diluida, 1170 pyL de agua destilada y 234 uL de carbonato
sédico al 20% (p/v). La mezcla de reaccién se prepard con 100 uL de muestra diluida,
1120 yL de agua destilada, 50 pL del reactivo de Folin, la mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente durante 6 minutos, inmediatamente después se agregaron 234
ML de carbonato sddico al 20% (p/v). Después de 30 minutos se leyeron las muestras
en un espectrofotdmetro de UV-Vis a 760 nm. El contenido de compuestos fendlicos
se determiné utilizando una curva de calibracion de acido galico a diferentes
concentraciones (5-35 ug), el resultado es expresado en pg equivalentes de acido

galico/mg de extracto. (ug EAG/mgext).
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7.4 Sintesis de nanoparticulas de TiO: via Stevia rebaudiana

La sintesis de nanoparticulas se realiz6 con el extracto crudo y con las fracciones
obtenidas de la extraccion liquido-liquido, excepto con la fraccion de hexano; para ello
se resuspendieron 250 mg de cada una de las muestras en 50 mL de agua. Se
mantuvo con agitacion vigorosa constante y se calenté hasta 50 °C, posteriormente se
agregaron 355 pL del precursor Ti(BuO)s y se mantuvo con la misma agitacion y
temperatura por 3 h, una vez terminadas las reacciones se caracterizaron por
espectroscopia de UV-Vis y posteriormente se secaron en una estufa utilizando dos
condiciones diferentes, una réplica a 60 °C por 12 h y la otra a 110 °C por 5 h, los
productos de reaccién en polvo que se obtuvieron se guardaron para su posterior

caracterizacion.

7.5 Formacién de peliculas de EVA con el producto de reaccion
(compuestos EVA/TIO,)

Se llevo a cabo la formacién de peliculas de EVA con los productos de reaccion
secados a 110 °C. Como primer paso, se resuspendio cada uno de los productos de
reaccion en disolventes cuya polaridad permitiera obtener una mezcla homogénea,
para ello se tom6 5 mg de los productos de reaccion en 5 mL de los siguientes
disolventes: para la fracciéon de CHCIz (A0) y AcOEt (BO) se utilizé el mismo disolvente,
CHCIs y AcOEt respectivamente. Para las fracciones n-BuOH (CO0), acuosa residual
(DO) y el extracto crudo (EO) se resuspendieron en EtOH. Con la finalidad de facilitar
la solucién y desaglomerar las particulas de los productos de reaccion se llevo a un
bafio ultrasénico por 30 s. Para formar las peliculas, se depositaron 5 mL de CHClz en
vasos de precipitado de 50 mL, inmediatamente después, se agregaron 1 mL de los
productos de reaccién previamente diluidos (un producto de reaccién por cada vaso),
se agregaron 0.5 g de pellets de EVA y se mantuvo con una agitacion constante de
400 rpm durante 30 minutos, al finalizar el tiempo, las mezclas se depositaron en
moldes y se dejaron secar a temperatura ambiente por 3 h, el blanco se preparé con

CHCIz y pellets de EVA, las peliculas se guardaron para su caracterizacion.
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Los componentes utilizados, las fracciones extraidas con diferentes disolventes, los
productos de reaccién y los compuestos obtenidos fueron caracterizados por

diferentes técnicas.

7.6 Espectroscopia ultravioleta visible

Se obtuvieron espectros de absorcion de irradiacion UV-vis en un espectrofotometro
ultravioleta visible (UV-Vis) de doble HAZ modelo LAMBDA 2S 1600-00BB con
software UVWINLAB, marca Perkin Elmer serie 501508112712.

7.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

El estudio de los grupos funcionales presentes en el extracto crudo, en las fracciones,
en los productos de reaccidn y en las peliculas, se realizd por espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR). Los analisis se llevaron a cabo en un
espectrometro Dynascan modelo Spectrum 100, Perkin Elmer, utilizando un
interferometro de reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés). Los
espectros FTIR fueron obtenidos en un rango de 4000- 515 cm™™.

7.8 Difraccion de rayos X

Para determinar la cristalinidad de los productos de reaccion y las peliculas, se utilizo
un difractémetro de rayos X (DRX) de la marca Bruker Axs, modelo D8 Advance con
un generador de radiacion de Cu Ka con filtro de Ni. Se utilizaron rejillas de 1 mm para
los extractos y rejillas de 6 mm para las peliculas. Los andlisis de los productos de
reaccion se llevaron a cabo a 40 kV y 30 mA, desde 5 a 80° en 26 con un tamano de

paso de 0.1y para las peliculas de 10 a 70° en 26 con un tamafo de paso de 0.1.
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7.9 Analisis termogravimeétrico

El analisis termogravimétrico (TGA), para identificar las temperaturas de degradacion
se utilizé un analizador térmico simultdneo STA-6000 marca Perkin Elmer. Muestras
de 10 + 0.5 mg se sometieron a un calentamiento de 30 a 800 °C, a una velocidad de

20 °C/min, bajo una atmosfera inerte de nitrégeno con flujo de 20 mL/min.

7.10 Microscopia electronica de barrido

Para observar tamafo, morfologia y composicion de los productos de reaccion en
polvo y dispersos en peliculas de EVA se utilizé un microscopio electrénico de barrido
(SEM) modelo JSM-IT300LV, a 20 kV, alto vacio y con detector de electrones

secundarios.

7.11 Ensayos de citotoxicidad

Para el ensayo de citotoxicidad se utilizo la prueba de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) en la linea celular de cancer de mama MCF-7, se
sembraron 1x10° células contenidas en 100 pL en cada pozo y se incubaron a 37 °C,
a 5% de COz por 24 h. Pasado este tiempo se retir0 el medio y se afiadid medio nuevo,
posteriormente se adicionaron 150 pug/mL de los productos en estudio (extracto de las
fracciones y productos de reaccién secados a 110 °C), partiendo de un stock de 10
mg/mL preparados en DMSO. Se realizaron diluciones seriadas de los compuestos
1:2. Se incubd por 24 h a 37 °C y 5% de COz2, después se adicion6 10 pL de la solucion
de MTT a una concentracién de 5 mg/mL preparado en PBS, se incub6 nuevamente
por 3 h a 37 °C y 5% de COz, se retird el medio y se afiadié 100 uL de DMSO, y se
incubo a temperatura ambiente hasta que se disolvieron los cristales de formazan y se
midid la absorbancia 570 nm. Los resultados fueron graficados con el programa
GraphPad Prism 6.0.
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Extraccion hidroalcohdlica de las hojas de S. rebaudiana

En la extraccion hidroalcohdlica se obtuvo un rendimiento del 32.85% (552.08 g de
extracto seco). El extracto se caracterizd por UV-Vis, FTIR y TGA. Los resultados

obtenidos se muestran a continuacion.

8.1.1 Caracterizaciéon por espectroscopia UV-Vis del extracto crudo

El espectro UV-Vis para el extracto crudo (Figura 11) muestra una absorcion maxima

en 324 nm.

Figura 11. Espectro UV-Vis del extracto crudo.
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8.1.2 Caracterizacion por FTIR del extracto crudo de S. rebaudiana

Para conocer los grupos funcionales presentes en el extracto de S. rebaudiana, se
caracterizo por espectroscopia infrarroja. En la Figura 12 se observa el espectro de IR

del extracto crudo.

Figura 12. Espectro de FTIR del extracto crudo.

Las bandas de absorcién atribuidas a los grupos funcionales presentes en el extracto
se muestran en la Tabla 2. De acuerdo a investigaciones previas, la banda a, pertenece
a los movimientos vibracionales de estiramiento correspondientes al grupo funcional
hidroxilo O-H, el cual puede ser atribuido al agua contenida aun en el extracto,
compuestos fendlicos o alcoholes, la banda b, corresponde a movimientos
vibracionales asimétricos de estiramiento para alcanos SP3, la banda c, se le atribuye
a los movimientos de estiramiento para el grupo carbonilo C=0, la d y e pertenecen
también a movimientos de estiramientos para los enlaces C=C correspondientes a
anillos aromaticos, el cual se le atribuye al esqueleto de los compuestos fendlicos, la f

a los movimientos de estiramiento del enlace O-H en el acido carboxilico, en el rango
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de la g y h pueden corresponder a movimientos vibracionales de estiramiento
atribuidas a los siguientes grupos funcionales: C-OH, R-N-H, =C-O-C y al estiramiento
del carbonilo en el 4cido carboxilico, la banda i corresponde al estiramiento del O-H
en alcoholes terciarios y la j se le atribuye a los movimientos de estiramiento del grupo
funcional éter C-O-C, la k, se relacionan con la vibracion del C-H fuera del plano en
alquenos, las |, m, y n, se relacionan con los movimientos de vibracion fuera del plano
en la estructura de los anillos arométicos [25,61-63]. Estos grupos funcionales son
componentes de los metabolitos, tales como polifenoles, glucésidos, diterpénicos
(esteviosidos y rebaudidsidos), entre otros, presentes en el extracto de S. rebaudiana
[61,62].

