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RESUMEN

En esta investigacion, se elaboraron compuestos de 6xido de zinc y dioxido de titanio
combinados /on quitosano. Para sintetizar estos oxidos metalicos, se uso el método
sol-gel, que fue.estabilizado con un extracto de lirio acuético (Eichhornia crassipes). El
objetivo era estudiar el impacto de este proceso en las capacidades antibacterianas de
los 6xidos.

Se examinaron las caraeteristicas fisicoquimicas de los materiales utilizando diversas
técnicas, como Espectroseopia Infrarroja, Espectroscopia Ultravioleta-Visible,
Difraccion de Rayos-X, entre otras. Ademas, se uso Microscopia Electronica de Barrido
para evaluar el impacto del extracto en el proceso de sintesis.

Mediante técnicas de espectroseopia, como FT-IR y UV-Visible, se confirmd la
formacion de oxidos y se detectarom\las interacciones entre el quitosano y el oxido
metélico. EI ZnO mostré una estructura-cristalina hexagonal sin sefiales evidentes de
quitosano, mientras que el TiO2 presentdé-una estructura tetragonal con indicios leves
de quitosano en su composicion.

Usando microscopia electronica, se“identificaren ‘'microflores en el Z500 compuestas
por particulas nanométricas y en €l TiOz+ aglomerados de nanoparticulas
semiesferoidales de alrededor de 8 y 20(nm. El estudio textural revel6 que ambos
materiales eran mesoporosos, con areas especificas BET-de 31.74 m?/g para Z500 y
84.46 m?g! para T570. Estos valores disminuyeron con la adicion de quitosano a 6.01
m?g?y 46.97 m?g?, respectivamente.

En cuanto a las pruebas antibacterianas, se emplearon técnicas de”difusion en disco y
en pozo, ademas de determinar la concentracion inhibitoria minima contra bacterias

como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia.col.

Maestria en Ciencias en Ingenieria




ABSTRACT

In this research, composite materials of ZnO and TiO2 with chitosan, were prepared.
The sol-gel” process mediated by aqueous extract of water hyacinth (Eichhornia
crassipes) wasused as the synthesis method for obtaining the metal oxides in order to
evaluate the effeet of the extract on the antibacterial properties of the materials.
Physicochemical properties of the composites were analyzed using spectroscopy
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy and Ultraviolet-Visible Diffuse Reflectance
Spectroscopy), X-ray Diffraction, Nitrogen Physisorption, Dynamic and Electrophoretic
Light Scattering, Thermogravimetric Analysis, and Field Emission Scanning Electron
Microscopy. The aim was to determine the effect of the extract on the properties of the
final powders.

Spectroscopic techniques showed therformation of the oxides, since FTIR and UV-Vis
spectra were in agreement with literature for both ZnO and TiO2 as well as the
interactions between the oxide and chitosan. Crystalline structure obtained for ZnO was
hexagonal (wurtzite-type) whereas.for TiO2 tetragonal (anatase) phase was obtained,
small signals associated to chitosanwere observed for the TiO2 composite.

Electron microscopy revealed the (formation #0f,“microflowers formed by small
nanoparticles in the case of Z500 and agglomerated Ssemi-spheroidal nanopatrticles for
the TiO2, with sizes of ca. 8 and 20 nm, respectively: Textural analysis demonstrated
the obtaining of mesoporous materials with specific BEJF. (Brunnauer-Emmet-Teller)
areas of 31.74 and 84.46 m?g?, for Z500 and T570, respectively. This parameter was
affected after the incorporation of chitosan, decreasing to 6.01 (ZQ) and 46.97 m?g!
(TQ).

The evaluation of bacterial growth inhibition was carried out using the disk diffusion test,
well diffusion, as well as determining the minimum inhibitory concentration (MIC)
against the strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and

Escherichia coli.
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Lista de" Abreviaturas

UV-Vis — Ultravioleta-Visible.

Eg < energia de banda prohibida.

FT-IR —/por sus siglas en inglés, Espectroscopia Infrarroja por la Transformada
de Fourier.

ATR — por susssiglas en inglés, Reflectancia Total atenuada.

DRX — Difracciép‘de Rayos-X.

FWHM — por sus siglas en inglés, Anchura a media altura.

IUPAC — por sus Siglas, en inglés, Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada.

DLS - por sus siglas en ingles, Dispersion de Luz Dinamica.

ELS — por sus siglas en inglés, Dispersion de Luz Electroforética.

TGA — por sus siglas en inglés, "Andlisis Termogravimétrico.

FE-SEM — por sus siglas/en inglés, Microscopia Electronica de Barrido de
Electrones por Emision de Gampo.

CTT — cloruro de tetrazolio.

ATCC — American Type Culture Collection.

OECD - por sus siglas en inglésy~Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico.

CLSI — por sus siglas en inglés, Instituto de Estédndares para el Laboratorio
Clinico.

MIC — por sus siglas en inglés, Concentracion Minima Inhibitoria.

OM — 6xido metalico.

UFC/mL — Unidades formadoras de colonias por mililitro.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Comunmente,, cuando se habla de bacterias se asocia a enfermedades y/o a
infecciones que repercuten la salud de los seres vivos ya que se encuentra registrado
gue, a lo large'de la historia, han causado mdultiples epidemias, tal es el caso de la
peste bubdnica, ‘también conocida como la peste negra, la cual provocé la muerte de
aproximadamente 200 millones de individuos [Acini y Hernandez, 2023].

Se pueden encontrar bacterias en diversos lugares, tales como el suelo, el aire, el agua
y especialmente en la¢materia organica en descomposicion. Estas se tratan de
microorganismos de una“ sola, célula que se multiplican mediante un proceso
denominado fision binaria; existen bacterias benignas y patégenas, siendo las ultimas
las causantes de enfermedades debido a que cuentan con requerimientos metabdlicos
complicados orillandolas a depender-de organismos vivos ajenos para sobrevivir
desarrollando el estilo de vida parasitarioypor la pérdida de la habilidad para producir
compuestos vitales para ella misma [Alvia et al,, 2019].

A finales del siglo XIX se demostré’que-afeceiones provocadas por bacterias patdégenas
se pueden transferir de persona a_persona®provocando enfermedades infecciosas,
reacciones autoinmunitarias y alteraciones funcionales, pero, no obstante, dichas
bacterias patégenas representan solamentenel 1% de las especies microbianas del
planeta, pero es precisamente esta pequefa parte la que causa importantes dafios a la
salud [Lizasoain, 2022].

La contaminacion de aguas por bacterias patégenas genera‘grandes problemas en el
medio ambiente y de salud a nivel mundial. El agua puede contener. una gran variedad
de bacterias, algunas de las cuales son inofensivas y otras perjudiciales para la salud.
La presencia y/o concentracion de bacterias depende del tipo de agua, la fuente de
obtencién y el tratamiento previo. Las especies de bacterias que se encuentran en el
agua contaminada son las coliformes (Escherichia coli), normalmente encontradas en
la flora intestinal de los seres humanos que provoca infecciones mayormente en el
sistema digestivo, las ambientales (Pseudomonas aeruginosa) que se encuentra en
diversos entornos la cual puede causar infecciones en sistemas inmunolégices
debilitados y las bacterias oportunas (Staphylococcus aureus) que solo proliferan: el

agua si ésta se encuentra ya con contaminacion bacteriana [Marroquin, 2005]. El agua
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contaminada por bacterias puede provenir del sistema de drenaje urbano, fosas

sépticas; granjas de animales y/o pozos mal cerrados. Hoy en dia, se cuenta con varios
procesos de.desinfeccion del agua potable, ya sea por adicion de cloro, de cloraminas,
rayos UV ydper ozono, pero hasta el momento no se cuenta con un equipo para
potabilizacion del agua que elimine al 100% la presencia de bacterias dafinas para el
ser humano [Admin, 12021; Del Agua, 2022]; por este motivo, se han creado normal,
tanto internacionales £0mo nacionales, en las que se establecen las concentraciones
permitidas en el agua sin, que afecte a la salud de los seres vivos, un ejemplo de esta
norma en la NMX-AA-102-SEFI-2006 = ISO 9308/1 [Diario Oficial de la Federacion,
2006].

El desarrollo de nuevos materiales con propiedades antibacterianas se da dado en
respuesta a numerosas enfermedades provocadas por bacterias en diferentes objetos,
ropa y cuerpos de agua. Se estimalque las infecciones bacterianas se traducen en
gastos anuales de alrededor de $1.5\millones en México y por ende se ha vuelto
indispensable el desarrollo de materiales que cuenten con propiedades antimicrobianas
(limitacion o inhibicibn del crecimiento). ¢Para que un material se considere
antibacteriano, sin importar que Sea“ arganico. 0 inorganico, debe contar con
propiedades que reduzca o elimine a las bacterias,spor tal motivo, la nanotecnologia
proporciona una alternativa con altas expectativas. ‘Cemo se encuentra reportado, el
comportamiento de las nanoparticulas se encuentra estriCtamente ligado a su método
de sintesis ya que estas afectan sus propiedades finales_con aspectos como su
tamarfo, forma y estabilidad [Patricia et al., s. f.]. Dichas pruebas de los materiales para
evaluar su actividad antimicrobiana se rigen por diferentes normas;”una que es de gran
utilidad es la ASTM E2149-01 [ASTM, 2021] la cual prueba cuan efectivo es un material
en la reduccion o eliminacién de microorganismos cuando ese material’se sumerge en
una solucion que contiene microorganismos.

En estudios recientes se ha demostrado la actividad antibacteriana del ZnO), pero adn
no se ha establecido definitivamente los mecanismos de reacciéon en el que las
nanoparticulas ejercen toxicidad sobre las cepas bacterianas. Varios trabajos intuyen
gue es mediante la adhesion a las membranas de las bacterias entrando en un_rol

importante la interaccion de las cargas superficiales de los materiales y las células
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bacterianas entrando en funcién los diferentes componentes de la membrana. Por otro

lado, también se propone que se lleva a cabo la liberacion de iones y la produccion de
especies réactivas de oxigeno (ROS) [Zavaleta et al., 2019].

El TiOz2 hafdespertado un interés por las propiedades antibacterianas que ha
presentado tanto_eon fotoactivacion como sin activacion contra bacterias coliformes

(Escherichia coli) [Patricia et al., s. f.].
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CAPITULO IIl: MARCO TEORICO

2.1 Sintesis de Nanomateriales.

La sintesis de materiales implica una serie de operaciones y procedimientos destinados

a obtener materiales innovadores con alta cristalinidad y pureza. Se utilizan diversos

métodos para la generacion de estos materiales, entre los cuales se destacan:

Sol-Gel: Se.emplea para preparar zeolitas, sintetizadas en una solucion
acuosa y sometidas a presion controlada y tratamiento térmico.

Solido: Involucra™ la. mezcla de precursores solidos, ofreciendo un mejor
control de los parametros que afectan la sintesis.

Hidrotérmico: Realizade en recipientes cerrados con temperaturas y
presiones superiores a‘las condiciones ambientales controladas. Se aplica a
varios materiales para garantizar la uniformidad de la estructura del
nanomaterial.

Solvo-térmico: Las congentracioneszson cruciales, ya que afectan el tamafio,
morfologia y estructura delkmaterial.

Oxidacion directa: Reacciones generalmente exotérmicas que ocurren en
reactores tipo batch de pequefiorvolumenwy alta velocidad.

Deposicion quimica de vapor (CYD): Método_para obtener materiales a base
de carbono con alta cristalinidad y pureza.

Electrodeposicion: Empleada para controlar el erecimiento de materiales con
conduccion eléctrica, proporcionando alta area superficial, pureza,
cristalinidad y alta capacidad especifica.

Verde: Basado en los principios de las funciones natdrales de las plantas
para extraer metales pesados de suelos contaminados, depasitandolos como

nanoparticulas con diametros de 2 a 20 nm [Bhushan et al., 2014].

Estas técnicas de sintesis son fundamentales en el desarrollo de nuevos.materiales

con propiedades especificas, permitiendo avances en diversas areas cientificas y

tecnologicas.

La sintesis verde representa una alternativa de bioproduccion de materiales

nanoparticulados en combinaciébn con metales (como oro, plata, hierro y o6xidos
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metéliceS), con el objetivo de ser respetuosa con el medio ambiente. Uno de los

primeros’informes sobre el uso de esta técnica para la produccion de nanoparticulas de
plata implicos€l tratamiento de plantas de alfalfa con nitrato de plata como fuente de
iones de plata~[Hublikar et al., 2021]. Esta metodologia se basa en la reduccion de
metales mediante_especies naturales que poseen propiedades antioxidantes. A lo largo
del tiempo, se han desarrollado diversas estrategias que involucran plantas para la
sintesis de nanopartietilas. Entre ellas, uno de los métodos mas rapidos y sencillos
consiste en utilizar extracto acuoso de plantas que contienen ingredientes activos
beneficiosos para este (prageeso. Mediante esta aproximacion, se logra obtener
materiales nanoparticulados ;,de” manera mas amigable con el medio ambiente, en
contraposicion a técnicas conyéncionales que pueden tener un mayor impacto
ambiental [Borja y Rojas, 2020; G6émez-Garzén, 2018]. La quimica verde persigue la
minimizacién o eliminacion total de\ los compuestos quimicos derivados de los
desechos de sintesis, evitando asi el deSperdicio o el uso indiscriminado de materias
primas no renovables. Su objetivo-es obtener materiales que no pongan en peligro la
salud ni el medio ambiente. En este contexto, los extractos de plantas actiuan en la
solucién de sintesis como agentes™ reductores, estabilizantes o protectores,
dependiendo de la necesidad especifica” De esta“manera, se promueve una sintesis
mas sostenible y responsable, contribuyendo a um mundo mas respetuoso con el

entorno natural y la salud humana [De Jesus Rodriguez Ortiz et al., 2021].

2.2 Oxidos metalicos sintetizados con extracto de lirio auatico.

La sintesis de oxido de zinc a partir del extracto de hoja de Eichhornia crassipes se
presenta como una tecnologia de bajo costo en comparacién.con otras técnicas
disponibles, ademas de constituir un método ecoldgico. En este proceso, el extracto
desempefia el papel de estabilizante y/o reductor durante la sintesis de las
nanoparticulas. Este enfoque biologico para la sintesis de Oxido de zine; utilizando
extractos de plantas, se ha propuesto como una alternativa ecolégica a los’, métodos
tradicionales basados en quimicos y procesos fisicos. Al aprovechar recursos naturales

y sostenibles, este método puede ofrecer beneficios tanto en eficiencia como ensla
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reduccién del impacto ambiental, consoliddndose como una opcion prometedora para

la produccion responsable de nanoparticulas de oxido de zinc [Vanathi et al., 2014].

Los oOxides .metalicos simples son ampliamente empleados debido a sus notables
ventajas. En-primer lugar, se basan en elementos abundantes en la naturaleza,
convirtiéndolos-ensuna eleccidén sostenible y accesible. Ademas, estos elementos son
esenciales para (los .seres humanos, aportando un aspecto de seguridad y
compatibilidad con aplicaciones bioldgicas. También exhiben una destacada actividad
antimicrobiana, lo quéeglos convierte en una opcion efectiva incluso en pequefias
cantidades y en ausencia de”luz. Estas cualidades hacen que los 6xidos metalicos
simples sean materiales altamente valorados en una amplia gama de campos y
aplicaciones, desde la industriashasta la medicina y la tecnologia [Dyshlyuk et al.,
2020].

2.2.1 ZnO sintetizado en presencla de extractos vegetales.

Los extractos de plantas se hanicenvertidg en la fuente preferida para la sintesis de
nanoparticulas debido a sus ventajas_en la produccion a gran escala y la obtencion de
materiales con mayor estabilidad. Estos extractas actuan como estabilizantes segun las
necesidades del proceso, gracias a la presencia de.fitoquimicos como polisacéaridos y
compuestos polifendlicos, entre otros. Esta.colaboraeion de fitoquimicos permite la
produccion de nanoparticulas de ZnO libres de trazas dé-trazas de precursores o de
mezcla de fases cristalinas. La inclusion de extractos acuosos vegetales en el proceso
de sintesis influye en varias caracteristicas de las nanoparticulas, especialmente en el
aumento de la superficie disponible en comparacion con las‘sintetizadas sin la
presencia de extracto mediante métodos quimicos. Esto resulta, en un mejor
rendimiento en diversas aplicaciones, como la fotocatalisis, donde las nanoparticulas
producidas a partir de extractos vegetales muestran un desempefio superior.cuando se
degradan contaminantes y colorantes organicos. Asi, la utilizacion de estes .extractos
abre camino a nuevas vy eficientes posibilidades en la produccion de nanoparticulas con
aplicaciones prometedoras en distintos campos [De Jesus Rodriguez Ortiz et al.,(2021].
En el estudio de Ali y colaboradores [Ali et al., 2016] se sintetizaron nanoparticulas.de

ZnO en presencia de extracto de hoja de Aloe barbadensis Miller. Se sugirié que los
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compuestos fendlicos desempefian un papel crucial en la nucleacién y estabilidad de

las nanoparticulas de ZnO, lo que podria resultar en una aplicacion antibacteriana
efectiva contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, destacando el potencial de
estas nanoparticulas como posibles nanoantibioticos o portadores de farmacos. Por
otro lado, el uso“de extracto de hojas de P. niruri y utilizando el nitrato de zinc como
precursor dirigio a la'obtencion de nanoparticulas cuasiesféricas y con tamarfios en el
rango de 25 a 61 nm,Jas cuales se probaron en la fotodegradacion de azul de metileno
[19], mientras que elgextracto de hoja de albahaca (Ocimum basilicum L. var.
purpurascens Benth-Lamiaceae) junto con nitrato de zinc también se han explorado
para la sintesis de ZnO [Salam et al., 2014].

Estos estudios resaltan la relevancia de los extractos vegetales en la sintesis de
nanoparticulas de ZnO y su aplicacion potencial en diversas areas, desde aplicaciones
antibacterianas hasta fotocatalisis, preporcionando nuevas perspectivas y soluciones

en la obtencion y caracterizacion de estoS materiales avanzados.

