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Resumen

Los problemas de contaminacion por sustancias persistentes y microorganismos en
cuerpos de agua que se presentan en la actualidad requieren soluciones que
materiales fotocatalizadores como el diéxido de titanio pueden proveer debido a sus
excelentes propiedades fotocataliticas y antimicrobianas. Sin embargo, los métodos
de sintesis utilizados convencionalmente para la obtencién de dichos materiales
suelen involucrar reactivos quimicos toxicos que comprometen las aplicaciones y
requieren de pasos adicionales de purificacion. Derivado de esto, surge la busqueda
de métodos de sintesis alternativos que utilicen sustancias amigables con el medio

ambiente que posibiliten de manera més directa sus aplicaciones.

En el presente trabajo se realiz6 la biosintesis de dioxido de titanio dopado con plata
a través de extracto de Eucaliptus globulus L. como agente reductor mediante un
proceso sol-gel y sol-gel asistido por microondas. Se realizaron las extracciones a
partir de las hojas del eucalipto secas y previo a la sintesis del diéxido de titanio se
probaron cuatro solventes distintos para sintetizar nanoparticulas de plata con el
objetivo de optimizar el proceso y obtener el didéxido de titanio a partir de un solo
tipo de extracto. Se realiz6 la caracterizacion de metabolitos secundarios y actividad
antioxidante de los extractos de eucalipto para conocer su papel en la reduccién de

las nanoparticulas de plata.

Se evaluaron las propiedades antimicrobianas de los materiales obtenidos contra
los sintetizados convencionalmente y el diéxido de titanio sin dopar para comprobar
una efectividad comparable entre materiales de sintesis distintas. Se analiz6 su
efectividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli como

representantes de bacterias Gram positivas y Gram negativas, respectivamente.

También se caracterizaron las propiedades del extracto de eucalipto mediante UV-
Vis y FT-IR, UV-Vis para las nanoparticulas de plata y SEM, TEM, XRD,
espectroscopia Raman y espectroscopia de reflectancia difusa para el composito
Ag-TiO2.



Se realizo la biosintesis de las nanoparticulas de plata con eucalipto extraido a partir
de etanol de acuerdo con los resultados observados para espectroscopia UV-Visible
qgue indican un tamafo de particula de entre 2-5 nm. En el analisis por FT-IR se
tienen diferencias en la capacidad extractora de los solventes, asi mismo, la
evaluacion de metabolitos secundarios y actividad antioxidante de los distintos
extractos sugieren que el etanol recupera compuestos distintos a los evaluados que
permiten la reduccion del nitrato de plata a nanoparticulas de plata. Se obtuvo
diéxido de titanio en fase anatasa dopado con plata que no present6é una brecha de
banda menor al material sin dopar, sin embargo, los valores de inhibicién bacteriana
son cercanos al 100% sugiriendo un mecanismo antimicrobiano efectivo

relacionado con las propiedades de la plata.

Palabras clave: Biosintesis; Di6éxido de titanio; Plata; Evaluacion antimicrobiana



Abstract

Contamination problems related to persistent substances and microorganisms in
water bodies nowadays require solutions that can be provided by photocatalysts
such as titanium dioxide due to its excellent photocatalytic and antimicrobial
properties. Nevertheless, conventional synthesis methods involve hazardous
chemicals that compromise the potential applications and require additional
purification steps. This way surges the search for alternative synthesis methods that

involve non toxic substances and allows a wider range of direct applications.

In the present work the biosynthesis of silver doped titanium dioxide via extract of
Eucaliptus globulus L. as reducing agent by the sol-gel and microwave coupled sol-
gel method. The extracts were prepared with dry eucalyptus leaves and previous to
the titanium dioxide synthesis four different solvents to obtain silver nanoparticles for
the optimization of the process and proceed with the titanium dioxide synthesis with
one type of extract. Secondary metabolites and antioxidant activity characterization

was executed to assess their role in the reduction of silver nanoparticles.

The antimicrobial properties of the materials obtained versus the ones
conventionally synthesized and non-doped titanium dioxide were assessed against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli as Gram positive and Gram negative

bacteria, respectively, to prove the effectiveness of biosynthesized materials.

The eucalyptus extract was characterized by UV-Vis and FT-IR, silver nanoparticles
by UV-Vis and Ag-TiO2 composite by SEM, TEM, XRD, Raman spectroscopy and
DRS.

The biosynthesis of the silver nanoparticles was carried with eucalyptus extracted
by ethanol in accordance with the results observed in UV-Vis spectroscopy that
indicate a particle size of 2-5 nm. FT-IR analysis showed differences in the extraction
capabilities between solvents and the secondary metabolites evaluation with the
antioxidant activity suggest ethanol recovers other compounds than the evaluated

here, able to form silver nanoparticles from silver nitrate. Anatase silver doped



titanium dioxide was obtained which didn’t present a reduction in the band gap in
comparison with the non-doped material, although, bacterial inhibition values are

close to 100% suggesting an antimicrobial mechanism related to the silver
properties.

Keywords: Biosynthesis, Titanium Dioxide, Silver, Antimicrobial evaluation



1. Introduccioén

La calidad del agua se ve afectada cuando sustancias como compuestos quimicos,
contaminantes fisicos o microorganismos entran con frecuencia en los cuerpos de
agua, siendo a largo plazo perjudicial para los seres humanos y para el medio
ambiente. Como solvente universal, el agua es especialmente propensa a la

contaminacion [1].

Existe una amplia gama de bacterias, virus, algas, hongos y protozoos que
representan riesgos tanto directos como indirectos para la calidad del agua. La
presencia de los contaminantes microbianos en los cuerpos de agua esta
influenciada por varios factores, como el clima estacional, el flujo de los arroyos, la
temperatura del agua, la distancia de la fuente de contaminacion, las practicas de
manejo del ganado, la actividad de la vida silvestre, el desbordamiento de las aguas

residuales y la lluvia [2].

Ademas, nuevas formas de contaminantes organicos (contaminantes emergentes)
han surgido y estan muy extendidas en aguas superficiales, planteando un problema
para los servicios de agua. El estado regulatorio poco claro de contaminantes
derivados de las industrias del carbéon, petroleo y las farmacéuticas hace que sean

persistentes en el medio ambiente y que su remocion del agua sea complicada [3].

Los tratamientos en general no son efectivos con efluentes que contienen
compuestos poco o no biodegradables. Por lo tanto, es necesario utilizar algun tipo
de pre-tratamiento para transformar el contaminante en un intermediario con mayor
biodegradabilidad. Los Procesos Avanzados de Oxidacion (PAOs) se proponen
como una alternativa basada en la generacion del radical hidroxilo (*OH), el cual es
capaz de oxidar completamente contaminantes muy poco reactivos y reacciona de

forma no selectiva con los compuestos organicos [4].

Dentro de los PAOs se encuentra la Fotocatalisis Heterogénea (FH). Este proceso

se lleva a cabo mediante un catalizador semiconductor que puede ser excitado



facilmente mediante radiacion electromagnética para formar sitios donadores y

captores de electrones dando lugar a reacciones de oxidacion-reduccion [5].

La fotocatdlisis es considerada como uno de los mejores métodos para la
purificacion ambiental, ya que evita la introduccién de compuestos quimicos

oxidantes como el ozono, peroxido de hidrégeno y cloro al ambiente [6].

El dioxido de titanio (TiO2) es uno de los catalizadores mas comercializados vy
presenta ventajas debido a su relativa baja toxicidad, alta estabilidad fotoquimica,

excelente actividad fotocatalitica y bajo costo [5], [7].

La mayor barrera para la aplicacion del TiOz en la fotocatélisis es su baja actividad
catalitica con radiacion solar. Entre las diversas maneras de mejorar su desempefio
fotocatalitico para inhibir la recombinacion de los portadores de carga y extender su
capacidad de trabajo a la regién de la luz visible, se encuentran la modificacion
superficial, el dopado y la formacion de heterouniones (uniones entre dos
semiconductores cuya banda prohibida es distinta) con otros semiconductores; sin
embargo, la modificacidbn con metales nobles parece ser la forma mas prometedora
ya que retarda la recombinacion de los portadores de carga y hace que el TiO2 se
active por las propiedades plasmonicas de los metales nobles bajo irradiacién de

luz visible [8].

Con respecto al método de sintesis, los métodos quimicos presentan desventajas
que incluyen el uso de sustancias toxicas como agentes reductores y con ello
riesgos biologicos y ambientales. Los métodos fisicos requieren altas temperaturas
y presiones lo cual genera altos costos de produccion. Una alternativa a los métodos
ya mencionados son las técnicas de biosintesis usando extractos de plantas,
bacterias y/o hongos. Sus ventajas sobre los otros métodos van desde simplicidad,
rentabilidad y compatibilidad para aplicaciones biomédicas y farmaceéuticas [9]. En
el presente trabajo se realiz6 una evaluacion antimicrobiana de didxido de titanio
dopado con plata a través de una biosintesis usando como agente reductor extracto

etanolico de eucalipto.



2. Antecedentes
2.1.Fotocatalisis

En 1972, Fujishima y Honda reportaron por primera vez que la descomposicion
fotoelectroquimica del agua en hidroégeno (Hz2) y oxigeno (Oz) podria lograrse en un
contraelectrodo de platino (Pt) y un electrodo de trabajo de diéxido de titanio (TiOz2)
monocristalino de fase rutilo “tipo n” (dopados con elementos del grupo V de la tabla
periddica) en una celda fotoelectroquimica, bajo irradiacion de luz UV y un pequefio
voltaje de polarizacion aplicado [10]. A partir de ese trabajo, la fotocatalisis
heterogénea empez06 a llamar mucho la atencion en los campos de la energia y las
ciencias ambientales porque puede aprovechar de manera eficiente la luz solar

cuando se dopa, en lugar de otras fuentes de energia [11].