Tabla 2. Bandas de absorcion atribuidas a los grupos funcionales de los metabolitos
presentes en los extractos.

Banda Numero d_e Grgpo Tipo de movimiento
onda (cm™) funcional
a 3320 O-H Estiramiento
b 2932 R-CH2-R Estiramiento asimétrico
c 1692 C=0 Estiramiento
d 1600 c=C Estiramiento (aromético)
e 1520 c=C Estiramiento (aromatico)
f 1447 COO-H Estiramiento del hidroxilo en el acido carboxilico
C-OH,
1370 R-N-H Estiramiento
h 1258 =C-0-C
O=COH Estiramiento del carbonilo en el acido carboxilico
i 1150 R-OH Estiramiento (terciario)
j 1070 C-0-C Estiramiento
k 1015 C=C-H Relacionadas con la vibracion fuera del plano en
alquenos
r:1 ggg g;gg Relacionadas con I‘_e\ vibraci(),n_ fuera del plano del
n 812 C=C-H anillo aromético
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8.1.3 Caracterizacion por TGA del extracto crudo de S. rebaudiana

El analisis termogravimétrico para el extracto crudo (EO) se muestra en la Figura 13.
En el termograma se puede observar que existen tres pérdidas de masas significativas,
la primera se presenta a 121.17 °C, a esa temperatura se pierde el 9.47% de la masa
total, la cual puede ser atribuida a la humedad y a los metabolitos termosensibles, la
segunda y la tercera se presentan a 304.05 °C y 451.24 °C, a esas temperaturas se
pierde el 50.62% y el 13.21% respectivamente, lo cual puede ser atribuida a los
glucésidos de esteviol como los estevidsidos y rebaudiésidos, quedando un residuo
del 25.6%.

Figura 13. Termograma del extracto crudo.

8.2 Extraccion liquido-liquido

En la Figura 14 se muestra la secuencia de la extraccion liquido-liquido, utilizando
disolventes de polaridad ascendente (hexano (Hex0) < CHCIs (AO) < AcOEt (B0O) < n-
BuOH (CO0), y fraccion acuosa residual (D0)).
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Figura 14. Secuencia para la extraccion liquido-liquido.

8.2.1 Rendimiento de la extraccion

El rendimiento para las fracciones fue calculado en funcion al extracto seco obtenido
en cada paso de separacion. EI mayor rendimiento fue en la fraccién de n-BuOH con
51.19% y el menor rendimiento se obtuvo en la fraccién de hexano con 1.6% (Tabla
3). Esto se debe a que la extraccion original fue con una mezcla hidroalcohdlica, es
decir, la mayor cantidad de metabolitos extraidos fueron polares, siendo el hexano un

disolvente no polar, el rendimiento en esta fraccion fue consecuentemente baja.

Tabla 3. Rendimiento de las fracciones

Fracciones Rendimiento (%)
Hexano (Hex 0) 1.60
CHCls (A0) 3.72
AcOEt (B0) 3.08
n-BuOH (CO0) 51.19
Acuosa residual (D0) 40.34
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8.2.2 Identificacion por TLC de los glucésidos de esteviol

Se realizo6 la cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) para identificar
glucosidos de esteviol utilizando como estandar el estevidsido y rebaudidsido A, los
cuales tienen un Rr de 0.4 y 0.3 respectivamente y fueron revelados con orcinol. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 15, en las fracciones de hexano (Hex0),
CHCIs (AO) y AcOEt (BO), se observa en el frente de disolvente el color verde
caracteristico de las clorofilas y no se observaron glucésidos de esteviol. En el caso
de la fraccion BO se observd una banda de color café que pone en evidencia alguin
posible compuesto glicosilado. Para la fraccién n-BuOH (CO0) y acuosa residual (DO)
se observaron bandas del color morado caracteristico para la reaccion del orcinol con
los glucdsidos de esteviol. De la misma manera se observé en DO que hubo un arrastre
de compuestos glicosilados ligeramente arriba del punto de aplicacién. Con las
caracteristicas mencionadas y los valores de Rt se puede evidenciar la presencia de

los glucésidos de esteviol en las fracciones de CO y DO.

Figura 15. Cromatografia en capa fina de las fracciones de S. rebaudiana revelado con
orcinol al 0.5%. Sistema de elucion: AcOEt-EtOH-acetona-H,O (15:3:6:6, v/v/v/v). Hexano
(Hex0), CHCIs (A0), AcOEt (BO), n-BuOH (CO0) y acuosa residual (D0O). Los estandares son

etiquetados como Std.
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8.2.3 Determinacion de fenoles totales

Para determinar la cantidad de fenoles totales presentes en cada fraccion, se realizo

una curva de calibracion, utilizando acido galico como estandar en un rango de 0 a

35 ug (Figura 16).

Figura 16. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales.

Para la cuantificacién de los fenoles totales se prepararon las muestras a analizar a
una concentracion de 1 mg/mL, de las cuales se tomaron diferentes volimenes para
hacer reaccionar con el reactivo de Folin-Ciucalteu, cada una de las pruebas se
realizaron por triplicado. Con las lecturas de absorbancia se calcul6 el contenido de
fenoles totales y los resultados expresados en pg equivalente de acido galico/mg de
extracto seco (LgEAG/mgEXxt) se muestran en la Tabla 4. Se observa que la fraccion
de AcOEt contiene la mayor cantidad de fenoles totales con valores de 338.63
LgEAG/mgEXxt, seguido de las fracciones de CHCIs, acuosa residual y de la fraccion

de n-BuOH, con valores de 185.09, 115.64 y 112.63 ngEAG/mgEXxt respectivamente.
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Tabla 4. Resultados de la cuantificacion de fenoles totales

. Fenoles totales
Fracciones

(MgEAG/mgEXxt)
Hexano (Hex0) 1.13
CHCIs (A0) 185.09
AcOEt (B0) 338.63
n-BuOH (CO0) 112.63
Acuosa residual (DO) 155.64
Extracto crudo (EO) 136.26

8.2.4 Caracterizacion por UV-Vis de las fracciones

El analisis por espectroscopia de UV-Vis (Figura 17) muestra que la fraccion Hex0 y
A0 son semejantes con multiples absorciones en donde destacan 388, 330, 224, 290
y 282 nm, sin embargo, las fracciones B0, CO y DO, son similares con el espectro del
extracto crudo (EO) el cual tiene multiples absorciones en el rango de 290 a 390 nm
con una maxima en 324 nm, mediante esta técnica podemos suponer que existen
diferentes mezclas de metabolitos en las fracciones y que ocasionan diferentes

absorciones en la region del espectro.

Figura 17. Espectros UV-Vis de las diferentes fracciones obtenidas de las extracciones
liquido-liquido.
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8.2.5 Caracterizacion por FTIR de las fracciones

En la Figura 18 se muestran los espectros FTIR de los extractos obtenidos en las

fracciones Hex0, A0, BO, CO y DO y su comparacion con el extracto crudo (EO).

Figura 18. Espectros FTIR de las fracciones obtenidas con la extraccion liquido-liquido.

Las bandas de absorcion del FTIR asignadas a los modos de vibracion de los grupos
funcionales se describen en la Tabla 5. Al comparar las fracciones CO y DO con el
extracto crudo (EQ), se puede observar que los cambios que se presentan son minimos
y estan con base a la intensidad de las bandas. Esto hace suponer que los compuestos
o familias de compuestos presentes, son similares. Asi, por ejemplo, la banda e, es
mas intensa en DO que en CO, esta banda corresponde a los movimientos de
estiramiento para los enlaces C=C. De acuerdo a trabajos previos [62] esta banda
pueden ser asignada al esqueleto de los anillos aromaticos el cual forma parte de los
compuestos fenolicos. De acuerdo a la Tabla 4, DO contiene mas compuestos fendlicos
gue CO y EO respectivamente. Cuando se compara BO con EO se observa un
incremento muy marcado de intensidad en la banda d, lo cual corresponde a los

movimientos de estiramiento para el grupo funcional carbonilo C=0. Las bandas e y f
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también se intensifican, y estas corresponden a los movimientos de estiramiento para
los aromaticos. Aparecen las bandas m, n y il relacionadas con los movimientos de
vibracion fuera del plano del anillo aromatico, el cual forma parte de la estructura de

los compuestos fendlicos [25].