2.2.2 TiO2 sintetizado en pfesencia desextractos vegetales.

La sintesis de TiOz utilizando extractos vegetales se enmarca en el enfoque de la
guimica verde. Esta tendencia ha ganado impulso“en. los dltimos afios, destacando la
importancia de desarrollar métodos sostenibles para-la produccién de materiales
avanzados como el TiO:2 [Vera-Garcia etal., 2023]. 4En los ultimos afios, se ha
investigado el papel fundamental de los fitoquimicos presentes en los extractos
vegetales, como los polifenoles y flavonoides, en la sintesisyde nanoparticulas. Estos
compuestos actian como agentes clave en el proceso, permitiendo evitar el uso de
solventes organicos y agentes tensoactivos que a menudo se emplean en la sintesis de
oxidos metélicos. Gracias a esta aproximacion mas sostenible, se hasogrado avanzar
hacia métodos de sintesis mas amigables con el medio ambiente_para obtener
nanoparticulas de alto valor en diversas aplicaciones [Diaz-Davila et al., 2020].

En el estudio realizado por Singh y colaboradores [Singh et al., 2021] se?evalud la
actividad antibacteriana del TiO2 obtenido mediante sintesis en un medio de extracto
acuoso de lirio acuético (Eichhornia crassipes). Los resultados mostraron una inhibicion

del crecimiento bacteriano significativamente mayor en comparacion con el TiO:2

Maestria en Ciencias en Ingenieria

10

——
| —



comercialmente disponible. Estos hallazgos destacan el valor y la viabilidad de utilizar

esta metedologia de sintesis sostenible para obtener TiO2 con propiedades
antibacterianas mejoradas, lo que abre la puerta a aplicaciones préacticas y beneficiosas
en el campoe-la salud y la industria.

2.3 Actividad antibacteriana del ZnO y TiOo..

Zn0O

En la literatura, se ha reportado que el tamafio de particula de los 6xidos de zinc esta
inversamente relacionado® con ,su actividad antibacteriana [Riverén, 2022]. Esta
actividad antibacteriana se preduce cuando las particulas entran en contacto con la
pared celular bacteriana, lo qué\desencadena la rapida destruccion de la célula
bacteriana. Este efecto se atribuye al intercambio temprano de iones de zinc (Zn) con la
pared celular, lo que provoca la liberaciéon de iones Zn?* y, en consecuencia, la
formacion de especies y radicales/libres de oxigeno. La actividad antibacteriana es mas
notable en células bacterianas Gram- positivas-(como Staphylococcus aureus) que en
células Gram negativas (como Pseudomona aeruginosa). Esto se debe a que en las
células Gram negativas, solo se produee_un aumento en el tamafio de la membrana
celular sin causar la lisis celular completa: fMendes et al., 2022]. La Figura 1 muestra
una comparacion de la composicion de la membrana‘celular entre una bacteria Gram
positiva y una bacteria Gram negativa.

Las nanoparticulas de ZnO inducen estrés oxidativo, lo que tiepe un gran impacto en la
actividad antibacteriana. La interaccion de la célula bacteriamaycon los iones Zn*?
liberados por el ZnO inhiben las enzimas respiratorias, causando’un dafo irreversible
en la pared celular. Este dafio se manifiesta a traves de la despolarizacion,
deformacion de la arquitectura celular, aumento de la fluidez y pérdida.de proteinas.
Una diferencia significativa entre las células con potenciales de superficié positivos y
negativos radica en la presencia de una doble membrana en las células Gram
negativas, mientras que en las Gram positivas esto no ocurre. Esta diferencia‘conduce
a una mayor produccién de oxigeno reactivo en las células Gram negativas, 10/que
resulta en una despolarizacion de la membrana celular [Riverén, 2022; Mendes et al.,
2022].
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Figura 1. Comparacion de las membranas.de,las células bacterianas de una Gram positiva y una Gram
negativa [Riveron, 2022].

TiO2

Este Oxido metélico ha sido objeto“de especial atencion debido a su alta estabilidad
cuando se encuentra en contacto coenvsistemas.biolégicos, destacando en comparacion
con los compuestos organicos. En las_ualtimos afios, se ha evaluado su capacidad
antibacteriana contra microorganismos como Escherichia coli y células tumorales de
cancer [X. Chen & Mao, 2007]. Este material*€xhibe una notable actividad fotocatalitica,
lo que se atribuye a su habilidad para generar especies‘reactivas de oxigeno (ROS), y
son eficaces en la destruccion rapida de la membrana_.celular de las bacterias,
provocando peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana. e interrumpiendo la
respiracion celular, lo cual finalmente lleva a la muerte bacterianas

Estas propiedades hacen del o6xido metalico una opcién atractiva en diversas
aplicaciones, tanto en el campo médico como en la desinfeccion de superficies o en
tratamientos de aguas contaminadas. La alta estabilidad y capacidad antibaCteriana de
este material lo convierten en una herramienta valiosa para enfrentar diverses desafios

relacionados con la salud y el medio ambiente [Henao y Sierra, 2016].
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Justificacion

El quitosano, un polisacarido compuesto por D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina,
se deriva de/la quitina, el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Este material se obtiene a través de un tratamiento basico de la
quitina, resultando en un polisacarido biorenovable, biocompatible, biodegradable, no
toxico y no irritant€,.€0n una estructura cristalina estable. Estas propiedades lo hacen
ideal para una amplia‘variedad de aplicaciones, como por ejemplo para la inhibicion del
crecimiento de microorganismos [Romero—Serrano & Pereira, 2020]. Por otro lado, el
ZnO es un compuesto inorganica cuyas caracteristicas lo posicionan como un material
valioso en multiples sectores [@atarina, 2021], y del cual se ha demostrado su potencial
como agente antimicrobiano y antifungico. Mientras que el TiO, que también posee
propiedades especificas para aplicaciones como la fotocatdlisis [Tabares et al., 2014] y
que presenta cierta bioactividad bajo_\condiciones especificas de radiacion y/o
composicion superficial, lo quesha hecho_que en Ultimos afios se investigue su uso
como posible agente inhibidor de mieroorganismos. Recientemente, el uso de extractos
de plantas como coadyuvantes para la obtencion de nanoparticulas también ha
mostrado proporcionar a través de susditocompuestos, propiedades antimicrobianas a
las nanoparticulas, ya sea mediante la fungionalizacion o al actuar como estructurante
y dirigir hacia morfologias y tamafos especificos. En esté_sentido, los extractos de lirio
acuatico han atraido interés, ya que pueden facilitar la obtencion de nanoparticulas y al
mismo tiempo modificar sus propiedades fisicas y quimicas;/confiriéndoles actividad
bioldgica.

A pesar de que los tres materiales mencionados por separad0, 0 en combinacion
(Quitosano, ZnO y TiO2) se han estudiado como posibles alternativas antimicrobianas,
hasta el momento no existen resultados concluyentes sobre el efecto del gquitosano en
el ZnO y TiO2 en la actividad antimicrobiana de dichos Oxidos. AdiCionalmente,
derivado del potencial del extracto de lirio acuético como coadyuvante en la_obtencion
de nanoparticulas bioactivas, surge la interrogante de identificar si puede “también
incrementar las propiedades microbiologicas de los tres materiales al formar
compositos hibridos quitosano-6xido, empleando el extracto como medio para+la
obtencion de las nanoparticulas.

Maestria en Ciencias en Ingenieria

13

——
| —



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El extracto acuosa del lirio acuético (Eichhornia crassipes) potencializara la actividad
antimicrobiana de napeparticulas de ZnO y TiO:z incorporadas con quitosano, para su

USO COMO COMpOsitos Organico-inorganico?

HIPOTESIS

La actividad biolégica del quitosano, nangparticulas”de ZnO y nanoparticulas de TiO2
al formar materiales compuestos biopolimero-6xido( metalico, se incrementara con
respecto a los componentes individuales, inhibiendo 1a_jpropagacion bacteriana de

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Maestria en Ciencias en Ingenieria
14

——
| —



OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto_antibacteriano de nanocompositos de quitosano y nanoparticulas de
ZnO y TiO2, obtenidas a partir del extracto acuoso de lirio acuatico (Eichhornia
crassipes), contra lag”bacterias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.

Especificos

1. Evaluar el efecto estabilizante del extracto en las propiedades texturales,
estructurales y electrocinéticas.de las nanoparticulas de ZnO y TiOx.

2. Determinar el efecto de la incorporacién del quitosano en las propiedades
electrocinéticas y texturales_de nanoparticulas de ZnO y TiO..

3. Evaluar la actividad antibacteriana“de/los nanocompositos en la inhibicion de

Pseudomonas aeruginosa, Staphylocoecus aureus y Escherichia coli.
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CAPITULO lll: DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Obtencion del extracto acuoso de lirio acuatico.

La recoleccidén.de las hojas de lirio acuatico, de la especie Eichhornia crassipes, se
llevd a cabo en Ja laguna del negro (Villahermosa, Tabasco, México) ubicada en Latitud
18°0'30" norte y Longitud 92°55'3" oeste. Las hojas se lavaron abundantemente con
agua potable y posteriermente se realizé un lavado con agua desionizada. Las hojas se
secaron en un deshidratador (Cuisinart, modelo DHR-20P1) durante 2 h y finalmente se
trituraron para disminuir su tamafno y facilitar su almacenamiento, el cual fue en la
obscuridad en una bolsa de sellé hermético para resguardo de la humedad [Gutiérrez-
Morales et al., 2017]. El extracto se obtuvo por medio de la maceracion de las hojas; en
la Figura 2 se observa un esquema del procedimiento, el cual consistié en colocar en
un vaso de precipitado 100 mL de agta desionizada (conductividad: 0.055 pscm?) y 5
g de hojas secas de lirio; la mezcla sesmantuvo a 100 °C (hasta ebullicién) y agitacion
constante, a 700 rpm, durante 10"min. Transcurrido este tiempo, la mezcla se enfrié a
temperatura ambiente y, finalmentegSe filtré con papel filtro (CDMLAB GROUP, poro de
2 um) para obtener un extracto acuoso;de color gafé sin restos vegetales. El extracto se

almaceno a 4 °C para su posterior uso [Jagathesan& Rajiv, 2018].

Deshidratacion

>
| Triturado

Agua +
hojas ¥
secasy »
trituradas
0
Filtracién por A 4°C
gravedad

Figura 2. Esquema del procedimiento para la obtencidn del extracto de lirio acuético.
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3.2 Sintésis de nanoparticulas de ZnO en presencia de extracto.

Se tomé“camo base la metodologia propuesta por Raj et. al. 2021; modificando el

precursor de zinc (Figura 3).

Secado 60 °C
Calcinado 500 °C
NaOH Acetona
Extracto y Agua
Agua +
etanol »
+ AAZ '
®
Lavados O

Figura 3. Esquema de la metodologia seguida para la sintesis del ZnO en presencia de extracto de lirio
acuatico.

Se prepar6 una solucion de acetilacetonato de zinc (AAZ, Aldrich, 98%) 0.02 M en una
dilucién 70:30 de etanol:agua desionizada~(conductividad: 0.055 pscm™). A 100 mL de
esta solucion, se adicionaron 4 mk del extracto de lirio acuatico, preparado en la
seccion 3.1, dejando la mezcla en agitaeién por2h a 700 rpm a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido este tiempo, se ajusto,el pH-eon una solucion 0.2 M de hidréxido
de sodio (NaOH, CIVEQ, 97%) hasta alcanzar un valor.de 12 y la solucién se mantuvo
en agitacion por 1 h. La mezcla final se dejé‘reposar durante 16 h para posteriormente
centrifugar a 4,000 rpm durante 10 min. El soélido separado se lavd, con 50 mL de
acetona y 50 mL de agua desionizada, se secdé a 70 °Cyen un horno de secado
(Ecoshel, modelo 9023A) por 16 h, se pulverizd hasta obtener un polvo fino en un
mortero de agata con pistilo. Finalmente, se calcind a 500 °C por. 4/h, con una rampa
de calentamiento de 2 °C/min, en una mufla (Terlab, modelo Brainchild)'ysse almacend

para su posterior caracterizacion.

3.3 Sintesis de nanoparticulas de TiO2 en presencia de extracto.

Se siguié la metodologia establecida por Pathinti et. al., 2021; mostrandosey en la
Figura 4, un esquema de la metodologia seguida. Se prepararon 100 mL de una

solucion 0.1 M de isopropoxido de titanio (IPT, Aldrich-chemistry, 97%) en agua
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desionizada (conductividad: 0.055 pscm™) dejandolo en agitacion por 2 h a 700 rpm.
Transcurrido ese tiempo, a la solucion se le agrego 40% v/v de extracto de lirio acuético
manteniendosen agitacion por 8 h. Posteriormente, se centrifugd a 4,000 rpm durante
10 min parafdespués lavarlo con 50 mL de agua desionizada. El solido obtenido se
secO a 100 °C.en.un horno de secado (Ecoshel, modelo 9023A), durante 16 h, y se
pulverizé hasta obtener.un polvo fino en un mortero de agata con pistilo. Finalmente, se
calciné a 570 °C, constina rampa de calentamiento de 2 °C/min, en una mufla (Terlab,
modelo Brainchild) por'4-h'y se almacend para su caracterizacion correspondiente.

Secado 100 °C
Calcinado a 570 °C

Agua

AEN

Figura 4. Esquema de la metodologia seguida para la sintésis del TiO2 en presencia del extracto de lirio
acuatico.

3.4 Preparacion del material compuesto @Uitosano~+ Oxido Metélico.

La metodologia que se siguidé fue la establecida por Pananjaya et. al., 2018; cuya
secuencia se muestra en la Figura 5. Se preparé una solucién, 1% v/v de acido acético
(SA, J. T. Baker, 100%) en la que se dispers6 1 g del 6xidometdlico (OM), ya sea de
ZnO o TiO2, y 750 mg de quitosano de bajo peso molecular (Q,.Sigma-Aldrich, 275%)

dejando en agitacién por 30 min a 700 rpm.

ua

T @7
R %

Lavados °

SA+OM*Q Sonicar

Bafio maria

J

Sécado 50 °C

Figura 5. Esquema de la preparacion del material compuesto Q+OM.
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La suspension se sonico durante 20 min en un bafio ultrasénico (Ultrasonic center,

modelo-KS-8893, potencia: 300 W, frecuencia: 40 kHz) y posteriormente se calenté a
bafio maria por 3 h a 65 °C. La suspension se centrifugd a 4,000 rpm durante 20 min; el
solido recuperado se lavo con 10 mL de agua desionizada (conductividad: 0.055 pscm-
1), este paso se’realiz6 3 veces para, finalmente, secarlo a 50 °C en un horno de
secado (Ecoshel, modelo 9023A) durante 6 h.

En la Tabla 1 se meneionan las nomenclaturas asignadas a cada material, asi como la

descripcion de estos indieando las condiciones durante y después de la sintesis.

3.5 Técnicas de caracterizacion empleadas

A continuacién, se describen las”condiciones empleadas para las mediciones de los

materiales, en las técnicas de caracterizacion utilizadas.

3.5.1 Microscopia de Barrido de-Electrones por Emisién de Campo (FE-
SEM).
Obteniendo micrografias de los nrateriales Z500 y T570 en un microscopio electrénico
de barrido por emisiéon de campo (FE-SEM) marca JEOL, modelo JSM-7601F. Para la
realizacion de esta técnica se fijo, en una.einta de.carbon, el material empleando 10 kV

de voltaje de aceleracion utilizando electrones)secundarios.

3.5.2 Espectroscopia infrarroja por la transformada,de Fourier (FT-IR).

La determinacion de las bandas vibracionales, correspondientes a los grupos
funcionales de los materiales, se realizO mediante la espectroseopia infrarroja por
transformada de Fourier, en un equipo marca Nicolet IS50 Thermo\Scientific utilizando
el médulo de Reflectancia Total Atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) en un rango
de 4000 a 500 cm controlado por el software OMNIC realizando 32 scans.

Maestria en Ciencias en Ingenieria
19

——
| —



en Ciencias
»= en Ingenieria

bosgraie D1VIS10N Académica de Ingenieria y Arquitectura.

Tabla 1. Nomenclatura asignada y descripcién de los materiales obtenidos.

NOMENCLATURA DESCRIPCION

Nanoparticulas de ZnO sintetizadas en
770 presencia del extracto de lirio acuatico

secadas a 70 °C.

Nanoparticulas Z70 calcinadas a 500 °C
7500 durante 4 h ~con wuna rampa de

calentamiento de 2 °C/min.

Nanoparticulas Z500 en el material
ZQ fompuesto con quitosano secadas a 50

N

Naneparticulas de TiOz sintetizadas en

T100 presencia del extracto de lirio acuatico
secadas a 100 °C.

I(w)artw T100 calcinadas a 570 °C
T570 dur%~ 4 @ con una rampa de
calent Whto o( ¢€/min.

Nanoparticulas T570, en el material

TQ compuestoeon quitosano secadas a 50
°C.

3.5.3 Difracciéon de Rayos-X (DRX).

El analisis de las fases cristalinas de los materiales se realizé mediante esta técnica,
utilizando un difractémetro para polvos marca Bruker modelo D-8 ADVANCE, con una
radiacion Cuka = 1.5406 A, un rango de escaneo de 10° — 70° 26, un tamafio de paso
de 0.020° y tiempo de 0.4 s empleando un detector de ojo de lince con una apertura de
1°. El tamafo de cristalito fue calculado por la ecuacion de Scherrer, Egtacion 1
[Cullity, 1956]

K+A

t= (1)

- BxcosOp
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Donde;

t=_tamafio de cristalito (nm)

K ="constante independiente de la forma del cristalito (0.89)

A = longitud de onda de Rayos-X con la que trabaja el equipo

B = FWHMagy

6p = el angulo'de Bragg.
Por otro lado, en el material T570 se observo una combinacion de fases cristalinas, por
tal motivo se realizé el €éalculo del porcentaje de fase cristalina, empleando la formula
gue se encuentra en la Ecuacion 2 [Murphy, 2007], tomando en cuenta los planos (1 0
1) para la fase anatasa y el plano (2 1 1) para rutilo.

%PFase cristalina = Iau;:(% * 100 (2)

Donde:

I,101) = intensidad del plano de‘tayor intensidad de anatasa, (10 1); y

I,211) = intensidad del plane-de mayer intensidad de rutilo, (2 1 1).

