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Resumen

El TiO: se ha estudiado como un material fotocatalitico debido a su buena estabilidad y capacidad para degradar contaminantes
orgéanicos. Este tipo de material se utiliza en el control de la contaminaciéon ambiental y en recubrimientos antimicrobianos y
fotocataliticos, entre otras aplicaciones. Dada la importancia actual de este material, en el presente trabajo se realizo la sintesis de
nanoparticulas de TiO> (NPsTiO2) utilizando extracto de Ricinus communis. Para la obtencion de las NPsTiO-, el extracto vegetal y
TiCls se mezclaron en presencia de hidroxido de amonio NH«OH y se mantuvieron en agitacion constante durante 2 h a 80 °C;
posteriormente, las nanoparticulas fueron secadas y calcinadas a 500 °C durante 4 h. Las nanoparticulas obtenidas se analizaron
mediante FT-IR, donde se identificaron bandas asociadas a los grupos presentes en el extracto. El analisis por DRX mostré picos de
difraccion caracteristicos de la fase anatasa, ubicados a 26 = 25°, 37°, 48°, 53°, 62°, 68° y 74°. Por DLS, las NPsTiO: presentaron dos
poblaciones con tamafios de 87 y 317 nm. En cuanto a su actividad bioldgica, las NPsTiO: presentaron actividad antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus, observandose un incremento de la actividad después de la irradiacion con luz UV durante 30 min, mientras
que bajo irradiacion con luz solar no se observo actividad antimicrobiana. Asimismo, en la evaluacion de citotoxicidad sobre células
A549, utilizando concentraciones de 100 y 200 ppm, se observo el menor porcentaje de citotoxicidad a 200 ppm con irradiaciéon UV y
el mayor porcentaje a 100 ppm sin irradiacion. Estos resultados evidencian que las NPsTiO. obtenidas mediante una ruta verde
presentan actividad antibacteriana y un comportamiento diferencial sobre la viabilidad celular dependiendo de las condiciones de
irradiacion y concentracion.
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Abstract

TiO: has been studied as a photocatalytic material due to its good stability and ability to degrade organic pollutants. This material is
used in environmental pollution control and in antimicrobial and photocatalytic coatings, among other applications. Given the current
importance of this material, the present study focused on the synthesis of titanium dioxide nanoparticles (TiO> NPs) using Ricinus
communis extract. To obtain the TiO2 NPs, the plant extract and TiCls were mixed in the presence of NH:OH and maintained under
constant stirring for 2 h at 80 °C; subsequently, the nanoparticles were dried and calcined at 500 °C for 4 h. The obtained nanoparticles
were characterized by FT-IR, where bands associated with functional group bonds were identified. XRD analysis showed diffraction
peaks characteristic of the anatase phase, located at 20 = 25°, 37°, 48°, 53°, 62°, 68°, and 74°. DLS analysis revealed two particle
populations with sizes of 87 and 317 nm. Regarding their biological activity, the TiO» NPs exhibited antibacterial activity against
Staphylococcus aureus, with an increase in activity observed after irradiation with UV light for 30 min, whereas no antimicrobial
activity was observed under sunlight irradiation. Likewise, in the cytotoxicity evaluation using A549 cells at concentrations of 100 and
200 ppm, the owest percentage of cytotoxicity was observed at 200 ppm with UV irradiation, while the highest percentage was observed
at 100 ppm without irradiation. These results demonstrate that TiO2> NPs obtained through a green synthesis route exhibit antibacterial
activity and differential effects on cell viability depending on the irradiation conditions and concentration.
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1. Introduccién

El uso de las nanoparticulas ha adquirido una importancia
significativa en la investigacion quimica, debido a la amplia
variedad de propiedades y aplicaciones potenciales incluyendo las
conductivas, optoelectronicas y antimicrobianas, entre otras, que
pueden explotarse en diversos campos (Altammar., 2023).