Tabla 5. Bandas de absorcion atribuidas a los grupos funcionales de los metabolitos
presentes en las fracciones y extractos.

Banda Numero o!e Grgpo Tipo de movimiento
onda (cm?) funcional
a 3320 O-H Estiramiento
b 2932 R-CH2-R Estiramiento asimétrico
c 2860 R-CHs Estiramiento simétrico
d 1710 Cc=0 Estiramiento
e 1600 c=C Estiramiento (aromético)
f 1520 c=C Estiramiento (aromético)
g 1447 COO-H Estiramiento del hidroxilo en el &cido carboxilico
C-OH,
hei 1370- R-N-H Estiramiento
1258 =C-0-C
O=COH Estiramiento del carbonilo en el acido carboxilico
j 1150 R-OH Estiramiento (terciario)
k 1070 C-0-C Estiramiento
I 1015 C=C-H Relacionadas con la vibracién fuera del plano en
alquenos
r: 22: g;gg Relacionadas con |‘.':1 vibraci()'n. fuera del plano del
& 812 C=C-H anillo aromatico

Estos datos coinciden con los reportados en la Tabla 4, en los cuales la cantidad de
fenoles totales es mayor en BO comparado con las otras fracciones. Al comparar AO
con EO se muestra un incremento también en las bandas d correspondientes al grupo
carbonilo C=0, debido probablemente a algunos acidos presentes en el extracto.
Disminuyen las bandas e y f pertenecientes a los movimientos de estiramiento para
los aromaticos. Por dltimo, se compara Hex0 con EO, esta fraccion es la que mas
cambios sufre, la banda a, pertenecientes al grupo funcional OH y a los aromaticos e
y f desaparecen. De la misma manera, también desaparecen las bandas j, k,lym,y
las bandas g y h, disminuyen su intensidad, probablemente pertenecen a algunos

metabolitos de la familia de los terpenos. Mediante esta informacion se puede suponer
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que las familias de metabolitos presentes en las fracciones son diferentes, por tal

motivo, se esperan resultados diferentes durante la sintesis de TiOz2.

8.2.6 Caracterizacién por TGA de las fracciones

Los termogramas de los extractos obtenidos en las diferentes fracciones se muestran
en las Figuras 19, 20, 21 y 22. En todos los casos se observa una ligera pérdida de
masa a temperaturas entre 80 y 160 °C, la cual puede ser atribuida al agua absorbida
durante el almacenamiento y a los metabolitos termosensibles. Sin embargo, la
mayoria de los metabolitos presentes en los extractos son resistentes a temperaturas
mayores de 100 °C. Se degradan en un rango entre 290 a 330 °C y un porcentaje
pequefio se degrada entre 420 y 450 °C. Estas temperaturas de degradacion se
pueden atribuir a los glucésidos de esteviol (esteviosidos y rebaudidsidos) para el caso
de CO y DO, y a los terpenos y compuestos fendlicos para los extractos AO y BO. La
fraccion de hexano (Hex0) se omite debido al bajo rendimiento, el cual fue utilizado
para la reaccion de sintesis con el precursor de titanio. Con base en la informacion de
las graficas del TGA se infiere que las condiciones de temperaturas que se utilizaron
en las reacciones de sintesis y secado (menores a 120 °C) no afectaron a los
metabolitos presentes.

35



BelMen RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 19. Termograma obtenido en el TGA de la fraccion de CHCIs (A0).

Figura 20. Termograma obtenido en el TGA de la fraccion de AcOEt (BO).
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Figura 21. Termograma obtenido en el TGA de la fracciéon de n-BuOH (BO).

Figura 22. Termograma obtenido en el TGA de la fraccion acuosa residual (CO).
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8.3 Pruebas de sintesis de nanoparticulas de TiO2 con el extracto
crudo de S. rebaudiana y estudio de algunos parametros

Se realizaron pruebas de sintesis utilizando el extracto crudo y modificando diversos
paradmetros, como la relacion de disolventes EtOH/H20, la temperatura de reaccion y

el tiempo de reaccion.

8.3.1 Efecto de larelacion EtOH/H20

Para estudiar este efecto se disolvi6 el extracto de S. rebaudiana (EO) en una mezcla
con diferentes proporciones de EtOH/H20 (1:0, 8:2, 5:5, 2:8, 0:1). Posteriormente, se
agrego el precursor (Ti(BuO)s4) y se mantuvo con agitacion constante a 400 rpm
aproximadamente, realizando las reacciones a dos temperaturas, 25 y 50 °C, por un
periodo de 3 h. En la Tabla 6 se muestran los datos con las nomenclaturas de las

reacciones.
Tabla 6. Relaciéon EtOH/H.0 de las diferentes reacciones
Nomenclaturade oo - isn EtOH:H,0  omenclaturade o i6n EtOH:H.0
reaccion a 25 °C reaccion a 50 °C
E1-10-t125 1:0 E1-10-t50 1:0
E1-82-125 82 E1-82-t50 82
E1-55-125 55 E1-55-t50 55
E1-28-125 28 E1-28-t50 28
E1-01-t25 0:1 E1-01-t50 01

Con el cambio de color que se presenta después de la reaccién puede ser posible
establecer un criterio de identificacién preliminar de nanoparticulas de TiO2 [64]. En la
Figura 23 se muestran las imagenes del extracto, antes y después de la reaccion,
donde E0-01-t25 corresponde al extracto crudo sin el precursor de titanio a 25 °C y EO-
01-t50 a 50°C.
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Figura 23. Productos de reaccion a diferentes proporciones de EtOH/H20.

De acuerdo a la Figura 23, se observa un ligero cambio en la tonalidad del color verde
entre los extractos crudos E0-01-t25 y E0-01-t50. Este cambio de tonalidad de color
puede ser debido a la degradacion de algunos de los metabolitos termosensibles
presentes en el extracto. Cuando se compara con los productos de reaccion se
observan cambios de color que va de verde a café ladrillo. En trabajos anteriores [64],
este cambio de color se ha descrito como indicativo preliminar de la presencia de
nanoparticulas. Sin embargo, cuando las reacciones se comparan entre si, el color de
todos los productos de reaccidén son similares, sin que la proporciéon de EtOH/H20

muestre algun efecto en las reacciones.
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8.3.2 Efecto de la temperatura

Considerando la informacién anterior, donde se observo que la relacion de la mezcla
EtOH/H20 no tiene efecto en la coloracion de los productos de reaccion, se considero
modificar la temperatura. Para ello, se utilizé como disolvente Unicamente agua y la
misma metodologia de la prueba anterior. En la Tabla 7 se muestran las temperaturas

probadas y la nomenclatura asignada a las reacciones.

Tabla 7. Reacciones a diferentes temperaturas.

Nomenclatura de
Temperatura °C

reaccion

E1-01-t50 50
E1-01-t65 65
E1-01-t80 80

En la Figura 24 se muestran las imagenes de los productos de reaccion con diferentes
temperaturas. Se observa que no hay cambio de color al igual que en las reacciones

con diferentes concentraciones de EtOH/H20 que se muestran en la Figura 23.

Figura 24. Reacciones a diferentes temperaturas.
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8.3.3 Efecto del tiempo de reaccion

Debido a que la temperatura en el rango de 50 a 80 °C no influyé sobre la coloracion
de los productos de reaccion, se decidio analizar el efecto que tiene el tiempo de
reaccion. Para ello, se siguié la misma metodologia anterior, pero utilizando solo la
temperatura de 50 °C. En la Figura 25 se muestran los productos de reaccién a los
diferentes tiempos probados, 0, 0.25, 1, 2, 3, 4, 5y 6 h. De acuerdo a las fotografias
se observan ligeros cambios en la tonalidad del color amarillo, de ligero a intenso en
funcion del tiempo. Para corroborar la presencia del TiOz2, los productos fueron secados
en una estufa Blinter a 60 °C durante 12 h, para después analizar el comportamiento
cristalografico mediante DRX. En la Figura 26 se muestran los difractogramas de los
productos de las reacciones a 3 h (E1-01-t50/3h) y 6 h de reaccién (E1-01-t50/6h). Se
puede observar que los productos de reaccion no muestran alguna sefial de
cristalinidad caracteristica para el TiO2 (fase anatasa: una de mayor intensidad en 25,
seguidas por otras de menor intensidad en 37, 48, 54 55 y 62; y rutilo: con una de

mayor intensidad en 27, seguida por otras en 36, 41, 44 y 57, todas en valor de 20).