3.5.4 Espectroscopia Ultravioteta-visible”

Para la identificacion de las bandas de absorcion de-las transiciones electronicas del
extracto y los OM, asi como la determinacién‘de la energia de banda prohibida (Eg) de
estos ultimos, se utilizdé un espectrometro UV-Vis 2600 marca Shimadzu. Los espectros
se colectaron en un rango de mediciéon de 200 a 800 nm, 40s datos se procesaron
mediante el software UVProbe version 2.43.

Para el extracto de lirio acuatico, se colocaron 3 mL del extracto.de.lirio, diluido en una
proporcién 1:10 en agua desionizada, en una celda de cuarzo de 10 mm de paso. Los
OM en polvo se compactaron en el porta muestras midiéndolos, usando el accesorio
para solidos con la esfera de integracion empleando una referencia“de.dntegracion
utilizando una referencia de cloruro de bario.

Se realizo el calculo del valor de energia de banda prohibida con la Ecuacion de

Kubelka-Munk mostrada en la Ecuacion 3 [Lopez & Gomez, 2011].

F(R) = 922 ©)
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Donde;

R’=reflectancia y

F(R) = proporcional al coeficiente de extincion (a).
Sin embargog-al multiplicar la funcién de Kubelka-Munk por la energia del foton hv, se
obtiene una version modificada que resulta ser mas adecuada. Esto se debe a que
incorpora el coeficiente n relacionado con las transiciones electronicas del material
semiconductor; quedando.de la manera en la que se observa en la Ecuacion 4 [Lopez
& Gomez, 2011; Murphy;~2007].

(F(R) * hv)'/n (4)
Dando los siguientes valores para “n” dependiendo de la transicion electronica que se
presenta:
n = 2 para transiciones indirectas permitidas;
n = 3 para transiciones indirectas prohibidas;
n = 1/2 para transiciones ditectas permitidas y

n = 3/2 para transiciones diteCtas. prohibidas.

3.5.5 Fisisorcion de gases a bajapresi@ng

Las isotermas de adsorcion-desorcion de*nitrégeno se/obtuvieron a 77K empleando un
equipo Quantachrome Autosorb 3B iQ. Las muestras/se desgasificaron a 300 °C
durante 19 h en una celda de 6 mm para los materiales metalicos calcinados y a 80 °C
por 14 h en una celda de 6 mm para los materiales compuestos con quitosano. Los

resultados se procesaron mediante el software ASiQwin version 5:0.

3.5.6 Dispersion de luz dinamica (DLS) y dispersion electroforética de luz
(ELS).
El tamafio hidrodindamico y el potencial zeta de los materiales fue” dé€terminado
empleando un analizador de tamafio de particula Zeta sizer marca Malvern-lnstruments
modelo ZS; realizando suspensiones de 0.5 mg/mL de cada material empleandoicomo
medio dispersante agua desionizada. La celda empleada para la determinacion’ del

potencial zeta fue una celda capilar DTS de 0.75 mL con electrodos en ambos lados“de
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la celda? Por otro lado, para la medicidon del tamafio hidrodinamico de las particulas se

emple6é-tna celda de poliestireno de 12 mm. Cada medicion se realizé por triplicado.

3.5.7 Anélisis termogravimeétrico (TGA).

El comportamiente de la masa respecto al aumento de temperatura se analizd
mediante esta técnica, usando un equipo Analizador térmico simultdneo Setaram,
Labsys Evo 1100. El/TGA se realiz6 empleando una rampa de calentamiento de 10
°C/min en un rango de~temperatura que va desde la temperatura ambiente (30 °C)
hasta los 1000 °C contando~con un flujo de gas inerte, Argon, a 20 psi. Los datos

fueron procesados por el software Calisto Processing.

3.6 Evaluacion de la actividad biolégica.

La actividad antimicrobiana de las (nanoparticulas de zZ500 y T570, asi como los
materiales compuestos, ZQ y TQ, fueron evaluadas contra las bacterias modelo
Staphylococcus aureus (S. aureus;=ATCC 3538), Escherichia coli (E. coli, ATCC 8739)
y Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, ATCC 39327) mediante la técnica de
difusién en disco y difusién en pozo; La+*con€entracion minima inhibitoria (CMI) se
determiné por el método de microdilucion en caldo _utilizando microplacas de 96 pozos
FELISA (marca Corning). La actividad se reveld con‘cloruro de tetrazolio (CTT) para la

determinacion de la actividad bactericida o bacteriostatica’

3.6.1 Tincién de Gram.

La morfologia de las bacterias fue verificada por tincion de Gram,.para ello, se depositd
un in6culo de cada microorganismo sobre un portaobjetos con una gota de colorante
cristal violeta durante 1 min. La muestra de bacterias se enjuagé consagua destilada y
posteriormente se le coloc6 una gota de una solucion de yodo per 30 s como
mordiente. Transcurrido ese tiempo, la muestra de bacterias se enjuagé ‘eon-acetona
para finalmente colocar una gota de colorante safranina durante 1 min. Las tinciones se
lavaron con agua destilada y se observaron en el microscopio [40]. El procedimiento se

ilustra en la Figura 6.
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Safranina

4
p
) ®
A ’ Agua destilada ' Acetona ® Agua
“ q q destilada
<‘ 1 min < 30s ) < 1 min

Figura.6. Esquema de realizacion de la Tincion de Gram.

3.6.2 Difusién en disco y’en pozo.

Para la realizacién de ambas té€nicas de evaluacion bacteriologica, difusion en disco y
en pozo, la concentracion del inécule’de cada bacteria se ajusté mediante turbidez, con
el patrén 0.5 de McFarland, midiendo, su densidad Optica en un espectrémetro,
buscando las absorbancias que _se indican en la Tabla 2 en una longitud de onda de
550 nm.

Tabla 2. Valores de absorbancia buscados para cada bacteria en una longitud de onda de 550 nm (CLSI,
1999).

BACTERIA ABSORBANCIA
Pseudomonas aeruginosa ’@92

Staphylococcus aureus 0084

Escherichia coli 0.6%

Posteriormente, se realiz6 una dilucion de la suspensién de facterias, ajustando el
inéculo a 1x107 UFCmL?, en solucién salina (0.85%) y finalmente diluidas en agar
Muller-Hinton, contando con un volumen total de 110 mL del agar inoculado, para
vaciar en cajas Petri cuadradas (90 x 15 mm).

En el procedimiento de difusién en disco, se aplicaron 20 pL de la suspension de cada
material sobre discos de papel filtro, de 6 mm de didmetro, permitiendo suiabsorcion;
después de este paso, los discos se colocaron sobre la superficie del agar.que
contenia las bacterias inoculadas. Paralelamente, se llevé a cabo la difusion enpozo,
mediante la perforacién de pequefios pozos en el agar, donde se afadieron 20 pL.de

las respectivas suspensiones. Una vez que las diluciones entraron en contacto con el
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agar ineculado, en ambas técnicas de difusion, se refrigeraron a 4 °C durante 2 h para

facilitar-€lproceso de difusion de los materiales. Finalmente, se incubaron a 37 °C
durante 18 h'y se midié el halo de inhibicion, reportando el diametro en milimetros
[Hudzicki, 2009}:

Los materiales;»Z500 y T570, y los materiales compuestos con quitosano, ZQ y TQ, se
trabajaron en diluciones seriadas, empezando en 50 mgmL? hasta 0.781 mgmL™2.
Como control positive~se empleé amikacina [0.4 pgmL?], y como negativo agua
destilada.

3.6.3 Determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y ensayo
CTT.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind mediante la técnica de
microdilucion en caldo, siguiendo el pretocolo de la CLSI con ligeras modificaciones. La
concentracibn minima inhibitoria se fefiere a la concentracibn mas baja de una
sustancia evaluada que puede” inhibir el _crecimiento visible de un microorganismo
después de 24 h de incubacion.

En la realizacion de este ensayo, se ajusté un inéculo de bacterias a una concentracion
de 1x10% UFC/mL, y se colocaron 100+{il-en los 96 pozos de una microplaca de 96
pocillos (marca CORNING). Los materiales)fueronsuspendidos en agua destilada
estéril iniciando a una concentracion de 50 mg/mL ‘y“un tratamiento de sonicacion
durante 8 h. A partir de la concentracion inicial, 50 mg/mL, se realizaron diluciones
seriadas, desde el pozo A hasta el pozo H de la microplaea, colocando 50 pL de
muestra y 50 pL de agua estéril en cada pozo, por duplicado. Gome control positivo se
utilizé amikacina (0.4 ug/mL), en diluciones seriadas, 100 pL, y ¢omo control negativo
in6culo sin compuesto antimicrobiano [European Committee, 2017]. las placas se
incubaron a 28 °C durante 24 h. Finalmente, en la placa se utilizo el compuesto cloruro
de tetrazolio (CTT, 1%); se afadido 50 pL de la solucion a cada pocille dejando en
condiciones de oscuridad durante 5 min; esto con el fin de eliminar la variable que
proporciona la exposiciéon a la luz debido a que se puede presentar la degradacion del

formazan [Stockert et al., 2018].
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de la presencia de quitosano de bajo peso molecular en el composito
con los 6xidos metalicos.

4.1.1 Mierascopia Electronica de Barrido por Emision de Campo (FE-SEM).

ZnO (Z500)

El ZnO obtenido fue ebservado mediante FE-SEM con el fin de determinar tanto el
tamafio como la forma,.ya que no se ha reportado el uso de acetilacetonato de zinc
junto con extracto acuosorde.hojas de lirio acuatico (Z500). En esta investigacion, las
particulas de ZnO obtenidas,mostraron una disposicién similar a una flor (Figura 7a)
con tamafios que varian desde~300 hasta 500 nm. A mayor aumento, se puede
observar que estas microflores estan, formadas por pequefias particulas aglomeradas
(Figura 7b) con tamaifios entre 25 y#125 nm. Es claramente observable la aparente
superficie lisa de las particulas mas peqguefias, pero la forma en que estas particulas
estan dispuestas proporciona Cierta."rugesidad” a los aglomerados mas grandes en
forma de flor. Es interesante cém@ jlas particulas parecen tener una direccion de
crecimiento preferencial que es respoensable sde formar estructuras semejantes a

pétalos unidas a un centro comun.

100nm CINVESM 5/26/2022
SEM WD 4.5mm 10:10:24

Figura 7. Micrografias del ZnO calcinado a 500 °C, Z500, con a) x100,000 de magnificacién yyb).x50,000
de magnificacion.

El lirio acuatico contiene compuestos organicos y minerales que pueden actuar ¢omo

agentes de nucleacion y crecimiento en la sintesis de ZnO, lo que puede resultar en

Maestria en Ciencias en Ingenieria

26

——
| —



cambios” en la forma y tamafo de las particulas de ZnO. Estos compuestos pueden

interactuar.con los iones de zinc y promover la formacién de ndcleos cristalinos, lo que
afecta el#proceso de crecimiento de las nanoparticulas de ZnO y su posterior
agregacion en~forma de microflores. Los compuestos orgénicos y minerales del
extracto acuose pueden interactuar con los iones de zinc y afectar la morfologia de las
particulas de ZnQ.|Estos compuestos pueden actuar como modificadores de forma,
promoviendo el creCimiento preferencial de ciertas caras cristalinas y la formacion de
estructuras en forma de flor. Ademés, la presencia de minerales especificos en el
extracto acuoso puede afectar la nucleacion y el crecimiento de los cristales, lo que
también influye en la morfologia final observada en las micrografias FE-SEM [L. Zhu
et al., 2018; Bandeira et al., 2020}:

Dependiendo de la concentracidngy.composicién de los compuestos presentes en el
extracto acuoso, la velocidad de crecimiento de diferentes caras cristalinas de ZnO
puede ser modificada. A esto se le\atribuye la formacién preferencial de ciertas
estructuras, como las microflores,.debidoa‘diferencias en las tasas de crecimiento de

las diferentes caras cristalinas [Sari€ et al., 2022; . Rodriguez-Jiménez et al., 2021a].

TiO2 (T570)

De la misma manera, el TiO2 obtenido fue_ebservado)mediante FE-SEM con el fin de
determinar el tamafio y la forma, ya que no se ha reportado el uso de extracto acuoso
de hojas de lirio de acuatico (T570). En esta investigaeidn, las particulas de TiO:2
sintetizadas mostraron conglomerados (Figura 8a). A mayer aumento, se puede
observar que éstos estan formados por pequefas particulas (Figura 8b) con tamafos
entre 17 y 135 nm. Es claramente observable la aparente ‘superficie lisa de las
particulas mas pequeias, pero la forma en que estas particulas estan dispuestas
proporciona cierta "rugosidad" a los aglomerados mas grandes.

Al contener compuestos bioactivos, tales como polifenoles y flavonoides, ‘se”presenta la
interaccion con las particulas de TiO2 durante la sintesis; dichos compuestos)pueden
actuar como agentes de nucleacion, modificando de esta manera la morfologia de las
nanoparticulas. Las interacciones que se presentan entre el extracto de lirio acuético,y
el isopropéxido de titanio afectan la cinética de reaccion, esto debido a los diferentes

fitocompuestos con los que cuenta el extracto, tales como flavonoides y polifenoles,
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gue interactuan de diferentes manera con el precursor de titanio, que en este caso fue
el isopropoxido, el cual conlleva a la formaciébn de aglomerados con particulas
semiesfereidales; formacién de nucleos de TiO:z y el crecimiento de las particulas, que
se pueden ¢observar en las micrografias de la Figura 8 [Pathinti etal., 2021;

Rodriguez-Jiménez et al., 2021a].

3

.” )
¢
*

100nm CINVESM 5/26/2022
X 200,000 10.0kV SEI SEM WD 4.5mm 9:54:04

Figura 8. Micrografias del TiO2 calcihado a 570 °C4T570, con a) x100,000 de magnificacion y b)
x200,000 de magnificacion.

Para el caso de las nanoparticulas de/TiO2, se.observa que el extracto no gener6 un
efecto director distinto a lo reportado para-materiales obtenidos sin extracto, ya que el
uso de isopropoxido de titanio promueve la formacion de particulas semiesféricas de
tamanos pequefos, menores a 50 nm. Lo anterior, permite inferir que, el extracto tiene
una mayor interaccion con el precursor de zinc durante la sintesis, que con el

isopropoxido de titanio.
La morfologia obtenida para el ZnO, microflores, es idonea al‘momento de evaluarse
con las bacterias debido a que estan formadas por nanoparticulas dandole una alta
relacion superficie-volumen mejorando de esta manera su capacidad para dafiar las
membranas bacterianas y generar ROS, siendo letal para la bacteria.

4.1.2 Espectros FT-IR.
ZnO+Quitosano (Z500y ZQ)

La finalidad del presente trabajo fue la evaluacién del efecto de la incorporacién .de
quitosano en los 6xidos, Z500 y T570, en sus propiedades estructurales, texturales,
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espectroscopicas y antimicrobianas. Para ello, se caracterizaron por espectroscopia

FT-IR para identificar la presencia de los grupos funcionales del polimero, una vez que

los 6xidossfueron modificados.

Absorbancia (u. a.)

Figura 9. Espectros FT-IR del material ZnO calcinado (Z500) y del material compuesto.de Z500 y
quitosano (ZQ); a) Acercamiento de la region de 1800-800 cm™, b) Acercamiento de 3800 £ 2800 cm™ y
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c) Espectro completo desde los 4000 cm™* con inserto del espectro completo del quito$ano:

En la Figura 9a) se muestra el espectro infrarrojo para los materiales ZnO calcinado)a
500 °C (Z500) y Z500 modificado con quitosano (ZQ) entre 1800 cm™ y 1300 cm?,
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donde_se puede apreciar en el espectro del Z500 una banda ancha correspondiente a

la superposicion de bandas que se atribuyen a la estabilizacion de grupos funcionales
organicos#provenientes del extracto en la superficie del ZnO a la temperatura de
calcinacion, ea~=comparacion con el espectro del material sin calcinar, la desaparicién
de otras sefiales’ es clara, asumiéndose la remocion por descomposicion de algunos
compuestos organicos del extracto y del precursor mismo. En esta misma region se
observa que la incorporacion del quitosano afiade bandas al espectro del 2500, las
cuales se atribuyen a las\vibraciones de grupos amino presentes en el quitosano, y se
localizan en 1555, 1196, 1154y 985 cm™ atribuidas al enlace simple -NH, estiramiento
del enlace -NHs y, finalmente, la-torsion fuera del plano, respectivamente.

La deformacion axial del enlace.€-N_y de los metilos se puede asumir por la presencia
de bandas a 1451 cm™ y 1448 cm™ [Asgari-Targhi et al., 2021; Saad et al., 2018]. Las
vibraciones del enlace COO- se puéden asignar a la banda centrada en 1376 cm
[Saad et al., 2018]; asi como la_torsion de los enlaces OH-C=0 y O-C=0 que se
encuentran en 1312 cm y 1257 £m:b [Asgari-Targhi et al., 2021], lo que permite asumir
gue se tiene la presencia del quitosano en la'superficie del ZnO, ya que el método de
sintesis implica la incorporacion del quitosano pesterior a la formacién del ZnO.

En el espectro del material Z500 se obsernva una“banda con un hombro ubicado en
1644 cm™* correspondiente al estiramientg de los €nlaces -OH del agua molecular;
dicha banda se encuentra ligeramente desplazada haciasos 1650 cm, y mas definida
gue la que se observa en el espectro del material seco, Figura 9 que se encuentra en el
anexo A.3.1.2, debido a la interaccién de los -OH del biopotimero formando enlaces -
ZnOH dentro del material compuesto [Anusuya et al., 2021].