El desafio actual en la sintesis de nanoparticulas (NPs) se
centra en el control del tamafio, la forma, la cristalinidad y las
propiedades fisicas y quimicas. Por ello, se han desarrollado
diversos métodos para sintetizar y fabricar estos materiales, asi
como para controlar su tamafio, forma y estructura. Uno de ellos
es el método bioldgico que se ha utilizado para la obtencion de
nanoparticulas y puede realizarse a partir de microorganismos,
tejidos vegetales, algas marinas y diversos tipos de extractos de
plantas (Mo y col., 2015).

En los tultimos afos, las nanoparticulas de TiO, (NPsTiO,) se
han convertido en uno de los nanomateriales mas utilizados a
nivel comercial debido a sus destacadas propiedades oxidantes,
su elevado indice de refraccion, bajo costo, notable estabilidad
quimica y vacantes de oxigeno en su red cristalina. Estas
caracteristicas convierten a las NPsTiO, en uno de los 6xidos
metélicos mas versatiles y estudiados. Una de las caracteristicas
mas importantes de las NPsTiO, para su aplicacion como
semiconductores en dispositivos opticos e industriales es su
amplio ancho de banda, lo que les confiere propiedades eléctricas
e ibnicas particulares que favorecen su uso en sensores y
dispositivos electronicos (Chandoliya y col., 2024).

Por esta razon, se han estudiado ampliamente, ya que presentan
baja toxicidad y se consideran seguras tanto para el medio
ambiente como para los seres humanos (Mohammed, 2021). En el
presente estudio, se desarroll6 un nuevo enfoque para la sintesis
de NPsTiO: utilizando extracto de Ricinus communis.

2. Desarrollo experimental

2.1 Reactivos
El reactivo utilizado para la sintesis de las nanoparticulas fue
tetracloruro de titanio (TiCls) marca Sigma-Aldrich 99.9%,
agua bidestilada y extracto de planta Ricinus communis.
En el estudio de la viabilidad celular del extracto para el
ensayo MTT se emplearon reactivos Rodamina B (BOC
Science®, >98%), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich, 98%),
dimetilsulféxido (DMSO, FAGA®LAB), Medio Modificado
de Eagle de Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich), solucién
antimicdtica-antibidtica (100x, Corning), suero bovino fetal
(FBS, Gibco), L-glutamina (Fischer Science), aminoacidos
no esenciales (Sigma-Aldrich). La célula utilizada fue A549
(pulmon).

2.2 Caracterizacion

Las nanoparticulas de TiO: se analizaron mediante difraccion
de rayos X en el equipo PANalytical (Lelyweyg), asi como
mediante espectroscopia infrarroja con un espectrofotdmetro
Perkin Elmer Nicolet Nexus 47 (Espectrometro FT-IR
Frontier, Accesorio de Muestreo Universal ATR) y mediante
dispersion de Iuz con el equipo Microtrac (NANO-flex 180
DLS Size).

2.3 Obtencion del extracto natural
Las hojas frescas de Ricinus communis se lavaron y cortaron
en trozos pequefios, se secaron en la estufa y se trituraron
hasta obtener un polvo fino. Este se coloco en agua

bidestilada en relacion 1:8; se agit6 y se calentd durante 1
hora a temperatura de ebullicion. Finalmente, se filtro para
obtener un extracto acuoso transparente con valor de pH 5.

2.4 Sintesis de NPsTiO:
Se colocaron 120 ml del extracto, se anadieron 6 mL de TiCls
y 12 mL de NH+OH, manteniéndolo en agitacion constante
durante 2 h a una temperatura de 80 °C. Posteriormente, se
realizaron lavados por centrifugacion a 5000 rpm, realizando
3 lavados con etanol, luego se seco a 90 °C durante 24 h y
finalmente se calcind a 500 °C durante 4 horas.