La fotocatalisis es un fenbmeno quimico sinérgico de fotones y catalizadores donde
la luz y un material fotoactivo se utilizan para llevar a cabo o acelerar una reaccion

quimica [12].

Se dice que la catélisis es heterogénea cuando el catalizador es solido y el medio
de reaccion es liquido o gaseoso mientras que es homogénea cuando el catalizador

se disocia completamente en la solucion al finalizar la reaccion [13].

La fotocatalisis heterogénea es una de las tecnologias mas atractivas entre los
PAOs debido a ventajas como: la degradacion de compuestos complejos en
sustancias simples y no peligrosas, no produce residuos ni lodos secundarios,
puede ser reutilizada porgue el catalizador y la actividad fotocatalitica se mantienen
casi iguales a través del proceso de tratamiento, la concentracion del fotocatalizador
usado es pequeiia por la gran area superficial de catalizadores en la nanoescala y

es una alternativa de bajo costo y efectiva para remediacion medioambiental [14].
2.2.TiO2

El dioxido de titanio (TiO2), es un semiconductor “tipo n” (electrones como
portadores de carga mayoritarios), sensible a la luz que absorbe radiacion



electromagnética, principalmente en la regiéon UV; ademas es estable quimicamente
[15].

Los semiconductores actian como catalizadores debido a su estructura electronica
especifica: tienen una banda de valencia (BV) llena y una banda de conduccion (BC)
vacia con una brecha energética (bandgap) del orden de unos cuantos electron-
volts (eV). Un fotdn con una energia igual o mayor a la energia de la bandgap puede
activar al semiconductor produciendo que un electron (e”) de la BV pase a la BC
dejando un hueco (h*) en la BV. Tanto el electrén como el hueco pueden moverse
libremente a través de la estructura del semiconductor y estan involucrados en las

reacciones de oxidacion y reduccién de la degradacion de contaminantes [16].

El TiO2 existe en distintas formas cristalinas bajo condiciones estandar de presion y
temperatura, asi como otras formas reportadas bajo altas presiones. Estas incluyen
anatasa (tetragonal), rutilo (tetragonal), TiO2- (monoclinico), brookita
(ortorrémbico), TiO2-R (estructura de ramsdellita), TiO2-H (estructura de hollandita),
TiO2-1l (tipo columbita) y TiO2-11l (tipo baddeleyita) [17].

Ha sido extensamente estudiado como fotocatalizador en los PAOs, debido a su
disponibilidad y bajo costo, aunado a caracteristicas como su estabilidad fisica y

quimica, estabilidad a la fotocorrosion y no toxicidad [18]-[23].

Entre los semiconductores, es considerado como referencia en relaciéon con su
actividad fotocatalitica, y como agente antibacteriano, mostrando ser efectivo en la
inactivacion de bacterias [24], [25]. El mecanismo tras estas propiedades se atribuye
a la formacién de especies reactivas de oxigeno en la superficie del diéxido de
titano, induciendo estrés oxidativo en las bacterias que termina por dafar el material
genético y comprometer la viabilidad celular [24]. También se ha visto efectos
biocidas en experimentos realizados en oscuridad que se atribuyen a la adsorcion
de las bacterias en la superficie del didéxido de titanio bloqueando el proceso de

nutricion y excrecion de desechos, conduciendo a la muerte celular [24].



2.3.Métodos de sintesis del TiO2

Desde 1972, el TiO2 se ha usado de forma regular como fotocatalizador y se han
desarrollado varios métodos de fabricacién, clasificados en fisicos (como sputtering,
deposicion fisica de vapor y por ablacion laser) y quimicos (por ejemplo, hidrotermal,
sol-gel, sonoquimica, electrodeposicidén, microondas y deposicion quimica de vapor)
[23].

Algunas ventajas de los métodos de sintesis quimicos es que son técnicas simples,
presentan bajos costos, se necesita menos instrumentacion (a comparacion de
muchos métodos fisicos), bajas temperaturas de sintesis (<350°C), opcién de
dopado durante la sintesis, es posible obtener una variedad de tamafos y formas,
y los materiales se obtienen en forma liquida, pero pueden ser convertidos

facilmente en polvos o peliculas delgadas. [26].

El método de sol-gel es un proceso ampliamente conocido en la sintesis de polvos
de 6xidos metalicos debido a sus bajas temperaturas y bajos costos, al menor uso
de material de los precursores para preparar la solucion del sol, se puede distribuir
uniformemente en un sustrato, es posible sintetizar sustancias altamente volatiles y

varias formas de estructuras [27].

El sol es una suspensién coloidal de particulas solidas en escala hanométrica en
una fase liquida. Cuando estas particulas se atraen entre ellas, bajo las correctas

condiciones, se unen formando una red tridimensional llamada gel [28].

La formacion de nanoparticulas coloidales e independientes de 6xidos metalicos

consiste brevemente en:

1) Hidrolisis de los iones metalicos (M*Y) para formar M(OH)x.
2) Condensacion de M(OH)x para formar clusteres moleculares estables con
puentes oxo (M-O-M) o hidroxo (M-OH-M) y la generacion de H20 como

subproducto.



3) Crecimiento del nicleo mediante la adicion de especies reactivas (M(OH)x y
clusteres) disponibles en la solucion de la superficie del nacleo, formando el
sol de NPs coloidales.

4) Coagulacion del sol de NPs de MOx mediante una reaccion de condensacion,
formando una red porosa e inorgéanica que encierra una fase continua de
agua (el gel).

5) La evaporacion del solvente y el secado del gel mediante un tratamiento

térmico [29].

Los acercamientos convencionales para llevar a cabo las reacciones de sintesis
suelen tener inconvenientes relacionados con los tiempos de reaccion, bajos
rendimientos, grandes cantidades de reactivos toxicos y/o caros y altas
temperaturas en algunos casos, convirtiéndolos en poco seguros y algunas veces

no econdémicos [30].

Sin embargo, la mayoria de los materiales semiconductores no poseen las
propiedades Opticas necesarias para iniciar la inactivacidon microbiana sin la
excitacion apropiada; ademas de que las eficiencias fotocataliticas de un material
de un solo componente no son ideales debido a la alta tasa de recombinacion de
los portadores de carga fotoinducidos. Para resolver este inconveniente, se han

realizado modificaciones de dichos materiales [31].
2.4.Biosintesis

Una de las mayores desventajas del TiO2 es que su brecha de banda (3.2 eV)
requiere fotoactivacioén con longitudes de onda menores a los 387 nm, por lo tanto,
sb6lo es opticamente activo bajo la region ultravioleta del espectro solar que
representa entre un 4% y 6% de la luz solar, en contraste con la luz visible que
representa un 45% [21], [23], [32]. Entre los métodos para mejorar la respuesta
fotocatalitica del TiOz2, asi como reducir la recombinacién de los electrones y huecos

fotogenerados, se encuentra el dopaje [33].



El dopaje es la inclusion de elementos metalicos 0 no metalicos en la red cristalina
de un semiconductor y pueden ser de “tipo n” si el dopante tiene una valencia mayor
que el dopado o “tipo p” si la valencia del dopante es menor. Se puede dar al sustituir
el cation o el anién en el semiconductor o al ocupar una posicion intersticial en la
red. Algunas de las técnicas usadas para preparar semiconductores dopados son:
coprecipitacion seguida de calcinacion, sintesis hidrotermal, sintesis solvotermal y
sol-gel [34].

Los tipos de dopantes usados pueden ser anidnicos como nitrdgeno, carbono y
azufre o catiénicos como hierro, platino, paladio, oro y plata [35], [36]. El dopado
con metales puede reducir la energia de banda y mejorar el uso de la luz para
procesos de degradacion al introducir estados por debajo de la banda de
conduccién y al evitar la recombinacion electron/hueco funcionando como trampa
de electrones [37], [38].

Entre los dopantes catidnicos, los metales nobles como la plata metélica y el oro
han sido extensamente estudiados por sus propiedades y su contribucidon hacia la

absorcion de luz visible [39].

La plata (Ag) es un conocido agente antibacteriano cuyas propiedades se pueden
manifestar sin la irradiacién de luz; los nanocompositos fotocatalizadores de Ag con
TiO2 han resultado en un amplio rango de nanomateriales con actividad en la luz
visible [40]. Ademés, han demostrado un efecto bactericida en pruebas con
bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, entre otras) y Gram positivas (Staphylococcus

aureus, Bacillus thuringiensis, Mycobacterium tuberculosis, entre otras) [25], [41].

Con respecto a los meétodos de sintesis, las estrategias convencionales
fisicoquimicas para la fabricacion de nanomateriales implican la participacion de
materiales peligrosos y volatiles. Hay varias rutas amigables con el medio ambiente
y biolégicas para la fabricacion biogénica de nanomateriales usando plantas y
microorganismos como algas, bacterias, hongos, virus, levaduras y materiales de

desecho o la fusion de alguno de los métodos biogénicos anteriormente



mencionados con una activacion alternativa con microondas o ultrasonido [42]. El
meétodo biosintético ha demostrado ser un acercamiento exitoso para la sintesis
verde de nanoparticulas y nanocompositos en un sélo paso, bajo en costos, rapido

y ecoldgico [43].

Se ha reportado la biosintesis de diversos tipos de nanomateriales utilizando
extractos producidos a partir de plantas, microorganismos, microalgas, hongos,

bacterias y otras biomoléculas [44]-[49] produciendo formas y tamafios variados.

Los procesos que usan extractos de plantas parecen tener ventajas sobre otros
métodos con respecto al escalamiento y produccion industrial en cuanto a facilidad

y seguridad [50].

