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RESUMEN

El didxido de titanio (TiO,), ha sido usado ampliamente, como pigmento desde su produccién
comercial en la década de 1920. Su bajo costo lo convierten en un ingrediente especial para
pinturas, ungientos, colorantes alimenticios y protectores solares. Dado que absorbe radiacion
electromagnética principalmente en la region UV, es empleado como un fotocatalizador para
degradar moléculas organicas en procesos para la purificacion del agua. Por estas y otras
aplicaciones debido a sus propiedades, es empleado actualmente en cantidades apreciables por la
sociedad, despertando un mayor interés sobre el riesgo y la seguridad de este material. Entre las
exposiciones de mayor frecuencia al TiO, se encuentra la via oral, la cual presenta periodos de
exposicion durante la ingesta de alimentos (pigmentos alimenticios) o la deglucién de mucosa
(expulsion de NPs provenientes de los pulmones por inhalacion). Estos antecedentes llevaron a
plantear un estudio preliminar de toxicidad aguda oral de nanoparticulas de TiO, sintetizadas a
través de una ruta quimica para evaluar asi su accion sobre el ratén albino.

En este trabajo se sintetizo dioxido de Titanio (TiO,) a través del método quimico Sol-gel. Se utilizé
como precursor de titanio el tetrabutoxido de titanio (TBT), que se mezclé con agua, empleando
como solvente de sintesis (etanol o tolueno) y como surfactante bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB), compuesto que favorecié la formacion de micelas reduciendo la presencia de aglomerados
en el sistema y limitando el crecimiento de las particulas; Sintetizado este solido, se definid la
temperatura Optima de tratamiento térmico para obtener el 6xido de interés. Las caracteristicas del
polvo ceramico de TiO,se determinaron empleando FT-IR, DRX, MET y MEB. La fase cristalina
qgue predomino en las muestras sintetizadas fue la anatasa, las particulas presentaron diferentes
formas (morfologias irregulares para el solvente tolueno, y de tipo esférico y aguja para el solvente
etanol) , dependiendo de la concentracion de surfactante (CTAB) y del solvente de sintesis, con un
tamafio nanométrico < 100 nm, en promedio. Posteriormente se llevaron a cabo estudios de
toxicidad aguada en un modelo animal (ratén albino suizo), usando como protocolo la metodologia
de la directriz OECD-420. Para ello se evaluaron 3 concentraciones (5mg/Kg, 50 mg/Kg y 300
mg/Kg) de TiO2, tomando un grupo control. El seguimiento de los ejemplares, se realizd por 15 dias
durante los cuales se registrd el peso corporal de los ratones, obteniendo un mayor decrecimiento y
porcentaje de variacion de los pesos en los grupos dosificados con las nanoparticulas sintetizadas en
etanol. Finalizada esta actividad, se llevé a cabo la eutanasia de los mismos y se evaluaron sus
6rganos (rifion, higado) para determinar la bioacumulacién de nanoparticulas en ellos, a través de la
técnica de absorcion atémica para cuantificar el titanio, el cual no fue detectado por el equipo. El
analisis ultraestructural del higado, se llevé a cabo mediante el andlisis de biopsias con MET, este
mostro dafios a nivel celular mas especificamente en la mitocondria y el espacio de disse, este
fendmeno fue mas evidente las dosis de 300mg/Kg.

La adicion de surfactante en el medio de sintesis modifico la morfologia, el tamafio y el estado de
agregacion de las particulas, dando como resultado formas irregulares , de mayor estado de
agregacion y tamafio (1-5um) para el solvente tolueno, mientras que la sintesis en etanol mostro
morfologias de tipo esférico y aguja con una tamafio (<100nm) y aglomeracion menor a las
nombradas anteriormente; estas diferencias generaron efectos en los valores de pesos de los



especimenes del estudio, en donde las particulas sintetizadas en etanol ocasionaron una mayor
pérdida de peso durante el desarrollo del mismo. La no deteccion del titanio en los 6rganos
seleccionados (rifion e higado) es un indicador de que el proceso de bioacumulacion pudo llevarse a
cabo en otro 6rganos del cuerpo como los intestinos, aun asi es evidente el efecto generado por el
TiO; en la inapetencia y falta de absorcion de nutrientes que llevaron a la perdida peso de los
grupos dosificados; el andlisis microestructural mostro un alto estado de toxicidad en donde las
funciones del higado se vieron gravemente afectadas. Para establecer con mayor claridad los efectos
generados de las nanoparticulas durante el transcurso del estudio es necesario el plantear estudios de
mayor especificidad como lo son un cuadro hematico, analisis de orina, materia fecal y el estudio
histol6gico de otros 6rganos.

1. INTRODUCCION

Durante los Gltimos diez afios la nanociencia y la nanotecnologia han logrado grandes avances
debido a las propiedades Unicas que presentan los sistemas de tamafio nanométrico que en ellas se
consideran, como es el caso de las nanoparticulas (NPs, Nanoparticles) (NPs; <100 nm) (1) . Estos
desarrollos se han dado principalmente en microelectronica, catalisis, fisica, Optica, en la
fabricacion de cosmeéticos, la liberacion controlada de drogas, entre otros (2), propiciando campos
novedosos de estudio como por ejemplo en medicina (nanomedicina) y remediacion
medioambiental (fotodegradacidén de moléculas organicas contaminantes), etc. (2).

El didxido de titanio (TiO2) es actualmente uno de los nanocompuestos mas utilizados para
la fabricacion de productos de consumo (pastas de dientes, cosméticos Yy productos
alimenticios), implantes, pinturas, revestimientos de superficies y en la  descontaminacion
ambiental del aire, suelo y agua (3). El TiO, existe en la naturaleza en tres diferentes fases
cristalinas (anatasa, rutilo y brookita). Sin embargo, s6lo las dos primeras estructuras son naturales
y de interés industrial, tal que la fase anatasa es considerada como la que presenta mas
efectos bioldgicos adversos: citotoxicidad, respuestas inflamatorias, y formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) en una variedad de células y tejidos (2).

El TiO, es obtenido a través de diferentes métodos, entre los que se destacan: sol-gel (4),
hidrolisis directa de una sal de titanio (5), deposicién quimica en fase vapor (6), hidrotermal
(7), precipitacién controlada (8) y pechini (4), entre otros. Para mejorar las caracteristicas del
TiO,, y optimizar su funcionalidad, se han estructurado una serie de procesos entre los que se
considera el uso de micelas, normal e inversa, buscando favorecer la formacion de
nanoreactores o0 nanomoldes; estas nanocavidades generan pequefios espacios que limitan la
nucleacién y el crecimiento de las particulas, contribuyendo a un mayor control de la morfologia y
el tamafio de las mismas (3); estas caracteristicas, asi como la fase cristalina presente, son las que
definen las propiedades del material y las que hay que controlar para optimizar su funcionalidad.
Con el fin de dar cumplimiento a este objetivo, se determinara el efecto del uso de un
surfactante (CTAB, Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) y la naturaleza del solvente (uno polar
y otro apolar) sobre las caracteristicas finales de las particulas y su grado de aglomeracion, siendo



este Ultimo aspecto un problema comun en los trabajos que se reportan en la literatura cientifica
sobre este oxido(4).

En contraste al rapido avance de la nanotecnologia, que suministra una gran variedad de
nanomateriales para diversas aplicaciones, la nanotoxicidad de las nanoparticulas no se ha
desarrollado a la misma velocidad (9). La sociedad estd demandando un mayor conocimiento del
riesgo del uso de estos nanomateriales para propiciar un desarrollo sostenible, lo que
requiere mayor informacion sobre los riesgos de salubridad que surgen cuando los
trabajadores y los consumidores se exponen a las nanoparticulas (10). Para ello hay que identificar
cuales de sus caracteristicas (tamafio, area superficial, forma, composiciéon quimica y reactividad
superficial) son las mas importantes para explicar su reactividad bioldgica. Se ha encontrado que las
NPs tienen la habilidad de interactuar y atravesar barreras biol6gicas generando procesos de
translacion eficientes, que pueden permitir su acceso a la circulacion de la sangre propiciando una
toxicidad sistémica. En el caso de los mecanismos celulares, las nanoparticulas, podrian
inducir ciertos efectos debido a su potencial capacidad de generar estrés oxidativo, aunque pueden
ocurrir otros mecanismos de toxicidad propiciados por la interaccién de las nanoparticulas.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El rapido crecimiento en el campo de la nanotecnologia ha generado, en el mercado mundial, un
aumento del 185% en el nimero de consumidores de estos productos, ubicando a mas de 20 paises
como fabricantes y comercializadores de mas de 600 variedades de diferentes articulos de consumo
relacionados con la nanotecnologia, siendo los cosméticos los de mayor produccidén y consumo
(NCPI, Nanotechnology Consumers Products Inventor) (NCPI, 2006). El alto posicionamiento de
este tipo de productos ha despertado inquietudes entre el publico y la comunidad cientifica, con
relacién a la seguridad y toxicidad de las NPs (11).

Es de interés para esta investigacion, examinar e investigar, el efecto de la adicion de un
surfactante y la naturaleza del solvente sobre el tamafio, distribucion de tamafo, morfologia y grado
de aglomeracion, asi como fase cristalina que presentaban las particulas de TiO; sintetizadas por
una ruta quimica. Desde el punto de vista nanotoxicolégico, se determind la toxicidad de estas NPs
de TiO; realizando un estudio preliminar para determinar los efectos adversos que ellas generaban,
considerando su naturaleza nanométrica, en un modelo animal (ratén Albino).

1.2 OBJETIVOS

121 GENERAL

Determinar la toxicidad aguda de las nanoparticulas de TiO, sintetizadas por una ruta quimica, en
presencia de micelas, realizando una evaluacion preliminar de su accién sobre ratones albinos.

122 ESPECIFICOS

o Establecer las condiciones dptimas de sintesis de dxido de titanio (TiO>), utilizando el método
sol-gel, considerando la naturaleza del solvente de sintesis y la adicion de un surfactante para
favorecer la formacion de micelas en el sistema.



Determinar la influencia del surfactante catiénico adicionado y la naturaleza del solvente
empleado sobre las caracteristicas del oxido de titanio sintetizado, especificamente sobre el
tamafio, morfologia y grado de aglomeracion de las particulas, asi como de la fase cristalina
presente en ellas.

Evaluar, de manera preliminar, el efecto de toxicidad aguda y la bioacumulacion de las
nanoparticulas de TiO,en un modelo animal, utilizando para ello las metodologias respectivas y
espectrometria de absorcion atdmica
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2. SINTESIS DEL TiO2: Efecto de la naturaleza del solvente y de la
presencia del surfactante

2.1 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

211 Caracteristicas Fisicoquimicas del TiO2

El titanio, el noveno elemento mas abundante en la corteza de la tierra y se encuentra ampliamente
distribuido, su concentracion promedio es aproximadamente 4400mg/Kg. Debido a su gran afinidad
por el oxigeno y otros elementos, este no existe en estado metéalico en la naturaleza. El estado de
oxidacion mas comin del titanio es el +4 pero los estados +3 y +2 también existen. Entre los
compuestos mas ampliamente usados en la industria se encuentran: el Ti metélico, el TiO,y el
TiCls. El diéxido de titanio, con numeracion quimica CAS-N0.13463-67-7, también es conocido
como oxido de titanio (IV), acido titanico anhidrido, Titania, o titanio blanco, y es el 6xido de
origen natural del Ti. El TiOz es un polvo blanco incombustible e inodoro (1) y sus principales
caracteristicas fisicoquimicas se indican en la Tabla 2.1:

Tabla 2.1 Principales Caracteristicas Fisicoquimicas del diéxido de titanio (1-3)

Apariencia Solido, blanco
Peso molecular 79,9g/mol
Punto de Fusion 1843°C
Punto de Ebullicién 2972°C
Anatasa 3,79 g/lcm®
Densidad Rutilo 4,13 g/lcm®
Brookita 3,99 g/cm?®
TiO2(B) 3,64 g/cm?
Indice de Refraccion Anatasa 2.561, 2.488
Rutilo 2.605-2.616,
2.890, 2.903
Brookita 2.583-2.700
Dureza en la escala de Anatasa 5.5-6
Mohs Rutilo 6-6.5
Brookita 5.5-6

Calor especifico
Conductividad térmica
Constante dieléctrica
resistividad
Solubilidad

(683-697) J/IKg.K
(4.8-11.8) W/m.K
(80-100)
(10:-10*) Ohm.cm
Soluble en acido sulfurico y
alcalis; insoluble en agua

212 Estructura cristalina del TiO2

El didxido de titanio cristaliza, principalmente, en 4 diferentes estructuras (jError! No se encuentra
el origen de la referencia.): Rutilo (tetragonal), Anatasa (tetragonal), Brookita (ortorrémbica), and



TiO, (B) (monoclinica). También presenta otras estructuras, por ejemplo la Cotunnita TiO. que ha
sido sintetizada a alta presion y es uno de los materiales policristalinos mas duros conocidos.
Considerando la coexistencia de varias fases de TiO,, una de ellas deberia tener el minimo de
energia libre de Gibbs y las otras tendrian una energia subminima. Cominmente, la fase anatasa es
la que presenta el 6xido cuando se sintetiza a temperatura ambiente mientras que la fase rutilo es la
que se obtiene a altas temperaturas. En la Tabla 2.2 se listan los principales parametros
estructurales de las diferentes fases que presenta el TiO (4).