Las dos sefiales localizadas en 1504 y 1401 cm! pueden atribuirsé’a la presencia del
enlace N-H dados por el grupo nitrégeno alcaloide contenido en_€l extracto que,
aunque se disminuyé su intensidad después del tratamiento térmico, siguenspresentes
en la superficie de los materiales. De igual manera, la uUltima banda también se ve
afectada por la presencia de los -OH propios de los alcoholes primarioS que se
encuentran en los compuestos polifendlicos dados por la presencia de extracto de!lirio
acuatico durante la sintesis vegetal [Dananjaya et al., 2018; Oluwafemi et al., 2019a;
Sethy et al., 2020b].
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La formaciéon del 6xido ZnO y la unién de éste mismo con el quitosano en el material

compuesto se puede asumir por la presencia de las bandas localizadas a 894, 839,
564, 550,808 ¥ 478 cm?; las cuales se pueden observar en las Figuras 9a) y 9b). En el
espectro delZ70, que se encuentra en el anexo A.3.1.2 se puede observar la presencia
de bandas asoeciadas a las vibraciones de los enlaces Zn-O y Zn-OH en los 839, 550 y
478 cm. Las interacciones entre el 6xido y polimero se pueden suponer debido a las
bandas centradas en894.y 473 cm del espectro del ZQ teniendo un desplazamiento
de los enlaces -Zn-OH~y)Zn-O debido a la union con el quitosano [Anusuya et al.,
2021]. De igual manera, s€ observa desplazamiento de la banda localizada en 564 cm!
por la union del biopolimero con-€l 6xido metalico.

Se infiere que el aumento de temperatura, durante el tratamiento térmico del material,
degrada la estructura molecular delasmateria organica proveniente del extracto motivo
por el cual aun se observan bandds (1574, 904 y 878 cm™) incluso después del
tratamiento térmico del material pero de menor intensidad que en el espectro del ZnO
seco; lo que indica la pérdida deflosscomptiestos originales por el rompimiento de sus
moléculas, propiciando de esta manera quesrse,unan con los grupos funcionales del
ZnO [Yuan et al., 2021].

Estructuralmente no se observaron cambips significativos entre el ZnO empleando
extracto y referencias de ZnO reportadas en la fliteratura para ZnO obtenido sin
extracto, sin embargo, a nivel vibracional se detecté la presencia de grupos funcionales
gue se encuentran presentes en el extracto empleado [Raj et'al., 2021].

En la regién de los 3300 y 3500 cm™, que se observa en la Figura 9b), se encuentran
las bandas vibracionales correspondientes al estiramiento de_loS enlaces -OH; las
cuales se ven desplazadas hacia 3352 cm™ cuando se obtiene elumaterial compuesto,
ademas de contar con una banda ubicada en 3288 cm atribuible a la*vibracién de los
enlaces -NH debido al quitosano [Saad et al., 2018; Anusuya et al., 2021].-La banda
compuesta por las sefiales ubicadas en los 2929 y 2867 cm™ pueden‘atribuirse al
estiramiento asimétrico de los enlaces C-H del quitosano unidos al 6xida’ metalico

formando de esta manera el material compuesto [Asgari-Targhi et al., 2021].
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TiO2 +.Quitosano (T570y TQ)

La Figura 10a) muestra un acercamiento de la regiéon entre 1800 cm™ y 800 cm?,

mientras que sl acercamiento Figura 10b) se encuentra entre 3800 cm™ y 2800 cm™.

Por ultimo, sesmuestra el espectro completo desde 4000 cm hasta 400 cm™ en la

Figura 10c) de leS materiales TiO2 calcinado a 570 °C (T570) y el material compuesto

con quitosano secadosa 50 °C (TQ).
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Figura 10. Espectros FT-IR del material TiOz calcinado a 570 °C (T570) y del material compuestodeyTiO:
y quitosano (TQ); a) Acercamiento de la region de 1800-800 cm™, b) Acercamiento de 3800 — 2800 cm™
y c) Espectro completo desde los 4000 hasta los 400 cm™ con inserto del espectro completo del

quitosano.
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La banda que se encuentra centrada en los 3397 cm* correspondiente a la vibracion

de los'enlaces -OH del agua fisisorbida y de los hidroxilos superficiales inherentes a la
sintesis del_material de TiO2, esta banda presenta un corrimiento ubicAndose hacia
3361 cm™ para el material compuesto TQ, este fenémeno puede atribuirse a la
interaccion entre*el 6xido y el biopolimero. Esta Gltima banda, también puede asociarse
con la presenciaide grupos amino del quitosano unidas a los grupos funcionales
presentes en la superficie, del material, asi como la banda localizada a 2868 cm™ que
corresponde a vibraciones)del enlace C-H de la cadena principal de la amina [Asgari-
Targhi et al., 2021].

La banda ubicada en 1652 cm:**puede interpretarse como la superposicion de mas de
una banda, observandose un pequefio hombro en 1538 cm?, que puede asignarse a
las vibraciones de los enlaces que_se encuentran en la amida, del quitosano, en la
Figura 10a), se observa la presencia‘de la flexion del -OH del agua molecular en la
banda centrada en 1632 cm™, presenté en el espectro del Ti-c. [Anusuya et al., 2021].
La interaccion entre las nanoparticulas sintetizadas en la presencia del extracto acuoso
de lirio acuético y el quitosano se puede asumir por la presencia de la banda ubicada
en 1417 cm atribuible a la vibracién se Jdos enhlaces -C-H que se encuentra en los
grupos carboxilos responsables de dichajinteraccién [Dyshlyuk et al., 2020; K. M. Khalil
et al., 1998b].

La banda que se encuentra centrada en 1078 cm™ cefresponde a la vibraciéon del
enlace fuerte entre grupos CH-OH dados por la molécula deda glucosa correspondiente
al enlace B-glucosidico y el estiramiento del enlace C-O-€ presente en la cadena
principal de esta molécula [Saad et al., 2018]; asi como también.la‘presencia de grupos
funcionales dados por los compuestos organicos y fitoquimicos carrespondientes a la
presencia del extracto obtenido de hojas de lirio acuatico se encuentra en 1049 cm
indicando el estiramiento del enlace C-O que se encuentran en los alcoholes:formando
alcaloides [K. M. Khalil et al., 1998b; Paradisi et al., 2021].

La interaccion de los enlaces de Ti-O con el quitosano, se observa en [as pandas
ligeramente desplazadas con respecto al espectro del éxido sin quitosano, localizadas
para el composito TQ en 811 y 667 cm™ [Anusuya et al., 2021; Al-Shabib et al., 2020;
Sethy et al., 2020b].
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A diferencia del composito ZQ, el material TQ no presenta bandas que puedan

atribuirse _glaramente a la presencia del quitosano, a excepciéon de la banda cercana a
1250 cm\“que‘cambia de forma en el espectro del TQ, lo cual nos habla de que, debido
a la diferencia-de los Oxidos, estos interaccionan de manera distinta con el quitosano
[Sethy et al., 2020b].

Existe evidencia de\la obtencién de espectros con bandas alusivas a la interaccion de
los grupos funcionales™superficiales del 6xido metalico y el quitosano en un material
compuesto TiO2/ZnO-quitosano [Anusuya et al., 2021]. Por otro lado, la preparacion de
TiO2 en presencia de extraecto vegetal modificando el pH del medio de reaccion,
demostré que condiciones &cidas promueven la formacién de superficies sin grupos
organicos del extracto y la dismipucion de efectos cristalinos [K. M. Khalil et al., 1998b].
Lo anterior, puede explicar lo observado en este trabajo, donde no se empleé pH &cido
para la obtencion de los materiales. Las variaciones en las propiedades finales de los
materiales pueden brindar un area.de @portunidad para seguir explorando el efecto de

la presencia de extractos vegetales-en las*caracteristicas de los oxidos.

4.1.3 Difraccién de Rayos-X.

ZnO (Z500y ZQ)

Los difractogramas pertenecientes al material de ZnO~calcinado a 500 °C (Z500), del
guitosano de bajo peso molecular (Q) y del material compuesto de Z500 con quitosano
secado a 50 °C (ZQ) se pueden observar en la Figura A1. La carta cristalografica
perteneciente al quitosano empleada como referencia en este trabajo es la PDF No.
00-067-1540 donde se observan sefiales en 11°, 21°, 29°, 36°/y 41° 26, siendo la
principal y de mayor importancia la ubicada en los 21° (26).

En el difractograma del material Z500 se pueden observar los picos de-difraccion en los
planos (1 0 1), (0 0 2) y (1 0 0) ubicados en los 36°, 34° y 32° (20) respectivamente;
caracteristicos de la estructura hexagonal tipo wurtzita del ZnO (PDF "N0O+, 00-036-
1451). La ausencia de picos adicionales confirma la presencia de una ‘sola fase
cristalina.

El patron de difraccion de rayos-X del composito ZQ, muestra ademés de las senales

del ZnO antes mencionadas, una banda poco intensa y amplia que se centra cerca de
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20° (20), indicativo de la presencia de quitosano, la baja intensidad puede deberse

tanto a-la_cantidad del polimero presente en el composito como a interacciones entre

este 6xide’[Dananjaya et al., 2018].
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Figura 11. Difractogramas del ZnO calcinado a500°C (Z500), del material compuesto de Z500 con
quitosano (ZQ) y del quitosano-de bajo’pese molecular (Q).

El célculo del tamafio de cristalito se realizé considerando el pico de la reflexion (1 0 1),
empleando la ecuacion de Scherrer (3), obteniendo unstamafo de 16.3 nm lo que
coincide con reportes de la literatura para el ZnO [Raj et alr;»2021]. Se puede asumir,
debido a la intensidad del pico, a que las particulas tuvieron un erecimiento preferencia
en ese plano, indicando un crecimiento anisotropico, de acuerdo)con lo reportado
[Uribe-Lopez et al., 2021; Singh et al., 2021; Jiang et al., 2022] y que sepresento en el
presente trabajo.

El valor del tamafio de cristalito, para el composito ZQ disminuy6é con.respecto del
oxido solo, ya que el valor calculado fue de 15.9 nm, sin embargo esta diferéncia no es
significativa, ni tampoco atribuible al quitosano debido a que el método de obtengion del
composito se baso en la obtencion y estabilizacion térmica de las nanoparticulas~de

ZnO vy la posterior incorporacion de las nanoparticulas en una matriz de quitosano, por
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lo que fiSicamente es poco probable que haya un efecto del polimero en la disminucién

de diche’parametro, lo cual coincide con otros reportes [Raj et al., 2021].
Los resultades de esta técnica pueden dar soporte a la suposicion de la formacion del

composito ZQ-

TiO2 (T570y TQ)

En la Figura 12 se‘ebserva el difractograma correspondiente a los materiales de di6xido
de titanio calcinado a_570 °C, (T570), del que se encuentra en un composito con
quitosano (TQ) y el quitosano de bajo peso molecular (Q). El difractograma del material
calcinado muestra varios picos intensos y bien definidos, correspondientes a los planos
cristalinos (1 0 1), (0 0 4), (270°0) y (1 0 5); siendo el de mayor intensidad el (1 0 1)
indicando una preferencia en el aeomodo sobre este plano. La presencia de estos picos
sugiere que la estructura cristalina”del material es mayormente del tipo anatasa, de
acuerdo con la tarjeta cristalografica PDF\WNo. 00-021-1272, con un pequefio porcentaje
de rutilo, ajustandolo con la tarjeta PDF No. 00-021-1276 [Li et al., 2018; Kang et al.,
2020].

Como se aprecia en la Figura, el pico dedifraccion caracteristico del quitosano
semicristalino no se observa en el patron“de difraccion del TQ lo cual se atribuye a que
contar con la presencia de quitosano en la red cristalina no afecté la misma sugiriendo
de esta manera la interaccion mediante la” formacion de enlaces de hidrégeno y la
sustitucion de los grupos funcionales hidroxilos dentro destas aminas del biopolimero
[Pourhashem et al., 2021]. Adicionalmente, y con base en les.abservado por la técnica
de espectroscopia infrarroja, se puede asumir que las interacciones entre el TiO2 y el
guitosano no son lo suficientemente fuertes, lo que deriva en la incorporaciéon de una
menor cantidad de polimero con el 6xido, esto debido a que el este 6xido no acepto al
polimero en su red cristalina, como lo hizo el ZnO, dando como resultado-que no se le
adhiriera dicho material provocando que no tenga efectos/cambios en el difractograma
del TiO>.

El tamafio del cristalito se determind utilizando el pico de reflexién (1 0 1) a traves de la
ecuacion de Scherrer (3). Se obtuvo un tamafio de 10.3 nm, que, aunque se considera
bajo, esta dentro del rango reportado en la literatura, que es entre 10 y 30 nm [Pathinti
et al., 2021; Chauhan et al., 2023; Nabi et al., 2021].
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Figura 12. Difractogramas del TiO2 calcinado a 570°C«(T570), del material compuesto de T570 con
quitosano (TQ) y del quitesano de bajo peso molecular (Q).

El tamafio del cristalito para el compuesto +£Q mostrg un incremento en comparaciéon
con el oxido por si solo, registrando un valor,de 12.3 'nm. Este aumento se debe a las
interacciones moleculares entre el 6xido metélico (OM)44-y el biopolimero [Gianetti,
2017; Laura et al., 2018; Breton et al, s.f.].

4.1.4 Espectros UV-Vis por reflectancia difusa.

ZnO+Quitosano (Z500y ZQ)

Tanto el ZnO como el TiO2 son semiconductores de banda ancha=con amplias
aplicaciones como fotocatalizadores, y en recientes fechas estos materiales se han
explorado también como agentes citotoxicos mediante activacion fotoinducida. En este
sentido, conocer el efecto del quitosano en la energia de banda prohibida (Eg) de los
materiales, completa el estudio para posibles aplicaciones en fotocatalisis~y/o

fototoxicidad. Por ello, en este trabajo se determind el valor de la Eg de los materiales
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preparados, a partir de los espectros de reflectancia. En la Figura 13, se observan los
espectres UV-Vis de los materiales de ZnO calcinado a 500 °C (Z500) y ZQ.
La banda«de.absorcion perteneciente al material Z500 (Figura 13), en comparacion con

el espectro del#Z70 (Figura 13, anexo A.2.1.2) sufre un ligero corrimiento, de 11 nm,
después del tratamiento térmico a 500 °C, pasando de 355 nm a los 366 nm; lo que
corresponde a lo(reportado en la literatura como el rango de absorcion Optica que
caracteriza a este 0xido\[Zhao et al., 2014; Hojjati-Najafabadi et al., 2021]; esta banda
es la caracteristica del Zn®; sin embargo, debido a la amplitud de esta, no es posible
determinar bandas adicionales atribuibles a la presencia de restos de extractos. El
corrimiento de la banda de absorcion entre el material Z70 y Z500 se puede atribuir a la
contribucion del extracto de lirio.durante la sintesis, la cual formo poros en la superficie
el ZnO teniendo como consecuenciada dispersion de luz incidente adicional [Raj et al.,
2021].
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Figura 13. Espectros UV-Vis por reflectancia difusa del ZnO calcinado a 500 °C (Z500)yde| material
compuesto de Z500 con quitosano (ZQ) y el quitosano (Q).

La banda que se observa perteneciente al Z500 es la que se encuentra reportada-para
la fase wurzita, de acuerdo con lo reportado en la literatura; presentandose, d€ €Sta
manera, la transicion de electrones de la banda de valencia a la banda de conduccién,
de la especie del O nivel 2p a la especie de Zn de nivel 3d [Aminuzzaman et al., 2018].
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El efecto del extracto vegetal en el valor de la Eg de materiales de ZnO a partir de

nitrato ‘de_zinc, se ha reportado en la literatura demostrando que posibles cambios en
este parametro pueden ser atribuidos a la presencia de restos del extracto [Raj et al.,
2021], aunque-no hay reportes aun sobre el uso de acetilacetonato de zinc como
precursor de Oxide de zinc con sintesis mediada por extractos. En este trabajo, se
observa en el espectro correspondiente una banda amplia en la region UV-A, la cual no
difiere de trabajos prgvios empleando este mismo precursor en ausencia de extracto
[Uribe-Lépez et al., 202¥:Zhao et al., 2014; Zhao et al., 2014].

En el espectro del material ZQ se puede observar una sefial en 211 nm, la que puede
atribuirse a la presencia del quitosano en el material debido a que éste ultimo presenta
una banda de absorcidn caracterfstica alrededor de los 211 nm; esta informacion se
complementa con lo observadoyper DRX y FT-IR respecto a la presencia del
biopolimero en el composito [Asgari-Targhi et al., 2021]. Para el ZQ se observa que la
banda de absorcidbn cambia ligeramente su pendiente, lo que puede atribuirse a
interacciones entre el 6xido y el hiopelimero{[Anusuya et al., 2021].

Las nanoparticulas de ZnO exhibieron)maximes de absorcion alrededor de 357 nm, que
se asigna a la absorcion intrinseca de 1a_banda del_ZnO debido a la transferencia de
carga de electrones de la banda de valencia a labanda de conducciéon (Ozp (igando) —
Zn3d (metal)) [Almeida Ramodn, 2012].

La estimacion del valor de la energia de banda prohibida (Eg) empleando la ecuacion
de Kubelka-Munk, (Ec. 2), resulté en un valor de 3.25_eV para Z500, el cual es
ligeramente menor que el reportado para materiales similares’(3.32 eV) [Aminuzzaman
et al., 2018]. Por otro lado, para el material ZQ el valor de la Eg_disminuy6 a 3.13 eV,
comportamiento que se esperaba debido posiblemente a una menor ordenacion de los
atomos y una mayor presencia de defectos inducidos por cargas~asociados a la
presencia del biopolimero, sin embargo, esta hipétesis requiere de futura. demostracion.

TiO2 + Quitosano (T570y TQ)
La Figura 14 presenta los espectros del TiO2 calcinado a 500 °C (T570), del.que se
encuentra en el composito con quitosano (TQ) y del quitosano de bajo peso moleettar

(Q) se muestra como inserto en la Figura.
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La banda de absorcion caracteristica del TiOz, correspondiente a este material obtenido

bajo estas.condiciones de sintesis, se encuentra a 311 nm, esto puede deberse a la
transicion«desa banda de valencia de la especie del Oz hacia la banda de conduccion
de la especie~de Tizds, comportamiento caracteristico de la fase anatasa debido a la
promocion de‘e” de banda a banda [Amanulla & Sundaram, 2019; Pragathiswaran
et al., 2021].

La Eg estimada para_el"material T570 fue de 3.09 eV, en comparacion con los valores
de Eg reportados en la diteratura, la diferencia se atribuye a la presencia de defectos y
vacancias que se encuentran“dentro de la red cristalina de las nanoparticulas dando

lugar a mejoras en las propiedades opticas del mismo [Pathinti et al., 2021].
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Figura 14. Espectros UV-Vis por reflectancia difusa del TiO2 calcinado a 570 °C (T570), del material
compuesto de T570 con quitosano (TQ) y el quitosano (Q).