Para la sintesis biogénica de nanomateriales se ha evaluado una gran cantidad de
plantas. Entre ellas se encuentran el Aloe vera L., Jacaranda mimosifolia L.,
Tamarindus indica L., Moringa oleifera L., Zingiber officinale L. y Eucaliptus globulus
L. [46].

2.4.1. Eucalipto

El eucalipto (Eucalyptus globulus L.) es un miembro de la familia Myrtaceae y es un
arbol alto de hoja viva que permanece a lo largo de todo el afio [51].

Eucalyptus es un género muy diverso con mas de 700 especies nativas de Australia
y regiones adyacentes que ha sido introducido a todos los continentes excepto la

Antartica, siendo la especie de madera dura mas plantada en el mundo [52].

Las hojas de E. globulus L. son un componente importante del género Eucalyptus y
tienen aplicaciones importantes dentro de la industria de los saborizantes,
desinfectantes de aire y fragancias [53]. Las plantaciones de eucalipto ocupan mas
de 20 millones de hectareas globalmente [54] y las hojas de E. globulus L.
presentan un amplio rango de compuestos incluyendo monoterpenos como 1,8-

cineole, flavonoides, taninos y polifenoles relacionados [55].



Estudios realizados hacen énfasis en el potencial de diversas especies de eucalipto
como fuente de compuestos fendlicos y flavonoides con buenas propiedades
antioxidantes para aplicaciones biomédicas y relacionadas al estrés oxidativo

haciendo posible su uso en la sintesis de materiales [56].

La obtencion del extracto de eucalipto se puede llevar a cabo mediante diversas
técnicas con variaciones importantes en los tiempos de extraccion, temperaturas y
solventes. Algunas de las técnicas mas utilizadas son la extraccion Soxhlet,
extraccion por microondas, mediante agitador orbital, extraccion supercritica de
fluido, extraccién asistida por sonoquimica (directa e indirecta), entre otros [57]-[60]

Existen varios trabajos reportados sobre sintesis de NPs de AgTiO2 con base en

extracto de eucalipto como agente reductor, tal y como se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Nanomateriales sintetizados a partir de métodos mas amigables con el medio ambiente.

Tipo de Descripcion Referencia

nanomaterial

Nanocompositos de | Usando extracto de hojas de Euphorbia [9]
AQ/TiO2 heterophylla como solvente en vez de

solventes organicos.

NPs TiO2 Mediante biosintesis usando un extracto [61]
acuoso de hojas de Trigonella foenum-

graecum L.

NPs Ag/TiO2 Fabricacion verde usando el extracto acuoso [62]

de Acacia nilética L. como bioreductor.

Nanocompositos de | Usando extracto de Padina tetrastromatica L. [63]

Ag/TiOo. para la sintesis.




NPs Ag/TiO2 Mediante un acercamiento verde usando gel [64]

de Aloe vera L. como agente reductor.

NPs Ag Optimizacion de parametros de biosintesis [65]
mediante extracto acuoso de Eucalyptus

oleosa L.

NPs Ag Sintesis verde utilizando extractos acuosos [66]
de Eucalyptus urophylla L., Eucalyptus
citriodora L. y Eucalyptus robusta L.

NPs Ag Sintesis, evaluacion antimicrobiana y de [67]
citotoxicidad mediante extractos acuosos de

Eucalyptus camaldulensis L.

NPs Ag Sintesis y actividad contra el cancer mediante [68]
extractos acuosos de Eucalyptus

camaldulensis L.

Por lo que se ha mostrado un alto interés en el uso de procesos de sintesis
amigables con el medio ambiente por sus implicaciones econémicas y técnicas,
principalmente Khalaj (2020) [69], teniendo resultados prometedores reportados por
Chelli (2018), Hariharan (2019), Kumar (2016), Rao (2016) y Shen (2017) [70]-[74].

2.5.Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Ademas de sus aplicaciones para degradacion de contaminantes, el dioxido de
titanio exhibe propiedades antimicrobianas que se ven mejoradas cuando se dopa

con elementos probados efectivos contra microorganismos, como la plata [24].

Bacterias como S. aureus, Burkholderia cepacia, P. aeruginosa, Clostridium difficile,

K. pneumoniae, E. coli, Acinetobacter baumannii, M. tuberculosis y Neisseria



gonorrhoeae causan enfermedades severas en humanos todos los afos. La
principal solucion a este problema son los agentes antibidticos, antimicrobianos y
antifangicos, sin embargo, la resistencia de algunas cepas bacterianas ha ido en
aumento y con ello el interés en la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos
[75].

El término “agente antimicrobiano” se aplica mayormente a sustancias que
funcionan para bacterias (antibacteriano) pero también se puede utilizar en agentes
que funcionan contra hongos, virus y parasitos. Hoy en dia hay aproximadamente
4000 compuestos identificados con propiedades antibidticas derivadas de 3 fuentes
principales: moho y hongos, bacterias y compuestos sintéticos o semisintéticos. Los
antibioticos se pueden clasificar segun su habilidad para atacar bacterias Gram
positivas o0 Gram negativas (antibiéticos de amplio y reducido espectro) y actian de
manera selectiva en funciones bacterianas vitales con afectacion minima a la célula
huésped; se dividen en bacteriostaticos o bactericidas dependiendo de si impiden

la reproduccion de las bacterias o provocan su muerte, respectivamente [76].

Los agentes antimicrobianos actian en formas distintas y comprender estos
mecanismos, asi como la naturaleza quimica de los agentes antimicrobianos es vital
para comprender la forma en la que las bacterias desarrollan resistencia contra ellos
[76].

2.5.1. S. aureus

S. aureus es una bacteria Gram positiva que reside normalmente en la piel y
mucosas. Su capacidad para provocar infecciones proviene de su habilidad para
secretar exotoxinas causando enfermedades que pueden ser de evolucion benigna
hasta potencialmente mortales. La toxicidad sistémica grave es provocada por la
enterotoxina B, clasificada como superantigeno que genera una gran respuesta
inmune al unirse a ciertas proteinas en las células presentadoras de antigenos.
Varios factores de virulencia son expresados por S. aureus que ayudan a su

supervivencia en el cuerpo y dafo del tejido huésped, por ejemplo, proteinas para



la colonizacién, invasinas para la dispersion de bacterias, inhibidores superficiales

de fagocitosis y enzimas que provocan dafio a la membrana [77].

2.5.2. E. coli

La bacteria E. coli es un organismo Gram negativo, en forma de bastén, anaerébico
facultativo que vive en el intestino de los animales de sangre caliente. La mayoria
de sus cepas no son dafiinas, sin embargo, algunas son patdégenas para los seres
humanos y animales causando infecciones gastrointestinales y extraintestinales
como infecciones en el tracto urinario. Las enfermedades causadas por E. coli estan
relacionadas al consumo de comida y agua contaminadas denominadas de forma

global como enfermedades transmitidas por alimentos [78].

La mayoria de los estudios muestra que las bacterias Gram positivas son mas
resistentes a la desinfeccion fotocatalitica que las bacterias Gram negativas. Esta
situacion se atribuye a la diferencia en la estructura de la pared celular entre
bacterias Gram positivas y negativas, estas ultimas que tienen una pared celular
tricapa (membrana interna, capa de peptidoglicano y membrana externa) mientras
que las positivas tienen una capa de peptidoglicano mas gruesa, y carecen de

membrana externa. [79].



3. Descripcion del problemay justificacién

Hoy en dia, la contaminacién microbiana se ha convertido en una preocupacion
ambiental creciente, ya que los patdégenos como bacterias, virus y protozoos
amenazan la salud humana y causan enfermedades infecciosas potencialmente
peligrosas [80]. Aunado a que la contaminacion de cuerpos de agua se ha
convertido en un problema mundial critico, la biosintesis de nanomateriales surge
como una solucién prometedora y sustentable para la remocion de contaminantes

en efluentes acuosos [42].

El diéxido de titanio ha demostrado una alta actividad fotocatalitica al doparse con
metales y no metales, lo cual incrementa su sensibilidad espectral para poder usarlo
con la luz del sol de forma mas eficiente. La plata mejora la actividad fotocatalitica
al actuar como trampa de electrones [81], ademas de ser un agente bactericida
debido a su alta eficiencia de desinfeccion y actividad antibacteriana de amplio
espectro [82]. Dicho material es obtenido por procesos convencionales de sintesis
como el método sol-gel y con reduccion quimica mediante agentes quimicos como
el borohidruro de sodio (NaBHa4), lo cual representa un problema ambiental por uso

de dichos compuestos, como se ha expuesto en parrafos anteriores [83].

El extracto de eucalipto como agente reductor representa una alternativa amigable
con el ambiente, ademas de ser facil de encontrar en México. Trabajos previos de
Mo (2015), Mohammed (2015) y Pourmortazavi (2015) [65]—-[67] indican que dicho
extracto puede ser aplicado para este tipo de procesos de sintesis, ya que las hojas
del eucalipto contienen un amplio rango de compuestos activos que juegan papeles

importantes en la reduccion de los iones de plata.

La sintesis verde de nanomateriales es sustentable, relativamente econdmica,
puede ser producida de una manera energéticamente eficiente y viable
ecolégicamente (en vista de su naturaleza biorenovable) y podria desempefiar un

papel importante en los procesos de descontaminacion de agua [42].



4. Hipotesis y Objetivos

4.1.Hipotesis

El uso de extracto de eucalipto (Eucalyptus globulus L.) como agente reductor en la

sintesis de nanoparticulas de Ag como dopante de TiO2, generard materiales con

bajo impacto ambiental y con actividad antimicrobiana comparable a los materiales

sintetizados con NaBHa.