Anatasa Rutilo Brookita

Figura 2.1 Estructuras cristalinas del Dioxido de Titanio(5)

Tabla 2.2 Parametros estructurales de las fases mas comunes del TiO2 (4)

Forma Sistema Grupo Densidad Parametros de la celda unitaria
Cristalina  Cristalino espacial (g/cmd) a/nm b/nm c/nm b/deg
Anatasa Tetragonal 14,/amd 3.83 0.379 0.951
Rutilo Tetragonal ~ P42/mnm 4.24 0.459 0.296
Brookita  Ortorrémbico Pbca 0.17 0.918 0545 0.515
TiO2(B)  monoclinico Pbca 3.64 1.216 0374 0651 107.3

En las aplicaciones del TiO,, las fases rutilo y anatasa juegan un papel importante, en ambas
estructuras el blogue de construccién bésico es el octaedro de Ti ([TiOs]) el cual consiste de un
atomo de titanio rodeado por seis a&tomos de oxigeno, con una mayor o menor distorsion de la
configuracion octaédrica tal que los dos enlaces titanio — oxigeno en el octaedro (en el mismo plano
o0 en los apices) pueden ser ligeramente diferentes; una considerable desviacion de 90°, en el angulo
de enlace, es observada en la anatasa. En el rutilo, los octaedros vecinos comparten una esquina, a
lo largo del plano (110), y estan apilados a lo largo de su eje C, alternados por 90°. En la anatasa,
los octaedros comparten esquinas en el plano (001) y estan conectados con los bordes del plano del
octaedro de abajo. En todas las tres estructuras, el apilamiento de los octaedros resulta en la triple
coordinacion de los a&tomos de oxigeno (2).

La anatasa y el rutilo presentan un valor de energia de la banda prohibida (“band gap™) de 3.2
(387nm) y 3.0 eV (413nm), respectivamente. Estas diferencias en los valores de energia del band
gap y por lo tanto en su absorcion de radiacion, tendrian su origen en sus diferencias estructurales
propiciadas tanto por la longitud de enlace como por el apilamiento de los octaedros [TiOs], los



cuales ocasionarian diferentes acoplamientos entre los orbitales 2p del oxigeno y los orbitales 3d del
titanio; la justificacion de estas diferencias en el valor del band gap parece mas sencilla, a primera
vista, cuando se considera el cambio en la longitud del enlace Ti-O en el rutilo y la anatasa (4).

213 Usos del TiO2

El diéxido de titanio es un pigmento blanco y debido a su brillo y alto indice de refraccién, asi
como a sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 2.1), es ampliamente usado; aproximadamente
cuatro millones de toneladas son consumidas como pigmento anualmente alrededor del mundo. Este
representa el 70% del volumen total de produccién de pigmentos en todo el mundo(6), y esta entre
las 5 Nanoparticulas (NPs) mas utilizadas en los productos de consumo (7). El TiO,es empleado en
pinturas, recubrimientos, plasticos, papeles, tintas, medicamentos, productos farmacéuticos,
productos alimenticios, cosméticos, protectores solares y pasta dental, incluso como pigmento para
blanquear leche descremada. Las propiedades fisicas Unicas del TiO2lo hacen ideal para su uso en
diferentes productos para el cuidado de la piel y como agente antibacterial, bajo irradiacion de luz
UV(1). Ademas, el TiO; ha sido usado como componente para la articulacién de implantes Gseos,
especialmente para cadera y rodilla (1).

Las NPs del TiO, son producidas en abundancia y ampliamente utilizadas debido a su alta
estabilidad, asi como por sus propiedades anticorrosivas y fotocataliticas (8). Algunos
investigadores han atribuido el aumento de su actividad catalitica a su elevada area superficial,
razon por la cual es el semiconductor mas utilizado en reacciones cataliticas, concretamente
fotocataliticas, para el tratamiento de agua contaminada, con subproductos industriales peligroso, y
en celdas solares nanocristalinas, como material fotoactivo. La utilizacion industrial del efecto
fotocatalitico ha sido dirigida hacia otras aplicaciones, especialmente para fines de auto-limpieza y
anti-empafiamiento de baldosas, ventanas y textiles autolimpiables. En el campo de la
nanomedicina, el TiO; esta bajo investigacion como herramienta Util en la formacion de imagenes
avanzadas y nanoterapia, siendo considerado como potencial fotosensibilizador para uso en terapia
fotodindmica (1).

214 Meétodos de sintesis para la obtencion del TiO:

2.1.4.1 Sintesis industrial del TiO2

Una de las principales formas de produccion industrial del diéxido de titanio es “ via sulfato”,
utilizando como materias primas ilmenita (que contiene principalmente Fe,TiO3) y acido sulflrico
(H2S0s) (9).
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El proceso de produccion de TiO, consta esencialmente de 8 etapas fundamentales. Comienza con
la etapa de molienda y digestion (9) del mineral, en donde el mineral se muele hasta que las
particulas alcanzan las 50 micras, tamafio éptimo para que la posterior reaccién con acido sulfurico
sea lo mas eficiente posible. Mediante aire caliente, se efectla el transporte y secado del mineral
molido.

A continuacion se procede a la separacion de los denominados lodos inatacados, producto de la
anterior reaccion. Dicho proceso se lleva cabo en decantadores, mediante la adicion de floculante



que favorezca la precipitacion de los sélidos en suspension, propiciando asi la precipitacion de la
mayor parte de los inatacados de ilmenita y favoreciendo la formacién del TiO- (9).

215 Sintesis del TiO2 mediante rutas quimicas

2.1.5.1 Sintesis Hidrotermal

Se basa en el calentamiento de los precursores de titanio (sales metélicas, 6xidos, hidroxidos o
polvos metalicos, entre otros), en solucion o suspension en un liquido (frecuentemente agua), a
elevada temperatura y presion (implementacion de autoclaves), normalmente por encima de 300°C
y alrededor de 100 MPa.

Esas temperaturas y presiones extremas obligan a que, en el seno del sistema, se propicien
transformaciones de fase, a través de procesos de solubilizacién, hidrolisis u oxidacién, re-
precipitacion entre otros, lo cual no seria posible a condiciones normales. Cuando la concentracion
del producto resultante alcanza un valor adecuado, denominado limite de sobresaturacion, en la
solucion comienza a generarse la fase solida con la formacion inicial, de pequefios nlcleos en su
interior (proceso de nucleacion homogénea). Estos son las “semillas” requeridas para que, sobre
ellas, crezcan las particulas que conformaran el precipitado que posteriormente, a través de
tratamientos térmicos, permitira la obtencién del producto de interés. La nucleacion y el
crecimiento de las particulas ocurren bajo las condiciones especiales, indicadas anteriormente, que
podrian permitir obtener un oxido o particulas metalicas submicrométricas, o nanométricas, con
forma y tamafio de particula controlado (10,11).

2.1.5.2 Método Pechini

OH H 0o
h c—z—clz—clz—c// + M= //C
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HO H OH H 0
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Etilenglicol Citrato Metalico Polimerizacion
(b)

Figura 2.2 Etapas de formacion de la resina en el proceso Pechini:
(a) Esterificacion y (b) poliesterificacion.
Este método consiste en la sintesis de un poliéster a partir de una reaccion de poliesterficacion entre
un polialcohol, generalmente etilenglicol (EG), con un é&cido carboxilico, generalmente el &cido
citrico (AC), considerando la adicion previa, a esta solucion viscosa, de las sales de los cationes de
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interés. Esta mezcla debe llevar a la conformacion de una disolucion liquida transparente
sometiéndola a tratamientos térmicos y a continua agitacion. Como en el sistema se encuentran los
cationes de interés es posible que se conformen quelatos polibasicos o de naturaleza acida, que
posteriormente, por calentamiento, experimenten polimerizacion dando origen a una resina viscosa
(12).

La quelacion del cation ocurre por accion de la temperatura, accién que se puede esquematizar
como se indica en la Figura 2.2(a). Por otro lado, la poliesterificacion del citrato metalico con el
etilenglicol, que también ocurre por accion de la temperatura, y se puede representar como se ilustra
en la Figura 2.2(b) (12)..

2.1.5.3 Sintesis via Combustién

Es un proceso simple que utiliza una reaccion quimica muy rapida y exotérmica para formar el
producto deseado. La caracteristica principal del proceso es que el calor requerido para conducir la
reaccion es suministrado, principalmente, por la propia reaccion y no por una fuente externa. En las
reacciones via combustion, los reactivos que se emplean como fuentes de los cationes de interés
son, normalmente, nitratos y carbonatos metalicos, y como combustibles, o agentes reductores,
urea-CO (NH>),), Glicina-NH,CH,COOH, TFTA-C14H16NsO2, ODH-C2HsN4O-, etc. (13,14).

Durante el proceso, usando una fuente externa de calor los nitratos metalicos, precursores de los
cationes para la formacién del éxido metalico, son forzados a reaccionar con el combustible
reductor, definido para tal fin, de manera rdpida, exotérmica y auto-sostenida. Por simple
calcinacion, los nitratos metélicos pueden descomponerse en los Oxidos metalicos de interés; el
suministro constante de calor externo es necesario para mantener el sistema a alta temperatura y asi
propiciar que se genere la transicién de fase adecuada(13,14).

La descomposicién del combustible y de los nitratos da como resultado una rapida evolucion de un
gran volumen de gas asi como de particulas grandes o aglomerados se pueden desintegrar durante el
proceso generando, como producto final, un sélido en forma de particulas muy finas o aglomerados
blandos. EI material poroso, que normalmente se obtiene, puede ser facilmente molido para obtener
un polvo con un tamafio de particula muy fino(13,14).

2.1.5.4 Sintesis Mecanoquimica

La energia mecanica es empleada para activar reacciones guimicas y cambios estructurales. Los
tres principales procesos mecanicos son: la molienda mecanica (MM), aleacion mecanica (MA) y
las reacciones de molienda (RM) (15).

La MM se refiere a la molienda de un metal puro o compuesto que esta en un estado de equilibrio
termodinamico al inicio de la molienda. Por otro lado, la MA esta relacionada, especificamente, con
la formacién de aleaciones de precursores elementales durante el proceso de molienda en un molino
de bolas. Finalmente, en la RM se usan procesos mecanicos para inducir reacciones quimicas.
Dentro de las principales ventajas del procesamiento mecanoquimico, se destacan: la refinacion de
los metales, el favorecer reacciones de combustion y propiciar la produccion de polvos ultrafinos.
(15).



La sintesis mecanoquimica (SM), a través de molienda mecénica (MM) de alta energia, ha ido
ganando interés como técnica de procesamiento, de no equilibrio, debido a su versatilidad y
viabilidad para producir materiales meta-estables, aleaciones amorfas, materiales cuasi-cristalinos y
nanocristalinos, compuestos intermetélicos y termoeléctricos, entre otros(15,16).

2.1.5.5 Método Sol-gel

Este proceso implica la transicion de un sistema en estado “sol” (suspension coloidal de particulas
solidas con tamafio suficientemente pequefio para permanecer en suspension por movimiento
Browniano) a una fase solida denominada “gel” (solido conformado por lo menos de dos fases, con
la fase liquida aprisionada e inmovilizada por la fase solida). Las reacciones mas importantes que
ocurren en el seno del sistema, durante la formacion del sol y su transicion a gel, son las de
hidrélisis y condensacion y se representan por las siguiente ecuacion(17) :

M(ORY), + H;0 —= M(OR),4(OH) + ROH
2M(OR),.1(OH) — M30(OR),;, ., + H,0
M(OR); + M(OR),.1(OH) — M,0O(OR),, , + ROH

Z = numero entero

donde M representa a un metal y R representa a un proton u otro ligando (si R es un alquil, entonces
OR es un grupo alcoxi) (10). Especificamente, el enlace Metal-Oxigeno-Metal (M-O-M) es
formado en solucién por procesos de autocondensacion o de condensacion cruzada cuando
diferentes alcoxidos son usados.