Existen reportes [Pathinti et al., 2021; Thommes et al., 2015] acerca de’meétodologias
de sintesis similares a la del presente trabajo, donde se demuestra que la~banda de
absorcién que indica la correcta formacion del 6xido se encuentra alrededor de 322 nm
debido a la transferencia electronica de la banda de valencia (Oxigeno) a‘Jda-de

conduccioén (Titanio).
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Sin embargo, otros autores [Pragathiswaran et al., 2021] reportaron esta absorcion

ubicada“entre 250 y 400 nm y valores de Eg superiores a las estimadas en este trabajo,
lo cual infieresén que la presencia de un extracto vegetal durante el proceso de sintesis
modifica caracteristicas el tamafio y las propiedades épticas del éxido.

En un trabajo sebre las propiedades fotocataliticas de TiO2 obtenido a partir de extracto
de Syzygium cumini y usando isopropoéxido de titanio, se report6 un valor de Eg de 3.48
eV [Sethy etal., 2020],. estos materiales fueron exitosamente empleados como
fotocatalizadores en la remocién de plomo. Es decir, que a pesar de no tener un efecto
de disminuir la Eg, las propiedades fotocataliticas del semiconductor no se vieron
afectadas.

Las diferentes caracteristicas que“se obtienen contando con un extracto vegetal se ven
reportadas por Sethy et. al. [Sethy etal., 2020]; que indican que la banda de
absorbancia, ubicada en el rango de)entre 200 y 600 nm, es caracteristica a la
formacion del 6xido metélico obtenido mediante la biosintesis contando con un valor de
Eg mucho mayor que el encontrade-en esta investigacion, hecho atribuible a la planta

de la que se obtiene el extracto a causa de los diferentes componentes que la forman.

4.1.5 Fisisorcion de gases a baja presion.

ZnO (Z500y ZQ)

En la Figura 15 se muestra la isoterma de adsorcion-desorcion de Nitrogeno del ZnO
calcinado a 500 °C (Z500) y del composito con el quitosane (ZQ); asi como los datos
obtenidos en esta técnica en la Tabla 3. En primera instancia, se observa que el
volumen adsorbido durante el proceso es relativamente bajo presentando una isoterma
de tipo IV (a), de acuerdo con la clasificacién de la IUPAC [Thommes et al., 2015], la
cual es un indicador de la presencia de mesoporos en el material.

En esta isoterma, la curva muestra una capa multimolecular en la ‘region de baja
presion, seguida de una rapida adsorcion en la region de presion media.

Este comportamiento indica que el material tiene una superficie espeécifica de
moderada a alta. A pesar de presentar el comportamiento caracteristico de un material
mesoporoso, la tendencia que se observa en presiones relativas mayores a 0.9 indican

la posible presencia de macroporos. La histéresis que presenta este material es del tipo
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H3, siendo un indicativo de materiales mesoporosos presentandose una fuerte

desorcién_de la fase adsorbida a una presion mucho mas baja que la presion a la que
se inicié dasadsorcién. Dicho comportamiento, sugiere que el material tiene una
distribucion de-~poros estrecha y que los poros son relativamente homogéneos [Das
et al., 2019; Wu.etal., 2017].

Tabla 3. Datos obtenidossmediante la técnica de fisisorcién de gases a baja presion, para los materiales
con ZnO (Z500 y ZQ)

: AREA ESPECIFICA DIAMETRO DE PORO
MATERIAL ‘ ISOTERMA l HISTERESIS (m2/g) PROMEDIO (nm)
7500 IV (a) r_Q/Hs 31.74 4.91
ZQ IV (a) . _H3 6 3.8

El valor del area especifica se“calcul6 mediante el método Brunauer-Emmet-Teller
(BET), siendo el mas empleado para gl"calculo de distribuciones de tamafio de poro en
el rango de los mesoporos. Se obtuvo un-valor de area especifica de 31.74 m?/g, dicho
valor indica que la superficie del' material tiene»una gran cantidad de sitios de adsorcion
disponibles para interactuar con ofras especies:

Los materiales con alta superficie especifica pueden ser Utiles en diversas aplicaciones;
por ejemplo, la catalisis. EI ZnO es ‘conocido \por. tener una superficie especifica
relativamente baja debido a su estructura cristalina de_tipo wurtzita, que presenta una
gran cantidad de bordes y defectos superficiales. Es importante tener en cuenta que el
valor de la superficie especifica puede variar en funcion de las condiciones de sintesis,
el método de medicién utilizado y otros factores experimentales [Han et al., 2019; X.
Zhang et al., 2019; Song et al., 2021]; por lo tanto, la presencia delsextracto acuoso de
lirio acuatico puede afectar dicho valor ya que existen estudios que\han informado que
la adicion de extractos de plantas durante la sintesis de nanoparticulas puede
aumentar la superficie especifica del material [Lin et al., 2022; Al-Askar et\al., 2023].

Se encuentra reportados valores de area especifica de 34.2 m?/g ‘para el ZnO
sintetizado en presencia del extracto de lirio acuéatico, y de 23.4 m?/g pasa el ZnO
sintetizado sin la presencia de extracto [Lin et al., 2022]. En la literatura, se inform&\que
la presencia de extracto acuoso de lirio acuatico durante la sintesis de ZnO aumentd Ja

superficie especifica del material [Al-Askar et al., 2023].
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Figura 15. Isotermas de adsorcidndesarcion-del"ZnO calcinado a 500 °C (Z500) y del material
compuesto de Z500 # Quitosano (ZQ).

El aumento en el valor del area especifica se atribuye a que los compuestos organicos
presentes en el extracto de la planta pueden actuar como agentes estabilizadores
durante la sintesis, lo que ayuda a prevenir.el crecimiento excesivo de las particulas vy,
por lo tanto, aumenta la superficie especifica del material Yesultante. Sin embargo, el
desempefio del material en una aplicacion dada puede depender de varios factores,
incluida la distribucion de poros y la morfologia del material [Han et al., 2019; X. Zhang
et al., 2019; Song et al., 2021].

Con respecto a la distribucion de tamafo de poro, este material,, presenta una
distribucion bimodal teniendo como promedio un tamafio de poro de4.91 nm, Figura
16.

En general, la presencia de mesoporos y macroporos puede mejorar ‘fa_superficie
especifica y la capacidad de adsorcion del material, lo que puede ser beneficioSe para
la separacion de moléculas. En particular, los mesoporos pueden proporcionar un area

especifica grande y una alta difusividad para las moléculas adsorbidas, mientras\que
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los maeroporos pueden mejorar la accesibilidad de las moléculas grandes al interior del

material:
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Figura 16. Distribucién del tamafio de poro par elfmétodoBIH del ZnO calcinado a 500 °C (Z500) y del
material compuesto de”Z2500 con-quitosano (ZQ).

En la literatura se ha reportado que el contar con la presencia de un extracto vegetal
acuoso tiene como efecto distribuciones de tamafio de pore, mas amplia y una mayor
cantidad de poros con tamafos intermedios en comparacion, con el sintetizado sin la
adicién del extracto. Se cuenta con reportes en donde se presenté, un rango de tamafio
de poro mayor en comparacion con el ZnO sintetizado sin extracte; dicho resultado se
atribuyd a la interaccion de los componentes del extracto con los iones de zinc durante
la sintesis, lo que dio como producto una distribucion mas amplia de los tamarfios en los
poros [Jiang et al., 2015]. De igual manera, se encuentra en investigacienes previas
qgue al contar con la presencia del extracto se obtuvo una distribucion del ¢amafno de
poro mas amplia, asi como una mayor cantidad de poros de tamafos intermedios,
aungque en este caso se le atribuyd este comportamiento a la presencia~de
componentes organicos en el extracto acuoso los cuales afectaron la estructura porosa
del ZnO [J. Chen et al., 2016].
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Con respecto al material con quitosano, ZQ, se puede observar que el comportamiento

cambia-considerablemente ya que el volumen adsorbido disminuye, asi como también
el lazo derhistéresis es més estrecho. La isoterma conserva su tipo, 1V(a) cambiando
Unicamente su~porosidad y una distribucién estrecha de tamafio de poro, de acuerdo
con lo establecido por la IUPAC [Thommes etal., 2015]; de igual manera, el
comportamiento del l[azo de histéresis sufrié un cambio ya que, aunque sigue teniendo
un comportamiento deltipo H3, es mas estrecho que la que presenta el material puro.
El cambio en la porosidad del material indica un cambio en las propiedades de
adsorcion del ZznO al unirs€ con el quitosano. Especificamente, sugiere que la
introduccién de quitosano modifica la estructura de poros del ZnO, reduciendo el
tamano y estrechando su distribuCion de este; esto puede deberse a la formacion de
una capa de quitosano en la superficie del ZnO, lo que limita la accesibilidad de los
poros mas grandes y promueve la adsarcion gradual y continua [Ye et al., 2021; Riedel,
2020].

El area especifica del material Lompuesto, también se ve afectada, como se podia
inferir observando la Figura 16, provocado gor, la aglomeracion de las particulas al
momento de unirse con el biopolimero reduciendo. de esta manera el area expuesta;
asi como de la humedad que pueda @bsorber<del ambiente. Su valor disminuyo
radicalmente hasta 6 m?/g debiéndose (a./lo menheienado anteriormente, que el
guitosano forma una capa en la superficie del ZnO obstruyendo en gran parte a los
poros que presentaba limitando la accesibilidad a estos,~promoviendo la adsorcién
gradual y continua del nitrdgeno [Ye et al., 2021; Riedel, 2020}. Por ende, al disminuir el
valor del area especifica se presenta una disminucion del tamafio“promedio de poro y
del volumen de poro, quedando en un tamafio de 3.8 nm y un‘wolumen de poro de
0.043 cm®/g provocado por el bloqueo de poros que se presenta cuapdo‘se une dicho

oxido metalico con el biopolimero en cuestion [Stani¢ & Tanaskovi¢, 2020]:

TiO2 (T570y TQ)

Las isotermas obtenidas para los materiales de TiO2 calcinado a 570 °C, T570n~y el
composito con el quitosano, TQ, se pueden observar en la Figura 17. La isoterma‘que
presenta el material puro se ajusta a una de tipo IV(a), de acuerdo con la IUPAC
[Thommes et al., 2015]. Dicha isoterma presenta una curva de adsorcion con una
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meseta~“en el rango de presiones intermedias, que indica la formacion de una

monocapa:. multimolecular de gas adsorbido. La isoterma indica que el material tiene
poros pequefios y una distribucion de tamafios de poro amplia [Kaewkam et al., 2022].
La histéresistque presenta esta isoterma es de tipo H2(b); indica la presencia de poros
no conectados\por:lo que no se permite la salida del gas atrapado en los ellos durante
la adsorcion dando! como resultado una curva de desorcion que se desplaza
ligeramente hacia la"derecha en comparacion con la curva de adsorcion. Esta histéresis
también nos indica que~€l, material cuenta con una distribucion de tamafios de poro
relativamente amplia (Tabla 4)[Kaewkam et al., 2022].

Tabla 4. Datos obtenidos mediante lastécnica de fisisorcién de gases a baja presion, para los materiales
con TiO2 (T570y TQ)

< c DIAMETRO DE
MATERIAL ISOTERMA | HISTERESIS AREA (Err?ZP/S)CIFICA PORO PROMEDIO
(nm)
T570 IV (a) H2(b) \;; 84.46 4
TQ IV (a) H2(b) 46.97 10

El célculo del area especifica se realizo, de igual manera que para los materiales con
ZnO, por el método BET obteniendo un Valer de84.46 m?/g. El contar con una alta area
superficial aumenta la probabilidad de que las moléculas reactantes interactien dando
pie a que se lleven a cabo las reacciones guimicas” emla superficie entre los grupos
funcionales del 6xido metélico y el biopolimero [Z. Zhang, 2022]. Contar con la
presencia de un extracto vegetal acuoso durante la sintesis“afecta en el valor del area
especifica aumentandolo o disminuyéndolo, segun sea el caso, del método de sintesis
y la concentracidn del extracto en la misma [Z. Zhang, 2022; Gueo_et al., 2011].

Trabajos previos reportaron la obtencion del TiO2 por la técnica de-hidrdlisis afiadiendo
extracto de lirio acuatico en diferentes concentraciones obteniendo cemo'resultado un
aumento en el valor del area especifica, observando una tendencia quesindica que el
area superficial es directamente proporcional a la concentracion de extracto en la
sintesis; mostrando que para el material con una concentracion del 1% de extracto el
area fue de 80.4 m?/g mientras que el sintetizado sin presencia de extracto obtlivo un
valor de 25.6 m?/g [Z. Zhang, 2022]. Por el contrario, en la literatura se encuentra

reportado que el area especifica del TiO2 sintetizado mediante sol-gel disminuyd; dicho
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fendmeno se atribuy6 a la aglomeracion de las particulas de TiO2 debido a la presencia

de compuestos organicos presentes en el extracto [Guo et al., 2011].
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Figura 17. Isotermas de adsorcion-desereion del TiOz€alcinado a 570 °C (T570) y del material
compuesto de T570 + Quitesano (TQ).

Por otro lado, la isoterma correspondiente) al material TQ cuenta con el mismo
comportamiento del TiO2, que se ajusta a una de tipo IV(&), de acuerdo con la IUPAC,
disminuyendo solamente el volumen adsorbido. Dicha diferencia del comportamiento
entre ambas isotermas, pero conservando la misma tendencia'y ajuste, se atribuye a la
interaccion débil que se presenta entre ambos materiales, €l J6xido metalico y el
biopolimero, lo cual impide el cambio de las propiedades de adsoreion-desorcion; asi
como el poco recubrimiento que pueda haber realizado el quitosano cemo se observo
mediante espectroscopia FT-IT y DRX manteniendo inalterada la estructura del TiO2
[Zioui et al., 2022; Whang, 2018].

El hecho de presentar un volumen adsorbido menor y un pequefio corrimiente, en el
inicio del lazo de histéresis, en comparacion con el T570, el célculo del &rea especifica
para el TQ disminuyd practicamente a la mitad del que se tenia para el 6xido metalico

puro, quedando en 46.97 m?/g. Esto puede posiblemente deberse a que, por el método
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de impregnacion, el quitosano recubra la superficie del TiO2 reduciendo la accesibilidad

de los*poros y dificultando asi la adsorcion [Smith, 2018; Guerra Moran, 2022]; asi
como a laragregacion de particulas ya que el biopolimero tiende a formar agregados o
aglomerados‘leque ocupa espacio y por ende provoca una reduccion del area efectiva
disponible para.la_adsorcion del gas [Mizwatri et al., 2020]. La ventaja o desventaja que
esto represente en'las propiedades de ambos materiales, requieren de estudios mas
profundos.
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Figura 18. Distribucion del tamafio de poro por el método BJH del TiO2 cal€inado a 570 °C (T570) y del
material compuesto de T570 con quitosano (TQ),

En la Figura 18 se presenta la grafica que muestra la distribucién“del tamafio de poro
obtenida por el método BJH para ambos materiales con TiO2. En dicha grafica, para el
T570, podemos observar que se presenta un comportamiento monomodal con un
tamafio de poro de 4 nm, que entra en la clasificacibn de mesoporos coincidiendo con
el tamafio promedio de poro con una ligera presencia de macroporos, lo Cual puede
confirmarse con el comportamiento de la isoterma a presiones relativas cercanas.a 1.
La presencia de mesoporos mejora la capacidad para adsorber y catalizar reacciones,
asi como también aumenta la difusion de moléculas en el material, optimiza.la

capacidad para degradar contaminantes y mejorar su eficiencia. El contar con una
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ligera presencia de macroporos puede facilitar la difusion de sustancias de mayor

tamano~y_mejorar la velocidad de transporte y carga de material, asi como también
facilitar la”eliminaciéon de los productos de la reaccibn como se ha reportado en
aplicaciones{eataliticas. La distribucion del tamafio de poro puede ser controlada
mediante diferentes aspectos durante la realizacién de la sintesis; la presencia de
extracto acuoso de lirio acuatico es uno de los factores que le afectan [Yan et al.,
2017].

Para el caso especifice~del material compuesto con quitosano, TQ, se presentd un
aumento en el tamafio de les poros y una distribucion mas amplia, atribuible a la
formacion de nuevos poros debido a la interaccion quitosano-TiO2 provocados por la
separacion de particulas y la formacion de espacios interparticula mas grandes [Su,
2013; Khan et al., 2021]; cambios en la estructura porosa del material debido a la
expansion de los poros existentes(por la presencia de enlaces entre los grupos
funcionales de ambos materiales [Ricardiet al., 2021; Laranjo et al., 2019] y, por ultimo,
confirmado por la disminucién del»area~€specifica discutida anteriormente, por la
formacion de agregados o aglomerados ya que ocupan espacio y aumentan el tamafio

aparente de los poros [Mizwari et al., 2020].

4.1.6 Dispersion de Luz Dinamica (DLS) y Dispersion Electroforética de Luz
(ELS).
ZnO (Z500y ZQ)
Las curvas obtenidas por la dispersién de luz dindmica para_el ZnO calcinado Z500, y
del que se encuentra dentro del composito con quitosano,”ZQ: Como se puede
observar, la curva de distribucion exhibe un comportamiento bimodal con un pico
ubicado en los 821 nm y el segundo pico con maximo en valores mayores a 5 micras;
obteniendo un promedio entre dichos picos de 700 nm de tamafio hidredinamico para
este material, sin embargo, debe sefialarse que este parametro fue medido empleando
como dispersante agua y que puede atribuirse a interacciones con el dispersante
provocando la aglomeracién de las particulas.
La presencia de quitosano altera el comportamiento del 6xido y se observa que se tiene

una distribucion estrecha a tamafios pequefios, lo cual puede deberse a interacciones
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de cargas asociadas al quitosano, lo que altera su comportamiento en el dispersante,

posiblemente previniendo la formacion de aglomerados grandes como en el caso del
oxido solos

El valor del dndice de polidispersion (PDI) del 2500 es de 0.248, el cual es un valor
aceptable indicando que cuenta con una buena uniformidad en cuanto al tamafo de
particula. Para el material con quitosano, ZQ, este valor de PDI aumenta, quedando en
0.293; atribuible a ,que. el quitosano, al interactuar con el ZnO y formar el

nanocompuesto influye en los tamafios de las particulas.