Figura 25. Productos de reaccion a los tiempos de reaccion indicados.
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Figura 26. Patrones de difraccion de los productos a 3y 6 h de reaccion.

Debido a que el extracto crudo no generd alguna evidencia de formacién de TiOz, se

opto por realizar la sintesis utilizando los extractos obtenidos con las fracciones.

8.4 Sintesis de nanoparticulas con las fracciones

Se realizaron las reacciones con las fracciones obtenidas con los diferentes
disolventes y con el extracto crudo para comparar. Las reacciones se hicieron a una
temperatura de 50 °C, durante 3 h de reacciéon y se usé agua como disolvente.
Posteriormente, los productos fueron secados a dos temperaturas diferentes (60 °C y
110 °C). La nomenclatura que se asigno a los productos de reaccion se indica en la
Tabla 8.
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Tabla 8.

Nomenclatura de la sintesis de nanoparticulas con las fracciones.

Nomenclaturas

Fracciones E productos de Productos de Productos de
xtractos g, s s
ACUOSOS reaccion reaccion secados a  reaccion secados a
liquido 60 °C por12h 110°Cpor5h
Hexano Hex0 Hexl = —meemeeeee i
CHCls A0 Al Al1-60 A1-110
AcOEt BO Bl B1-60 B1-110
n-BuOH Co C1 C1-60 C1-110
Acuosa residual DO D1 D1-60 D1-110
Extracto crudo EO El E1-60 E1-110

Los resultados obtenidos después de las reacciones se muestran en la Figura 27. Se

observan cambios en la coloracion entre los extractos y los productos de reaccion, el

cambio de color va de verde tenue a rojo ladrillo. Se ha descrito que este cambio de

color es un indicativo de la formacién de nanoparticulas de TiOz2 [64]. La intensidad del

color rojo ladrillo es mayor en el producto de reaccion B1, le siguen en intensidad la

fraccion, D1, E1,

Cly Al. La fraccion Hex1 no mostrdé ningln cambio.

Figura 27. Sintesis de nanoparticulas de TiO, con las diferentes fracciones.

43



BelMen RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a algunos estudios, los compuestos fendlicos son responsables de la
sintesis de nanoparticulas [65]. Si consideramos esta hipétesis y de acuerdo a los
resultados en la cuantificacién de fenoles totales, donde la fraccion BO mostr6 mayor
cantidad de fenoles totales, seguida por A0, DO, CO y HexO respectivamente (Ver Tabla
4), entonces, cualitativamente, la intensidad en la coloracién de los productos de
reaccion mostrados en la Figura 27 son directamente proporcional con la cantidad de
fenoles totales en las fracciones, a excepcion del CHCIs (extracto: AO, producto de
reaccion: Al) donde probablemente las clorofilas sean las responsables de opacar
este cambio de color en el producto de reaccion, ya que esta fraccion contiene una
cantidad considerable de fenoles que pudieran ayudar a la formacion de
nanoparticulas. En el caso de la fraccion de hexano, los resultados no son favorables,
ya que el hexano extrajo metabolitos no fendlicos y sin efecto en la formacion de
nanoparticulas de TiO2. Ademas de estos resultados, una manera para confirmar si
hay o no nanoparticulas, es monitorear los productos de reaccidén por espectroscopia
UV-Vis, donde se observan sefiales de absorcién definidas, caracteristicas para
nanoparticulas. Si las nanoparticulas fueran metalicas, a este fendmeno se le conoce
como plasmon de superficie y es consecuencia de que sus electrones al estar
deslocalizados absorben la energia que se le suministra por medio de la luz [56,64].
Sin embargo, en los semiconductores, como el TiO2, esto no sucede asi, la energia
suministrada por el haz de luz UV es absorbida por el semiconductor para realizar el
brinco electrénico de la banda de valencia a la banda de conduccién, es asi que
mediante UV-Vis se puede determinar la energia necesaria para que se realice ese

salto electronico [35,66].

8.4.1 Caracterizacion por espectroscopia UV-Vis para los extractos de las
fracciones y los productos de reaccion.

Los espectros de absorcion de UV-Vis obtenidos para los productos de reaccion de las
diferentes fracciones y del extracto crudo muestran lo siguiente: en la Figura 28
correspondiente a la fraccion de CHCIs, se observan cambios muy marcados entre AO
y Al.
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Figura 28. Espectro UV-Vis del extracto y producto de reaccion de la fraccion de CHCls.

En AO se observan multiples absorciones con varias longitudes de ondas maximas
dentro de las cuales destacan la de 670 nm correspondiente a la clorofila, la de 420
nm es atribuida a los carotenoides, y las absorciones en 330 y 290 nm atribuidas
posiblemente a los flavonoides y fenoles. Sin embargo, en Al estas longitudes
disminuyen, probablemente se deba a que los metabolitos que provocaban estas
absorciones hayan reaccionado y convertido al precursor en TiO2 y se refleja con una
absorcién minima en Al cerca de 380 nm, misma que se le asocia a la transferencia
de carga entre el 02~ - Ti** correspondiente a la excitacion electrénica de la banda

de valencia a la banda de conduccién [60,64,66,67].

En la Figura 29, se muestra el espectro de UV-vis correspondiente a la fraccion de
AcOEt, se observa en BO una absorbancia maxima en 324 nm. Sin embargo, al
compararlo con B1, este presenta absorbancia en 512 nm, el cual est4 en el rango de

la luz visible. De acuerdo a un reporte previo, esto puede deberse al complejo formado
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entre los metabolitos presentes y el TiOz, provocando que la absorbancia normal de

300 a 380 nm en UV para el TiO2 se recorra hacia la luz visible [66].

Figura 29. Espectro UV-Vis del extracto y producto de reaccién de la fraccion de AcOEt.

En la Figura 30 se muestra el espectro de UV-vis correspondiente a la fraccion de
n-BuOH, se observa en CO una absorbancia maxima en 324 nm, con un pequefio
hombro en 330 nm aproximadamente, al compararlo con C1 no se observan cambios
interesantes, solo una pequefia disminucion en las bandas antes mencionadas. Sin
embargo, no se puede garantizar la ausencia de nanoparticulas de TiO2 debido al
solapamiento que tienen las absorbancias de los metabolitos presentes en el extracto
con la energia de transicion electrénica entre la banda de valencia y la banda de

conduccion del TiO2.
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Figura 30. Espectro UV-Vis del extracto y producto de reaccion de la fraccion de n-BuOH.

El espectro de UV-vis correspondiente a la fraccion de acuosa residual se muestra en
la Figura 31, se observa en DO una absorbancia méxima en 324 nm y un hombro en
310 nm aproximadamente, y cuando se compara con D1, éste presenta una
disminucién de las absorbancias en 310 y 324 nm. De la misma manera, presenta una
absorbancia en 650 nm y puede ser atribuida al complejo que se ha formado entre el

TiO2 y los metabolitos presentes después de la reaccién [66].
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Figura 31. Espectro UV-Vis del extracto y producto de reaccion de la fraccion acuosa
residual.

El espectro correspondiente al extracto crudo se observa en la Figura 32, se observa
el mismo patrén de la fraccion n-BuOH (Figura 30) y de la misma manera, no se puede
garantizar la ausencia de nanoparticulas de TiO2 por el solapamiento en las
absorbancias entre los metabolitos y la energia de transicion electronica entre banda

de valencia y banda de conduccion del TiOz2.
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Figura 32. Espectro UV-Vis del extracto y producto de reaccién del extracto crudo.

Después de haber realizado las pruebas de espectroscopia UV-Vis, se procedié a
eliminar el agua en los productos de reaccién mediante dos métodos distintos, el
primero, a 60 °C durante 12 h y el segundo a 110 °C por 5 h, para posteriormente

caracterizarlos.

8.4.2 Caracterizacion por FTIR de los productos de reaccién.

En la Figura 33 se muestran los espectros de infrarrojo del precursor tetrabutoxido de
titanio (BuOTi), de la fraccion CHCIs (A0), del producto de reaccién con CHCIs secado
a 60 °C (A1-60), del producto de reaccion con CHCIs secado a 110 °C (A1-110), y del

dioxido de titanio comercial (TiOz2com).
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Figura 33. Espectro FTIR del precursor (BuOTi), fraccibn CHCI; (A0), producto de reaccion
con CHCI; secado a 60 °C (A1-60), producto de reaccién con CHCIl;secado a 110 °C (Al-
110), y diéxido de titanio comercial (TiOzcom).