4.2.

Objetivo general

Sintetizar mediante el método de sol-gel asistido por microondas, nanoparticulas de

Ag-TiO2, usando como agente reductor el extracto de eucalipto (Eucalyptus globulus

L.).

4.3.

1)

2)

3)

Objetivos especificos

Obtener extractos a partir de las hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus L.)
mediante extraccion por sonoquimica indirecta (bafio ultrasénico) y
caracterizar mediante espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis) para
identificar las transiciones en los enlaces de las moléculas presentes e
identificar los grupos funcionales mediante la técnica de espectroscopia
Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR).

Evaluar los metabolitos secundarios responsables de la capacidad reductora
del extracto, mediante las determinaciones de fenoles y flavonoides totales
por el método de Folin-Ciocalteu y la técnica del acido 2-amino-etil éster
difenil borato y actividad antioxidante por los ensayos de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) y acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS).

Obtener mediante bio-reduccion, nanoparticulas de Ag evaluando diferentes
concentraciones de extracto y caracterizar mediante espectroscopia
Ultravioleta-Visible (UV-Vis) para calculo de tamafio promedio de particula

mediante el analisis de la sefial plasmon.



4)

5)

Obtener Ag-TiO2 mediante la biosintesis acoplada al proceso de sol-gel y
microondas y caracterizar a través de las técnicas de Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM) para observar la morfologia, Difraccion de Rayos X (XRD)
para observar la estructura cristalina, Espectroscopia de Reflectancia Difusa
(DRS) para determinar las propiedades de fotoabsorcion y espectroscopia
Raman para obtener informacion de la estructura cristalina.

Evaluar actividad antimicrobiana del composito en S. aureus y E. coli como
representantes de bacterias Gram positivas y negativas respectivamente,

para determinar su efectividad.



5. Metodologia

5.1.Preparacion de muestras vegetales

Las hojas de eucalipto fueron recolectadas de tres zonas: 19.668892, -101.541664;
19.668892, -101.541667; 20.217938, -100.896177 que corresponden a dos
locaciones de Quiroga, Michoacan y una de Salvatierra, Guanajuato,
respectivamente. Se pesaron y secaron en un horno de conveccion Dynamica Air
Performance a 35°C hasta que dejaron de haber modificaciones en su peso,
indicando que estaban completamente secas. Posteriormente se eliminaron las
ramas y los frutos para reducir el tamafio de las hojas y almacenarlas en obscuridad
y refrigeracion. Finalmente se trituraron en una licuadora industrial con hielo seco
con el propésito de obtener un polvo y conservarlo en congelacién (-81°C) y

obscuridad.
5.2.Extraccion mediante bafo ultrasénico

La extraccion se realizé en proporcion solido/liquido de 1/10 (w/v) [60] en un bafio
ultrasénico marca Branson modelo 1510, siendo el sélido, previamente tratado
como se menciona en la seccion 5.1. Se realizaron las extracciones probando cuatro
mezclas de solventes distintas: etanol, metanol, etanol/agua 50/50 y metanol/agua
50/50 [57], [60]. Las condiciones de operacion del bafio ultrasonico fueron 50°C por
30 minutos [53], [55].

Posteriormente se separ6 la parte solida del extracto mediante filtracion con ayuda
de una bomba de vacio y matraz Kitasato manteniendo las condiciones de

obscuridad para evitar la fotodegradacién de las moléculas presentes en el extracto.

Finalmente se sometid el extracto a tres ciclos de centrifugaciéon por 20 minutos y

8500 rpm con el fin de eliminar lo mas posible los restos solidos.

5.3.Caracterizacion de los extractos vegetales



Previo a la sintesis de las nanoparticulas de plata, se realizo la caracterizacion del
extracto obtenido mediante las técnicas de espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-
Vis) para determinar la presencia de los compuestos antioxidantes [9], [84] ¥
espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR) para un andlisis
quimico del extracto [57] que confirme la presencia de constituyentes fitoquimicos

en el eucalipto con grupos funcionales [85].

La determinacion de la concentracién de fenoles y flavonoides se llevé a cabo
mediante la técnica de Folin-Ciocalteu y la técnica de reaccion del acido 2-amino-
etil éster difenil borato, respectivamente [86]—-[88] .

5.3.1. Determinacion de la concentracién de fenoles mediante Folin-

Ciocalteu

Para el método de Folin-Ciocalteu primero se realizdé una curva de calibracion de
ocho soluciones, mas la solucién blanco, a diferentes concentraciones de acido
galico, tal y como se muestra en la Tabla 2, en el orden de izquierda a derecha en
microtubos de 1.5 mL [86], [89]:

Tabla 2. Soluciones para el método de Folin-Ciocalteu

Tubo Solucién Agua Folin (L) | NazCOs
de acido | destilada al 20%

galico (uL) (bL) (bL)

Blanco 0 0 250 1250

1 20 480 250 1250

2 40 460 250 1250

3 60 440 250 1250

4 80 420 250 1250

5 100 400 250 1250

6 120 380 250 1250




7 140 360 250 1250

8 160 340 250 1250

Posteriormente se agitaron las soluciones en un vortex y se dejaron reaccionar por
dos horas en obscuridad. Transcurrido este tiempo, se colocaron triplicados de 200
ML para cada muestra en una placa de 64 pozos y se analizaron en un

espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific modelo Multiskan GO a 760 nm.

Una vez obtenida la curva de calibracion, se llevé a cabo el andlisis de las muestras
preparadas, tomando 40 uL del extracto que se colocd en microtubos de 1.5 mL
junto con 460 pL de agua destilada, 250 uL de reactivo Folin-Ciocalteu y 1250 uL
de Na2COs. Se agitaron en un vortex y se dejaron reaccionar en obscuridad por dos
horas. Transcurrido este tiempo se colocaron ftriplicados de 200 pL para cada

muestra en una placa de 64 pozos y se analizaron a 760 nm.

Los resultados se reportan como mg equivalentes de acido galico/g de muestra

organica.
5.3.2. Determinacion de la concentracién de flavonoides

Para la determinacién de flavonoides se realiz6 una curva de calibracion a partir de
una solucion stock de rutina 0.025 g en 10 mL de metanol a concentraciones de
200, 150, 100, 50, 25, 10, 5y 2 yg/mL con una solucion de acido 2-aminoetildifenil
borato a 1% (0.01 g/mL). Se colocaron 50 uL de las diluciones por triplicado en una
bandeja de 64 pozos con 180 pL de metanol, segun corresponda con el solvente de
extraccion y 20 uL del acido 2-aminoetildifenil borato. El blanco consistié en 230 uL
de metanol y 20 pyL de acido 2-amino-etil éster difenil borato. Posteriormente se
analizaron a 404 nm [86], [89].

Una vez realizada la curva de calibracion, para el andlisis de flavonoides en las
muestras, se colocaron en una bandeja de 64 pozos 50 pL del extracto, 180 uL de
metanol y 20 pyL de la solucion de acido 2-aminoetildifenil borato. El blanco se

preparo también por triplicado adicionando 50 pL del extracto y 200 yL de metanol.



Finalmente se analizé a 404 nm. Los resultados se reportan como mg equivalentes

de rutina/g de muestra organica.

La caracterizacion de la actividad antioxidante se llevd a cabo mediante el analisis
de la neutralizacion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), asi como la
decoloracion del radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS).

5.3.3. Caracterizacion de actividad antioxidante mediante DPPH

Para el método DPPH se realizé6 una curva de calibracion utilizando Trolox como

reactivo patron.

La solucién de DPPH se prepar6 con 0.0015 g de DPPH y 20 mL de metanol, se

sonico por 10 minutos, y se aford a 25 mL con agua destilada.

La solucién stock de Trolox consiste en 0.0025 g de Trolox aforados a 10 mL con
metanol. Posteriormente se realiz6 la preparacion de las distintas concentraciones
de Trolox partiendo de la solucidn stock y se colocaron en viales ambar [89] como

se presenta en la Tabla 3:

Tabla 3. Soluciones para el método DPPH

Tubo | Trolox stock (L) | Metanol concentrado (uL)
1 50 950
2 100 900
3 200 800
4 300 700
5 400 600
6 500 500
7 600 400
8 700 300




9 800 200

A continuacion, se agregaron a los pozos 220 uL por triplicado del blanco, el control
y las distintas concentraciones de Trolox de la siguiente manera, respectivamente:
20 pL de metanol y 200 pL de agua destilada HPLC; 20 yL de metanol y 200 uL de
la solucion DPPH; 20 uL de cada concentracién de Trolox y 200 uL de DPPH. El
DPPH se agregdé en menos de 1 minuto y la placa se midié a 520 nm en distintos
periodos de tiempo (0, 4, 10, 30, 60, 90 y 120 min) contados a partir de que se
colocé el DPPH.

La cinética se realizé a los 120 minutos ya que, a este tiempo, el radical DPPH ya

es estable.

El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la ecuacion (1):

%IBH — 100 _ [Abs tO—AbS tlZO]

Abs to

(1)

Donde to se refiere a la primera lectura y tizo a la lectura pasados 120 minutos de

reaccion.

Para el analisis de las muestras se colocaran 20 pL del extracto en una placa de 64
pozos y 200 uL de DDPH. Una vez transcurrido el tiempo, la lectura se analizé a
520 nm [87], [88].