@ @ 1. Hidrolisis v condensacion(NoSilicatos)
® - _ 2. Hidrolisis v condensacion (NoSilicatos)
0000000 3. Formaciond=particulasdesoles vy zeles
0000000 Solvente g, CaEEs
ggggggg Extraccion 5. Envsjecimiznto del gal
Part'o °l° OLg:fo 6. Deaformacion y flujo é=l gal
iculas ommes | 7. Secado
f el Sempe 8. Consolidacion
o @ @ T -@ 9. Modificacionss en la superficis quimica
I @ 10. Sinterizacion
A NI Evaporaden @ 11. Comparaciéndel gal sacocon cerdmicos
Peliculade Xerogel De Solverte convencionales

Xerog 12. Formacion d= peliculas

@ Fibras 13. Aplicacionss
Calor
Calor @ l
Sensores Ceramicas de Vidrio
W Catalizadores Gafas de Obturacion
N selectri Soportes para catalizadores
“Pelicula Densa Dashcixichs Preformas de fibra optica

Ceramico Denso

Figura 2.3 Esquema de las diferentes etapas del proceso Sol-gel (17)

Los precursores usados en la preparacion del “sol” son sales metalicas inorganicas y, mas
frecuentemente, compuestos metal-organicos (alcoxidos). En un proceso tipico sol-gel, el precursor
experimenta una serie de reacciones de hidrolisis y policondensacion que llevan a la formacion de
una suspension coloidal, o “sol”; a la que, normalmente, se le adiciona un acido o una base como



catalizador. En el sistema se pueden formar cadenas de pequefias particulas solidas, inmersas en el
liquido (solvente orgénico o acuoso), o cadenas de especies polinucleares. Las particulas solidas, o
las cadenas de particulas, pueden ser tan pequefias, de 1 a 1.000 nm, que las fuerzas gravitacionales
son despreciables y las interacciones que predominan son las de tipo Van der Waals, coulémbicas y
estéricas; el “sol” se estabiliza por la accion de la repulsion estérica, el efecto de la doble capa o la
combinacion de las anteriores. Por otro lado, la transformacion de sol a gel es una etapa importante
en el proceso y permite obtener materiales ceramicos con diversas formas, asi como peliculas finas
sobre un sustrato. Cuando el “sol” se coloca en un recipiente, preferiblemente de vidrio, se forma un
“gel himedo” que con un secado y un tratamiento térmico posterior se puede convertir en un polvo
ceramico (18).

Dependiendo de las condiciones de reaccién se puede favorecer la formacion de un gel solido
monolitico (conocido como un alcogel), el cual después de secarlo y calcinarlo permitiria obtener
un oxido en polvo, o la de un precipitado, de manera directa, en el seno de la solucion (10).

a) Precursores Sol-gel

Los precursores que mas se utilizan en la sintesis de materiales, por la via sol-gel, son los alcdxidos
metalicos, los cuales presentan una alta reactividad en presencia de agua. Los alcoxidos metalicos
forman parte de los compuestos metalorganicos cuya férmula quimica es M(OR),, siendo M un
metal, R un grupo alquilo como CHs, CzHs, etc. y “n” la valencia del cation metalico (19). Dentro
de los metalorganicos se encuentran los alquilalcoxidos (M-(OR)nx (R) x donde el grupo alquilico
estaria unido directamente al atomo metalico. Estos grupos no se hidrolizan, por lo que permanecen
en la estructura del gel, y se eliminan a través de un tratamiento térmico, aunque pueden
permanecer en el sistema hasta temperaturas cercanas a 500°C. Asimismo, se pueden utilizar como
precursores en el proceso sol-gel formiatos, acetatos, sales inorganicas, etc. (19).

Se obtienen alcédxidos de casi todos los elementos de la tabla periddica y la seleccion del mismo es
importante, esto debido a que su solubilidad y reactividad varian ampliamente dependiendo del
metal y del ndmero de coordinacion que presente. Una lista de los ligandos alquil y alcdxi, mas
frecuentemente utilizados en el proceso sol-gel, se indica en la Tabla 2.3.

Por otro lado, la reactividad de los metalorganicos dependerd del nimero de especies R
hidrolizables que ellos presenten y del tamafio de las mismas. Numerosos estudios realizados, sobre
el tamafo de los grupos OR, han demostrado su influencia sobre las reacciones de hidrdlisis y
condensacién, siendo la velocidad de hidrélisis inversamente proporcional al tamafio de los grupos
OR (19).

En el caso concreto del titanio, este es un elemento con valencia 1V (nimero de coordinacion n= 4)
de forma que se puede rodear de 4 grupos OR hidrolizables. Los grupos alcoxi- mas utilizados, en
la sintesis del TiO,, contienen desde 2 (etdxido) hasta 4 (butéxido) &tomos de carbono en su cadena
alquilica y su reactividad decrece al aumentar la longitud de la cadena (19).



Tabla 2.3 Ligandos usados cominmente en el proceso sol-gel (17)

Alguil Aleona
hdetil «CH, Metoxi «0OCH.
Etil «CH,CH, Etoxi «0OCH.CH,
n-propil «CH.CH.CH, n-propoxt «0(CH. ).CH,
Izopropil H,C{+C)HCH, Isopropxi H,C0)YCHCH,
n-butil «CH, (CH,),CH, n-butoxi «0(CH,),CH,
zec-butil H.C{~C)HCH,CH, zec-butoxi H,C{=0)CHCH.CH.
iso-butil «CH,CH{CH.). izo-butoxi «OCH.CH(CH.),
terc-bartil C(CH.), terc-butoxi *O(CH,),
Otros
Avcetilacstonato H.COC(~0)CH.(0O=COCH,
H H H
H—t—o—c—b_c- 3—$—H
hooodhd A
Acetato «O0CCH,
H
H—é—C—D
I
H O

El punto {+) indica sitio d= enlacs. El paréntasis indica un stomoe con disponibilidad dez anlace

n=normal {sienifica una cadena lineal). sec=secundario. terc=terciario
b) Efecto del Catalizador
La sintesis de los soles se puede realizar bajo condiciones &cidas o basicas. Brinker y Scherer (17)
mostraron que la naturaleza de los polimeros obtenidos es diferente si estos fueron sintetizados en
un medio acido o basico, ya que el mecanismo que opera es diferente. Estableciendo condiciones
béasicas en el sistema, la velocidad de hidrdlisis es mas lenta que la velocidad de condensacion y el
mecanismo de reaccidn que actla en este caso es, principalmente, un atague nucledfilico donde el
atomo metélico, que estd enlazado a atomos de oxigeno mas electronegativos y rodeado de grupos
OR pequefios, presenta sitios favorables para el ataque de los iones negativos OH™ (Figura 2.4);
este ataque por parte del grupo OH, con el correspondiente desprendimiento del grupo OR,
dependera del tamafio y de la carga de ambas especies. Las especies poliméricas de mayor tamafio
tienden a reaccionar con las menores originando tanto el aumento del tamafio de los polimeros
como su entrecruzamiento, favoreciendo la conformacion de estructuras mas densas (19).
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Figura 2.4 Mecanismo de reaccion mediante ataque nucledfilico (19)

En el caso de catélisis &cida, la reaccion de hidrolisis es mucho més rapida que la de condensacion y
la reaccion ocurre por el ataque electréfilico del grupo alcéxido (Figura 2.5). En este caso, los



iones H* que provienen del acido se enlazan con el d&tomo de oxigeno del grupo alcdxido que
presenta dos pares de electrones desapareados(19).

RO H H RO /H OR
\.\ ) o '
0 + . wS=0R == O~==-§i==Q ~—— HO=8i wor * ROH + M
H RO H Rotr R OR

Figura 2.5 Mecanismo de reaccion mediante ataque electrofilico(19)

Bajo condiciones acidas, en el sistema se forman especies ligeramente entrecruzadas de forma que
el sol estaria formado por polimeros con estructuras de cadenas cortas y aislados. La Figura 2.6
muestra un esquema del crecimiento de las cadenas y los polimeros hasta alcanzar la gelificacion,
para condiciones de: (a) catalisis acida y (b) catalisis basica (19).
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Figura 2.6 Estructuras obtenidas en: (a) medio acido y (b) medio basico (19)

¢) Relacion Agua/Alcoxidos

La cantidad de agua empleada en el proceso juega un papel importante ya que ella participa de
manera activa en las reacciones de hidrolisis y condensacion. Las soluciones preparadas mediante
catalisis &cida, con concentracion de agua baja, conducen a estructuras poliméricas lineales pero si
se aumenta la cantidad de agua, presente en el sistema, se forman polimeros altamente
entrecruzados que conducen a redes tridimensionales y/o geles monoliticos (19).

d) Tipo de Disolvente

La necesidad de utilizar disolventes se origina cuando hay inmiscibilidad del agua con los
alcoxidos. Los disolventes que mas se utilizan son alcoholes, como metanol, etanol o propanol, los
cuales aumentan la solubilidad del medio y permiten obtener soles con buena homogeneidad. Es
aconsejable que el alcohol empleado sea el mismo que genera la hidrdlisis de los radicales
organicos del alcoxido para evitar fendmenos de re-esterificacion, es decir, reacciones parésitas que
supongan un cambio de los grupos orgénicos ligados al metal y modifiquen su velocidad. También
es importante la cantidad de alcohol utilizada en el proceso, ya que una cantidad elevada de él



puede inhibir la reaccién de hidrolisis debido a la generacién de alcohol, como producto, durante la
correspondiente etapa de hidrolisis (19).

e) Transicion Sol-gel

Durante la transicion sol-gel, que ocurre en el proceso, se produce un progresivo incremento de la
viscosidad del sol, provocado por el entrecruzamiento de las especies poliméricas, hasta alcanzar el
punto de gelacion o gelificacion (tg), en el que la viscosidad aumenta bruscamente (19).

Los factores que afectan el tiempo de gelificacion son: la relacion agua/alcoxido, el pH del sistema,
la concentracion del alcoxido y la temperatura. Especificamente, una velocidad de gelificacion alta
conduce a la obtencion de estructuras mas abiertas y porosas debido a que los aglomerados,
presentes en el sol, se pueden unir mas rapidamente sin la posibilidad de que posteriormente se re-
ordenen (19).

f)  Aplicaciones

Las aplicaciones de los productos obtenidos via sol-gel dependen de las diversas formas
conformadas en el estado gel (ejemplo: monolitos, peliculas, fibras y polvos), combinados con un
adecuado control microestructural y composicional, a bajas temperaturas de procesamiento. En
resumen, las aplicaciones son diversas, considerando las diversas formas: peliculas delgadas,
recubrimientos, monolitos, polvos ceramicos, fibras, compuestos, geles porosos, membranas VY,
actualmente, mesoporosos, y diferentes funcionalidades (17,20).

2.1.5.6 Método de Micela Normal e Inversa

Este método de sintesis permite la obtencion de nanoestructuras de Oxidos ceramicos, tanto de
nanoparticulas (micela inversa) como de materiales mesoporosos (micela normal), en los cuales el
tamafio de particula, la estructura cristalina y la porosidad del producto pueden ser controlados (21).

Para conformar las micelas se emplea un surfactante o compuesto tensioactivo, el cual puede ser de
naturaleza ionica o neutra, tal que los agregados de las moléculas del surfactante son las que
conforman estas unidades coloidales al exceder un cierto valor de la concentracion de este
compuesto, cantidad denominada concentracion micelar critica (CMC). Dependiendo de la
naturaleza del medio, lo que determina la ubicacion de la “cabeza” (normalmente la parte polar o
ionica) o la “cola” (parte apolar u organica) de la molécula de surfactante, la micela tomaria una
cierta orientacién dando origen a las denominadas micelas normales (“cabeza” hacia al seno del
solvente y “cola” hacia el interior de la unidad coloidal) o inversas (“cola” hacia el seno del
solvente y “cabeza” hacia el interior de la micela) (11).

Las micelas son generalmente globulares y de forma esférica, pero es posible que adquieran formas
elipsoidales, cilindricas o como bicapas; la forma que adquiere una micela es una funcién de la
geometria molecular de las moléculas del tensioactivo y de las condiciones de la solucién, tales
como: concentracion de surfactante, pH y fuerza iénica (11).

Los nanomateriales de TiO, preparados con este método presentan, generalmente, una estructura
amorfa por lo que es necesario calcinar el material para inducir una mejor cristalizacién del mismo.
Por otro lado, el surfactante estabilizado, conformando microcavidades en el caso de la existencia
de micelas inversas, proporciona un efecto de “jaula” que limita la nucleacion, el crecimiento y la
aglomeracion de las particulas (11,22).
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Algunos conceptos importantes, que permiten entender mejor el desarrollo de este método de
sintesis utilizado en este trabajo, se trataran brevemente a continuacion.