Al comparar todos los espectros es muy evidente que todas las bandas
correspondientes a A0 disminuyen en el producto de reaccién secado a 60 y 110 °C.
Esto se debe probablemente a la degradacién o transformacién de los metabolitos
durante la sintesis o0 en el proceso de secado. De la misma manera, las bandas del
precursor (BuOTi) desaparecen en los dos espectros de los productos de reaccion
secos. Esto puede ser indicativo de que el precursor reacciona con los metabolitos y
como producto de reaccion se obtiene TiO2. Este razonamiento se comprueba al
comparar con el espectro del TiO2 comercial, donde los tres espectros A1-60, A1-110
y TiO2com muestran una caida muy pronunciada en 800 cm?, sefial caracteristica para
el TiO2 [63]. Este resultado hace suponer que la fraccion del extracto obtenido con
cloroformo es favorable para la formacion de particulas de TiO2. Las bandas de
absorcion del FTIR asignadas a los modos de vibracion de los grupos funcionales se

describen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Bandas de absorcion atribuidas a los grupos funcionales de los metabolitos
presentes en la fraccién de CHCls

Banda Ndmero o!e Grgpo Tipo de movimiento
onda (cm?) funcional
a 3320 O-H Estiramiento
b 2932 R-CH2-R Estiramiento asimétrico
c 2860 R-CHs Estiramiento simétrico
d 1733 C=0 Estiramiento
e 1600 c=C Estiramiento (aromatico)
f 1447 COO-H Estiramiento del hidroxilo en el acido carboxilico
C-OH,
1370 R-N-H Estiramiento
h 1258 =C-0O-C
O=COH Estiramiento del carbonilo en el acido carboxilico
i 1070 C-0-C Estiramiento
j 1015 C=C-H Relacionada con la vibracién fuera del plano en
alquenos

En la Figura 34 se muestran los espectros de infrarrojo del precursor (BuOTi), de la
fraccion AcOEt (B0), del producto de reaccion con AcOEt secado a 60 °C (B1-60), del
producto de reaccion con AcOEt secado a 110 °C (B1-110), y del TiO2com. Las bandas
de absorcion del FTIR asignadas a los modos de vibracidon de los grupos funcionales
se describen en la Tabla 10. Como se puede observar en los espectros de los
productos de reaccion secados a 60 y 110 °C, la tendencia es la misma que con la
fraccibn AO. Las bandas correspondientes al precursor (BuOTi) b, c, g, h, k y |
desaparecen en los espectros de los productos de reaccion B1-60 y B1-110. Las
bandas de la fraccién BO disminuyen en relacion con B1-60 y B1-110, lo cual puede
ser indicativo de que los metabolitos con grupos funcionales como OH, C=0, C=C y
COONH reaccionan durante el proceso de sintesis y la banda asignada como m, la cual
es relacionada con los movimientos de vibracion fuera del plano de anillos aromaticos
desaparece. Cuando se compara B1-60 y B1-110 con TiOz2com se puede observar una
caida pronunciada en 800 cm en los tres espectros. Con estos datos, se infiere que
la familia de metabolitos presentes en la fraccion AcEOt también favorece la formacion

de particulas de TiOz.
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Figura 34. Espectro FTIR del precursor (BuOTi), fraccién AcOEt (B0), producto de reaccion
con AcOEt secado a 60 °C (B1-60), producto de reaccion con AcOEt secado a 110 °C (B1-
110), y dioxido de titanio comercial (TiOzcom).

Tabla 10. Bandas de absorcion atribuidas a los grupos funcionales de los metabolitos
presentes en la fraccién de AcOEt.

Banda Ndmero d_e Grgpo Tipo de movimiento

onda (cm?) funcional
a 3320 O-H Estiramiento
b 2932 R-CH2-R Estiramiento asimétrico
c 2860 R-CHs Estiramiento simétrico
d 1710 Cc=0 Estiramiento
e 1600 c=C Estiramiento (aromético)
f 1520 c=C Estiramiento (aromético)
g 1447 COO-H Estiramiento del hidroxilo en el &cido carboxilico

C-OH
h 1370 R-N-H Estiramiento
i 1258 =C-0-C
O=COH Estiramiento del carbonilo en el &cido carboxilico
j 1150 R-OH Estiramiento (terciario)
k 1070 C-0-C Estiramiento
I 1015 C=C-H Relacionadas con la vibracion fuera del plano en
alquenos

m 815 C=C-H Relacionadas con la vibracion fuera del plano del

anillo aroméatico
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En la Figura 35 se muestran los espectros de infrarrojo del precursor (BuOTi), de la
fraccion de n-BuOH (CO0), del producto de reaccion con n-BuOH secado a 60 °C (C1-
60), del producto de reacciéon con n-BuOH secado a 110 °C (C1-110) y de TiO2com.
Las bandas de absorcion del FTIR asignadas a los modos de vibracion de los grupos
funcionales de esta fraccion se describen en la Tabla 11. Se puede observar que las
bandas del precursor (BuOTi) permanecen con menor intensidad en C1-60 y C1-110.
De la misma manera, las bandas asociadas a la fraccion CO (a, b, c,d, e, f, g, hyj)
permanecen con la misma intensidad en los productos de reaccion secados a 60 y
110 °C. Al comparar los espectros de los productos de reaccion con el del TiOzcom se
puede apreciar que no hay semejanza entre ellos. Esto implica que los metabolitos
presentes en esta fraccién no son favorables para la sintesis de TiOo.

Figura 35. Espectro FTIR del precursor (BuOTi), fraccién n-BuOH (CO0), producto de reaccion
con n-BuOH secado a 60 °C (C1-60), producto de reaccién con n-BuOH secado a 110 °C
(C1-110), y dioxido de titanio comercial (TiO.com).
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Tabla 11. Bandas de absorcion atribuidas a los grupos funcionales de los metabolitos
presentes en la fraccion n-BuOH.

Banda Ndmero o!e Grgpo Tipo de movimiento
onda (cm?) funcional
a 3320 O-H Estiramiento
b 2932 R-CH2-R Estiramiento asimétrico
c 2860 R-CHs Estiramiento asimétrico
d 1710 C=0 Estiramiento
e 1600 c=C Estiramiento (aromatico)
f 1447 COO-H Estiramiento del hidroxilo en el acido carboxilico
C-OH

1370 R-N-H Estiramiento

h 1258 =C-0O-C
O=COH Estiramiento del carbonilo en acido carboxilico
i 1070 C-0-C Estiramiento
j 1015 C=C-H Relacionados con la vibracion fuera del plano en
alquenos

En la Figura 36 muestran los espectros de infrarrojo del precursor (BuOTi), de la
fraccion acuosa residual (DO0), del producto de reaccién con la fraccién acuosa residual
secado a 60 °C (D1-60), del producto de reaccion con la fraccion acuosa residual
secado a 110 °C (D1-110)y del TiO2com. Las bandas de absorcion del FTIR asignadas
a los modos de vibracion de los grupos funcionales de esta fraccion también se
describen en la Tabla 11. Se puede observar que las bandas del precursor (BuOTi) (b,
c, f, g,iy]j) desaparecen en D1-60. Sin embargo, en el producto de reaccién secado
a 110 °C las bandas i y j permanecen con menor intensidad, sucede lo mismo cuando
se compara el espectro de la fraccion DO, con los espectros D1-60 y D1-110. En el
primer caso cuando DO se compara con D1-60, se observa que las bandas b, c, d, g,
I y j desaparecen en el producto, estas bandas corresponden, de acuerdo a la Tabla
11, alos grupos funcionales R-CH2-R, R-CHs, C=0, R-NH, C-O-C y C=C. Cuando DO
se compara con D1-110, sucede algo interesante, las bandas i y j siguen apareciendo.
Este comportamiento se puede explicar considerando una posible degradacion de los
metabolitos por los tiempos de secado de los productos de reaccion a una relativa baja
temperatura (60 °C por un periodo de 12 h). Contrariamente, el secado a 110 °C fue
por un periodo de 5 h. No obstante, cuando ambos productos secados se comparan
con TiOzcom, los espectros de los productos de reaccion muestran una caida similar

en 800 cm™ el cual es caracteristico para el TiO2. Por lo tanto, mediante estos datos
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se puede suponer que los metabolitos presentes en esta fraccion de acuosa residual,

si favorecen la sintesis de particulas de TiOx.

Figura 36. Espectro FTIR del precursor (BuOTi), fraccidén acuosa residual (D0), producto de
reaccion con acuosa residual secado a 60 °C (D1-60), producto de reaccion con acuosa
residual secado a 110 °C (D1-110), y diéxido de titanio comercial (TiOzcom).