5.3.4. Caracterizacion de actividad antioxidante mediante ABTS

Para el ensayo ABTS, la solucién de trabajo se obtuvo dejando reaccionar en
obscuridad una solucién stock 7mM de ABTS con una solucion de 2.45 mM de
persulfato de potasio en cantidades iguales por 12 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizé una dilucion mezclando 1 mL de la solucion de trabajo
con buffer salino de fosfato (PBS pH 7.4) hasta obtener una absorbancia de 0.70 en
734 nm. Se afiadieron 2 pL de la solucion de trabajo a 20 yL de los extractos o

estandares Trolox (en concentraciones de 0, 3, 5, 10 y 16 uyM) y se midio la



absorcion pasados seis minutos de reaccion. Soluciones blanco de etanol y metanol

fueron utilizadas y las determinaciones se realizaron por triplicado [87], [88].

El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la ecuacion (2):

Abs de la muestra—Abs de la blanco

%IBH =1 — [ ] 100 )

Abs del control

5.4.Sintesis y caracterizacion de las AgNPs

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron obtenidas mediante la reduccion del
nitrato de plata (AgNOs) 1mM y el extracto vegetal en una relacion volumétrica 1:10
de extracto:AgNOs y se dejaron reaccionar durante 24 horas en obscuridad, de las
cuales 4 horas se llevaron a cabo con agitacion y temperatura de 40°C y las 20

horas restantes Unicamente en obscuridad.

Posteriormente las AgNPs fueron sometidas a un proceso de lavado para remover
los restos del extracto y el exceso de iones. Cada ciclo de lavado consistié en una
centrifugacion a 8500 rpm durante 20 minutos y la sustitucion del solvente de lavado
por agua destilada. Finalmente, se resuspendieron en agua destilada para su
caracterizacion o en etanol para dejarse secar y utilizarse en las pruebas
antimicrobianas [84]. Para la sintesis convencional se utilizé nitrato de plata como
precursor y borohidruro de sodio (NaBH4) 0.01M como agente reductor en una
proporcién volumétrica 1:2 de NaBH4:AgNOs. Se dejé reaccionar por 75 minutos en
obscuridad [90].

Para ambos métodos de sintesis, se llevo a cabo la caracterizacion de las AgNPs
mediante la técnica de UV-Vis para evaluar la formacién de las nanoparticulas y
realizar un analisis cualitativo de sus caracteristicas fisicas como tamafio y forma
[91].



5.5.Sintesis y caracterizacion del composito Ag-TiO2 mediante sol-gel

acoplado a microondas

Tomando en cuenta una relacion molar 0.04:1.3:160:0.0025 tetraisopropoxido de
titanio (TTIP), isopropanol, agua y nitrato de plata, respectivamente; se colocé
alcohol isopropilico bajo atmosfera de nitrégeno y se burbuje6 para desplazar el
oxigeno disuelto. Posteriormente se afadié al alcohol el TTIP manteniendo la
solucion en agitacion de manera continua. Como siguiente paso, se llevo a cabo el
dopado y la hidrdlisis al afiadir gota a gota una solucion acuosa del dopante a la
solucion del alcohol/TTIP. La solucién acuosa del dopante se preparé al 1 mM
afiadiendo 0.16 g de nitrato de plata por cada litro de solucion. Finalmente se agrego
el agente reductor (extracto de eucalipto o NaBHa4) en las relaciones mencionadas
anteriormente, se mantuvo en oscuridad con agitacion y temperatura de 40°C por
cuatro horas y se dejo reaccionar durante 24 horas en obscuridad, de las cuales 4
horas se llevaron a cabo con agitacion y temperatura de 40°C y las 20 horas
restantes Unicamente en oscuridad. La sintesis convencional se dej6 reaccionar en
obscuridad por una hora. Cuando finalizé el tiempo de reaccion de ambas sintesis,
se lavo, filtro y se dej6 secar a temperatura ambiente para someterla a un proceso
de calcinacion en una mufla marca Thermo Scientific modelo Lindberg Blue M de
450°C por media hora [90], [92], [93].

Con respecto a la sintesis asistida por microondas, antes del proceso de lavado y
filtrado, se someti6é a 210°C por 30 minutos la suspensién usando un microondas

marca Milestone modelo Flexiwave.

Una vez obtenido el material, se procedié a la caracterizacién de sus propiedades
mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM por sus siglas en inglés),
espectroscopia Raman y Difraccion de Rayos X (XRD por sus siglas en inglés) para
estudiar la morfologia, para analizar los cambios en la red cristalina y para
documentar las fases cristalinas junto con la determinacién del tamafio promedio de
cristalito, respectivamente [9], [62]. El andlisis por Espectroscopia de Reflectancia
Difusa (DRS por sus siglas en inglés) se realiz0 para evaluar la capacidad de
fotoabsorcion del composito [6].



5.6.Pruebas antimicrobianas

Se midié la actividad antimicrobiana de los materiales obtenidos usando E. coli
como bacteria Gram negativa y S. aureus como bacteria Gram positiva mediante la

incubacioén de las bacterias con el material a evaluar.

En primer lugar, se prepar6 1 mL de bacterias sembradas en medio Luria-Bertani
(LB) y ajustadas con 625 nm a una densidad Optica de 0.07. Posteriormente, el
material a evaluar se dispers6 en agua destilada a una concentracién de 100 ug/uL
y se sometidé a 34 minutos de bafio ultrasonico antes de usarse. Se tomaron 200 pL
de la solucién del material y se colocaron con 300 uL de medio LB en un microtubo

nuevo y estéril manteniendo una proporcion de 4:10.

Para la incubacion de las bacterias con el tratamiento, se colocaron las cantidades
indicadas en la Tabla 4, de medio, bacterias y material para tener un volumen de
450 pyL que se dispersé en dos tubos de 150 puL; los 150 pL sobrantes se

desecharon.

Tabla 4. Cantidades a usar para incubar control y tratamiento

Control [uL] | Tratamiento [uL]

Medio LB 225 75
Bacterias 225 225
Material 0 150

Volumen total 450 450




Se incubaron a una temperatura de 37°C y agitacién de 200 rpm durante 24 horas.
Se realizaron los célculos correspondientes para determinar la concentracion final

del material utilizado para la evaluacion antimicrobiana, siendo ésta de 13.33 ug/uL.

Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron diluciones en solucién fisiolégica
utilizando una proporcion 1:10, tomando 100 pL del material y dispersando en 900
ML de solucion fisioldgica hasta que la concentracion se encontré en el orden de 10
6 (seis diluciones). La Ultima dilucién se sembré por duplicado en cajas Petri con

agar LBy se incub6 a 37°C por 24 horas.

Figura 1: E. coli en agar LB, a) control y b) tratamiento



6. Resultados
6.1. Caracterizacion del extracto de eucalipto (Eucaliptus globulus L.)

6.1.1. UV-Vis

La Figura 2 muestra el espectro UV-Vis de los extractos de eucalipto. Se observo
un pico de absorcion en los 220 nm que esta relacionado a la transicion -1 de los
enlaces C=C conjugados. Ademas, se detectdé un pico a los 260 nm que

corresponde a la transicion 1-11* relacionada con los enlaces C=0 [94].
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Figura 2: UV-Vis de extractos de eucalipto

La absorbancia del espectro UV-Vis esta relacionada con la concentracion de los
componentes en la solucién y, por lo tanto, la efectividad del proceso de extraccion.
La absorbancia mayor del extracto MeOH/agua indica que es el proceso de

extraccién que logré mayor concentracion de componentes [95].

6.1.2. FT-IR



La espectroscopia FT-IR se llevo a cabo para investigar la estructura quimica y los
grupos funcionales presentes en el extracto de eucalipto. Estos resultados indican
la presencia de anillos aromaticos, enlaces O-H, grupos carboxilo y enlaces C=0
(Tabla 5); esto es coherente con sus compuestos activos entre los que estan el
acido elagico, eucaliptona y macrocarpal Ay E [65], [66], [94].

Los espectros obtenidos para los extractos realizados con alcohol y con
alcohol/agua (Figura 3 a) y b)) coinciden en gran parte de la grafica en términos de

intensidad y posicion debido a las similitudes existentes en los respectivos solventes
de extraccion:
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Figura 3: FT-IR del extracto de eucalipto preparado con a) alcoholes, b) alcoholes/agua, c) etanol y

etanol/agua y d) metanol y metanol/agua



Se pueden observar algunas diferencias atribuidas a los alcoholes utilizados debido
a que, si se comparan los espectros c) y d) de la Figura 3, las sefales coinciden la

gran mayoria en posicion y varian en intensidad.

La presencia del agua aumenta la intensidad de algunas sefiales, que coinciden con
las asociadas al espectro de ésta: 3336 cm™! del estiramiento de enlaces O-H; 2131
cml, también llamada banda de combinacién y corresponde a la flexiéon de tipo
tijeretero y a una banda amplia de liberacion en el IR cercano; 1653 cm asociado

a flexion de tijereteo del enlace O-H-O [96].

A continuacion, se presenta en la Tabla 5 las sefiales observadas en la Figura 3y

los enlaces a los que corresponden:

Tabla 5: bandas IR en los extractos de eucalipto [85]

Longitud de onda (cm™) Asignacién
3336 Enlace O-H de grupos hidroxilo
2974 Vibracion del enlace C-H
2131 Banda de combinacion del agua
1653 Vibraciones del esqueleto aromatico C=C
1378 Absorcion de grupos de acidos carboxilicos (COOH)
1088 Absorcion del enlace C-N (aminas alifaticas de
1045 compuestos fenalicos)
879 Deformacién aromatica C-H fuera del plano

Las bandas observadas sostienen la presencia de constituyentes fitoquimicos con

grupos funcionales como fenoles, aminas, caboxil y carbonil.