2.5 Prueba antibacteriana

El ensayo se realizo con la bacteria Staphylococcus aureus.
Para el control, se inoculé la bacteria extendiéndola
uniformemente con un hisopo esterilizado. Posteriormente,
en los demas experimentos, se coloco 1 ml de la solucion de
NPsTiO: hasta su secado. Se realizaron tres pruebas: la
primera irradiando con luz ultravioleta durante 30 minutos, la
segunda exponiéndola a la luz solar durante 30 minutos y la
ultima sin colocar ninguna fuente de luz. Transcurrido este
tiempo, se sembro la bacteria y se incubo a 37 °C durante 24
h.

2.6 Prueba citotoxica

La prueba se realizé con células A549, correspondientes a
cancer de pulmon, que se sembraron en una microplaca de 96
pocillos, aiadiendo 200 pL. Una vez realizada la prueba, se
incubd durante 24 a 48 horas a 37 °C con 5 % de CO.. Tras
el tiempo de incubacion y el crecimiento celular, se realizo el
ensayo con NPsTiO: a las concentraciones de 100 ppm y 200
ppm, sin irradiar con luz UV, durante 20 minutos. Se incubo
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se retir6 el medio
y se incubaron 100 pL de MTT durante 4 h. Transcurrido este
tiempo, se retird el medio y se afiadieron 100 uL. de DMSO
para su lectura en un espectrofotometro.

3. Resultados y discusiones

3.1 Sintesis de nanoparticulas

Las NPsTiO: se obtuvieron utilizando el extracto natural de
Ricinus communis como agente reductor. Se empleo6
espectroscopia infrarroja para la identificacion de los grupos
funcionales presentes en las moléculas del extracto de Ricinus
communis. La Figura 1 muestra los espectros del extracto y de las
NPsTiO:. En el caso del espectro del extracto, se observan sefiales
en la region de 3440-3000 cm™ correspondientes al enlace —OH.
La banda presente a 1690 cm™* se puede atribuir a las vibraciones
del enlace C=0O de los grupos funcionales presentes en los
compuestos organicos del extracto, al igual que las bandas
presentes de 1400 a 1100 cm™ corresponden a la presencia de
enlaces —C-O-C, -C-O y C=C. Después de la sintesis y calcinacion
de las NPsTiO., las bandas caracteristicas del extracto disminuyen
considerablemente, observandose principalmente una banda
amplia entre 3500 y 3250 cm™, atribuible al estiramiento del
grupo O-H, asociada a moléculas de agua adsorbidas en la
superficie de las nanoparticulas. (Venkatappa y col., 2023).
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Figura 1: Espectro infrarrojo del extracto y las NPs obtenidas.

Por otro lado, en la Figura 2 se muestra el difractograma de las
NPsTiOz, que presenta los picos de difraccion caracteristicos
ubicados en 26 = 25°, 37°, 48°, 53°, 62°, 68° y 74°, indexados
como (101); (004); (200); (105); (204); (116); (220)
respectivamente, lo que confirma la presencia de la fase anatasa
de las NPsTiO: con estructura tetragonal centrada en el cuerpo
caracteristico de la fase anatasa, referenciado en la carta patron
PDF 21-1272 (Anatasa). Estos resultados también fueron
presentados por Ajel et al, en 2021, donde se realizo la sintesis de
NpsTiO: a partir del extracto de Ricinus communis, utilizando
tetraisopropoxido de titanio como sal precursora, reportando los
mis-mos picos de difraccion y obteniendo fase anatasa (Ajel et al.,
2021).

NpTiO, Ricinus communis
w
2
o
©
2
[2]
5

€ PDF 21-1272 (Anatasa)

il { T4 mm

20 30 40 50 60 70 80

20

Figura 2: Difractograma de las NPsTiO,

El tamafio promedio del cristalito se determind mediante la
ecuacion de Scherrer a partir de la anchura del pico de difraccion
mas intenso correspondiente al plano cristalino (101) de la fase
anatasa en 20 = 25.22° y con un valor del ancho a la mitad de la
altura de 0.6370°, resultando en un tamafio de cristalito de 12.78
nm.