2.1.5.6.1 Anfifilo

La palabra anfifilo fue instaurada por P. Winsor hace mas de 35 afios, se constituyé a partir de dos
raices griegas. De un lado el prefijo "anfi" que significa "doble", de los dos lados,"alrededor"; de
otra parte la raiz "filo" que denota amistad o afinidad (23).

Definida desde el punto de vista fisico-quimico como una doble caracteristica simultanea, polar y
apolar por ejemplo. Tipicamente, un anfifilo tiene una molécula que se puede dividir en dos partes,
de acuerdo a su conformacidn estructural: por un lado una parte polar, que contiene heteroatomos
tales como O, S, N, P en grupos funcionales como alcohol, tiol, éter, éster, acido, sulfato, sulfonato,
fosfato, amina, amida, etc., y del otro un grupo apolar, compuesto por un hidrocarburo parafinico,
cicloparafinico o aromatico y que eventualmente puede contener halégenos; en ciertos casos
particulares, la parte apolar puede ser una cadena de silicona o de polioxido de propileno. La parte
polar presenta afinidad por los solventes polares, particularmente el agua, mientras que la parte
apolar la tiene hacia los solventes organicos, en particular los hidrocarburos, aceites o grasas, o
simplemente es repelida por el agua. Es por esto que a la parte polar se denomina también
hidrofilica mientras que a la parte apolar hidrofdbica. La Figura 2.7 muestra la conformacion de
una molécula tipica de un anfifilo (24).

0
1l
H3C-CHy  CHy- CHa- CHa- CHa* CHa- CHa* CHa- CHa* CH4- CH4-0-8-07 Na™
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0
Figura 2.7 Molécula de Dodecil ester sulfato de sodio

2.1.5.6.2 Surfactantes
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Figura 2.8 Molécula tipica de un Surfactante (25)

Debido a su doble afinidad (Figura 2.8), una molécula anfifila no se encuentra estable ni en
solvente de naturaleza polar ni en un solvente organico. Para satisfacer ambos tipos de afinidades, el
grupo polar de la molécula deberia estar solvatado por un solvente polar mientras que el grupo
apolar deberia encontrarse en un solvente organico o, por lo menos, fuera del solvente polar. Tales
condiciones solo se pueden cumplir en la frontera o interfase de dos medios, por ejemplo entre dos
fases condensadas, tales como dos liquidos inmiscibles o un liquido y un sélido. Lo anterior hace
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que las sustancias anfifilas experimenten una fuerte tendencia a migrar hacia una interfase
(favoreciendo un proceso de adsorcién). Es la ocurrencia de este proceso lo que ha llevado a la
denominacion, de estos compuestos anfifilos, como surfactantes, nombre que corresponde a la
contraccion de las palabras en inglés "surface-active substances" (24). Es, por lo tanto, ésta fuerte
afinidad por la interfase la que define muchas de las propiedades de los surfactantes. La
clasificacion de los surfactantes se hace con base en su tipo de molécula, mas concretamente
considerando el tipo de disociacion que presenta su molécula en solucion.

Tabla 2.4. Tipo y Formula molecular de los Surfactantes mas utilizados (19)

Tipo Subtipo Nombre Acrénimo Estructura
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Surfactantes Anionicos: Son aquellos que, en solucién acuosa, se disocian en un anién
anfifilo (grupo hidréfobo queda cargado negativamente) y un cation, el cual es generalmente un
metal alcalino o un amonio cuaternario. A este tipo pertenecen los surfactantes de mayor
produccion industrial: detergentes como alquilbenceno sulfonatos, jabones o sales de &cidos
carboxilicos grasos, espumantes como el lauril éster sulfato etc. (24).

Surfactantes no idnicos: Por orden de importancia industrial vienen justo después de los
anionicos, tanto asi que hoy en dia su produccién estd aumentando. En solucién acuosa no
forman iones ya que su parte hidrofilica estd formado por grupos polares no ionizados como:
alcohol, tiol, éter, éster, amida o bien cadenas de poliéster de 6xido de etileno o propileno. Entre
los mas comunes se encuentran los alquil fenoles etoxilados y los ésteres de sorbitan, éstos
altimos conocidos comercialmente como series SPAN y TWEEN(24).

Surfactantes Catidnicos: Son aquellos que se disocian en un catién anfifilo (grupo
hidréfobo de la molécula queda cargado negativamente) y un anion, generalmente de tipo
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halogenado. Estos surfactantes se usan solamente en aplicaciones especiales donde la carga
positiva del anfifilo produce ventajas como en enjuagues o emulsiones asfalticas. En la mayoria
de los casos corresponden a un grupo amonio cuaternario(24).

Surfactantes Anfotéricos: Este grupo de surfactantes combinan, en la misma molécula, un
grupo con tendencia anionica y otro con tendencia catidnica y dependiendo del valor de pH del
medio dominaria una u otra (anidnico a alto pH, catidnico a bajo pH). La Tabla 2.4 muestra
algunos de los surfactantes mas utilizados en el laboratorio e industrialmente, clasificados segin
el tipo, subtipo, acrénimo y formula molecular (19).

2.1.5.6.2.1 Propiedades de los Surfactantes en Solucion
Las propiedades y usos de los surfactantes se deben a sus dos principios fundamentales:

a)

b)

Adsorcion: Cuando una molécula de surfactante se ubica en forma orientada en una interfase se
dice que se ha adsorbido. La adsorcion es un fenémeno espontdneo motivado por la
disminucién de energia libre del surfactante, al ubicarse en la interfase, y poder satisfacer su
doble afinidad (Figura 2.9) (26,27).
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Figura 2.9 Ubicacién de la molécula de surfactante en la interfase (26)

Asociacion: Una propiedad fundamental de los surfactantes, en solucion acuosa, es su
capacidad de auto-asociaciéon. La formacion de una monocapa mas o menos densa de
surfactante, en una interfase, es la primera manifestacion de la tendencia a asociarse. Cuando la
concentracién de surfactante aumenta, en la fase acuosa se produce, rapidamente, la saturacién
del area interfacial y como consecuencia el nimero de moléculas disueltas tiende a aumentar
(Figura 2.10) (26)

Cuando se satura la superficie ...
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Figura 2.10 Formacion de un agregado de moléculas de surfactante o Micela en el agua. (28)
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2.15.6.3 Micela

Los agregados de moléculas dispersas de surfactante que se forman en un liquido, al aumentar la
concentracion del tensioactivo, se denominan micelas (11). En un agregado micelar normal, Figura
2.11, los grupos hidrofilicos del surfactante estarian en contacto con el solvente polar, mientras que
las colas hidrofébicas se orientarian hacia el nicleo de la micela, lejos del seno de la solucién (29).

Figura 2.11. Disposicion de Micela Normal (25)

Por su parte, las micelas inversas serian similares en estructura a las normales pero, debido a que el
solvente donde ellas se forman es de naturaleza no polar, la orientacién de las partes de la molécula
se invierte: los grupos hidrofilicos se dirigirian hacia el interior de la micela y los grupos
hidrofdbicos se proyectarian hacia afuera, para interactuar con el solvente (Figura 2.12) (29).

Figura 2.12 Disposicién de Micela Inversa(25)

En el nacleo de la micela puede existir una fase organica o acuosa, dependiendo si la micela es
normal o inversa. (Figura 2.13), y es esta condicion la que se utiliza ya sea para obtener materiales
mesoporosos (micela normal) o Nanoparticulas (micela inversa).

Figura 2.13 Imagen transversal de micela normal y micela inversa (25)

Como ya se indico, las micelas pueden adoptar diferentes morfologias como: micelas esféricas,
helicoidales, cilindricas, laminares, cubicas, hexagonal cilindricas y sus formas inversas. La
morfologia de las micelas obedece a diagramas de fase estructurados considerando como variables
la naturaleza del solvente y del surfactante, la concentracion de este Gltimo y la temperatura, con
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base en ellos se pueden preparar composiciones que definan la morfologia de interés, tal como se
muestra en la Figura 2.14 al utilizar agua como solvente (30).

IV. Fase Ciubica

50 e II. Micelas \
Cilindricas
40 e II1. Fase
Hexagonal
30 ey

H Liquido + Surfactante Sélido
|

I. Micelas Esféricas

Temperatura °C

50
% Surfactante

Figura 2.14 Diagrama de fases surfactante-agua (25)

2.1.5.6.4 CMC (Concentracién Micelar Critica)

La Concentracion Micelar Critica (abreviada CMC) corresponde a la transicion entre las zonas Il y
Il de la Figura 2.15; valor que no presenta un valor exacto sino un cierto rango de concentracion,
relativamente amplio, ya que el surfactante es realmente una mezcla de especies quimicas
notablemente diferentes entre si (28); a partir de esta CMC se garantizaria la conformacion de
micelas en el sistema.

25
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0 0.01 0.1 1 10 %
CONCENTRACION (% surfactante en agua)
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Figura 2.15 La variacion de la tension superficial Vs la concentracion de surfactante permite
determinar la Concentracion Micelar Critica (28).

Relacionado con la CMC, se destacan cuatro propiedades fundamentales:
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b)

d)

Para concentraciones mayores a la CMC, toda molécula adicional de surfactante se incorpora a
las micelas y la concentracion de surfactante en estado molecular "monomérico”, o no asociado,
queda practicamente constante. Sin embargo se debe destacar que el equilibrio monémero-
micela es dinamico, es decir, existe un intercambio permanente de moléculas entre las micelas y
la fase acuosa (28).

La dimension de la micela, entre 10-100 A, y el nimero de moléculas por micela o nimero de
agregacion, depende del tipo de surfactante y del ambiente fisico-quimico (electrolito, alcohol y
temperatura, principalmente) (28).

Las tensiones superficial e interfacial de un sistema que contiene un surfactante puro no varian
cuando la concentracién de este Ultimo sobrepasa su CMC, en otras palabras, un exceso de
micelas no cambia en nada la actividad superficial o interfacial del sistema. Sin embargo, la
magnitud de los fenémenos de solubilizacién micelar varia con la cantidad de micelas (28).

Para concentraciones menores a la CMC, las propiedades termodinamicas de las soluciones con
surfactante (presion osmotica, descenso crioscopico, etc.) siguen leyes ideales o regulares
similares a las que cumplen aquellas soluciones que contienen un soluto de gran dimensién
molecular. Por el contrario, para concentraciones mayores a la CMC se observa un
comportamiento fuertemente no-ideal y una actividad casi constante; en ciertos casos extremos,
se pueden obtener, aun, estructuras de tipo gel o de cristal liquido con apenas algunos
porcientos de surfactantes, lo que indica que existen interacciones muy fuertes en el sistema
(28).

2.1.5.6.4.1 Factores que influencian laCMC

a)

Competencia entre interacciones: La existencia de una CMC en la solucién con
surfactante, como un fenémeno bien definido, implica la competencia entre varios tipos de
interacciones, algunas de las cuales se favorecerian y otras se opondrian a la micelizacion.
Como ya se menciond, la minimizacién de las interacciones entre la parte hidrofilica del
surfactante y el solvente polar debe contrarrestar el efecto hidr6fobo que favorece la asociacién
de las moléculas en una micela; cuanto mas importante la parte hidr6foba del surfactante, mas
fuerte la tendencia a formar micelas y por lo tanto méas baja la CMC (28) .

Por otro lado, las interacciones que desfavorecen la formacion de micelas pueden ser de dos
tipos. Primero, se tiene aquellas que favorecen la solubilizacién monomolecular del surfactante
en el agua, esencialmente por efecto de solvatacion del grupo polar, por lo que cuanto mas polar
sea este grupo menor seria la tendencia a formar micelas y por lo tanto mayor la CMC. El
segundo efecto desfavorable, a la formacién de micelas, estaria relacionado con las
interacciones de tipo electrostatico que ocasionarian una repulsion entre las partes hidrofilicas
de las moléculas de surfactante que forman la micela. Si las fuerzas de repulsion son demasiado
grandes, las moléculas no pueden acercarse lo suficiente para que se produzca la interaccién
hidréfoba entre grupos lipofilicos. Esto explica el por qué a los surfactantes idnicos, que poseen
cargas netas en sus grupos hidrofilicos, se les dificulta més formar micelas que a los
surfactantes no ionicos (28).
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b)

d)

Electrolitos: La adicién de electrdlitos tiende a disminuir la solubilidad de muchas sustancias
en el agua llegando, incluso, a producir la precipitacion de alguna especie quimica en forma de
fase solida. Por lo tanto, su presencia debe disminuir la solvatacion de la parte hidrofilica del
surfactante que ocasionaria una mayor concentracion de iones en la vecindad de la superficie de
las micelas, generando un efecto pantalla que reduciria las repulsiones electrostaticas entre las
partes hidrofilicas cargadas. Ambos tipos de efectos favorecerian la formacion de micelas, esto
lleva a concluir que la presencia de electrolitos en el sistema tenderia a disminuir laCMC.