6.1.3. Metabolitos secundarios



En primer lugar, se muestran las curvas de calibracion realizadas para cada técnica

previo a la evaluacion de las mismas.
6.1.3.1. Fenoles

Para la evaluacion de fenoles se obtuvo una curva de calibracién con una R? de

0.9965 (Figura 4), adecuada para proceder con las pruebas:
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Figura 4: Curva de calibracion fenoles
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Figura 5: Contenido total de polifenoles en miligramos de equivalentes de acido galico sobre

gramos de muestra

La Figura 5 muestra los resultados obtenidos de contenido total de polifenoles con
Su respectiva desviacion estandar. El solvente que extrajo mayor contenido de
compuestos fendlicos es el metanol (10.38 mg EAG/g muestra), seguido de
metanol/agua (9.22 mg EAG/g muestra), etanol (5.15 mg EAG/g muestra) y
etanol/agua (1.60 mg EAG/g muestra). Se observa una disminucién importante
cuando se utiliza etanol, asi como mayor contenido de polifenoles en metanol. Esto
sugiere que el metanol tiene menor capacidad para la extraccion de estos
compuestos, estos resultados presentan el mismo comportamiento al observado por
Fernandez-Argull6 (2018) [60].

Gullén (2017) reporta un mayor contenido de flavonoides y fenoles cuando se utiliza
una mezcla de dos solventes (con mayores tiempos de extraccion) [85], contrario a
lo observado en los resultados de este trabajo para fenoles. Esto se puede deber a
gue las proporciones utilizadas de alcohol en las mezclas alcohol/agua es menor a
la que Gullén (2017) reporta como de maxima eficiencia (60/40 alcohol/agua) para
contenido de flavonoides y fenoles 0 a que el tiempo de extraccion utilizado fue muy

corto.



6.1.3.2. Flavonoides

La curva de calibracién de flavonoides (Figura 6) arrojé6 una R? de 0.9956, es un

buen ajuste para proceder con las pruebas:
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Figura 6: Curva de calibracién flavonoides
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Figura 7: Contenido total de flavonoides en miligramos de equivalentes de rutina sobre gramos de

muestra

El solvente mas efectivo en la extraccion de flavonoides es el metanol, seguido de
metanol/agua, etanol/agua y finalmente etanol, como se observa en la Figura 7.
Rodrigues (2018) reporta un rendimiento de extracciébn mayor para el metanol a
comparacion del etanol y Gullén (2017) menciona que una combinacién de alcohol
y agua es mas efectiva para extraer compuestos a comparacion de alcohol

solamente, lo cual se puede ver en el caso de flavonoides para etanol/agua [57],

[85].

6.1.3.3. DPPH



1.0
0.8
8
‘é’ 0.6
(a5}
o]
—
2
'Q 0.4
<
0.2
Ecuacion y=-0.0012x+1.0264 PY
0.0 R-cuadrada 0.9833
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion de trolox (umol ET/g muestra)
Figura 8: Curva de calibracion DPPH
Il E:oH
100.0 4 B VieoH
[ EtOH/agua
I MeOH/agua
99.8
M 99.6
L
N
99.4
99.2
99.0 -

EtOH MeOH EtOH/agua MeOH/agua
Figura 9: Capacidad antioxidante por DPPH en porcentaje de inhibicién del radical

Una vez obtenida la curva de calibracion para DPPH (Figura 8) con una R? de
0.9833, en la Figura 9 se observo que la mayor capacidad antioxidante de DPPH la
presentaron los extractos realizados alcoholes puros, seguido de etanol/agua y por

altimo metanol/agua.



Un valor mayor de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) corresponde a

una mayor capacidad de eliminacion del radical DPPH [88].

Fernandez-Argullé (2018) compara las propiedades antioxidantes del eucalipto con
los mismos solventes y proporciones utilizados en este trabajo y obtuvo los mayores
valores para etanol, seguido de metanol, metanol/agua y etanol/agua [60].

Los distintos tipos de compuestos bioactivos extraidos dependiendo del extracto
explican las variaciones que hay entre solventes. DPPH y ABTS se basan en la
habilidad del compuesto antioxidante (extracto de eucalipto) para neutralizar los
radicales libres  (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 'y acido 2,2'-azino—bis—(3—

etilbenzotiazolin—6—sulfénico) generados en los ensayos [85].

La Tabla 6 muestra el porcentaje de inhibicion obtenido junto a su desviacion

estandar.
Tabla 6: Porcentaje de inhibicién por DPPH
Solvente de extraccion Etanol Metanol EtOH/agua MeOH/agua
% IHB 100+ 0 1000 99.86 £ 0.06 | 99.83 +0.01

6.1.3.4. ABTS
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Figura 11: Capacidad antioxidante por ABTS en porcentaje de inhibicién del radical

La curva de calibracién obtenida para ABTS presentd una R? de 0.9605 (Figura 10),
con lo que se procedié con las pruebas. Presentd mayor actividad antioxidante por
ABTS el metanol, seguido del metanol/agua, etanol y al Gltimo etanol/agua, como

se observa en la Figura 11. Estos resultados estan de acuerdo con lo obtenido para



polifenoles en el orden de mayor a menor extraccion de compuestos y se asemejan
también a los obtenidos para flavonoides, sugiriendo que estos dos grupos de
metabolitos secundarios influyen fuertemente en la neutralizacion del radical ABTS

y siendo los extractos que contienen metanol los que mejor se desempefian.

Los compuestos presentes en los extractos de eucalipto obtenidos mediante
distintos solventes confieren una actividad antioxidante mayor al 80% en todos los

casos sugiriendo su posible aplicacion en la sintesis de nanomateriales.

La Tabla 7 muestra el porcentaje de inhibicion obtenido junto a su desviacion

estandar.
Tabla 7: Porcentaje de inhibicién por ABTS
Solvente de extraccion Etanol Metanol EtOH/agua MeOH/agua
% IHB 97.73+2.48 | 99.80+0.26 | 86.48+0.84 | 98.99 +0.26

6.2. Caracterizacién de las nanoparticulas de plata (AgNPs)
6.2.1. Espectroscopia UV-Vis

Como primer indicador de la formacion de las nanoparticulas de plata, se observo
el cambio de color de la solucién, de un color verde claro y de aspecto transparente
a un verde mas oscuro y turbio después de 4 horas de agitacion y temperatura de

40°C en oscuridad. Se dej6 que terminara la reaccion las siguientes 18 horas.

a) b)



Figura 12: Cambio de color en la formacion de las nanoparticulas de plata a) al agregar el extracto

y b) al finalizar el tiempo de sintesis

En la Figura 13 se presenta el espectro de UV-Vis de las sintesis realizadas con los
diferentes extractos de eucalipto. Como se aprecia en el espectro, el Unico extracto
capaz de reducir de manera satisfactoria el nitrato de plata fue el preparado con
alcohol etilico, ya que muestra una banda de absorcion a los 453 nm. Generalmente
el pico de absorcién de las nanoparticulas de plata se encuentra entre los 400 y los
500 nm [66]. Las sefiales que se detectan antes de los 400 nm se atribuyen a restos
del extracto que no fueron eliminados en su totalidad a pesar del paso de
purificacion al que fue sometido y el paso de lavado al que fueron sometidas las

nanoparticulas previas a su caracterizacion.
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Figura 13: UV-Vis nanoparticulas de plata

Estos resultados se atribuyen a que el extracto realizado con etanol extrajo
metabolitos secundarios con la capacidad de reducir el nitrato de plata; de la
evaluacion de metabolitos secundarios se obtuvo que los extractos con metanol y
metanol/agua fueron los mas eficientes en la extraccién de fenoles y flavonoides,
sugiriendo entonces que dichos metabolitos no fueron los principales involucrados
en la sintesis, pudiendo haber otros tipos de compuestos participando, como los
taninos. Las hojas del eucalipto presentan una amplia variedad de compuestos,
entre ellos estan los monoterpenos, flavonoides, taninos y polifenoles que pudieron

haber contribuido a la formacion y estabilizacion de las nanoparticulas [55].

Los experimentos realizados para proporciones distintas a 1:10 extracto:AgNO3
resultaron en espectros muy similares a los del extracto, sin mostrar sefal alguna
en el intervalo de interés (400-600 nm), por lo que no fueron ya tomados en cuenta

en lo que resta del trabajo.

La forma de la sefial, alargada y no tan definida sugiere que el tamafo de las

nanoparticulas de plata se encuentra entre los 2 y 5 nm; esto se debe a que la



absorcién del plasmén de resonancia producido por la plata aumenta con el tamafio

de particula, produciendo sefiales menos definidas para tamafios pequefios [97].

6.3.Caracterizacion del composito Ag-TiO2
6.3.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para el composito sintetizado convencionalmente (Figura 14) se observa una
morfologia de cristales sin geometria definida, poco uniformes y con cristales
creciendo en la superficie de los mas grandes. No se observa una homogeneidad

de tamanos.
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Figura 14: micrografia SEM de Ag-TiO2 sintetizado convencionalmente observado a a) 500x,
b) 2,000x, c) 5,000x, d) 10,000x

En el caso del composito sintetizado convencionalmente y asistido por microondas
(Figura 15), se observa una morfologia amorfa y poco homogénea, similar a
particulas agregadas de pequefios tamafios con forma mas esférica a comparacion
de la sintesis asistida por microondas. Estos resultados se asemejan a los obtenidos
para la biosintesis asistida por energia
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Figura 15: micrografia SEM de Ag-TiO:2 sintetizado convencionalmente asistido por microondas
observado a a) 500x, b) 2,000x, c) 5,000x, d) 10,000x

Para el composito biosintetizado (

Figura 16) nuevamente se observa una morfologia de cristales de mayor tamafio sin
geometria definida, poco uniformes y con cristales mas pequefios creciendo en la
superficie de los mas grandes. El tamafio es menos homogéneo a comparacion con

las sintesis asistidas por microondas.
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Figura 16: micrografia SEM de Ag-TiO:z biosintetizado observado a a) 500x, b) 2,000x, c) 5,000x, d)
10,000x

Asi como en la sintesis convencional asistida por microondas (Figura 17), para el
composito biosintetizado asistido por microondas, se puede observar una
morfologia amorfa, y agregados de particulas pequefias. La adicion del extracto
pareciera generar agregados de mayor tamafio que la sintesis convencional. Esto
puede deberse a compuestos contenidos en el extracto de eucalipto que ayudan a
estabilizar a las particulas [98].
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Figura 17: micrografia SEM de Ag-TiO2 biosintetizado y asistido por microondas observado a a)
2,000x, b) 5,000x, c) 10,000x

6.3.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La Figura 18 muestra la micrografia TEM del material TiO2. Se observan particulas
aglomeradas de forma esférica homogéneas que disminuyen ligeramente su

tamafio para la sintesis asistida por microondas.