Tabla 5. Valores de tamafio hidrodinamico y potencial zeta obtenidos para el ZnO calcinado a 500°C
(2500) y el material compuesto 2500 con Quitosano (ZQ).

MATERIAL TAMANO iNDICE DE VALOR DE POTENCIAL
HIDRODINAMICO[nmj | POLIDISPERSION ZETA [mV]
7500 700 QY 0248 35.4
o«
Z0 433 0.293 6.0

En la Tabla 5 se puede observar’la comparacion entre los valores de tamafio
hidrodindmico, el PDI obtenido y el valordel potencial zeta de los materiales Z500 y
ZQ.

Por otro lado, el valor de potencial zeta, obtenido por la dispersion electroforética de
luz, fue de -35.4 mV, para Z500, y 6 mV, para ZQ. Se ha establecido que valores
cercanos a cero se asocian con la formacion de suspensiones coloidales poco
estables, donde se forman aglomerados que precipitan en corte.tiempo [Frickenstein
et al., 2021], por lo que este parametro puede aplicarse como “Un~criterio inicial para
identificar si las particulas estaran dispersas en el medio, siendo de gran utilidad
cuando se trata de aplicaciones en fase acuosa, aunque no es un criterio limitante para
buenos desempefios. De estos resultados se observa que el quitosano proporciona una
superficie mas electropositiva que la del 6xido solo. En la literatura se encuentran
reportados valores negativos para el potencial zeta siguiendo este mecanismo de
sintesis aunque sin la presencia de un extracto vegetal, para el ZnO; esta disminucion
del valor de potencial zeta se puede deber al acoplamiento de los iones del 6xido

metalico al unirse con el biopolimero indicando un cambio en la interaccion
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electrostatica; se encuentra reportado en la literatura que el quitosano es un polimero

cationico_gue tiene grupos amino protonados, mientras que el ZnO se reporta con
carga negativa en su superficie debido a la presencia de grupos oxigeno-metal llevando
a una neutralizacion parcial de las cargas eléctricas en la superficie de las particulas
dando como resultado la disminucion del potencial zeta [Bhuyan et al., 2018; Dakroury
et al.,, 2021]. El coentar con un valor electronegativo es caracteristico de tener la fase
wurzita del ZnO propercionando la capacidad de comportarse de manera hidrofébica,

hecho que se observo alFmomento de realizar las diluciones en la evaluacion bioldgica.

TiO2 (T570y TQ)

La distribucion del tamafio hidrodinamico de particulas para el T570 y el TQ se
muestran a continuacion. En donde el T570 exhibe una curva de distribucion
monomodal estrecha centrada en 194-am; este valor coincide con los reportados en la
literatura, que van desde 10 hasta 10s.200 nm para este precursor (isopropéxido de
titanio, IPT).

Como es bien sabido, esta técnicacsefiala/como es el comportamiento aparente del
material en el medio en cuestion, en este caso’agua, el cual generalmente difiere de los
datos obtenidos por FE-SEM debido a que-en la microscopia se realiza con el material
seco debido a la agregacion, dispersion y gfectos interfaciales que se presenten en el
momento [Li et al., 2018; Stetefeld et al., 2016].

El comportamiento de la grafica de tamafio hidrodinamico)del T570 se ve afectado
cuando éste se encuentra dentro del material compuesto con.el quitosano ya que, de
primera instancia, la distribucién es bimodal con el primer pico gbicado en los 296 nm.
El observar el cambio de las gréficas, de ser monomodal a bimodal_para el T570y TQ
respectivamente, se debe a la influencia del quitosano en la agregaciony estabilizacién
de las particulas en cuestién. Esta forma monomodal, indica que las particulas de TiO>
estan relativamente dispersas y tienen un tamafio de particulas uniforme;ssiniembargo,
cuando se une con el quitosano en el material compuesto, ocurre una aglomeracion o
agregacion de particulas, fenobmeno que ya se habia propuesto por los resultados
anteriores de fisisorcion de N2. El quitosano, como un polimero de mayor peso

molecular que el TiO2, puede adsorberse en la superficie de las particulas de TiO2 y
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formar.enlaces y/o interacciones entre ellas formando de esta manera agregados mas

grandes”y.una distribucion bimodal de tamafios hidrodinamicos del material [Al-Kadi
et al., 2023],

Tabla 6 Valores de tamafo hidrodinamico y potencial zeta obtenidos para el TiO2 calcinado a 570°C
(T570) y el material compuesto T570 con Quitosano (TQ).

MATERIAL TAMANO INDICE DE VALOR DE POTENCIAL
HIDRODINAMICO [nm] | POLIDISPERSION ZETA [mV]
570 36318 0.131 297
TQ 290.3 0.388 215

El indice de polidispersion (PDI)~de*0.131, para T570, nos indica que se tiene una
distribucion del tamafio de particula®relativamente homogéneo [Malvern Analytical,
2019; Nobbmann et al., 2007]. Por el contrario, al contar con un PDI para el TQ de
0.388 se puede inferir que la variacion del tamafio aumento y disminuyd su similitud.
Por otro lado, el potencial zeta es-de -29.7 )mV para T570 y de 21.5 mV para TQ. El
valor electronegativo para el material calcinado” se atribuye a la presencia de grupos
funcionales en la superficie de las particulas que €stan ionizados generando una carga
negativa, y en el caso particular el TiO2'es.comun”que cuente con grupos -OH en la
superficie de este lo que lleva a que las particulas tengan una carga negativa. Este
valor del potencial zeta sugiere una carga suficientemente alta para prevenir la
agregacion de las particulas de TiO2 indicando una buenaseStabilidad coloidal de las
particulas suspendidas en el medio acuoso. Por otro lado, ak unirse el T570 con
guitosano se debe a la interaccion del biopolimero con el éxido metélico dando pie a un
aumento en el valor de la carga superficial teniendo implicaciones en, la estabilidad
coloidal de las particulas y su interaccion con el medio circundante [Tchoul.et al., 2020].
La Tabla 6 nos muestra un comparativo entre los valores del tamafo’_departiculas
obtenido por DLS y potencial zeta; asi como también del valor de PDI obtenido del
material T570.
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472 Evaluacién de la actividad bioldgica.

Los resultados de los ensayos de inhibicién in vitro, obtenidos por las técnicas de
difusion ensdisco, difusion en pozo y la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria se exhiben a continuacién. Estos ensayos evallan la eficacia de las
nanoparticulas de~6xidos metdlicos puros y aquellas incorporadas en el material
compuesto con quitosano suspendido en agua destilada (pH 7) contra diversas cepas
bacterianas, de las cuales se enumeran a continuacion las concentraciones empleadas
enla Tabla 7.

Antes de cada ensayo sewré€aliz6 una tincion de Gram para asegurar que las cepas

bacterianas se encontraban libres de contaminacion.
4.2.1 Difusién en disco.

En los ensayos de difusion en disco deslas nanoparticulas, se evaluaron diluciones
seriadas de 50 a 0.781 M9/mL suspendidos_en-agua destilada estéril, y evaluados contra
las bacterias Gram negativas P. aeruginosa (Figura 19), E. coli (Figura 20) y un modelo
de Gram positiva, S. aureus (Figura 21).

Los materiales evaluados no presentarop-actividad contra P. aeruginosa (Figura 19)
mientras que el disco impregnado con el ¢ontrol positivo, antibiotico amikacina mostré
un halo de inhibicion promedio de 21.75 mm. A pesar de no observar inhibicion
alrededor de los discos con las nanoparticulas de T5707y TQ se observo una ligera
coloracion café, sugiriendo que las bacterias podrian producir pigmentos o alterar su
fisiologia celular como una respuesta al efecto de las nanoparticulas [Baquero & Levin,
2020; Ocampo et al., 2014].

En la Figura 20, no se observaron halos de inhibicion de los materiales evaluados
contra E. coli, tnicamente se registré inhibicion de amikacina con un hale~de 24.25 mm.
Este dltimo se compone de dos partes, la primera de un halo dond€ se observa
inhibicién total del crecimiento bacteriano (actividad bactericida) y la segunday un halo
mas tenue de aproximadamente 1 mm que indica el cese del crecimiento de las‘células

bacterianas por limitacion o bloqueo de las vias por las que entran los nutrientes
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impidiendo su proliferacion, pero no para provocar la muerte (actividad bacteriostatica)
[Baquero & Levin, 2020; Ocampo et al., 2014].

Tabla 7#*Nemenclatura empleada, indicando sus concentraciones para los diferentes ensayos
microbiolégicos.

CODIGO | MATERIAL CON((:E;/T;LA)C'ON CODIGO | MATERIAL CON((:E;'/T;SC'ON
Z1 50 T1 50
Z2 25 T2 55
z3 12.5 T3 125
Z4 Z500 6.250 T4 T570 6.250
£ 30125 T5 3.125
26 1.562 T6 1.562
Z7 0.781 T7 0.781

2Q1 50 TQ1 50

Z2Q2 25 TQ2 o5

ZQ3 12.5 TQ3 125
ZQ4 ZQ 6.250 TO4 TQ 6.250
ZQ5 3.125 TQS 3125
Z2Q6 1.562 TQ6 1562
Z2Q7 0.781 TQ7 0.781

La actividad antimicrobiana del ZnO puro (Z500) contra S¢ aureus, una bacteria Gram
positiva se observo en concentraciones de 50 hasta 3.12 mg/mL _con halos de inhibicion
de didmetro 13.7 y 11.28 mm respectivamente. Por otro lado, @al.evaluar el ZnO con
guitosano (ZQ), se observd una reduccién de actividad tanto en la\concentracion
efectiva como en el didmetro del halo de inhibicion. A la concentracion de 50 mg/mL
(ZQ1) mostré un halo promedio de 9.1 mm, mientras que a una concentraeion de 12.5
mg/mL (ZQ3), el halo fue de 8.21 mm (Tabla 5). En contraste, en los ensayos ¢on TiO2
y TiO2 con quitosano, no se encontrd actividad antimicrobiana. Los halos de inhibicion

del control positivo fueron de 25 mm de diametro.
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Figura 19. Ensayo de difusion en disco en agar Mueller-Hinton de los materiales a) 2500, b) ZQ, c) T570
y d) TQ a concentraciones de la1 — 7 de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562+y 0.781 M9/m_ contra
Pseudomonas aeruginosa. C- agua destilada; C+ amikacina.(0/4 "9/mL).

El 6xido de zinc (ZnO) en su forma pura posee una mayor actividad antibacteriana a
bajas concentraciones en comparacion con cuando se le aflade quitesano. Esto se
atribuye a la mayor disponibilidad de iones de zinc en el Z500, que son esenciales para
su eficacia antibacteriana. El quitosano, al formar una capa polimérica alfededor del
ZnO [Smith, 2018; Guerra Moran, 2022], modifica la estructura cristalina.-[59],
reduciendo la liberacion de estos iones de zinc [Stani¢ & Tanaskovi¢, 2020; Smith,
2018; Guerra Moran, 2022; Mizwari et al., 2020].
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Figura 20. Ensayo de difusién en disco en agar Mueller-Hinton de los materiales a) 2500, b) ZQ, ¢) T570
y d) TQ a concentraciones de la1 — 7 de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 y 0.781_™M9%/m. contra Escherichia
coli. C- agua destilada estéril; C+ amikacina (0.4 H9/mL)\

La inhibicién del crecimiento bacteriano de S. aureus por el ZnO podria, atribuirse al
rompimiento de la pared celular, que provoca un dafio por oxidacion que’se-extiende a
la membrana citoplasmatica, ocasionando lisis celular [Avelizapa et al., 2020}:

Se ha reportado que el TiO:2 tiene actividad antibacteriana contra E. coli y S.)aureus
independientemente de su fase cristalina, anatasa o rutilo, dafiando la pared celular.y.la

membrana citoplasmatica de las bacterias, lo que provoca la salida de contenido celtlar
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ylo el_ingreso de las particulas, ademas de liberar radicales -OH que atacan las
enzimas‘y.el ADN bacteriano [Vargas Urbano, 2005].

Figura 21. Ensayo de difusion en disco en agar Mueller-Hinton de los materiales a) Z500, b) ZQ, c) T570
y d) TQ a concentraciones de la1 — 7 de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 y 0.781 ™% contra
Staphylococcus aureus. C-, agua destilada estéril; C+ amikacina (0.4 *9/m0):

Trabajos previos han reportado que las nanoparticulas de ZnO, TiO2 y=Si©; tienen
actividad inhibitoria contra las células bacterianas. La eficacia del TiO2 puedé\variar
segun las condiciones de sintesis [Dikshit et al., 2021]. La toxicidad de estos materiales
se sugiere que es provocado por los iones metdlicos disueltos al contacto con“la

membrana celular [Ameen et al., 2021]. Asimismo, el tamafio de las particulas puede
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generar’la formacion de radicales libres de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés)
[Dikshit-etal., 2021; Ameen et al., 2021].

Los halos~de ‘inhibicion obtenidos para cada material se reportan en la Tabla 5. El
diametro correspondiente a los discos de papel filtro es de 6 mm.

Tabla 8. Actividadrinhibitoria (mm) de las nanoparticulas de Z500 y ZQ a diferentes concentraciones
suspendidas en agua destilada contra Staphylococcus aureus; empleando la técnica de difusion en

disco.
) CONCENTRACION HALO DE
MATERIALA.€ODIGO ]
[™9/mL] INHIBICION [mm] |
V(Zl/ 50 13.7
o
Z2 25 12.5
7500 23 ‘e’/:\ 12.5 12
74 6.25 9.3
\
7 3.125 8.9
SZQ ‘g
ZQ1 o0 9.1
ZQ
zQ2 ‘b‘ 23?;\‘ 8.6

De acuerdo con los resultados de diametro-de inhibicion en la Tabla 5, se observa el
efecto de la incorporacion del quitosano en, el matefial’Z500, debido a que, aunque
coinciden en concentraciones que tienen actividad inhibitoria, estos halos presentados
son de menor diametro con respecto a los del material pure~(Sin quitosano) lo cual se
atribuye a la formacion de enlaces entre los grupos funciopales de los OM vy el
biopolimero [Mizwari et al., 2020], la modificacién en la estructura cristalina [59] y la
formacion de una capa de quitosano alrededor del ZnO [Smith, 2018; Guerra Moran,

2022] observados en los resultados de caracterizacion de los materiales_en, cuestion.

4.2.2 Difusion en pozo.

Adicionalmente, se realizdé la prueba antimicrobiana de difusion en pozo.de, los
materiales contra las bacterias P. aeruginosa (Figura 22) y E. coli (Figura 23),“coemo
modelos de bacterias Gram negativas, y S. aureus, como modelo de bacteria Gram

positiva; reportando solamente los resultados de P. aeruginosa, debido a que en ambos
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casos _se presento el mismo comportamiento. Los diametros de los pozos ubicados en

el agarson de 6 mm.

Figura 22. Ensayo de difusion en pozo de los materiales a) Z500, b) ZQ, ¢) T570-y d) TQ [50, 25, 12.5,
6.25, 3.12, 1.56 y 0.78 M9/m.] contra Pseudomonas aeruginosa. C- agua destilada estétil y C+ amikacina
[0.4 pug/mL].

Esta metodologia permite una interaccion directa de los materiales (Z500,ZQ, T570 y
TQ) suspendidos con las células bacterianas, distribuidas en el mediosde cultivo
agarizado [Yu et al., 2016]. A pesar de ello, y similar a lo encontrado en el ensayo en

difusién en disco, no se registraron halos de inhibicion contra las bacterias\.Gram

negativas.
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Figura 23. Ensayo de difusion en pozo de los materiales a) 2500, b) ZQ, c) T570 y d) TQ [40, 20, 10, 5,
2.5,1.25y 0.625 M¥/m.] contra Staphylococcus aureus. C- agua destiladasestéril; C+ amikacina [0.4 *9/mL].

P. aeruginosa (Figura 22) y E. coli (no mostrado). En la Figura 23 se observan los
resultados de la inhibicién contra la cepa P. aeruginosa de los_materiales 2500, ZQ,
T570 y TQ. Bajo esta metodologia, se observé un halo de inhibicion par la interaccion
del material Z500 con las células bacterianas. A pesar de que el material se precipita
en el fondo del pozo, se encontr0 una mejor actividad antibacterianasdebido a la
interaccién directa entre el agar y las nanoparticulas suspendidas a concentraciones en
100 pL [Yu et al., 2016]. Los halos obtenidos mediante este ensayo bacteriologico se
presentan en la Tabla 6.

Contra S. aureus, se obtuvieron resultados positivos para los materiales Z500 y_ZQ

hasta las concentraciones de 5y 10 mg/mL, respectivamente (Figura 23), encontrando
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un incremento en los diametros de los halos de inhibicion de 16 y 12 mm,

respectivamente (Tabla 6), lo que puede deberse a la mayor area de contacto y
disponibilidad de las particulas [Di Bonaventura et al., 2002; Redelinghuys, 2012]. El
diametro promedio de los halos de inhibicion del antibiético fue de 36 mm.

Tabla 9. Actividadinhibitoria (mm) de las nanoparticulas de Z500 a diferentes concentraciones
suspendidas en agua 'destilada contra Pseudomonas aeruginosa; empleando la técnica de difusion en

pozo.
) CONCENTRACION HALO DE
MATERIAL_.[*CODIGO ]
[M9/mL] INHIBICION [mm]
% 50 7
. 2
Z2 25 5
Z500 73 (y"/:\ 12.5 4
Z4 6.25 4
4 )
Z 2 3
7 Q?

La actividad del ZnO contra S. aureus se obServO en ambas técnicas, esto puede
atribuirse a la interaccion entre el Zn@"y la carga superficial de la bacteria Gram
positiva que posee una carga superficial negativa debido al peptidoglicano en su pared
celular (-35.4 mV). Esto facilita la adhesion de las nanoparticulas a la superficie celular
promoviendo asi su actividad antibacteriana. Esta adhesion-resulta en la alteracion de
la permeabilidad de la membrana, impide el transporte de~nutrientes esenciales, la
generacion de ROS y dafios mecéanicos en la pared celular [Mia_ et\al., 2018].