La disminucion de la CMC se deberia, esencialmente, a la reduccion del espesor de la doble
capa eléctrica que rodea las micelas, accion que ocasionaria una disminucion de las fuerzas de
repulsion entre grupos hidrofilicos vecinos, permitiendo la agregacion de las moléculas del
surfactante a una concentracién mas baja del mismo (28).

Alcoholes: Por razones practicas, los surfactantes se usan a menudo junto con un alcohol, ya
sea por el papel fisico de éste o bien por su influencia fisico-quimica. Todos los alcoholes
tienden a reducir la CMC Sin embargo, su influencia, depende tanto de la naturaleza del alcohol
(peso molecular y ramificacion) como de su concentracién, es decir, depende de sus
caracteristicas como co-surfactante.

Cuando mas lipofilico el alcohol, mayor la reduccion de la CMC. Este fendmeno se explica por
la formacion de micelas mixtas, surfactante-alcohol, en las cuales la insercion de las moléculas
de alcohol permite reducir las fuerzas repulsivas entre los grupos hidrofilicos cargados de las
moléculas vecinas de surfactante, dando como resultado una disminucion de la energia de
formacidn de las micelas y, por lo tanto, una reduccion de la CMC (28).

Efecto de la Temperatura: El incremento de la temperatura afecta el valor de la CMC de
los surfactantes, en medio acuoso, produciendo dos efectos opuestos. Por una parte, ocasiona
una disminucion en la hidratacion de los grupos hidrofilicos, favoreciendo el proceso de
micelizacion, y por otro lado, destruye la estructura del agua en los alrededores del grupo
hidrofobico, desfavoreciendo la micelizacion. La intensidad relativa de estos dos efectos es la
gue determina si se produce un aumento o un descenso del valor de la CMC, a cierta
temperatura. Asi, la CMC alcanza su minimo valor en torno a los 25 °C, en el caso de
surfactantes ionicos, y alrededor de los 50 °C en el caso de surfactantes no idnicos (31).

Para los surfactantes idnicos, existe una temperatura determinada por debajo de la cual no se
forman micelas, ya que no existe una buena solubilizacién de los surfactantes; a este valor de
temperatura se le denomina temperatura de Kraft. Al superar esta temperatura critica, se
produce un aumento brusco de la solubilidad de los surfactantes y se propicia la formacién de
micelas, por lo que la temperatura de Kraft corresponderia al punto donde la solubilidad del
surfactante alcanzaria su CMC. Por debajo de la temperatura de Kraft, el surfactante no es lo
suficientemente soluble para obtener la concentracion adecuada que permita formar las micelas;
en este caso el equilibrio se establece entre una solucion monomolecular y el surfactante sélido
precipitado (28).
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Por el contrario, en las disoluciones micelares formadas por surfactantes no iénicos existe una
temperatura por encima de la cual éstas se separan en dos fases liquidas (solvente- surfactante),
denominada temperatura de enturbiamiento (31).

pH: Un surfactante anidnico, como es el caso del dodecil sulfato de sodio en un medio donde
el pH sea muy 4acido, las micelas que éste forma se desestabilizan. Esto ocurriria porque el
grupo polar del surfactante podria formar un enlace idnico con alguno de los protones presentes
en la solucion. De esta manera, la molécula de surfactante se estabiliza y pasa a ser neutra en su
parte hidrofilica, lo que ocasiona que ésta se torne inestable y se produzca una separacién de
fases agua — surfactante.

En el caso contrario, cuando el surfactante estd en un medio muy basico, la micela se
desestabilizaria por la abundancia de cargas negativas en la solucién, provocando repulsion
entre las partes hidrofilicas del mondmero, y generando, finalmente, una apertura de las micelas
(32).

2.1.5.6.4.2 Determinacién de la concentracion micelar critica

Esta puede establecerse usando diferentes métodos ya que diversas propiedades del sistema
presentan, en esta zona, una discontinuidad en su comportamiento (Figura 2.16) (28). Las técnicas
mas empleadas se basan en la variacion de la tension superficial (todos tipos de surfactantes) y la
conductividad electrolitica de las soluciones (s6lo surfactantes idnicos) (28).

©
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Figura 2.16 Comportamiento de algunas propiedades fisicas de una suspension frente a la
concentracion de surfactante (33).

El método conductimétrico consiste en medir la conductividad (por ejemplo en micro Simmens -
uS) de disoluciones que contienen distinta concentracion de tensioactivo. La representacion de los
datos de conductividad en funcion de la concentracion de surfactante (mM) lleva a una gréfica cuya
pendiente, antes y después de la CMC, es diferente; el cambio de pendiente ocurre cuando la
concentracion del tensioactivo favorece la formacion de micelas y por lo tanto la CMC se determina
a traves de la interseccion de la extension de las pendientes antes y después del cambio.
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2.1.6 Surfactante CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio)

e e
m CTAB

Figura 2.17. Estructura del Surfactante Cationico CTAB

Un caso concreto de surfactante, que fue el que se utilizd en este trabajo, es el Bromuro de
hexadecilmetilamonio ((C1sH33) N (CHa)sBr), identificado con el numero CAS 57-09-0. Este es una
sal de amonio cuaternaria que presenta un grupo alquilo de gran longitud (Figura 2.17) y se le
conoce, también, por las siglas CTAB de su nombre en inglés: Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (34).

El CTAB es un surfactante catiénico y como cualquier otro surfactante puede formar micelas en
una solucion acuosa; a 303K (30 °C) forma micelas con un nimero de agregacion de 75-120, segun
el método de determinacion, normalmente con una media de ~95 (34,35). Algunas de sus
propiedades fisicoquimicas se indican en la Tabla 2.5:

Tabla 2.5 Principales Caracteristicas Fisicoquimicas del CTAB (34,36-39)

Formula Molecular Ci9H4BrN
Apariencia Polvo blanco
Peso Molecular 364.45g/mol
Punto de Fusién 237 a 243 °C (descompone)
Punto de Inflamacion 244°C
pH 50-7a36.49g/la25°C
Densidad aparente ~0.39g/m
Solubilidad en agua 36.4 g/l a20 °C
totalmente soluble
Punto de Descomposicion >200°C
CMC 1mM en agua a 25°C
Temperatura de Kraft (T) 20°C a 25°C en agua

22 METODOLOGIA

221 Reactivos y Solventes

[l Agua desionizada

[1 Bromuro de Cetiltrimetil Amonio, CTAB (Mallinckrodt)
[l Bromuro de Potasio, 99% (Fisher)

[l Etanol, 99%(Merck)

» Hidroxido de Amonio 90%, (Merck)

[l Tetrabutoxido de Titanio (Merck)

7 Tolueno (Mallinckrodt)
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222 Materiales y Equipos

» Balanza analitica, XT 220 (220 g/ 0,00019g)

" pH-metro, OMEGA PHB-213 (UME)

"I Dosificador, Metrohm Dosimat 665.

» Plancha de calentamiento con agitacion magnética, CORNING PC-620D
» bafio ultrasonido calentamiento, HELMA E120H

"I Estufa, FISHER SCIENTIFIC

"1 Mufla

» Mortero de agata

» Espectrofotometro IR, Thermo Electron Niccolet IR200

» Microscopio electronico de trasmision, JEOL JEM-1200EX

» Microscopio electrénico de barrido, LEOL JSM-6490LV

» Equipo de Difraccion de rayos X. BRUKER D8 con CUKal
1 Tamiz malla 400

[ Porta muestra de polimetilmetacrilato

223 Determinacion de la concentracion Micelar critica

Experimentalmente, para la determinacion de la CMC en el sistema etanol — CTAB usado en este
trabajo, se partié de una solucién madre de 200mL, a una concentracién 7mM constituida por
200mL Etanol y 0.51g CTAB, a la cual se le realizaron 13 diluciones. Los valores obtenidos de
conductividad (uS) en funcion de la concentracion de surfactante (mM) se reportaron cada una de
la soluciones preparadas fue sometida a un bafio de calentamiento a 35°C durante la medida de su
conductividad con el fin de simular las condiciones de sintesis.

Las medidas conductimetricas solo se realizaron para el solvente etanol, no se registraron para el
solvente tolueno debido a la naturaleza del mismo (cancerigeno) y a la usencia de cargas en su
estructura debido al enlace covalente entre sus moléculas. Para poder comparar los resultados del
proceso de sintesis tanto en etanol como en tolueno, se tomaron las mismas concentraciones de
CTAB para los dos solventes.

224  Sintesis del dioxido de titanio
Los parametros de sintesis que se consideraron fueron:

Naturaleza del Solvente

pH de la Solucién
Temperatura de la solucién
Concentracion del Surfactante

El pH de la Solucion, asi como la cantidad de solvente y agua, se mantuvieron constantes y se
tomaron los valores empleados por Ochoa y colaboradores en su trabajo (18). Con relacion a la
temperatura (temperatura de sintesis), ésta se determind con base en observaciones experimentales,
estableciéndose que a una temperatura de 35°C se obtenia una completa disolucion del surfactante
en el medio de reaccion. La seleccion de las concentraciones de CTAB se hizo con base en la CMC
encontrada experimentalmente, toméndose tanto valores menores como mayores a la CMC
establecida.
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La sintesis se llevo a cabo mediante un proceso via sol-gel, adicionando un surfactante CTAB cuya
concentracion en el sistema se modifico tal como se indica en la Tabla 2.6 y Tabla 2.7.
Considerando una concentracion dada, se tomé la cantidad necesaria de surfactante (cantidad para
un volumen final de solucién de 50mL) y se procedié a adicionar 38.17mL de solvente (Etanol o
Tolueno). Esta solucion se agito, durante aproximadamente 20 minutos, hasta lograr una completa
dilucion del surfactante en el medio. Posteriormente, se adiciond 10.98mL del precursor de Titanio
(TBT) a la solucién y se sometié nuevamente a agitacion hasta obtener un medio homogéneo. A
continuacion esta se calent6é a una temperatura de 35°C, al alcanzar esta temperatura se agregé de
manera controlada 0.85mL de agua destilada (1gota H.0/min); al finalizar la adicion, la solucion se
mantuvo en agitacion y calentamiento continuo durante 10 minutos mas. Al término de este tiempo,
la suspension se retird de la fuente de calor y se dejo en agitacion hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Finalmente, esta se dejé envejecer durante 4 dias, al gel resultante se lo someti6 a un
proceso de secado, en estufa, a una temperatura de 100°C hasta obtener un polvo blanco fino en la
sintesis con etanol y unos cristales amarillos en tolueno, estos fueron calcinado a 450°C en un
horno.

Durante los procesos de sintesis el pH de la solucion se llevd a valores basicos (pH ~9.0), en el caso
del etanol este proceso se desarroll6 mediante la adicion directa de hidréxido de amonio a la
solucion después de la adicion de solvente y en el caso del tolueno fue durante la incorporacion del
agua (0,85mL) a la cual se le modifico previamente su pH (~9.0).

Tabla 2.6 Concentraciones de Surfactante (CTAB) empleadas en este trabajo y denominacion
asignada a cada una de las muestras sintetizadas usando como solvente etanol

Concentracion de Denominacion de las  Denominacion de las

CTAB (mM) muestras sin muestras con
tratamiento Térmico tratamiento Térmico
0 19.1 19.5
1 15.1 15.5
2 16.1 16.5
3 17.1 17.5
6 18.1 18.5

Tabla 2.7 Concentraciones de surfactante (CTAB) empleadas y denominacién asignada a cada una
de las muestras sintetizadas en el presente trabajo, usando tolueno como solvente

Concentracion Denominacién de la Denominacién de la
(mM) CTAB muestra sin muestra con
tratamiento Térmico  tratamiento Térmico
0 Exp 6.1 Exp 6.5
1 Exp 3.1 Exp 3.5
3 Exp 4.1 Exp 4.5
6 Exp 5.1 Exp 5.5
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> Tratamiento Térmico

La eliminacion del surfactante del sistema es un paso crucial del proceso, accion que se realizd
sometiendo la muestra a un tratamiento térmico programado a 450 °C (ver rampa de tratamiento
térmico Figura 2.18).

450°C

2°C/min

T ambiente T ambiente

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (horas)

Figura 2.18. Programa de tratamiento térmico utilizada para obtener los polvos ceramicos de TiO2
sintetizados por el método sol-gel.