En la Figura 37 se muestran los espectros del precursor (BuOTi), del extracto crudo
(EO), del producto de reaccién con extracto crudo secado a 60 °C (E1-60), del producto
de reaccién con extracto crudo secado a 110 °C (E1-110), y del TiO2com. Las bandas
de absorcion del FTIR asignadas a los modos de vibracion de los grupos funcionales
de estos espectros se describen también en la Tabla 11. Se observa que la tendencia
es igual a la que presentan las bandas de los espectros en la fraccién acuosa residual,
en donde el espectro de la fraccién E1-60 no tiene las bandas del precursor, pero si
las bandas e y h del extracto crudo. Por otro lado, E1-110 muestra la mayoria de las
bandas de EO, pero con menor intensidad, al igual que en D1-110 las bandas iy j se
observan con mucha claridad. Esto puede ser debido al efecto que tuvo el tiempo en
el proceso de secado. Cuando se comparan con TiO2com se observa que E1-60 tiene
mayor semejanza con este espectro que E1-110, ya que la caida en 800 cm™ es mas

pronunciada en E1-60 que en E1-110. Esto hace suponer que el efecto del secado a
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60 °C por 12 h favorece la degradacion de los metabolitos y hace que en el espectro

se aprecie mejor la caida en 800cm correspondiente a particulas de TiOz2.

Figura 37. Espectro FTIR del precursor (BuOTi), extracto crudo (EO), producto de reaccion
con extracto crudo secado a 60 °C (E1-60), producto de reaccién de con extracto crudo
secado a 110 °C (D1-110), y diéxido de titanio comercial (TiO2com).

Para corroborar los comportamientos mostrados en los espectros por FTIR, los

productos de reaccion secos fueron caracterizados por difraccion de rayos X.

8.4.3 Caracterizacién por DRX de los productos de reaccion

En la Figura 38 se muestran los difractogramas obtenidos por DRX de los productos
de reaccion con CHCIs secados a 60 y 110°C, A1-60 y A1-110 respectivamente. Se
observa que el producto de reaccion secado a 60°C (A1-60) muestra un patron de
difraccién totalmente amorfo. Sin embargo, el producto de reaccion secado a 110 °C
(A1-110) muestra picos de difraccion en 26 = 25, 37, 48, 55y 62, los cuales son propios
del TiO2 en fase anatasa [36,67,68]. Estos datos son interesantes debido a que la

temperatura fue un factor clave para la cristalizacion de las particulas de TiO2.

56



BelMen RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 38. DRX de los productos de reaccién con CHCIs, secados a 60 °C (A1-60) y secados
a 110 °C (A1-110) y posiciones de Bragg para las fases cristalinas de TiO- rutilo y anatasa.

En la figura 39 se muestran los difractogramas de los productos de reaccion con la
fraccion de AcOEt secados a 60 °C y a 110 °C, B1-60 y B1-110 respectivamente. En
ambos casos se observan difractogramas amorfos. Esto indica que, aunque hubiera
formacion de particulas de TiO2 como se indica en la Figura 34, correspondiente al
analisis por FTIR, no hay un arreglo cristalino definido, o posiblemente los metabolitos
aun presentes estén provocando un efecto de apantallamiento, impidiendo que se

puedan apreciar los patrones de difraccion del TiO2.
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Figura 39. DRX de los productos de reaccién con la fraccion de AcOEt, secados a 60 °C
(B1-60) y secados a 110 °C (B1-110) y posiciones de Bragg para las fases cristalinas del
TiO, rutilo y anatasa.

En la Figura 40 se muestran los difractogramas de los productos de reaccién con la
fraccion de n-BuOH secados a 60 °C y 110 °C, C1-60 y C1-110 respectivamente. Se
observa que ambos difractogramas no presentan patrones de difraccion de ninguna
de las fases cristalinas del TiOz, esta informacion se respalda con el analisis por FTIR
presentados en la Figura 35, en el cual se observa que los metabolitos no sufrieron
cambio alguno durante la reaccién, y no hay sefiales que identifiquen la presencia de
TiO2. Con esta informacion se infiera que los metabolitos presentes la fraccion de

n-BuOH no son eficientes para la sintesis de particulas de TiOz2.
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Figura 40. DRX de los productos de reaccién con n-BuOH, secados a 60 °C (B1-60) y
secados a 110 °C (B1-110) y posiciones de Bragg para las fases cristalinas del TiO rutilo y
anatasa.

En la Figura 41 se muestran los difractogramas de los productos de reaccién utilizando
la fraccion acuosa residual y secados a 60 °C y 110°C, D1-60 y D1-110
respectivamente. No se observa la fase cristalina del TiOz en el difractograma de D1-
60. Sin embargo, en D1-110 se muestran patrones de difraccién bien definidos en
valores de 20 = 27.8, 41 y 67. Estas sefiales son caracteristicas para el TiOz en fase
rutilo [21,69]. Por lo tanto, se infiere que, en la fraccién acuosa residual, los metabolitos
o familia de metabolitos presentes favorecen la sintesis de particulas de TiO2 en fase

rutilo.
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Figura 41. DRX de los productos de reaccién con acuosa residual, secados a 60 °C (B1-60)
y secados a 110 °C (B1-110) y posiciones de Bragg para las fases cristalinas rutilo y anatasa
del TiO..

Por ultimo, en la Figura 42 se muestran los difractogramas de los productos de
reaccion secados a60y 110 °C, E1-60 y E1-110 respectivamente utilizando el extracto
crudo. Se observa que los difractogramas no presentan patrones de difraccion
caracteristicos para alguna de las fases cristalinas del TiOz, lo cual significa que las
particulas de TiO2, si es que existen en esta fraccion, no presentan un arreglo
cristalino, o probablemente los metabolitos presentes impiden que se puedan observar

los picos de difraccion.

Analizando todos los difractogramas, se infiere que los metabolitos o familia de
metabolitos que se obtuvieron en cada una de las fracciones juegan un papel
importante en la selectividad de las fases cristalinas. Es asi como los metabolitos
medianamente polares que se obtuvieron con la fraccion de CHCIs sintetizan particulas
de TiO2 en fase anatasay los polares que se obtuvieron con la fraccién acuosa residual

sintetizan particulas de TiO2 en fase rutilo. Es importante sefialar que los productos de
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reaccion no se sometieron a procesos de calcinacion y su obtencion fue a 50 °C

durante la sintesis y a 110°C durante el proceso de secado.

Figura 42. DRX de los productos de reaccion con CHCIs, secados a 60 °C (A1-60) y secados
a 110 °C (A1-110)

8.4.4 Caracterizacién por TGA a los productos de reaccién

La Figura 43 muestra el termograma del producto de reaccién con CHCIz secado a 110
°C (A1-110). Se observan cuatro temperaturas de degradacion. En la primera menor
a 100 °C se degrada el 8% de la masa total y se le atribuye a la pérdida de humedad.
En las tres temperaturas siguientes se pierden 28% de masa, lo cual puede ser
atribuido a los metabolitos que quedan en el producto de reaccién después del secado.
Finalmente, queda una masa residual de 64% correspondiente a las cenizas organicas

y posiblemente a las particulas de TiO-.
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Figura 43. Termograma del producto de reaccién de la fraccién de CHCl.

En la Figura 44 se muestra el termograma del producto de reaccion con la fraccion de
AcOEt secado a 110 °C (B1-110). En el termograma se observa la misma tendencia,
una temperatura de degradacién maxima antes de los 100 °C, la cual se atribuye a la
pérdida de humedad y dos temperaturas posteriores en 258 y 432 °C, en las cuales se
pierde el 18% de la masa total, atribuidas a metabolitos termorresistentes, quedando

una masa residual del 70%, atribuida a las cenizas y particulas de TiOx-.
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Figura 44. Termograma del producto de reaccién de la fraccion de AcOEt.

En la Figura 45 se muestra el termograma de los productos de reaccion con la fraccion
de n-BuOH secado a 110 °C (C1-110) en él se observa que aun se encuentran
metabolitos que se degradan con temperaturas superiores a los 200 °C los cuales
suman una masa total cerca del 50%, sin contar el 7% de humedad que se pierde a
temperaturas menores a 100 °C, para quedar al final con una masa residual del 40%.
Cabe sefialar que los metabolitos de esta fraccion no provocaron efecto en la

formacion de alguna fase cristalina para el TiO2.
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Figura 45. Termograma del producto de reaccién de la fraccién de n-BuOH.