La ausencia de actividad de los materiales sobre las Gram negativas puede deberse a
su compleja pared celular y la capa le lipopolisacaridos y proteinas que, actian como
una barrera impermeable a compuestos antimicrobianos y moléculas grandes.

Ademas, se sabe que, las bacterias Gram negativas desarrollan resisteneia, a nuevos
antibioticos debido a la existencia de sistemas de reflujo mas eficientes que permite la

rapida expulsion de sustancias antimicrobianas [Pirez y Mota, 2006].
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Tabla”10. Actividad inhibitoria (mm) de las nanoparticulas Z500 y ZQ a diferentes concentraciones
suspendidas en agua destilada contra Staphylococcus aureus; evaluando la técnica de inhibicion en

pozo.
) CONCENTRACION HALO DE
MATERIAL | CODIGO ]
[M9/mL] INHIBICION [mm]
Z1 50 10
Z2 25 9
Z500 ¢ Ve 73 125 8
Z4 6.25 6
-
Z5 3.12 4
YA
ZQ1 50 5
ZQ ZQ2 25 2.5
ZQ3 12.5 2

4.2.3 Determinacion de la Goncentracion Minima Inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria (EMI) se determind con la técnica de microdilucion

en pozo de los materiales Z500, ZQ, T570y,TQ centra S. aureus y E. coli, Figura 24.

Tabla 11. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)de las nanoparticulas de Z500 y ZQ a diferentes
concentraciones suspendidas en agua destilada contra Staphyloedecus aureus y Escherichia coli.

MATERIAL | S. aureus ["9/m.] | E. colif[%9%mL]
v
7Q 25 5@
Z500 12.5 50

La actividad antimicrobiana se registré al igual que en las técnicas anteriores,

solamente con aquellos materiales que contienen ZnO, ya sea Z500 o ZQ. A diferencia

de los resultados obtenidos en las técnicas con medio de cultivo agarizado, con esta

técnica se observo inhibicién de E. coli a una concentracion de 50 mg/mL (Figura 24b).

Mientras que para S. aureus se requirid una menor concentracion del Z500 al ZQ. En la

Figura 24a) se observa la viabilidad celular después de la tincion con TTC, encontrando

gue la concentracion minima inhibitoria (CMI) del material Z500 es de 12.5 mg/mL

mientras que para el ZQ se requiere una mayor concentracion (25 mg/mL) para la
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inhibicioh de las células bacterianas, esto por lo mencionado anteriormente, la

interferencia del biopolimero en el 6xido metélico. Cabe mencionar que la técnica de

difusion em’agar tiene mejores resultados que la de microdilucién (Tabla 7).

a)

i ,,,'

N Lo 2y e e O
@\.?)AJ’_?-’-JH» )\ /(/‘\ v).

Figura 24. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibiteria.de los materiales Z500, ZQ, T570 y TQ.

Las concentraciones se numeraron de 1-8, siendo.en ese arden 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 y 0.781

m9/mL. C- agua destilada estéril. C+ amikacina [0.4 "9/, ] contraslas bacterias a) Staphylococcus aureus y
b) Eschefichia coli.

Maestria en Ciencias en Ingenieria

63

——
| —



CAPITULO V: CONCLUSIONES.

La calcina~de ZnO a 500 °C (Z500) exhibe una estructura cristalina hexagonal tipo
wurtzita, Sinsfases adicionales, confirmado por la ausencia de picos adicionales en los
difractogramas..Esto indica que el material es puro y cristalino. Utilizando la ecuacion
de Scherrer, se.determind que el tamafio del cristalito del Z500 es de 16.3 nm,
sugiriendo un crecimiento anisotropico de las particulas. Al incorporar quitosano (ZQ),
el tamafio del cristalito disminuy6 ligeramente a 15.9 nm, lo que indica una minima
influencia del quitosano‘en‘el tamafio de los cristalitos.

En cuanto a la energia de‘banda prohibida (Eg), el Z500 present6 un valor de 3.25 eV,
ligeramente inferior al valor reportado en la literatura (3.32 eV), mientras que, en el ZQ,
la Eg disminuy6 a 3.13 eV. Esta'feduccion se puede atribuir a una mayor presencia de
defectos y una menor ordenaciénsde los atomos, debido a la interaccion con el
quitosano, que introduce desorden en la'estructura cristalina.

Tanto el Z500 como el ZQ presentansuna isoterma de tipo 1V(a), caracteristica de
materiales mesoporosos, y la presencia de macroporos se observa en presiones
relativas mayores a 0.9. El Z500 ‘tiene un ‘area especifica de 31.74 m?/g, con una
distribucion bimodal de tamafio de poro, con un‘premedio de 4.91 nm. La incorporacién
del guitosano reduce significativamente el area especifica del ZQ a 6 m2/g y el tamafio
promedio de poro a 3.8 nm. Esta reduccion‘se debe ada abstruccion de los poros por el
guitosano, que forma una capa que bloguea los poros del ZnO.

El tamafio hidrodinamico del Z500 es de 700 nm, con una’distribucion bimodal. En el
ZQ, la distribucién se estrecha, pero el indice de polidispersién (PDI) aumenta de 0.248
a 0.293, lo que indica una mayor variabilidad en el tamafio de las/patrticulas debido a la
presencia del quitosano. El potencial zeta del Z500 es de -35.4 mV, lo que sugiere una
superficie electronegativa. En el ZQ, este valor disminuye a 6 mV, indicando una mayor
electropositividad en la superficie, atribuida a la neutralizacion parcialde<as cargas
negativas por el quitosano

La incorporacion de quitosano y extracto de lirio acuatico en la sintesis de TiO2z afecta
significativamente sus propiedades morfolégicas y estructurales. Esta interaccion
induce cambios en el tamafio de cristalito y la distribucién del tamafio de poro-del

material.
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Por ejemplo, el TiO2 puro presenta una alta area superficial (84.46 m2/g), lo que

favorece” la adsorcion y la interaccion con moléculas bacterianas. Sin embargo, al
incorporarquitosano, el area especifica se reduce a 46.97 m2/g debido al recubrimiento
del 6xido metalico y la formacion de agregados. Por su parte, la presencia de extracto
de lirio acuétice“puede aumentar o disminuir el area especifica, dependiendo de su
concentracion y meétodo de sintesis. Esta variabilidad puede ser aprovechada para
optimizar el material'endistintas aplicaciones.

La isoterma tipo IV(a)g¢eon histéresis H2(b) observada en el TiO2 puro indica una
estructura porosa con mesoperos y algunos macroporos, lo cual facilita la difusion de
moléculas y mejora la capacidad de adsorcion del material. En el material compuesto
TQ, se observa una distribucion. del tamafio de poro mas amplia y poros mas grandes,
lo cual resultdé beneficioso para aplicaciones donde se requiere una mayor difusion de
sustancias.

La banda de absorcion caracteristica del TIO2 y su energia de banda prohibida (Eg) son
afectadas por la presencia de defectos y vacancias en la red cristalina. La inclusion de
extractos vegetales puede modificar estas prepiedades Opticas, un aspecto crucial para
aplicaciones fotocataliticas y antibacterianas.

En cuanto a la distribucién del tamafo de particulas, el TiO2 puro presenta una
distribucion monomodal con un indice de polidispersiéon (PDI) bajo, indicando una
distribucion homogénea. Sin embargo, al combinarse conquitosano, la distribucién se
vuelve bimodal con un PDI mayor, sugiriendo agregacionsde particulas. Ademas, el
potencial zeta cambia de -29.7 mV para el TiO2 puro a 21.5 mV para el material
compuesto, lo que indica una mayor estabilidad coloidal en_€l material puro en
comparacion con el material compuesto.

Estos cambios en las propiedades morfologicas y estructurales, inducidos por la
incorporacion de quitosano y extracto de lirio acuético, demuestran la complejidad y el
potencial para la optimizacion de materiales compuestos de TiO2 para‘aplicaciones
especificas, como las antibacterianas y fotocataliticas.

Los materiales evaluados (Z500, ZQ, T570 y TQ) no presentaron actividad
antimicrobiana contra las bacterias Gram negativas Pseudomonas aeruginosasy

Escherichia coli en la mayoria de las pruebas, salvo una excepcién con E. coli a una
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alta conCentracion de Z500 (50 mg/mL). Esto se debe a la compleja estructura de la

pared “celular de las bacterias Gram negativas que actia como una barrera
impermeablesy a la eficiencia de sus sistemas de reflujo para expulsar sustancias
antimicrobianas: ElI ZnO puro (Z500) mostré una significativa actividad antimicrobiana
contra Staphyloecoccus aureus (una bacteria Gram positiva), con halos de inhibicion que
varian de 13.7 mm Ja [11.28 mm en concentraciones de 50 mg/mL y 3.12 mg/mL,
respectivamente.

La adicion de quitoSano (ZQ) disminuy6é la actividad antimicrobiana del ZnO,
probablemente debido a la reduccion en la liberacién de iones de zinc causada por la
formacion de una capa polimériea de quitosano alrededor del ZnO. La incorporacion de
guitosano en los materiales de.ZnO reduce su eficacia antimicrobiana. Los diametros
de los halos de inhibicion para 2@ fueron menores comparados con el ZnO puro, lo
cual se atribuye a la formacion deé\enlaces entre los grupos funcionales de los
materiales y el quitosano, asi como a lamodificacion en la estructura cristalina del ZnO.
La metodologia de difusion en agar-mostréimejores resultados en comparacion con la
microdilucion, especialmente para las pruebas contra S. aureus. Las técnicas basadas
en agar permiten una mayor interacCion"directa entre las nanoparticulas y las células
bacterianas, lo que podria explicar los mayores ‘diametros de los halos de inhibicién
observados. La actividad antimicrobiana del/ZnO cOntra S. aureus se atribuye a la
interaccion entre las nanoparticulas de ZnO y la carga superficial negativa de la pared
celular bacteriana, lo que facilita la adhesion y la posterior alteracion de la
permeabilidad de la membrana.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Derivadao.de los resultados no concluyentes de la actividad microbioldgica del quitosano

en los compositos, se proponen las siguientes recomendaciones:

1. Variar el porcentaje de extracto de lirio acuético, asi como el precursor de zinc y
titanio reSpeetivamente, para evaluar el efecto de estas variables en las

propiedades estudiadas en esta investigacion.

no

Emplear quitosano.de distintos pesos moleculares en el composito y estudiar su
efecto.

w

Probar otros microorganismos, como hongos y levaduras, para verificar si los

materiales estudiados peSeen actividad antifungica.

H

Someter a fotoactivacion laS\nanoparticulas, ya sea de ZnO y TiOx.
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ANEXOS

Estos resultados se realizaron, pero ya no se colocaron en el texto debido a que no se

consideran‘relevantes para los objetivos del trabajo.

A.1l. Determinacién de polifenoles y flavonoides del extracto acuoso de lirio
acuatico.

A.1.1 Polifenoles

El analisis del Contenido~de Polifenoles Totales (TPC) se realizO adaptando la
metodologia propuesta en 2017, construyendo una curva de calibracion usando acido
galico como estandar a concentraciones de 1, 2, 4, 6 y 7 yg/mL. Para las muestras se
utilizaron 100 yL de una solucién”del extracto disuelto en metanol, afiadiendo 1400 pL
de H20, seguido de 250 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N, después de 6 minutos
se adicionaron 250 pL de Na2COs al 20%'y pasadas 2 h se leyeron las absorbancias de
cada muestra a 760 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado. La concentracion
se expresa como ™9 Ea. acido galicof, oiani0 seco. LOSsresultados se presentan en la Tabla 10
[Mufioz-Bernal et al., 2017].

Tabla 12. Contenido de Polifenoles, Totales (TPC) del extracto de lirio.

g Eq. Acido gz£1lico/g
PRUEBA
extracto liofilizado
1 896
[
2 41.63
3 37.97
Promedio 42.85
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A2 Flavonoides

El analisisydel Contenido de Flavonoides Totales (TFC) se realiz6 adaptando la
metodologia propuesta en 2010, construyendo una curva de calibracion usando rutina
como estandar<a,concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 H9/m.. Para las muestras se
utilizaron 100 uLe«de una solucién del extracto disuelto en metanol, afiadiendo 75 uL de
NaNO: al 5%, despues de 6 minutos se adicionaron 150 pL de AICIs al 10%, pasados 5
min se afadieron 1675 4L de H20, seguido de 500 yL de NaOH 1 M. Se leyeron las
absorbancias de cada muestra a 510 nm antes de haber transcurrido 15 min. Las
muestras se realizaron porstriplicado. La concentracion se expresa como M9 Ea. rutina/

extracto seco. LOS resultados se presentan en la Tabla 11 [H. Zhu et al., 2009].

Tabla 13. Contenido de Flavonoides Totales (TFC) del extracto de lirio.

mg Eq. Acido rutina/g extracto
PRUEBA
liofilizado
1 . ;/121.72
2 110:06
7, )
3 120
O 1043,
Promedio 117.30
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A.2. Caracterizacion de los materiales sin calcinar.

A'2.1 Analisis termogravimétrico (TGA).

ZnO (Z70)

En la Figura 25 _se observa el termograma correspondiente al material Z70 y del
Extracto acuoso de lirio acuéatico en fase liquida, respectivamente. Con respecto a la
gréfica correspondiénteial extracto, se observa la pérdida de casi la totalidad de la
muestra sucede entre 380)°C y 137 °C como a la evaporacion de los compuestos
volatiles ligeros [Sukarni €t al?, 2018] de los componentes de la hoja de lirio que se
encuentran disueltos en el agua [Gupta et al., 2016; Senhaji et al., 2020]. se observa
una pequefa pérdida de masa,-entre_137 °C y 900 °C, de aproximadamente 2% la cual
se puede atribuir a la descompasicion de los componentes organicos del extracto

presentes después de la evaporacion/de solvente y componentes volatiles.
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Figura 25. Termograma del ZnO seco a 70 °C (Z70), del extracto acuoso de lirio acuatie0'y del precursor
de zinc (AAZ, inserto) con un barrido de temperaturas entre los 30- 1000 °C y una rampa de

calentamiento de 10 °C/min.

Por otro lado, en la grafica correspondiente al material Z70, se presenta una peérdida de
masa de 1.7% entre los 60 y 170 °C la cual se atribuye a la evaporacion del_agua
fisisorbida que se encuentra en la superficie del material y la evaporacion de-los

componentes volatiles ligeros aun adsorbidos en el material (como el acido oleico,
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alcohal~estealitico, acido octadecanoico, fitol vanilina y estigmasterol) [Sukri et al.,
2019; Zaket al., 2011; Silva et al., 2015].
Para estesmatérial, se observa una segunda pérdida de masa entre los 170 °C y 370 °C

de 5.4% ocasienada por la descomposicion de los remanentes de materia organica
presente en el\material, el cual se origina tanto de los restos de precursor empleado
(acetilactonato dezinc), como de alguno de los compuestos organicos provenientes del
extracto que posiblemente pudieron adsorberse en la superficie del ZnO una vez
formando; tales como elracido ferulico, colesterol metilico, B-sitosterol, colesterol, acido
vanilico, acido heptadecanoico, acido tetradecanoico, acido pentadecanoico, acido
citrico, glucosa, sacarosa y glicerol. Las subsecuentes pérdidas pueden asociarse a la
descomposicion de compuestos.mas complejos, como los acidos carboxilicos y el acido
dicosanoico, los cuales se descompoanen en temperaturas entre 300 °C hasta los 400
°C [Silva et al., 2015], aunque tamhién se debe considerar que, la formacién de la
estructura hexagonal del ZnO tiene lugar arriba de 350 °C, por lo que la pérdida de
masa en esta region de temperaturaspuedetdeberse al reacomodo de los hidroxilos de
la estructura del oxido, la cual puede!extendérse hasta 570 °C. Se ha reportado una
pérdida importante de masa en muestras de Zn© obtenidas a partir del acetilacetonado
de zinc en el rango de los 173 °C y 251 °C indicandoda descomposicion de la molécula
del ligando acetilacetonato dejando unicamente el material ZnO [Horzum et al., 2018].
Respecto a la siguiente etapa de pérdida de masa entredos 570 °C y 780 °C se asocia
al proceso de combustion de las especies organicas presentes en la muestra [M. I.
Khalil et al., 2014; Chan et al., 2021].

Por dltimo, la pérdida de masa de 1% alrededor de los 900 _°C corresponde a la
carbonizacion de la materia organica térmicamente estables a altas.temperaturas [Yuan
et al., 2021], asi como el rompimiento de los enlaces, y por ende la.descomposicion,
Zn-O que se presentan solamente a altas temperaturas, arriba de los ‘800 °C [Leal et
al., 2023].

TiO2 (T100)

La curva TGA del material T100 (Figura 26), exhibe un menor nimero de etapas en
comparacion que la del material Z70, y del extracto acuoso de lirio. El precursor «de
titanio, isopropoxido de titanio, cuenta con grupos organicos éster, alquilos y
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metalorganicos; de los cuales los ésteres se descomponen alrededor de los 150 °C por
lo que‘igual contribuye a la primera pérdida de masa que se encuentra en ese rango, a

la que mayermente contribuye la evaporacién del agua y los volatiles ligeros del

extracto.

100
504
80
70
60 -
50
40
304

20

Pérdida de masa (%)

10 +

137 °C
> 4 >

Extracto
—u—T100

7.7%

100

- 95

90

-85

- 80

75

70

- 65

Figura 26. Termograma del TiO2 seco a 100;°€ (T100) y'del extracto acuoso de lirio acuéatico con un

barrido de temperaturas entre los 30 - 1000.°€ y unairampa de calentamiento de 10 °C/min.

La segunda pérdida de masa ocurre entre los200 °C y'550 °C, esta se puede atribuir a
la descomposicion de los grupos alquilo propios del précursor de titanio y del acido
tartarico, asi como de los terpenoides dados por la preséncia del extracto de lirio
acuatico. La descomposicion del precursor de titanio se présenta en este rango de

—
100

200

temperatura [Silva et al., 2015].