225 Caracterizacion de los compuestos de didxido de titanio

2.2.5.1Espectroscopia FT-IR

Para realizar este analisis se homogeniz6 el sélido con bromuro de potasio, grado espectroscdpico
(99 %, Fischer), en un mortero de 4gata. La mezcla se sometié a presion mediante un troquel de
acero inoxidable-318, hasta formar una pastilla translicida. La muestra fue analizada con un
espectrofotémetro infrarrojo provisto del software EZOMINIC 32. EI nimero de barridos fue de 32
a una resolucion de 16 cm™/s. Dicho analisis fue realizado en el Laboratorio de Catalisis de la
Universidad del Cauca.

2.2.5.1.1 Deconvolucién de los espectros IR

Haciendo uso del software FITYK 0.8.6 (Marcin Wojdyr) se tomé la regién comprendida entre los
1000-400 cm™ de cada espectro y se realizd su deconvolucién usando curvas no simétricas,
concretamente la funcion Gaussian.

2.25.1.1 Areaintegrada

A los espectros deconvolucionados de las muestras tratadas térmicamente se les determino los
valores de banda (Ag) para cada enlace presente, asi mismo se establecid el area total del espectro
para posteriormente correlacionar este valor con el &rea de banda, en donde el valor de (AB/AT) se
graficd versus el nimero de onda para cada banda. El desarrollo de este pardmetro se realiz6 con la
ayuda del software FITYK 0.8.6 (Marcin Wojdyr).
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2.2.5.2 Difraccion de Rayos X

El uso de esta técnica se hizo con el fin de determinar la fase cristalina presente en las muestras
sintetizadas .Estas fueron pulverizadas en un mortero de agata y luego tamizadas. El espécimen
seleccionado de cada muestra fue colocado en un porta muestra, mediante la técnica de llenado
frontal. Las medidas se realizaron en un difractometro, con Geometria DaVinci bajo las siguientes
condiciones: voltaje 40(kV), corriente 30(mA), rendija de divergencia 0.6mm, rendijas Soller
Primario 2.5°, muestreo 0.01526° 2theta, Rango de Medicion 0.6-7° 2theta y 10-70° 2theta,
radiacion CuKal, filtro de niquel, detector lineal LynxEye, Tipo de barrido Continuo y Tiempo de
muestreo 2°/minuto; este equipo estd adscrito al Laboratorio de Rayos X de la Universidad
Industrial de Santander.

2.25.2.1 Tamano de Cristalito

A
B(26) = T ¢o50 Ecuacion 1

Utilizando la férmula de Debye-Scherrer (Ec.1) y considerando el pico de difracciébn mas
representativo de la fase tetragonal del TiO, el (101), se determind los tamafios medio de cristalito.

2.25.3 Microscopia Electronica de Transmision

Se impregno individualmente una rejilla de 100mesh, de cobre, con una suspensién en etanol de
cada uno de los sélidos sintetizados, esta se coloco en el porta muestras del equipo.

2254 Microscopia Electronica de Barrido

La muestra es colocada en un porta muestras para su posterior recubrimiento de oro al vacio. Una
vez finaliza este paso, el porta muestras es llevado al microscopio.

2.3  ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion se discuten los resultados del proceso experimental planteado, empezando por la
determinacién de la concentracién micelar critica, seguido de la sintesis y caracterizacion de los
compuesto de didxido de titanio sintetizados en etanol y en tolueno, a lo largo de cada item se
realizara una comparacion entre cada una de las muestras sintetizadas a diferentes concentraciones
de surfactante en cada solvente.

2.3.1 Determinacion de la concentracién micelar critica

La Figura 2.19 muestra como la conductividad crece al aumentar la concentracion de surfactante,
comportamiento esperado teniendo en cuenta la naturaleza i6nica del CTAB: al aumentar la
concentracién de CTAB se incrementd la masa por unidad de carga de las especies conductoras. La
tendencia del incremento de la conductividad se modific6 a una concentracion de 3.5mM
origindndose un cambio de pendiente, comportamiento que puede interpretarse como la aparicion
de agregados o micelas en la solucién. Con base en los datos de la curva de la Figura 2.19 se
pueden definir las concentraciones de CTAB, por debajo o por encima de la CMC, a emplear en la
sintesis del TiO, para evaluar su efecto sobre el grado de aglomeracion y tamafio de la particula de
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TiO; que se obtenga. Un esquema gréfico de la transicion de moléculas de surfactante dispersas a
micelas, a medida que se aumenta la concentracion de CTAB, se muestra en la Figura 2.20.

conductividad Vs concentracion (T= 35°C)
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Figura 2.19 Curva de conductividad (uS) Vs concentracion de CTAB (mM) en etanol para
determinar la CMC del sistema.
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Figura 2.20 Esquema que muestra los estados por los que atraviesa un surfactante al variar su
concentracion en el medio
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2.3.2 Sintesis del diéxido de titanio
[] Solvente Etanol

La adicion de surfactante al medio, sin la presencia de temperatura, genera una insolubilidad del
mismo debido al carcter apolar representado por la larga cadena carbonada de su estructura,
insolubilidad que se presenta en todas las concentraciones seleccionadas en este trabajo para el
proceso de sintesis. La aplicacion de temperatura a la solucion (Etanol+CTAB) contribuye a un
aumento de entropia, en donde, a concentraciones menores a la CMC, se generan procesos de
asociacion (premicelacion)(40), propiciando la orientacion de la parte apolar hacia el interior del
“core” de la micela y las cabezas (de naturaleza polar) hacia afuera, en contacto con el seno de la
solucion. En el caso de concentraciones mayores, a la CMC, el aumento del nimero de moléculas
de surfactante es tal que la formacion de micelas se genera casi de manera espontanea, tal como se
indicaen la

Figura 2.21 (a).

oty 95

Solvente Etanol - +
+ -
TBT
(d)
I:c] _ +* =+
Agua lj Y +
+ TBT -

(@) Formacion da la micela normal en el solvents etanol (CTAE+ Etanol)
(b) Interaccidn del hidréxido de amonio con la parte polar de la micela

(c) Interaccion del TBT con la parte apolar de 1a mieela

(d) Formacion del dicxido de titanio mediante 1a adicion de agua

Figura 2.21 Mecanismo propuesto para la formacion de las particulas de TiO- en etanol

Durante el proceso de disolucion del surfactante en el etanol, las cargas presentes en la molécula del
mismo (cabeza) son solvatadas por las moléculas de etanol que presentan cargas eléctricas
generadas por su momento dipolar (u=1.71D, 1D=3.335x103° C.m) (41). La adicion de hidroxido
de amonio a la solucidn, incrementa la presencia de iones en solucién los cuales generan, a su vez,
un efecto de pantalla que reduce las repulsiones electroestaticas entre las cabezas hidrofilicas de las
moléculas de surfactante, ademas de preparar el medio para favorecer las futuras reacciones de
hidrolisis y condensacion (ver

Figura 2.21 (b)) (28) .
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Por otro lado, la adicion del precursor de titanio, a la solucion, propicia interacciones del tipo van
der Waals de este con la parte apolar del surfactante, entra la cadena carbonada del CTAB vy el
grupo alcdéxido del complejo de titanio (ver

Figura 2.21 (c) )(41). La reaccion entre el TBT, en presencia del agua adicionada a la solucion,
puede explicarse mediante el modelo de Menger (31,42), el cual indica un grado de contacto entre
el agua y las cadenas hidrocarbonadas del surfactante, las cuales se distribuyen de manera aleatoria
formando huecos entre ellas propiciando lugares donde se favoreceria la precipitacion del 6xido por
el ingreso de agua a estos “microreactores”. Las reacciones que se desarrollan durante este proceso
se describen a continuacion, tomando como base las enunciadas por Tseng en su trabajo (43):

1. Hidrolisis

Ti(OR),+ H,O —= Ti(OR),.2OH + ROH

2. Condensacion

Deshidratacion

Ti(OR), + Ti(OR),.tOH —> TiyO (OR)2,2+ ROH

Desalcoholizacién

2Ti(OR),.1 OH —  TiO2(OR)yn2 + H0
La reaccion general es:

Ti(OR), + (n/o)H,O0 — TiOp2 + NROH
OR= grupo alcoxido

La conformacion de la red polinuclear (gel) puede atribuirse a la formacion de complejos en donde
el atomo metalico en los compuestos de tetrabutoxido puede ampliar su esfera de coordinacién a
través de los 4tomos de oxigeno presentes en las moléculas de etanol (44,45), las cuales presentan
atomos de hidrogeno de caracter acido que permiten (44) establecer procesos de intercambio de la
siguiente forma:

(RO),Ti+R"OH — (RO)3Ti(R"O) + ROH
Esta reaccidn puede ser reversible y su equilibrio se ve influenciado por la cantidad de los reactivos
(44); la sustitucién de uno de ligandos puede generarse mediante el siguiente intermediario:
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H OEt
LN

BuQ OBu

BuO OBu

BU:-(CH2)3CH3
Et: -CH,CH3

La adicion de agua destilada al sistema Ti(OBu)s— EtOH promueve las reacciones de hidrolisis y
condensacion del compuesto intermediario (45), que puede ser representado esquematicamente de
la siguiente forma:

OEt OEt OEt OEt

| e 1l

+H0

BUO — Ti — OBy —22+ BUO —TI—OH = 1 |gu0—Ti— 0 — Ti —OBu

2
| | |

O8u OBu OBu OBu
OEt OEt OEt
| 210 | HO0 l
BuO=——Ti—OBy ——+ HO—Ti—OH — | —Ti—O0—
OBu OBu OBu n
_ o =1 e’ | ] _rx -p
OEt . OE! ! - OH ! : OEt 4 ' o} -
' ] L ' ' 1 ' 1
I SO s I ; 1 l e (Ino | I : - I -
BuQ —Ti— OBy ——— + HO—TI—OH, ¥ , HO—TI—OH, —— | —Ti—0, ™" | — T —O0,
' | i " | i i I | i l i
1] ] 1 ' ) 1 ' )
OBu i OH _1 e OEt -3 -4 o} 3 . OBu an
Bu: CsHs
Et: CzHs

La hidrolisis del butil-etil titanato y su subsecuente deshidratacion (45) pueden resumirse por la
siguiente reaccién:

nTi(OBu)s.(OEt), + 4nH,0 — nTi(OH)y + (3-x)nBuOH + nxEtOH + nH

nTi(OH)s — (TiO2)a + 2nH,0

Los procesos de hidrolisis en el medio etanolico pueden ocurrir de manera rapida, mientras que las
reacciones de condensacion son lentas debido al impedimento estérico, conduciendo a la formacion
de particulas esféricas (46).

Las imagenes que describen el proceso de sintesis, se muestran en la Figura 2.22.
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(8) (h)

Figura 2.22. Fotografias de las diferentes etapas del proceso de sintesis del TiO2, en Etanol; en
donde (a) representa a la solucion de Etanol + CTAB sin temperatura, (b) solucion
Etanol+CTAB+TBT sin temperatura, (c) solucion Etanol + CTAB+TBT a 35°C, (d) adicion de
agua a la solucion anterior, (e) solucion final en reposo, (f) aspecto obtenido después de 4 dias de
envejecimiento, (g) solido sometido a secado, (h) polvo tratado térmicamente y macerado.
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1 Solvente Tolueno

La adicion del CTAB al medio de reaccion hace que este se disuelva en el solvente tal que la cadena
carbonada del surfactante (apolar) interacciona con el Tolueno mediante fuerzas de Van der Waals
(41), favoreciendo la formacién de micelas inversas (ver Figura2.21 a)), orientando su cadena
carbonada hacia el seno de la solucion y su cabeza (de naturaleza idnica) hacia el interior de la
micela, las cuales se generan cuando se alcanza una concentracion igual o superior a la CMC. La
adicion del TBT contribuye a aumentar el caracter apolar de la solucién favoreciendo la interaccion
del precursor con la cadena carbonada del surfactante, mediante fuerzas de Vander Waals (ver
Figura2.21 b)). Por Gltimo, la reaccion del agua que contiene el hidréxido de amonio (a pH = 9) y
el TBT se explica mediante el modelo de Menger (31,42), descrito anteriormente, donde las
reacciones de hidrolisis y condensacion propician la precipitacion del 6xido (ver Figura2.21 c)), el
cual quedaria inmerso en la estructura micelar que se formd en el sistema (Figura 2.23(c)).