En la Figura 3 se observa la curva de distribucion de tamafio de
las NPsTiO2, que presentaron un comportamiento bimodal con
dos poblaciones de tamafio hidrodindmico en 87 nm y 317 nm.
Este comportamiento bimodal también fue observado por Ansari
et al. en 2022, cuando sintetizaron NPsTiO: a partir del extracto
de Acorus calamus, donde obtuvieron tamafios de 38 y 59 nm, lo
que indica la formacion de aglomeraciones en el solvente (Ansari
et al., 2022), mencionando que es un comportamiento
caracteristico en la sintesis verde de 6xidos metalicos y pone de

manifiesto la tendencia de las nanoparticulas a formar
aglomerados en suspension acuosa.

Donde la formacion de estas poblaciones se atribuye a que su
tamaflo nanométrico y su alta energia libre superficial, las
particulas experimentan un proceso de agregacion espontanea
impulsado por fuerzas atractivas de Van Der Waals (Altammar.,
2023). Al igual que durante el tratamiento térmico de calcinacion,
sucede la descomposicion térmica de la materia orgéanica que
actuaba como agente de recubrimiento y estabilizador estérico,
promoviendo el contacto interparticula y una sinterizacion parcial
entre cristalitos (Ajel y col., 2021).
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Figura 3: Distribucion de tamafio de las NPsTiO2

Es por ello que al redispersar el material en agua, los grupos
hidroxilo (-OH) de la superficie interaccionan mediante puentes
de hidrogeno con el solvente y con particulas adyacentes
(Venkatappa y col., 2023). En consecuencia, la primera poblacion
corresponde a nanoparticulas primarias o pequefios agregados
monodispersos, mientras que la segunda poblacion representa
aglomerados secundarios de mayor complejidad estructural
suspendidos en el medio

3.2 Pruebas antimicrobianas

En cuanto a la actividad antibacteriana de las NPsTiO, contra
Staphylococcus aureus, se puede observar en la Figura 4 que las
NPsTiO;irradiado con luz solar (Fig. 4c.) muestran nula actividad
antimicrobiana, mientras que las NPsTiO, (Fig. 4b.) y el NPsTiO,
irradiados con luz UV (Fig. 4d.) aumentan su actividad
antimicrobiana. Senarathna et al. en 2017 indicaron que la ventaja
del TiO, como desinfectante se debe a su actividad fotocatalitica
en presencia de radiacion UV, al exponerse a un rango de luz UV
(A < 400 nm) promueve la generacion de reacciones redox que
producen especies reactivas de oxigeno, como el radical hidroxilo
(‘OH), el radical superoxido (-O,—) y el oxigeno singlete (O).
Estos radicales libres contribuyen a la actividad biocida al destruir
los compuestos organicos celulares (Senarathna et al., 2017).
Debido a que el tamafio nanométrico de las NPsTiO: también
puede influir en su actividad antimicrobiana debido a la elevada
relacion superficie/volumen ya que su morfologia y fase cristalina
pueden modificar la actividad antimicrobiana de las NPsTiOa,
observandose en diversos estudios una tendencia hacia una mayor
actividad con tamafios de particula menores (Serov et al., 2024).
Por lo que el incremento de la actividad antimicrobiana observado
después de la irradiacion UV durante 30 min es consistente con el
caracter fotocatalitico del TiO2, ya que la radiacion UV puede
favorecer la generacion de especies reactivas de oxigeno
responsables de procesos oxidativos sobre las células bacterianas
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Figura 4: Actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus a) Control, b) NpTiO,, ¢) NpTiO; con luz solar, d)
NpTiO; con UV