En la Figura 46 y Figura 47 se muestran los termogramas para los productos de
reaccion con acuosa residual (D1-110) y extracto crudo (E1-110), en ambos casos se
observan tres temperaturas de degradacién idénticas a 90, 286 y 463 °C, las cuales
pueden ser atribuidas al agua contenida en los productos de reaccién y a metabolitos
resistentes como los glucésidos de esteviol. A pesar de tener termogramas de pérdida
de masa similares, mediante DRX se comprobé la presencia de TiO2 en fase rutilo en
los productos de reaccién usando el extracto de acuosa residual. Contrariamente, con
el extracto crudo no se observé ni una fase cristalina del TiO2. Esto implica que es
dificil asegurar la formacion de particulas de TiO2 con el analisis termogravimeétrico y

gue la difraccién de rayos X solo confirma las fases cristalinas.
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Figura 46. Termograma del producto de reaccién de la fraccién de acuosa residual.

Figura 47. Termograma del producto de reaccion del extracto crudo.
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8.4.5. Microscopia electronica de barrido de los productos de reaccion

Con la finalidad de observar el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas de TiO2
sintetizadas, se caracterizaron algunas muestras por microscopia electronica de
barrido (SEM). En la Figura 48 se muestran a dos magnificaciones las nanoparticulas
sintetizadas con la fraccion CHCIz y secadas a 110 °C (A1-110). En la micrografia
obtenida, es posible observar aglomerados con nanoparticulas irregulares de tamafio
promedio menor a 100 nm. Con esta técnica se confirma que usando la fraccion de

cloroformo es posible obtener nanoparticulas de TiO2.

Figura 48. Microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas obtenidas con la fraccion
de CHCl3 (A1-110).

En la Figura 49 se muestran las micrografias de las nanoparticulas sintetizadas con la
fraccion de AcOEt a 110 °C(B1-110). También se observan aglomerados irregulares
de diferentes tamafios, se considera que las nanoparticulas estan en el orden de 50 a
100 nm. Cabe sefalar que mediante DRX no se observa un patron de difraccion

definido para TiO2 con este producto de reaccion.
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Figura 49. Microscopia electrénica de barrido de las nanoparticulas obtenidas con la
fraccion de AcOEt (B1-110).

En la Figura 50 se muestran las micrografias de las nanoparticulas sintetizadas con la
fraccion acuosa residual (D1-110). A diferencia de los casos anteriores, se observa
gue las nanoparticulas se aglomeran en forma de bloques no compactos, formando
una especie de esponja de nanoparticulas. De acuerdo a la Figura 50b, las
nanoparticulas que conforman el aglomerado tienden a ser esféricas con un tamafio

alrededor de 100 nm.

Figura 50. Microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas obtenidas con la fraccion

acuosa residual (D1-110).
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8.4.6. Ensayo de toxicidad con las fracciones y productos de reaccion

Para evaluar la actividad biologica de las fracciones obtenidas se realizo la prueba
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide). Una curva de
dosis respuesta fue elaborada con el programa GraphPad Prism 6.0 para cada una de
las fracciones, en la Figura 51, se muestran las curvas de las fracciones de CHCIs (A0),
AcOEt (B0), n-BuOH (CO0) y acuosa residual (D0O) sobre la linea celular de cancer de
mama MCF-7.

Figura 51. Ensayo de MTT de las fracciones de CHCI; (AO), AcOEt (B0), n-BuOH (C0O) y
acuosa residual (D0), sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7, los datos son
expresados como la media +/- SD.

Se observa que los metabolitos contenidos en las fracciones, BO, CO y DO no tienen
efecto sobre proliferacion de la linea celular de cancer de mama MCF-7. Sin embargo,
los metabolitos medianamente polares contenidos en la fraccion CHCIs (AO) si tienen
efecto antiproliferativo sobre esta linea celular. Se observa en la grafica que se
requieren 72 ug/mL de la fraccion en estudio para inhibir el 50% de células

cancerigenas y que con 150 ug/mL se inhibe el 63%.
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En la Figura 52 se muestran las graficas de los resultados con los productos de
reaccion secados a 110 °C de las fracciones CHCI3 (A1-110), AcOEt (B1-110), n-BuOH
(C1-110) y acuosa residual (D1-110). En la gréfica se observa que A1-110 muestra
mayor actividad téxica contra la linea celular MCF-7 ya que con 75 pg/mL elimina el
30% de las células cancerigenas. Sin embargo, no se obtuvo el mismo
comportamiento que cuando se utilizé la fraccidén del extracto con cloroformo sin secar
(Figura 51). Esto implica que algunos metabolitos importantes para la destruccion de

las células cancerigenas pueden haber sido degradados durante el secado.

Figura 52. Ensayo de MTT de los productos de reaccion secados a 110 °C de las fracciones
CHCI; (A1-110), AcOEt (B1-110), n-BuOH (B1-110) y acuosa residual (D1-110), los datos
son expresados como la media +/- SD.

En la Figura 53 se muestran las graficas de la fracciéon A0 y A1-110, para comparar el
efecto de las nanoparticulas contenidas en los productos de reaccién. Se observa que
AO tiene mayor actividad que Al1-110. De acuerdo al termograma obtenido por TGA
para el producto de reaccion A1-110, solo el 36% del total son metabolitos y el resto
cenizas y TiO2. Por lo tanto, se esperaba que el TiOz potencializara el efecto toxico

sobre las células cancerigenas. Sin embargo, esto no sucedio y probablemente sea
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porque el ensayo con A1-110 se realiz6 sin aplicar irradiacion UV. Por consecuencia,
las nanoparticulas de TiO2 no se activaron. De acuerdo a la literatura, es necesaria la
irradiacion UV para que los electrones de la banda de valencia en el TiO2 sobrepasen
la banda prohibida y lleguen a la banda de conduccién generando pares electron-
hueco, que con moléculas del entorno forman especies altamente energéticas,

capaces de dafar a las células cancerigenas [50].

Figura 53. Ensayo de MTT con la fraccién CHCI; (AQ) y con el producto de reaccién con
CHCI; secado a 110 °C (A1-110), los datos son expresados como la media +/- SD.

En la Figura 54, se muestran las gréficas de la fraccién BO y del producto de reaccion
B1-110. Aqui sucede algo interesante, los metabolitos de la fracciébn BO, no presenta
actividad téxica contra la linea celular. Sin embargo, el producto de reaccidon muestra
una ligera actividad, de tal manera que con una concentracion de 150 ug/mL inhibe el
20% de las células cancerigenas. Cabe sefialar que también este ensayo se realiz6

sin utilizar luz UV.
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Figura 54. Ensayo de MTT con la fraccién de AcOEt (B0) y del producto de reaccion con
AcOEt secado a 110 °C (B1-110), los datos son expresados como la media +/- SD.

En la Figura 55 se muestran las gréaficas de la fraccion y productos de reaccién con
n-BuOH. En esta gréfica se observa que los metabolitos presentes en la fraccion antes
y después de ser secados se comportan de forma similar y no tienen efecto téxico
contra la linea celular MCF-7. De acuerdo a los analisis por FTIR y DRX con esta

fraccién no se considera la obtencién de nanoparticulas de TiOo.

En la Figura 56 se muestran las gréficas de la fraccion con acuosa residual (DO) y
productos de reaccién (D1-110). De acuerdo a la grafica solo se observa que D1-110
muestra un ligero efecto toxico sobre la linea celular MCF-7, de tal manera que con 75
pjg/mL inhibe el 12% de las células. Posiblemente este comportamiento sea solo
debido a los metabolitos y no al TiO2, ya que esta prueba, al igual que las anteriores,
no se llevd a cabo con irradiacion UV. De acuerdo a la caracterizacion por DRX, con
esta fraccion se logro la sintesis de TiO2z en fase rutilo. Algunos reportes en la literatura
indican que la fase rutilo tiene menor capacidad fotoactiva que la fase anatasa [37,38].

Aungue en nuestro caso, es necesario hacer los estudios usando irradiacion UV.
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Figura 55. Ensayo de MTT con la fraccién de n-BuOH (B0) y con el producto de reaccién de
n-BuOH secado a 110 °C (C1-110), los datos son expresados como la media +/- SD.

Figura 56. Ensayo de MTT con la fraccién acuosa residual (DO) y con el producto de
reaccion secado a 110 °C (D1-110), los datos son expresados como la media +/- SD.
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8.5 Peliculas de EVA/TIO?

La dispersion e inmovilizacién de nanoparticulas en diversos polimeros es una forma
de obtener nanocompuestos con caracteristicas superiores a las que tienen los
compuestos por separado. En ese sentido, se prepararon peliculas con el copolimero
etileno-acetato de vinilo (EVA) y los productos de reaccion obtenidos con cada fraccion

de extracto. Los resultados se muestran a continuacion.