(a) N\ (b)
Y
hE = o

AJE + NH;0H)

pH=9.0

(@) Formacion de la micela inversa en el zolvente Tolueno (CTAB+ Tolueno)
(b) Interaccion del TET con la parte apolar de 1a micela
{c) Formacion del didxide de titanio mediante la adicion de agua

Figura 2.23 Mecanismo propuesto para la formacion de las particulas de TiO2 en Tolueno

Los complejos alcoxido de titanio, en medios apolares, tienden a formar mondémeros pues no se
cuenta con la presencia de especies quimicas ricas en electrones (como sucede en un medio polar)
(47); esta conformacién favoreceria, a su vez, que los procesos de condensacion ocurran
rapidamente propiciando la formacién de particulas con morfologia irregular(46)

En la Figura 2.24 se describe el proceso de sintesis
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(h)

(8)
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Figura 2.24 Fotografias de las diferentes etapas del proceso de sintesis del TiO.en presencia de
tolueno; en donde (a) es la solucion de Tolueno +CTAB sin temperatura, (b) solucién Tolueno+
CTAB a 35°C, (c) adicion de TBT a la solucién anterior, (d)inicio de la adicién de agua a la
solucidn, (e) terminacion del proceso de adicion de agua, (f) solucién final en reposo, (g)aspecto de
la solucién transcurridos los 4 dias de envejecimiento, (h) obtencion de cristales después del
proceso de secado, (i) polvo obtenido por la maceracion de los cristales, (j)solido tratado
térmicamente (calcinacién).

2321 Interaccion Surfactante —Particula

OR
e~ | ANND
H3C(H,C);0—Ti——0(CH,);CH;

OH

H4C(H,C)30—Ti O—Ti_%;Ti_O(CHz)a(:Ha
P v (I)H C|)/ (l)H

NG

H,C(H,C),0—Ti—OR

OCH,CH,CH,CH;

—— Interacciones hidrofobicas

OR: -OCH,CH; «0» -0{CH,)sCH;

Figura 2.25 Interaccion Surfactante -Particula
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La adsorcion del surfactante ionico esta controlada por fuerzas electrostaticas de repulsion, entre
las micelas o premicelas formadas, e interacciones hidrofébicas (fuerzas de Van der Waals) entre
las cadenas carbonadas (grupos etoxi y butoxi) y la “cola” del surfactante (48)( Figura 2.25). El
proceso de adsorcion del CTAB, sobre la superficie de la particula, genera una inmovilizacion del
mismo, tal que la molécula del surfactante es retinada, impidiendo que regrese a la interface liquido-
liquido o aire-liquido (49). Este fendbmeno podria explicar las interacciones del 6xido de titanio
formado con las moléculas de surfactante, en los solventes usados en los procesos de sintesis
realizados en este trabajo.

2.32.2 Efecto del Solvente sobre la interaccion particula-surfactante:
Solvente etanol

(a) (b) (c) (d)
Aire
046064490 06066066006606466
‘ Q 0 L U Q’ 9
~ @ ™ o
0 A PR ™ g\ X & gf.ﬁ”-‘-
99, 950 R e
o Q » ) %ﬂ: -ggu
— s 2 50 al?, a??, 80 08
) | oM %9 o | oS
Etanol e (V“. m

Figura 2.26 Mecanismo de adsorcién del surfactante sobre la superficie de la particula de TiO;a
concentraciones bajas (1mM) (a), intermedias(2mM) (b), micelar critica (3mM)(c) y mayor a la
CMC (6mM) (d), en Etanol.

En la Figura 2.26 se ilustra como a medida que se incrementa la concentracion de surfactante se
favorece el recubrimiento de la superficie de las particulas sélidas, limitando asi los procesos de
crecimiento de las mismas; para concentraciones bajas, la cantidad de CTAB no es suficiente (ver
Figura 2.26 (a)), pero para concentraciones altas se genera un exceso de micelas que ocasiona que
el TiO,se forme fuera de la micela, propiciando la conformacién de estructuras mesoporosas(como
se ve en el estudio MET) (ver Figura 2.26 (¢)). En las Figura 2.26(c) y (d), el intercambio de
mondmeros, en la interface aire-solvente, ayuda a disminuir la tensién superficial(40).

"1 Solvente tolueno

La formacién de micelas inversas en el seno del solvente apolar, para todas las concentraciones de
surfactante, generan estructuras de naturaleza mesoporoso, tal que para concentraciones bajas de
CTAB la morfologia del solido no se ve afectada por la presencia del mismo.
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Figura 2.27 Mecanismo de adsorcién del surfactante sobre la superficie de la particula de TiOza
concentraciones bajas (1mM) (a), micelar critica (3mM) (b) y mayor a la CMC (6mM) (d), en
Tolueno.

2.3.3 Caracterizacion de los polvos sintetizados
Los solidos obtenidos se caracterizaron microestructuralmente, utilizando diferentes técnicas.

2.33.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Una vez obtenidos los geles con diferentes concentraciones de CTAB (Tabla 2.6 y Tabla 2.7),
después de 4 dias de envejecimiento y secados a una temperatura de 100°C, se caracterizaron y los
espectros obtenidos se indican en la Figura 2.28.

En la Figura 2.28(i) y (ii), todos los espectros exhiben una banda ancha alrededor de los 3300 cm™?,
caracteristica de los enlaces O-H que existen en la muestra, en su mayoria provenientes del solvente
de reaccién (etanol) y del butanol que se puede formar durante el desarrollo de las reacciones
quimicas que ocurren al interior del sistema (41,50). Asi mismo, en los espectros de la Figura
2.28(i), se observa una pequefia banda situada alrededor de los 1620 cm™ que puede asociarse al
modo vibracional de flexion del agua (51); En la Figura 2.28 (ii) (espectros (c) y (d)), se observa la
aparicion de un hombro a 2900 cm?, caracteristico de los aromaticos monosustituidos, asi como
una banda asociada al enlace C-H (2960cm™) del CTAB, en este mismo espectro se sitdla un pico
agudo a1600 cm™ de baja intensidad que se podria asociar a la tension del enlace multiple C-C.

Finalmente, se observa una banda ancha Figura 2.28 (i) y (ii) , entre 1000-400 cm?, donde se
ubican los enlaces de interés: Ti-O-Ti (=500 cm™y ~700cm?), Ti-O (~600cm?), Ti-OH (~800cm™),
Ti-O-C (~900cm™) y Ti-C (~450cm™), los cuales dan informacion de la estructura interna del TiO..
Adicionalmente esta presente una banda del enlace C-H, del aromatico, ubicada a los ~750cm™, con
intensidad baja (41) Figura 2.28(ii).
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Figura 2.28 Espectros IR correspondientes a sélidos sintetizados sin y con la presencia de
surfactante a diferentes concentraciones en Etanol (i) y Tolueno (ii), sin tratamiento térmico.

En la Figura 2.29 se ilustran los espectros IR de las muestras tratadas térmicamente en los que se
evidencia la eliminacion de bandas ubicadas entre 4000-1000 cm?® correspondientes,
principalmente, a grupos funcionales del surfactante, del etanol y del tolueno para cada muestra
respectivamente; en estos se evidencia que en muestras con mayor concentracién de surfactante,
aun es evidente la existencia de grupos que contienen carbon, por la pequefia banda alrededor de
3300 cm™, o sea que a mayor concentracion de CTAB se dificulta la eliminacion de la materia
organica, requiriéndose de mayores temperaturas de tratamiento térmico.

Las diferencias en la forma de la banda comprendida entre 1000-400cm™, (forma ancha y agua para
el tolueno, y ancha y de punta redondeada para el etanol) se atribuye a los posibles efectos
generados por el solvente en donde es posible que algunos enlaces se hayan vitos favorecidos por
este factor. Se requiere de un proceso de deconvolucién que permita ver mas en detalle las bandas
caracteristicas fundamentales del TiO; en esta region.
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Tabla 2.8 Principales bandas de absorcion en IR para los polvos obtenidos en etanol y tolueno sin
tratamiento térmico

Vibracion (cm)

Solvente Muestra V_oH VH20 Varomatico VcH Vcc Vio2
@) 3300 (h,a) | 1620(m) | - | o | 1000-400 (h,a)
(b) 3300 (h,a) | 1620(m) | 2960(md) | —— 1000-400 (h,a)
Etanol (©) 3300 (h,a) | 1620(m) | 2960(md) | —— 1000-400 (h,a)
(d 3300 (ha) | 1620(m) | 2960(md) | —— 1000-400 (h,a)
() 3300 (ha) | 1620(m) | 2960(md) | —— 1000-400 (h,a)
@) 3300 (ha) | -~ | 2960(d) 1600(m) | 1000-400 (h,a)
Tolueno (b) 3300 (ha) | —— | - | 1600(m) | 1000-400 (h,a)
(©) 3300 (ha) | -~ 2900(d) 2960(d) 1600(m) | 1000-400 (h,a)
(d) 3300 (ha) | -~ 2900(d) 2960(d) 1600(m) | 1000-400 (h,a)

* Convenciones md=muy débil, d=débil, m=media, F=fuerte, mf=muy fuerte, a=ancho, h=hombro

T T T T 1 T T T
R a
sinCTAB (a) Sin CTAB (a)
1mM CTAB (b) T
- 1mM CTAB (b)
8 ©
ks g
= S
2 2mM CTAB (c) £
o (7]
= &
e =
° 3mM CTAB (c)
3mM CTAB (d)
P R T R ST | 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™ >
(em™) numero de onda (cm™)

(1) (ii)
Figura 2.29 Espectros IR correspondientes a sélidos de TiO; sintetizados sin y con surfactante a
diferentes concentraciones en Etanol (i) y Tolueno (ii), tratados a 450°C.

2.3.3.1.1 Deconvolucién de los Espectros IR

En las siguientes graficas se muestran los espectros deconvolucionados de las muestras con y sin
tratamiento térmico mostradas en las Figura 2.28 y Figura 2.29

> Muestras sintetizadas sin la presencia de surfactante
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Figura 2.30 Espectros IR, en la region entre 400-1000 cm™, de los polvos sintetizados en etanol (i)
y tolueno (ii) sin surfactante, sin tratamiento térmico (a) y tratados a 450 °C (b).

Los graficos de la Figura 2.30 (i) se presentan una banda a 920 cm™y 926 cm™ correspondiente al
enlace Ti-O-C del grupo butoxi, proveniente del precursor TBT (50,52) o0 sea que aln existe carbon
en el solido. Por otro lado, las bandas ubicadas entre ~500 cm™y ~700 cm* se asocian con la
presencia de grupos Ti-O-Ti (51), resultado de las reacciones de condensacién del Ti-OH, y
presentan un alto valor de area integrada para la muestra tratada térmicamente (ver Figura 2.31(a))
lo que indica que son los grupos funcionales que mas predominan en la misma. Las bandas a
853cmt y 838 cm™ se pueden asociar a los grupos Ti-OH presentes en la superficie del sélido
producto de las reacciones de quimisorcion disociativa del agua y cuya area integrada (ver Figura
2.31(a)) presentd un valor bajo respecto a otros grupos funcionales. Por Gltimo, las bandas cercanas
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a ~ 600 cm™ corresponderian a los grupos Ti-O (51) y las bandas proximas a 400 cm™al enlace Ti-
C.

En Figura 2.30(ii) se observan las bandas caracteristicas del Ti-O-Ti (530cm?y 741cm), Ti-O
(630cm?) y Ti-OH (818cm™) (51), en donde la banda Ti-O exhibe una mayor area integrada (ver
Figura 2.31(b)). La banda Ti-OH, bastante intensa en el espectro (Figura 2.30 (ii) (a)), es
evidencia de las reacciones de hidrolisis y condensacion que pudieron ocurrir en el sistema. Asi
mismo, la presencia de grupos Ti-C y Ti-O-C, de baja intensidad, se pueden relacionar con la
presencia del precursor de titanio, TBT, en el sistema de sintesis. Un gran cambio, en la forma del
espectro, se observa al tratar térmicamente el sélido (Figura 2.30 (ii) (b)), evidenciandose la
eliminacion de los enlaces Ti-C y Ti-O-C y el aumento de la intensidad de las bandas asociadas al
enlace Ti-O, condicidn que se ratifica con un valor alto de &rea integrada que ellos presentan (ver
Figura 2.31(b)). Ademas, se observa una nueva banda a 507cm* relacionada con los grupos Ti-O-
Ti, resultado de las reacciones de condensacion y deshidroxilacién que ocurren en el sistema
durante el tratamiento térmico a que se sometié el sélido.