3.3 Pruebas citotoxicas

La Figura 5 muestra los resultados de citotoxicidad de la linea
celular A549 con concentraciones de nanoparticulas de 100 y 200
ppm, irradiadas con luz UV durante 20 minutos y sin irradiacion.
Los resultados mostraron que la respuesta celular varié en funcion
de la concentracion de nanoparticulas y de las condiciones de
irradiacion (Figura 5). Se observd el menor porcentaje de
citotoxicidad en las células tratadas con 200 ppm de NPsTiO: e
irradiadas con luz UV, mientras que el mayor porcentaje de
citotoxicidad se presentd en las células expuestas a 100 ppm sin
irradiacion. Este comportamiento indica que la respuesta celular
no presentd una relacion directamente proporcional con la
concentracion de NPsTiO: bajo las condiciones evaluadas.
Donde la respuesta de las células A549 frente a NPsTiO puede
variar considerablemente dependiendo de las caracteristicas del
material. Un ejemplo de ello es el trabajo de Saravanakumar y col
en el 2023 sobre NPsTiO: sintetizadas mediante extracto vegetal
reportd un efecto citotoxico sobre células A549 asociado con
mecanismos relacionados con ROS, dafio nuclear y alteraciones
mitocondriales. (Saravanakumar et al., 2023)

Por otra parte, Evans y col en el 2022 encontraron que diferentes
materiales basados en TiO: no necesariamente inducen
citotoxicidad en células A549 dentro de determinados intervalos
de concentracion y tiempo, aun cuando las particulas interactuan
e incluso son internalizadas por las células (Evans et al., 2022)
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Figura 5: Viabilidad celular de las NPsTiO,

Es por ello que bajo algunas condiciones experimentales se
presentaron valores de viabilidad celular superiores al 100 %. Sin
embargo, esto no debe interpretarse como una viabilidad absoluta
superior al 100 %, sino como una respuesta relativa respecto al
control, al cual se asignd un valor de 100 %. Debido a que el
ensayo MTT se basa en la actividad metabdlica celular y en la
reduccion del reactivo para producir formazan, un incremento de
la sefial metabolica respecto al control puede generar valores
relativos superiores al 100 %. Ademas, en estudios de
nanotoxicologia se ha sefialado que las nanoparticulas pueden
interferir con ensayos colorimétricos debido a sus propiedades
opticas, su capacidad de adsorcién o su interaccion con los
componentes del ensayo; por ello, los valores obtenidos mediante
MTT deben interpretarse considerando posibles interferencias
asociadas al nanomaterial (Qiu et al., 2017).

4. Conclusiones

En el presente trabajo se sintetizaron con éxito NPsTiO,
empleando un método de sintesis verde, sostenible y de bajo costo
a partir del extracto acuoso de Ricinus communis.

Los analisis de FT-IR confirmaron el papel de los compuestos
organicos del extracto vegetal como agentes reductores y
estabilizadores en el proceso. Mediante DRX se verifico la
obtencion de la fase cristalina anatasa pura. Por su parte, en el
DLS se evidencié un comportamiento bimodal con poblaciones
hidrodindmicas de 87 y 317 nm, atribuidas a fenémenos de
aglomeracion en solucion.

Las NPsTiO, mostraron una marcada actividad bactericida frente
a Staphylococcus aureus, la cual se potencid significativamente
tras 30 minutos de fotoactivacion con luz UV debido a la
generacion fotocatalitica de especies reactivas de oxigeno. En
contraste, bajo irradiacién solar no se observd respuesta
antimicrobiana significativa.

Los ensayos en células A549 (cancer de pulmon) revelaron una
respuesta celular dependiente de la concentracion y de las
condiciones de luz. El menor porcentaje de citotoxicidad se
obtuvo a 200 ppm con irradiacion UV, mientras que el mayor
efecto citotoxico se registro a 100 ppm sin irradiacion. Asimismo,
las variaciones en la viabilidad celular sugieren posibles
interferencias  Opticas o metabdlicas inherentes a las
nanoparticulas en el ensayo de MTT.
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Por lo que, en conjunto, estos resultados demuestran que la ruta
bioldgica propuesta es eficiente para la obtencion de NPsTiO,
fotoactivables con potencial en aplicaciones antibacterianas y
biomédicas.
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