Figura 18: micrografia TEM de TiO2 a) sintetizado convencionalmente y b) asistido por microondas

La Figura 19 corresponde a la sintesis convencional del composito Ag-TiO2. De la
misma manera, su forma se asemeja a la de una esfera, sin embargo, para la
sintesis no asistida por microondas, la forma y tamafio cambia en algunas,
presentandose mas largas y alargadas que el resto. Con respecto a la sintesis
asistida por microondas se ve en los aglomerados mas homogeneidad en cuanto a
tamafio y forma. También se alcanzan a ver particulas pequefias y dispersas

alrededor de los aglomerados cuyos tamafios se encuentran entre los 2 y los 6 nm.



100 nm 100 nm

Figura 19: micrografia TEM de Ag-TiO:2 sintetizado a) convencionalmente y b) asistido por
microondas

La Figura 20 muestra la micrografia TEM del composito biosintetizado para el cual
se observan grandes aglomerados en la sintesis no asistida por microondas con
una forma de particulas esféricas y ovaladas cuyos tamafios se encuentran en un
rango de 10 a 15 nm. En cambio, la sintesis asistida por microondas arrojo particulas
esféricas que se aglomeran menos y que presentan mayor homogeneidad entre
ellas.

b)

ﬁ?ﬂ nm

Figura 20: micrografia TEM de Ag-TiO2 a) biosintetizado y b) asistido por microondas



6.3.3. Difraccién de rayos X (XRD)

La Figura 21 corresponde al patron de difraccion de rayos X del material de diéxido

de titanio dopado con plata. Se obtuvo un material cristalino y el dioxido de titanio

se encuentra en la fase anatasa (JCPDS 21-1272), se aprecian sus nueve
difracciones de Bragg en los angulos 26 (25°, 37°, 47°, 53°, 54°, 62°, 68°, 70° y 74°)
la sefal correspondiente al plano [101] con mayor intensidad en la posicion de
25.09° en 26.

Alrededor de los 30° se observa una pequefia sefial en los difractogramas del

AgTiO2-c, AgTiO2-cM, AgTiO2-e y AgTiO2-eM que corresponde a la fase brookita del
diéxido de titanio (JCPDS 21-1276) [99].
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Figura 21: XRD de muestras de Ag-TiO2

En los difractogramas no se observaron sefiales atribuibles a alguna especie de

plata, lo cual sugiere que los iones de plata fueron incorporados a la red cristalina o

gue la plata se encuentra altamente dispersa sobre la superficie [99]. La obtencién



de los pardmetros de red para los distintos materiales se usa para aclarar si la plata

se incorporo a la estructura del diéxido de titanio.

Se obtuvieron los valores de tamafio de cristal a partir de la ecuacion de Debye-
Scherrer (ecuacion 2):

KA
dcos@

(2)

Donde D corresponde al tamafio de cristal, K al factor de forma tomado como 0.9,
A es la longitud de onda utilizada en el analisis que corresponde a 1.5406 A (k-a del
cobre), d es el ancho completo a la mitad del maximo de la sefial en radianesy 6 es

el angulo de Bragg al cual se encuentra la sefial.

En la Tabla 8 se encuentran los tamafios de cristalito encontrados por Debye-

Scherrer para cada material:

Tabla 8: Tamafo de cristalito por Debye-Scherrer

Tamafo de cristalito promedio (nm)
Material
Sol-gel Sol-gel MW
TiO2 [100] 12.35 11.76
AgTiO2 convencional 8.06 7.74
AgTiOz2 biosintesis 10.00 7.21

También se realizaron los célculos para Williamson-Hall (Tabla 9):

Tabla 9: Tamafio de cristalito por Williamson-Hall

Tamafio de cristalito promedio (nm)

Material
Sol-gel Sol-gel MW




AgTiO2 convencional 3.63 5.82

AgTiOz2 biosintesis 9.97 4.62

Las sintesis asistidas por microondas exhiben un tamafo de cristalito promedio
menor que las sintesis no asistidas, permitiendo utilizar una mayor area superficial

del material.

Los tamafios de cristalito obtenidos por Williamson-Hall son menores, en general, y
se consideran mas precisos ya que toman en cuenta el estrés al que puede estar

sometida la red, sobretodo al dopar el material.

Se determinaron los pardmetros de red (Tabla 10) mediante la ecuacion de la
distancia interplanar para un sistema tetraédrico (3):

1 h2%+k? 12
+= 3)

daz a? c2

Tabla 10: Parametros de red

Parametros de red (A)
Material Sol-gel Sol-gel MW
TiO2 [93] 3.77 9.50
AgTiO2 convencional | 3.81 9.51 3.80 9.54
AgTIiO2 biosintesis 3.79 9.54 3.79 9.59

De los pardmetros de red obtenidos, comparando los materiales dopados contra el

didxido de titanio sin dopar, se observa un ligero aumento en ambos parametros de




red (a y c) para ambos materiales, que no son significativos como para indicar la

introduccién de la plata a la estructura del dioxido de titanio.

6.3.4. Espectroscopia Raman

La Figura 22, corresponde al espectro Raman de los compositos. Es una técnica
muy sensible a la presencia de fases cristalinas en menores cantidades que podrian

pasar desapercibidas en difraccion de rayos X [101].
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Figura 22: espectro Raman de muestras de Ag-TiO2 sintetizado convencionalmente (Ag-TiOzc),
asistido por microondas (Ag-TiO2 cM), biosintetizado (Ag-TiOz €) y asistido por microondas (Ag-
TiO2 eM)

Los modos de vibracion observados a 143.10, 195.94, 397.19, 516.50 y 636.57 cm"
1 en la Figura 22 corresponden a la fase anatasa del diéxido de titanio y no se
observan sefales correspondientes a alguna otra fase o a la plata. Esto se debe al
bajo porcentaje en el que se encuentra ésta. Se aprecian ligeros corrimientos que
concuerdan con los resultados obtenidos para Difraccion de Rayos X, el material

con tamafio de cristalito mas grande fue el biosintetizado y el que se encuentra hacia



el extremo izquierdo del espectro Raman. De ahi, se van corriendo hacia el rojo
comenzando por el material sintetizado convencionalmente, el asistido por
microondas y finalmente el biosintetizado asistido por microondas, siguiendo la
tendencia de XRD. Se ha reportado que a menores tamafios se observa un
corrimiento hacia el rojo debido a efectos de presién en los modos vibracionales
[102], [103].

6.3.5. Espectroscopia de reflectancia difusa (DRS)

Se obtuvieron los siguientes valores de reflectancia calculados a partir de la

ecuacion de Kubelka-Munk (ecuacion 4):

(1-R)? _k
2R

F(R) = (4)

Donde R corresponde a la reflectancia, k al coeficiente de absorcion y s al factor de

dispersion.
Enla Tabla 11 se encuentran los valores de band gap obtenidos para cada material:

Tabla 11: Band gap de los materiales obtenidos

Band gap (eV)
Material
Sol-gel Sol-gel MW
TiO2 [93] 3.2 3.2
AgTiO2 convencional 3.2 3.2
AgTiO2 biosintesis 3.2 3.2

Estos resultados se obtuvieron a partir de las graficas de Tauc (Figura 23) para cada

composito que se muestran en la Figura 23
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Figura 23: DRS y gréficas de Tauc de muestras de Ag-TiOz a) sintetizado convencionalmente, b)
asistido por microondas, c) biosintetizado y d) biosintetizado asistido por microondas

Siendo 3.2 eV la brecha de banda para el diéxido de titanio sin dopar, se esperaba
gue la incorporacién de la plata produjera una reduccién en la brecha de banda y
permitiera la activacion con luz visible del diéxido de titanio, sin embargo, se observa
un ligero aumento en el valor de brecha de banda de la mayoria de los materiales
obtenidos, presentando el mayor aumento el composito AgTiO2 biosintetizado y
quedandose en 3.20 eV el composito AgTiO2 convencional asistido por MW. Esto
sostiene que la plata no esta incorporada en la matriz del diéxido de titanio, junto
con los resultados de los parametros de red observados en difraccion de rayos X,
al no reducir la brecha de banda de éste.



6.4.Evaluacion antimicrobiana del composito Ag-TiO2

En la Tabla 12 se muestran los porcentajes de inhibicién de bacterias obtenidos con
los distintos materiales. En la secciéon de anexos se encuentran los valores en

unidades formadoras de colonias, asi como las graficas de los resultados.