Finalmente, a temperaturas superiores a 550 °C, se tiene una pérdida de masa
correspondiente al 7.7% que puede deberse tanto a la descomposicién de la materia
organica que aun se encuentra presente en la muestra aln después de realizar

tratamiento térmico, como a la pérdida de hidroxilos estructurales dande”lugar a la
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formacion de la fase cristalina del 6xido [Yuan et al., 2021].
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A2.2 Espectros FT-IR.

ZnO (Z70)

La técnica de_espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier brind6 la
informacion necesaria para identificar los grupos funcionales que se encuentran
presentes en los, materiales. En la Figura 27, se pueden observar los espectros
correspondientes als€xtracto acuoso de lirio acudtico liofilizado y del material de ZnO
secado a 70 °C (Z70).

Extracto /
— Z0*S 1592
1515
1646

3228

3414\\\

Absorbancia (u. a.)

I ! I ! I ! I ! I ! | ' I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 27. Espectros FT-IR del ZnO seco a 70°C (Z70) y del extracto acueso de lirio acuatico liofilizado.

En ambos espectros se puede observar una banda amplia centrada~en 3336 cm™, para
el extracto, y en los 3228 cm, para el Z70; las cuales se atribuyen a la Wibracion de los
enlaces -OH propios del agua adsorbida y OH estructurales, compuestos.fendlicos y/o
nitrogenados (-NH). La amplitud de las bandas es indicativa de la presencia“de distintas
especies OH, las cuales interactian, ademas, con los grupos funcionales delZ70. En el
espectro del extracto se observan dos bandas en 2941 y 2722 cm, posiblemente
provocadas por las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H que se encuentran
en los grupos metilos y metoxilos provenientes de los compuestos organicos presentes

en el extracto, que se ven afectados al entrar en contacto con el precursor de zinc
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durante“la sintesis provocando el desplazamiento de la banda en 2722 cm™ hacia los

2635 cmly asi como un cambio en la definicion de ésta sefial en el espectro del Z70
[Oluwafemi et al., 2019b; Yunitasari et al., 2022; Rodriguez-Félix et al., 2021].

La banda vibfaeional que se observa en el espectro del extracto centrada en 1592 cm,
se puede presentar como un par de bandas bien definidas en el espectro del Z70
centradas en los 1646 cm™ y 1515 cm™, estas sefiales pueden deberse a la presencia
de enlaces C=C quegsse encuentran en la cadena principal de los anillos arométicos
correspondientes a los~diferentes compuestos organicos dentro del extracto y de
grupos hidroxilos del agua fisisorbida. En ambos espectros de la Figura 27 se observa
una banda localizada a 1406.cm™* que corresponden a la vibracién de deformacion de
los enlaces C-H, C=C y C-O-H'de“grupos metileno y metoxilo. Las bandas presentes en
1267 cm, 1064 cm y 1137 cm¥ pueden asociarse con vibraciones de estiramiento
asimétrico de C=C-O, C-H y C-0, y C-OH respectivamente, posiblemente asociadas a
la presencia de los éteres en el extracto [Rodriguez-Félix et al., 2021; Espinoza-Acosta
et al., 2022; Hitkari et al., 2017a].

Respecto a la formacion del son, se_ observa que aun cuando la muestra Z70 se ha
secado a baja temperatura, el 6xido $e*ha logrado_formar, debido a la presencia de
bandas centradas a 984, 918, 621 y 547 tm™ las_cuales son caracteristicas de las
vibraciones de los enlaces Zn-OH y Zn-Q_[Hitkari €tal.,, 2017a; Devi & Velu, 2016;
Petrovi¢ et al., 2015].

La sintesis mediada por extractos de plantas puede inducir’cambios en los 6xidos de
ZnO. Por ejemplo, se ha reportado un estudio comparativo entre el ZnO obtenido por
sintesis quimica y por la sintesis con presencia de un extracto_de hojas de jambolan
(Syzygium cumini) [Raj et al., 2021], donde no se encontré un cambio significativo en
cuanto a las bandas de los enlaces Zn-O del 6xido.

En un trabajo sobre el uso de lirio acuético para la sintesis de nanoparticulas de plata,
se reportd que los compuestos presentes después de la obtencion. de las
nanoparticulas fueron de la familia de los flavonoides uUnicamente, reportando su
estabilidad a temperaturas superiores a la temperatura ambiente. Lo anterior, (puede
representar una explicacion a los resultados del presente trabajo, asumiendo que_los

grupos organicos presentes en la muestra calcinada puedan provenir de dichos
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compuestos [Oluwafemi et al., 2019]. Adicionalmente, se ha reportado en la literatura

[Espinoza-Acosta et al., 2022], la estabilidad de los grupos C=C de los componentes
del extracto_de lirio acuatico, a temperaturas superiores a 70 °C, lo cual puede dar
soporte a las-suposiciones hechas sobre la permanencia de grupos funcionales del
extracto de lirio, “anclados o adsorbidos en la superficie del ZnO, incluso después del

tratamiento térmico.

TiO2 (T100)

En la Figura 28 se muestran los espectros del extracto acuoso de lirio acuético y del
material de TiO2 secado a"100 2C, (T100). En ambos espectros se observan bandas
amplias ubicadas en la region de baja energia del espectro, para el extracto esta banda
se centra en 3326 cm™ mientras(ue para el T100 se localiza alrededor de 3224 cm™.
Se observan dos bandas en los 2933.y.2649 cm, causadas por el estiramiento de los
enlaces C-H presentes en los grupos metilos y metoxilos de los compuestos organicos
del extracto [Oluwafemi et al.,«2019b; Yunitasari et al., 2022; Rodriguez-Félix et al.,
2021].
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Figura 28. Espectros FT-IR del TiO2seco a 100°C (T100) y del extracto acuoso de lirio acuatico liofilizado

El extracto presenta una vibracién de banda localizada en 1631 cm, resultante de los

enlaces C=C en los anillos arométicos de distintos compuestos organicos en él
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contenidos. En el espectro de la Figura 28, se observa una banda en 1398 cm™ que se

asocia~con la deformacién de los enlaces C-H, C=C y C-O-H en los metilenos y
metoxilosimencionados anteriormente. Las bandas detectadas en 1260 cm-t, 1107 cm™?
y 1064 cm{eerroboran la presencia de éteres en el extracto y fenoles en el 6xido
metélico. Dichas*bandas derivan de las vibraciones asimétricas de los enlaces C=C-O,
C-H, C-O y C-OH, 'en ese orden [Rodriguez-Félix et al., 2021; Espinoza-Acosta et al.,
2022; Hitkari et al., 20174,

A pesar de que el material T100 no se someti6 mas que al proceso de secado a 100
°C, se puede inferir la formacién del 6xido a esta temperatura debido a la presencia de
una banda intensa centrada en-613 cm, caracteristica de las vibraciones del enlace
Ti-O en materiales de TiO2 [Hitkari_et al., 20172; Devi & Velu, 2016; Petrovi¢ et al.,
2015]. Con lo anterior, se puede asumir que el extracto no ejerce un efecto adverso en
la obtencion de TiO:2 a bajas temperaturas.

Adicionalmente, en el espectro infrarrojo del T100, se observa la presencia de sefales
correspondientes a grupos OH, mismos que generalmente se asocian a la presencia de
moléculas de agua fisisorbida, pero también a. los grupos OH terminales del oxido
[Oluwafemi et al., 2019b].

Existen reportes sobre la sintesis de TiOg con presencia de extracto de hojas de jamun
(Syzygium cumini) [Pathinti et al., 2021; Elagib, 20207, ebteniendo de manera exitosa la
formacion de las nanoparticulas con escasa presencia, de bandas vibracionales
pertenecientes a los grupos funcionales orgénicos proveniéntes del extracto, lo que
permite asumir que la variedad de la planta y, en consecuencia, los compuestos que
esta tenga, determinan en cierta forma la estabilidad de los . gripos organicos que
puedan adsorberse o anclarse al 6xido.

En otro reporte sobre la obtencion de TiO2 a partir de isopropoxido de“titanio (IPT) [K.
M. Khalil et al., 1998a], se observe que el pH del medio de reacciontiene un papel
importante en la permanencia de grupos funcionales sobre la superficie” del oxido
después del tratamiento térmico de éste, concluyendo que un pH acido pramueve la
formacion de superficies de bajo grado de hidroxilacién, por lo que los compuestos

organicos del extracto disponen de un menor nimero de sitios de enlace.
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Por otre’lado, una investigacion sobre nanoparticulas de plata empleando extracto de

lirio acwatico, demostr6 la estabilidad de los grupos funcionales provenientes del
extracto inCluso a temperaturas de tratamiento altas, lo que reafirma la suposicién de
mayor estabilidad térmica de los componentes del lirio con respecto de otras plantas
reportadas [Oluwafemi et al.,, 2019b]. La presencia o0 ausencia de estos grupos
funcionales, puede' maodificar las propiedades de los materiales, sin embargo, cada
caso debera estudiarse.a profundidad, para determinar si tales modificaciones

promueven o inhiben una.aplicacion en particular.
A.2.3 Espectros UV-Vis por reflectancia difusa.

ZnO (Z70)

En la Figura 29 se observa la comparacion de los espectros UV-Vis obtenidos por
reflectancia difusa del extracto de liriowy“del ZnO secado a 70 °C (Z70). Para el extracto
de lirio se cuenta con cuatro bandas de‘absorcion en la regién UV, entre los 200 y 400

nm, ubicadas en los 223 nm, 243 nm, 289 nm'y 320 nm.
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Figura 29. Espectros UV-Vis del ZnO seco a 70°C (Z70) y del extracto acuoso de lirio acuético.

En la literatura se ha reportado que el extracto de lirio cuenta varios compuestos

organicos entre los cuales se encuentran los compuestos fendlicos (especies de
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flavonoides y taninos), aminoacidos como los alcaloides, compuestos derivados del

colesterol_tales como los esteroles y por ultimo los pigmentos naturales propios de la
planta deda_eSpecie de carotenoides; la presencia de estos compuestos organicos se
ven reflejada‘enrlas bandas de absorcion observadas en la Figura 29.

La presencia de flavonoides que se encuentran en el extracto se puede observar por su
banda de absorcian que se encuentra en los 320 nm. Por otro lado, la presencia de los
fenoles propios del extracto se evidencia por la banda centrada en los 289 nm. Debido
a la presencia de compuestos derivados del colesterol, esteroles, y de los aminoacidos,
alcaloides, se encuentra unabanda de absorcion ubicada en los 243 nm. Por ultimo, la
banda que se observa en los 223 nm se atribuye a la presencia de celulosa, compuesto
propio y caracteristico de las especies vegetales. De los compuestos mencionados, se
van descomponiendo a medida gues.se somete a tratamientos térmicos, ya sea del
proceso de secado a 70 °C o a la calCinacién a 500 °C, por lo cual en los espectros de
infrarrojo mencionados en el apartado\anterior se contd con la presencia de bandas
asociadas a los diferentes grupes funcionales de dichos compuestos organicos
[Jurasekova et al., 2006; Elagib, 2020].

Raj et. al. (2021) reportaron la comparacion entre_ZnO sintetizado en presencia de un
extracto vegetal y el obtenido por la via quimica, ya eonocida. Los espectros obtenidos
en su investigacion cuentan con una pendiente mas—pronunciada y con diferencia
considerable entre ambos métodos de sintesis ademas de contar con bandas
adicionales atribuibles al precursor de zinc empleado (nitratede zinc) [Raj et al., 2021].
Zhao et. al. (2014) reportaron el espectro UV-Vis con una estrecha banda de absorcion,
alrededor de los 370 nm contando con una diferencia en la_ferma de las bandas
obtenidas debido a la metodologia de sintesis, sol-gel vs hidrotérmico, asi como el pH
con el que se llevé a cabo la reaccién. Atribuir el comportamientosde*la grafica al
precursor que se emplea se puede aseverar comparando los trabajos de:Zhao et. al. y
Raj et. al., mencionados anteriormente, con los trabajos de Uribe-Lopez et..al..(2021) y
Almeida-Ramon et. al. (2017) ya que estos trabajos emplean como precursor de zinc
acetilacetonato de zinc y como resultado se obtuvieron espectros mas limpios’y icon

una banda de absorcion mas amplia que las otras reportadas; teniendo ‘este
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comportamiento en la presente investigacion [Uribe-Lopez et al.,, 2021b; Zhao et al.,
2014; Almeida Ramén, 2012].

TiO2 (T100)

En la Figura 30'se observan los espectros UV-Vis obtenidos por reflectancia difusa del
material seco a 100-°C (T100) y del extracto acuoso de lirio acuatico. Se dispone de
cuatro bandas de abSorcion en la region UV (200-400 nm) para el extracto de lirio;
estas bandas se localizan.en 223 nm, 243 nm, 289 nm y 320 nm. En la literatura se ha
informado que el extractosde lirio contiene varios compuestos organicos, incluyendo
compuestos fendlicos (flavonaides y taninos), aminoacidos como alcaloides,
compuestos derivados del colesterol como esteroles y pigmentos naturales propios de
la planta, como los carotenoides;{a presencia de estos compuestos organicos se refleja

en las bandas de absorcion observadas.en la Figura 30.
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Figura 30. Espectros UV-Vis del TiO2 seco a 100°C (T100) y del extracto acuoso dg.litio acuatico.

La banda de absorcion en 320 nm indica la presencia de flavonoides en.el_extracto.
Asimismo, la banda centrada en 289 nm evidencia la presencia de los denoles
caracteristicos del extracto. La banda de absorcion en 243 nm se atribuye’a) los
compuestos derivados del colesterol (esteroles) y aminoacidos (alcaloides). Por ultimo,

la banda observada en 223 nm se relaciona con la presencia de celulosa, un
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compuesto caracteristico de las especies vegetales. Estos compuestos mencionados

se deseomponen durante los tratamientos térmicos, como el secado a 70 °C o la
calcinacion a»500 °C; es por ese motivo que, en los espectros infrarrojos mencionados
anteriormentés~se pueden observar bandas asociadas a los diferentes grupos
funcionales de-.estos compuestos organicos [Jurasekova et al., 2006; Elagib, 2020;
Lara-Serrano et al,'s\f.].

Como se puede observar en el espectro perteneciente al TiO2 cuenta con una
interaccién entre el precursor isopropoxido de titanio y el extracto. Dicha interaccién se
puede observar en las bandas presentes en los 448 nm y 237 nm; la primera se
encuentra en la region de la Juz‘visible debido a que, cuando se encuentra el material
sin tratamiento térmico, éste tiene”un color marrén claro que se atribuye a la interaccion
entre los grupos funcionales dados por el isopropéxido de titanio y los del extracto de
lirio. La segunda interaccion que se(observa es una pequefia banda centrada en los
237 nm la cual, al encontrarse en la region UV, se atribuye al inicio de la formacion de
una fase cristalina secundaria, que-es larutilo. La banda caracteristica del TiO:z es la
gue se encuentra en los 317 nm en(la cual segpresenta el fendbmeno de transferencia de
carga entre los electrones de la banda deswalencia a la banda de conduccion. Dichas
bandas se esperan que se eliminen o intensifiguensssegun sea el caso, después del
tratamiento térmico a 570 °C.

Amanulla et. al. (2019) y Pathinti et. al. (2021) reportaron metodologias de sintesis
similares ya que se basan solamente en la mezcla de agua‘con el precursor de titanio
(tetracloruro de titanio e isopropéxido de titanio respectivanente) y el extracto vegetal
sin necesitar la contribucion de una solucién acida durante el‘proCeso de la sintesis.
Ambas investigaciones reportan que la banda de absorcion quevindica la correcta
formacion del 6xido se encuentra alrededor de los 322 nm pertenecientes a la
transferencia electronica de la banda de valencia (Oxigeno) a la ‘de’ conduccion
(Titanio) [Pathinti et al., 2021; Amanulla & Sundaram, 2019a].

Pragathiswaran et. al. (2021) reportaron que la banda de absorcion ubicada’entre los
250 y 400 nm indicando la transicién de la banda de conduccién hacia la banda de
valencia [Pragathiswaran et al., 2021a].
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Resumen de la Tesis:

En esta investigacion, se elaboraron
compuestos de oxido de zinc y didxido de
titanio combinados con quitosano. Para
sintetizar estos 6xidos metdlicos, se uso
el método sol-gel, que fue estabilizado
con’ un_ extracto de lirio acuético
(Eichhornia crassipes). El objetivo era
estudiar elimpacto de este proceso en las
capacidades) antibacterianas de los
oxidos.

Se examinaron.) las caracteristicas
fisicoquimicas de los.materiales utilizando
diversas técnicas, ‘como Espectroscopia
Infrarroja, Espectroscepia Ultravioleta-
Visible, Difraccion de Rayos-X, entre
otras. Ademas, se usO_-Microscopia
Electrénica de Barrido pata _evaluar el
iImpacto del extracto en el ‘proceso de
sintesis.

Mediante técnicas de espectroscopia,
como FT-IR y UV-Visible, se confirmd.la
formacion de Oxidos y se detectaron las

Maestria en Ciencias en Ingenieria

——

99

—



https://orcid.org/0009-0004-7171-8578

interacciones entre el quitosano y el 6xido
metdlico. EI ZnO mostré6 una estructura
cristalina hexagonal sin sefiales evidentes
de quitosano, mientras que el TiO:2
presentd una estructura tetragonal con
indicios leves de quitosano en su
composicion.

Usando microscopia electronica, se
identificaron microflores en el Z500
compuestas por particulas nanomeétricas y
en el TiOz, aglomerados de
nanoparticulas semiesferoidales de
alrededor de 8 y 20 nm. El estudio textural
revel6 que ambos materiales eran
mesoporosos, con areas especificas BET
de 31.74 m?/g para Z500 y 84.46 m?g?
para T570. Estos valores disminuyeron
con la adicién de quitosano a 6.01 m?g?y
46,97 m?g, respectivamente.

En ‘Cuanto a las pruebas antibacterianas,
se emplearon técnicas de difusion en
disco y en'pozo, ademas de determinar la
concentracioh inhibitoria minima contra
bacterias como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas _aeruginosa y Escherichia
coli.

Palabras claves de la Tesis:

ZnO, sintesis bioasistida, Eichhornia

crassipes, 'quitosano
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