La tonalidad de color de las peliculas obtenidas fue diferente con cada producto de
reaccion, tal como se muestra en la Figura 57. Se considera que esta diferencia de
color se debe a los distintos metabolitos presentes en las fracciones de extraccion con
los diferentes disolventes. Notoriamente, la pelicula de EVA con TiO2 comercial

(EVA/TiO2com) presenta un color blanco intenso.

Figura 57. Peliculas de EVA (BCO/EVA) y de EVA con las fracciones de CHClIs (Al-
110EVA), AcOEt (B1-110EVA), n-BuOH (C1-110EVA), acuosa residual (D1-110EVA), con el
extracto crudo (E1-110EVA) y con TiO; comercial (EVA/TIO2com).
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8.5.1 Caracterizacion por FTIR de las peliculas de EVA/TIO2

En la Figura 58 se muestra el espectro de FTIR para las peliculas de EVA con los
productos de reaccion obtenidos con las diferentes fracciones (CHCIs; A1-110EVA,
AcEOt; B1-110EVA, n-BuOH; C1-110EVA, acuosa residual; D1-110EVA, extracto
crudo; E1-110EVA, EVA solo EVA/BCO). Se observa que los espectros presentan
varias bandas dentro de las cuales destacamos a, b, ¢, d, e y f, (Tabla 12). A la banda
a se le atribuye los movimientos de estiramiento para el grupo funcional N-H. Si bien
es cierto que el EVA no presenta este grupo funcional en su estructura, el copolimero
comercial denominado como ELVAX® tiene un aditivo amino. Es por ello que aparece
esta banda. Las bandas restantes son caracteristicas para el copolimero EVA. En
general, no se observan cambios en las bandas en cualquiera de las peliculas, esto es
debido a que el componente mayoritario es el EVA y la proporcién de los productos de

reaccion es tan pequefia que no afecta a la estructura del copolimero.

Figura 58. Espectro de FTIR de las peliculas EVA/productos de reaccion.
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Tabla 12. Bandas de absorcion atribuidas a los grupos funcionales del copolimero EVA.

Banda Numero o!e Grgpo Tipo de movimiento
onda (cm?) funcional

a 3300 N-H Estiramiento

b 2922 R-CH2-R Estiramiento asimétrico

c 2850 R-CHs Estiramiento simétrico

d 1733 Cc=0 Estiramiento

e 1236 C-0-C Estiramiento

¢ 1018 C=C-H Relacionados con la vibracion fuera del plano en

alquenos

8.5.2 Caracterizacion por DRX de las peliculas de EVA/TIO2

En la figura 59, se muestran los difractogramas de las peliculas obtenidas con los
diferentes productos de reaccion, se observa en el blanco EVA/BCO que el copolimero
es semicristalino con un pico ancho en valor de 26 = 20. Cuando este difractograma
se compara con las peliculas obtenidas con los diferentes productos de reaccion no se
observan cambios en cuanto a anchura o intensidad en el pico del copolimero, lo que
hace suponer que los productos de reaccion dispersos en el EVA no tienen efecto en
la cristalinidad del EVA.

Figura 59. Difractogramas de las peliculas EVA/productos de reaccion.
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8.5.3 Microscopia electronica de barrido de las peliculas de EVA/TiO2

Con la finalidad de observar la dispersion de las nanoparticulas de TiO2 en las peliculas
de EVA se analizd por microscopia electronica de barrido (SEM). En la Figura 60 se
muestra la imagen de la pelicula de EVA con nanoparticulas de TiO2 obtenidas con la
fraccion de CHCIs (A1-110EVA). Se observa que el grosor de la pelicula es de
aproximadamente 250 ym. y en la Figura 60b se muestra una magnificacion de la
imagen en la cual se observa que la dispersion de las nanoparticulas no es uniforme
y se encuentran aglomeradas. Posiblemente, la metodologia utilizada para la
dispersion no es adecuada.

En la Figura 61 se muestra la imagen de la pelicula de EVA con nanoparticulas de
TiO2 obtenidas con la fraccion de AcOEt (B1-110EVA). Se observa que el grosor es
uniforme de aproximadamente 250 ym, y en la Figura 61b se observa que existen
aglomerados de TiO2 no uniformes de tamafos nanométricos. A diferencia de la figura

anterior, se observa una mejor dispersion de las particulas.

Figura 60. Imagen por SEM de la pelicula con la fraccion de CHCIls;, A1-110EVA.
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Figura 61. Imagen por SEM de la pelicula con la fraccién de AcOEt, B1-110EVA.

En la Figura 62 se muestra la imagen de la pelicula de EVA con nanopatrticulas de
TiO2 obtenidas con la fraccion acuosa residual (D1-110EVA). Se observa que el
espesor es uniforme, con aproximadamente 250 uym. En la Figura 62b se observan

aglomerados de particulas de TiO2 mejor distribuidos que en los casos anteriores.

Figura 62. Imagen por SEM de la pelicula con la fraccion acuosa residual, C1-110EVA.
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8.5.4 Ensayo de citoxicidad con las peliculas de EVA/TIO2

Para determinar el efecto de las peliculas de EVA/TiO:z sobre la linea celular de cancer
de mama MCF-7 se realiz6 el ensayo de MTT, utilizando las peliculas que se sabia
que contenian TiO2 (A1-110EVA, B1-110EVA y D1-110EVA), asi como el blanco de
EVA (EVA/BCO) y el estandar que contenia TiO2 comercial (EVA/TiO2com). Los
resultados se muestran en la Figura 63. Se observa que el efecto sobre la linea celular
de las peliculas es nulo. La razén de este comportamiento puede ser por varios
factores, entre ellos, la pobre dispersion de las nanoparticulas en el EVA o que la
concentracion de las particulas en el polimero es baja. De acuerdo a estudios previos,
la concentracion de las nanoparticulas juegan un papel importante sobre el efecto
téxico en lineas celulares [48,50]. Otro factor es que el ensayo biolégico fue realizado

en ausencia de luz UV y por consiguiente las nanoparticulas no se activaron.

Figura 63. Ensayo de MTT en las peliculas de EVA/TIO,, los datos son expresados como la
media +/- SD.
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X. CONCLUSIONES

Se llevaron a cabo reacciones entre el precursor Ti(BuO)s y el extracto crudo de Stevia
rebaudiana extraido por maceracion hidroalcohdlica, asi como con las fracciones de
Stevia obtenidas con disolventes de diferente polaridad. Las reacciones obtenidas
mostraron un cambio de color (indicativo de la formacion de nanoparticulas) en todas
las fracciones, excepto en la fraccion con hexano, la intensidad en la coloracion fue
directamente proporcional con la cantidad de compuestos fendlicos presentes, cabe
mencionar que la fraccion de hexano no mostré contenido de compuestos fendlicos y
tampoco la formacion de nanoparticulas de TiO2. Mediante DRX se confirmo la
presencia de dos fases cristalinas, anatasa y rutilo, las fases cristalinas fueron
diferentes en las fracciones, lo cual hace suponer que las familias de metabolitos
presentes juegan un papel importante en la selectividad de las fases. La
caracterizacion por FTIR mostré una caida cerca del IR lejano caracteristica para los
enlaces Ti-O. Mediante SEM se determiné que el tamafio de las nanopatrticulas oscila
entre 50 y 150 nm en los productos de reacciéon con CHCIs, AcOEt y acuosa residual.
El ensayo de MTT realizado para el extracto y fracciones obtenidas, mostré que la
fraccion de CHCIs es la Unica que presenta capacidad toxica contra la linea celular de
cancer de mama MCF-7. Los productos de reaccion mostraron minimo efecto sobre
esta linea celular, probablemente porque el ensayo se realizé en ausencia de luz UV
y esto provocoé que las nanoparticulas no se activaran. Por otra parte, la dispersion de
las nanoparticulas en el copolimero EVA no fue eficiente, se formaron aglomerados de
particulas de TiO2 mas o menos uniformes y al realizar el ensayo de MTT, las peliculas

mostraron nula actividad sobre las células cancerigenas.
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XI. PERSPECTIVAS

1.- Identificar a los metabolitos responsable de la sintesis de nanoparticulas de TiO2.

2.- Realizar el ensayo biolégico con los productos de reaccion y con las peliculas,

utilizando radiacion UV para activar a las nanoparticulas.

3.- Realizar TEM para la identificacion de la morfologia de las nanoparticulas.
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