Tabla 12: Porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano de los materiales sintetizados en el

presente trabajo

Porcentaje de inhibicion (%)
Material
S. aureus (Gram+) E. coli (Gram-)

Ag-c 84.74 + 8.34 100+0

Ag-e 100+0 100+ 0
TiO2 14.36 + 15.04 30.34 £ 7.72
TiO2-M 65.61 + 3.92 16.73+7.24

AgTiO2-c 99.82 +0.01 100+ 0

AgTiO2-cM 100 +0 100 + 0
AgTiO2-e 99.12 £ 0.62 96.15+2.75

AgTiO2-eM 100+ 0 100+ 0

Se esperaba que las nanoparticulas de plata tuvieran un gran porcentaje de
inhibicién, en concordancia con toda la evidencia existente de su actividad
antimicrobiana [98]. La diferencia entre el porcentaje inhibitorio obtenido entre las

AgNPs sintetizadas convencionalmente y las biosintetizadas se puede atribuir a que



el extracto de eucalipto también funciona como agente estabilizante, evitando que
las NPs se aglomeren entre ellas y permitiendo la liberacién de mayores cantidades
de iones (Ag*) que ataquen la bacteria [104]. Ahora, en términos de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, se ha reportado que el efecto de las AgNPs es mayor
para las bacterias Gram negativas debido a que su pared celular es de menor grosor

(3-4 nm contra 30 nm para Gram positivas) [104].

Para el didxido de titanio sin dopar se observaron porcentajes de inhibicion bajos
debido a que los experimentos se llevaron a cabo sin proporcionar una fuente de

luz UV que permitiera activar al material.

Con respecto al material dopado y sintetizado por métodos convencionales
observamos porcentajes de inhibicién altos (mayores al 95%) que se atribuyen

directamente a las propiedades antibacterianas de la plata.

Los materiales sintetizados con eucalipto mostraron porcentajes de inhibicion altos
llegando al 100% cuando se acopla con microondas. Estos resultados son
comparables a los obtenidos por el método convencional y sugieren que la
morfologia con vértices y bordes pronunciados juega un papel importante al
momento de entrar en contacto con las bacterias causando un mayor dafio en la

membrana y frenando su reproduccion [105].

En términos de la afinidad de los materiales para bacterias Gram positivas y Gram
negativas, las nanoparticulas de plata sintetizadas convencionalmente muestran
mayor efectividad en E. coli (Gram negativa); el TiO2 muestra mayor inhibicion en
S. aureus (Gram positiva), en cambio, cuando la sintesis es asistida por microondas
muestra mayor inhibicion en S. aureus; El AgTiO2 sintetizado convencionalmente
muestra ligeramente mayor inhibicion para E. coli, mientras que el AgTIO2
biosintetizado inhibe de forma ligeramente mayor a S. aureus. En los materiales
restantes (Ag-e, AgTiO2-cM, AgTiO2-eM), se observo un porcentaje de inhibicion del
100% tanto para S. aureus como E. coli. Estos resultados no permiten establecer
algun tipo de afinidad de los compositos obtenidos para inhibir bacterias Gram

positivas o Gram negativas, se consideran efectivos y no especificos.



El mecanismo principal que siguen las nanoparticulas de plata para inhibir bacterias
todavia no esta completamente claro debido ya que no las ataca a través de una
Gnica via, sin embargo, los microorganismos no parecen adquirir resistencia contra
la plata [106]. La accion antimicrobiana de las AgNPs esti ligada a cuatro
mecanismos bien definidos: 1) adhesion de las nanoparticulas a la superficie de la
pared y membrana celular; 2) la penetracion de las nanoparticulas a la célula
dafiando estructuras intracelulares y biomoléculas; 3) toxicidad celular inducida por
las nanoparticulas y estrés oxidativo causado por especies reactivas de oxigeno
(ROS) y radicales libres; 4) modulacion de vias de sefializacion relacionadas con la

transduccion celular [107].



7. Conclusiones

En primer lugar, se establece que los solventes de extraccion utilizados son
efectivos en la obtencibn de compuestos de interés para la biosintesis de
nanomateriales presentes en las hojas de eucalipto, siendo metanol/agua el
solvente que mas concentracion de metabolitos secundarios evaluados extrajo y
etanol el que menos, de acuerdo con el UV-Vis realizado. El analisis por FT-IR
revel6 una diferencia en la capacidad de extraccion del alcohol vs alcohol/agua
mostrando distintas intensidades de sefales relacionadas a los compuestos

extraidos en estos dos grupos de solventes de extraccion.

Con respecto a los metabolitos secundarios y la capacidad antioxidante, las
extracciones realizadas con metanol destacaron en 3 de las 4 evaluaciones
realizadas. Fenoles y flavonoides mostraron una tendencia similar en la cual los
solventes de extraccion se acomodan de la siguiente forma (de mayor a menor
cantidad de metabolitos secundarios extraidos): metanol y metanol/agua > etanol y
etanol/agua. Esto sugiere que los metabolitos secundarios evaluados no son los
principales responsables de la reduccion del nitrato de plata.

La espectroscopia UV-Visible confirmé la formacion de nanoparticulas de plata y
proporcion6 una estimacion del tamafio de éstas para la sintesis realizada con el
extracto etandlico. Con respecto a los demas solventes utilizados, no se observaron

sefales que indicaran de forma clara la presencia de nanoparticulas de plata.

La morfologia obtenida de los compositos difiere entre la sintesis no asistida por
microondas y la sintesis asistida por microondas. Se aprecian morfologias tipo
cristal de formas y tamafios menos homogéneos, asi como menos aglomerados en
la sintesis no asistida por microondas, mientras que someterla a microondas forma

aglomerados de particulas mas homogéneas.

La forma y tamafio de las nanoparticulas fue evaluada por TEM, obteniendo esferas
en la mayoria de los casos, asi como aglomerados de particulas. La sintesis

convencional asistida por microondas arrojo particulas de tamafos entre 2-6 nm de



diametro que se encuentran dispersas, al contrario de las particulas més grandes
(10-15 nm).

En cuestion de cristalinidad, mediante el analisis por difraccion de rayos X se
confirmo que el diéxido de titanio se encuentra en fase anatasa y sus parametros

de red no indican una introduccién de la plata a la estructura de éste.

El uso de la plata no produjo materiales con una menor brecha de banda y debido
a gue los experimentos se realizaron sin someter el material a la luz, los resultados
de la evaluacion antimicrobiana sugieren una inhibicion de bacterias debido a la

presencia de la plata sin estar incorporada a la estructura del diéxido de titanio.

Finalmente, los valores de inhibicion en el crecimiento bacteriano obtenidos para el
material de interés son prometedores para su posible aplicacion en sistemas donde
la presencia de bacterias sea una problemética a atender, como podrian ser las
aguas tratadas. La similitud entre los resultados obtenidos para la sintesis
convencional y la biosintesis permite pensar en la sustitucion de agentes téxicos
como lo es el borohidruro de sodio por extractos de plantas sin sacrificar las
propiedades del material, esto abre la aplicaciébn de materiales ya existentes a
campos que involucren el contacto directo con seres vivos eliminando pasos del
proceso de purificacion o eliminacidon de restos de agentes toxicos para la vida en

los procesos de sintesis.



8. Perspectivas

Como futuros proyectos se pueden evaluar modificaciones en la sintesis (usar otras
plantas, probar distintos solventes, sintesis asistidas con otro tipo de energia),
evaluacion de la presencia de taninos y otros metabolitos secundarios, asi como
caracterizacion cualitativa del extracto, inhibicion de hongos u otras bacterias y
determinacion de concentracion minima inhibitoria, utilizar distintos porcentajes de
plata, probar su efectividad con diversos materiales con actividad antimicrobiana

asociada y realizar una evaluacion fotocatalitica.
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10. Anexos

10.1. Metabolitos secundarios

Los resultados se reportan + su desviacion estandar.

10.1.1. Fenoles
Tabla 13: concentracion de fenoles en los distintos extractos

Solvente de extraccion Etanol Metanol EtOH/agua MeOH/agua
Conc. &cido gélico [mg EAG/g muestra] 5.15+ 1.62 10.38+2.32 | 1.60+1.13 9.22+5.96

10.1.2. Flavonoides

Tabla 14: concentracion de flavonoides en los distintos extractos

Solvente de extraccién Etanol Metanol EtOH/agua MeOH/agua
Conc. rutina [mg ER/g muestra] 1.56+ 0.06 2.33£0.17 1.85+ 0.08 2.13+0.38

10.2. Pruebas antimicrobianas
Tabla 15: resultados de la evaluacion antimicrobiana en UFC
Unidades formadoras de colonias (UFC x109%)
Material S. aureus E. coli

Control Tratamiento Control Tratamiento

4.3575 0.665 4.52 0
Ag-c

+0.2675 +0.363547 +0.1437
Ag-e 4.0425 0 4.2525 0




+0.4477 +0.1488
2.3325 1.9975 3.1225 2.175
TiO2
+0.3347 +0.3508 +0.1493 +0.2411
5.3425 1.8375 4.08 3.3975
TiO2-M
+0.4973 +0.2096 +0.2412 +0.2954
1.6925 +0.2611 | 0.0030 +0.0002 3.72 +0.1230 0
AgTiO2-c
+0.261199 +.0002776088375 +0.123018
6.07 0.00000035 2.0325 0
AgTiO2-cM
+0.4282 +0.0000002121 +0.188746
5.6625 0.05000000 0.052 0.02000000
AgTiO2z-e
+0.1071 +0.0316 +0.0163 +0.0141
2.685 0 1.8 0
AgTiO2-eM
+0.1343 +0.2180
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Figura 24: evaluacion antimicrobiana de nanoparticulas de plata sintetizadas convencionalmente
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Figura 29: evaluacion antimicrobiana de diéxido de titanio dopado con plata sintetizado
convencionalmente asistido por microondas
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Figura 30: evaluacion antimicrobiana de didxido de titanio dopado con plata sintetizado mediante el

extracto de eucalipto
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Figura 31: evaluacion antimicrobiana de diéxido de titanio dopado con plata sintetizado mediante el

Lantral
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