-1 .
(a) —m— 425 cm (Ti-C) 16 (b) m 458cm (Ti-C)
1,0 ~ 459 cm’ ' (Ti-C) o 507 cm’™ (Ti-O-Ti)
-1 . "
—A— 502 cm ' (Ti-O-Ti) 084 A 567 cm™ (Ti-O-Ti)
08+ —y— 583 cm’ (Ti-O-Ti) o ¥ 629 cm™ (Ti-O)
661 cm ' (Ti-O) 064 788 cm™ (Ti-O-Ti)
06 702 cm’' (Ti-O-Ti)
—4— 838 cm' ' (Ti-OH) 0.4
04 v —@— 926 cm (Ti-0-C) o v
—
<& 024 < 02+
< 4 * < ] A
004 ® * 0,0 4
-0,2 -0,2
0,4 044
o 400 500 600 700 800 900 1000 06 T T T T T T T !
450 500 550 600 650 700 750 800

numero de onda(cm™ ;
(cm?) numero de onda (cm™)

Figura 2.31 Valores de area integrada, As/Ar, correspondientes a las bandas del espectro IR, en el
rango 1000-400 cm™, de los polvos sintetizados en etanol (a) y tolueno (b) sin surfactante, tratadas
térmicamente a 450 °C .

En la Figura 2.30 se observa una tendencia general en donde los enlaces Ti-C disminuyen después
de su tratamiento térmico mientras los enlaces Ti-O-Ti se ven fortalecidos.

> Muestras sintetizadas a una concentraciéon 1mM de CTAB

En la Figura 2.32 son evidentes los cambios respecto a los grupos predominantes en la muestra
obtenida de un sistema sin CTAB (Figura 2.30). Los espectros deconvolucionados nuevamente
muestran la presencia de enlaces como: Ti-O-C, Ti-OH, Ti-O, Ti-O-Ti, Ti-C (50-52), donde,
nuevamente, los enlaces Ti-O y los enlaces Ti-O-Ti (~700 cm™) presentaron mayor area en las
muestras tratadas térmicamente (Ver Figura 2.33). El corrimiento de los enlaces Ti-OH, Ti-O-Ti,
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Ti-O a numeros de onda menores, después de tratar térmicamente la muestra, indicaria el
fortalecimiento de los mismos en el sélido (ver Figura 2.32).

Adicionalmente, a 949 cm™ (ver Figura 2.32 (ii) (a)), aparece una pequefia banda que se podria
asociar al grupo funcional Ti-O-C relacionado con el precursor de titanio empleado, banda que no
aparecio en espectros anteriores (50). El tratamiento térmico a que se someti6 la muestra (Exp 3.1)
generd un cambio en la forma de la banda envolvente (Figura 2.32(ii) (b)), que se evidencio
especificamente en los valores de &rea integrada de los principales enlaces del TiO, (Figura 2.32(ii)
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Figura 2.32 Espectros IR, en la region entre 400-1000 cm™, de los polvos sintetizados en etanol (i)
y tolueno (ii) a una concentracion 1mM de CTAB, sin tratamiento térmico (a) y tratados a
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Figura 2.33 Valores de area integrada, Ae/Ar, correspondientes a las bandas del espectro IR, en el
rango 1000-400 cm™, de los polvos sintetizados en etanol (a) y tolueno (b) a una concentracion
1mM de CTAB, tratadas térmicamente a 450 °C .

> Muestras sintetizadas a una concentracion 2mM de CTAB
La deconvolucion de la Figura 2.35, hace mas evidente el efecto del surfactante, observandose la

aparicion de nuevas bandas asociadas al enlace Ti-O (615 cm?, 643cm?, 662cm™) y Ti-O-Ti (744
cm?), las cuales presentan una pequefia area integrada si se compara con la de otros grupos
funcionales, como el enlace Ti-O a 651cm™ (Figura 2.34). Al someter la muestra al tratamiento a
450 °C, aparece una nueva banda a 515 cm™® (Ti-O-Ti) bastante notoria en la deconvolucién del
espectro IR. Observando los valores de area integrada para la muestra tratada térmicamente (Figura
2.35(b)) es evidente que los enlaces Ti-O-Ti, banda a 718 cm™, y Ti-O-Ti, 568 cm™, presentaron un
mayor valor de area integrada, indicando que ellos son los que predominan en el sélido; mientras
que el enlace Ti-O (641cm™), uno de los enlaces de mayor importancia en la muestra 15.5 (Figura
2.33 (i), disminuyd su area integrada para la muestra 16.5 (ver Figura 2.34).
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Figura 2.34 Valores de area integrada, Ae/Ar, correspondientes a las bandas del espectro IR, en el
rango 1000-400 cm™, del TiO, sintetizados en etanol a una concentracién 1mM de CTAB, tratadas
térmicamente a 450 °C .
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numero de onda (cm™)

AJA

B

> Muestras sintetizadas a una concentracion 3mM de CTAB
10 - (a) —m— 426 cm::(Ti-.C)
455 cm (Ti-C)
05 - —A— 495cm” (Ti-O-Ti))
' ¥ 550 cm’” (Ti-O-Ti)
637 cm’ (Ti-O)
067 752 cm™ (Ti-O-Ti)
—— 847 cm’' (Ti-OH)
041 —@— 917 cm ' (Ti-O-C)
— @ 958 cm” (Ti-O-C)
0,2 v
A *
004 m *
-0,2
'0'4 T T T T T 1
400 500 600 800 900 1000

numero de onda (cm™)

(b) m  465cm’(Ti-C)
1,01 512 cm’ (Ti-O-Ti)
A 575 cm’ (Ti-O-Ti)
081 ¥ 654 cm’ (Ti-O)
06 701 cm™ (Ti-O-Ti)
' 834 cm’ (Ti-OH)
0.4 & 934 cm’(Ti-0-C)
A
0,2 4
[ |
0,0 v *
-0,2
-0,4
-0,6 -
T T T T T
500 600 700 800 900

Figura 2.36 Valores de area integrada, As/Ar, correspondientes a las bandas del espectro IR, en el
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Figura 2.37 Espectros IR, en la region entre 400-1000 cm™, de los polvos sintetizados en etanol (i)

y tolueno (ii) a una concentracién 3mM de CTAB, sin tratamiento térmico (a) y tratados a

450°C(b
La Figura 2.36 indica que a concentraciones cer(ca)nas a la CMC se favorece la formacion de
enlaces Ti-O (ver Figura 2.36(a)) y Ti-O-Ti (ver Figura 2.36 (b)) pues las bandas asociadas a estos
enlaces fueron las que presentaron mayores valores de area integrada. En la Figura 2.37(i)(b) se
evidencia la aparicion de bandas a 495 cm™ (Ti-O-Ti) y 958 cm™(Ti-O-C) asi como las asociadas a
los enlaces Ti-OH y Ti-C, el tratamiento térmico en esta muestra, genera un cambio drastico en la
forma e intensidad de la banda envolvente.

41



Absorbancia

Absorbancia

-0,02

0,16

0,14

0,12

0,10 +

0,08 +

0,06

0,04

0,02

0,00 +

-0,02

>

Muestras sintetizadas a una concentracion 6mM de CTAB

En la Figura 2.38 (i) no se observan variaciones apreciables entre la muestra sin tratamiento
térmico vy la tratada a 450°C, el cambio mas notorio fue la aparicion de una banda a 950 cm™ (Ti-O-
C) en la muestra tratada térmicamente. Respecto a los valores de &rea integrada, el enlace Ti-O (625
cm?) fue el que presento el mayor valor si se compara con el de los demas enlaces ( Figura
2.39(a)).
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450°C(b)
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En la Figura 2.38 (ii) (b) puede observarse como a concentraciones altas de surfactante se
favorecen la formacion de enlaces Ti-O-Ti (540cm™y 481cm™) y la presencia del enlace Ti-OH; en
este espectro también estan presentes los enlaces Ti-O-C y Ti-C. Para este caso en particular, cabe
resaltar, que aunque la intensidad de la banda Ti-O disminuye su valor de &rea integrada, después de
tratar térmicamente la muestra (Figura 2.39(b)), ésta presentd una intensidad superior al del
espectro anterior (Figura 2.36(b)).
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Figura 2.39 Espectros IR, en la region entre 400-1000 cm™, de los polvos sintetizados en etanol (i)

>

y tolueno (ii) a una concentracién 6mM de CTAB, sin tratamiento térmico (a) y tratados a
450°C(b)

Anédlisis de los Valores de area integrada de los enlaces mas relevantes obtenidos en los
espectros IR deconvolucionados

En la Figura 2.40 (a) puede observarse como al aumentar la concentracién de surfactante en el
medio de sintesis se favorecié la presencia de los enlaces Ti-O (600 cm™), aumentando el valor de
su area integrada con la concentracion, por su parte el enlace Ti-OH (800 cm™) se mantuvo
invariable, su area integrada fue practicamente independiente de la concentracion de CTAB, y se
presentd una reduccion del enlace Ti-O-Ti (=500 cm?); aunque el enlace Ti-O-Ti (=700 cm?) no
presento una tendencia clara, en promedio se mantuvo invariable (a medida que se incrementaba la
concentracién su area disminuyd, inicialmente, pero al acercarse al valor de la CMC volvié a
aumentar). Asi mismo las bandas Ti-C (~450 cm?), Ti-O-C (=910 cm?) y Ti-O-C (~950 cm?), que
contenfan la informacién de la presencia de carbono en el solido, también presentaron un
comportamiento coherente con el incremento de la concentracion de CTAB: mientras las bandas a
bajos nimeros de onda estuvieron siempre presentes, independiente de la concentracién, las dos
Gltimas se presentaron simultdneamente en el espectro solo cuando se tomaron valores cercanos o
por encima de la CMC (3.5 mM) o sea que serian las mas directamente relacionadas con la accién
del surfactante.

43

1
800



0,40 -

0,35 4

0,30

0,25 4

0,20

AJA.

0,15 4

0,10 4

0,05 o

0,00 4

W Ti-O-Ti (~500cm™)

@ Ti-O-Ti(~700cm™)
—A—Ti-0 (~600 cm™)

Ti-OH (~800 cm™)
—d— Ti-C (~460 cm™)
Ti-C (~450 cm™)
—4— Ti-C (~420 cm™)

Ti-O-C (~930 cm’)

® Ti-0-C(~910 cm®)

* Ti-O-C (~950 cm’)

0,40

0,35

0,30

0,25

. 0,20

AJA

0,15

0,10

0,05

0,00

imM 2mM 3mM

Concentracion de Surfactante (CTAB)

(b)

—8— Ti-O-Ti (~500 cm")
—@— Ti-O-Ti (~700 cm)
—A— Ti-O (~600cm’")
Ti-OH (~800 cm™)
—4— Ti-C (~450 cm™)
Ti-O-C(~930 cm™)

Figura 2.40 Valores de area integrada correspondientes a los enlaces mas relevantes obtenidos en
los espectros IR deconvolucionados, entre 1000 y 400 cm™, para las muestras sintetizadas en etanol

En la Figura 2.40 (b) se muestra la evolucion de los enlaces mas representativos de los espectros IR
deconvolucionados, entre 1000 y 400 cm™ correspondientes a muestras sintetizadas en tolueno con
diferentes concentraciones de CTAB vy tratadas a 450 °C. En ella se puede observar como al
aumentar la presencia del surfactante en el medio de sintesis se favorecieron los enlaces Ti-O-Ti
(~500cm™) y Ti-OH (~800cm™), y se redujo la presencia del modo vibracional del enlace Ti-O-Ti
ubicado a ~700cm para la concentracion 6 mM de CTAB. El comportamiento de los enlaces Ti-O
(~600cm) no tiene una tendencia definida, su area integrada decrece hasta la concentracion 3mM y

imM 3mM
Concentracion de Surfactante (CTAB)

T
6mM

(a) y en tolueno (b), tratadas a 450 °C.
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luego se incrementa en 6mM. Con relacion a los grupos funcionales que presentan carbono, los
enlaces Ti-O-C (~930cm™) y Ti-C (~450cm™), ellos no presentan cambios notorios y permanecen
practicamente constante. La Figura 2.40(b) indica la gran dindmica que a nivel de los grupos
funcionales superficiales, presentes en las muestras, se presenta, condicioén que, ademas, puede estar
relacionada con la estructura de defectos que se puede encontrar en la superficie del sélido,
condicionada por los parametros de sintesis de las mismas.

De la Figura 2.40 puede determinarse que el solvente etanol sin la presencia de surfactante
favorece la formacion de enlaces Ti-O-Ti , mientras que el solvente tolueno contribuye a la
formacion de enlaces Ti-O, esta diferencia indica que naturaleza del solvente puede favorecer las
reacciones de condensacion (solvente etanol) o la aparicion de enlaces superficiales (solvente
tolueno); la adicién de surfactante al medio determina una tendencia creciente en la formacion de
enlaces Ti-O-Ti para el solvente tolueno, mientras que para el etanol esta misma es decreciente.

El incremento en la concentracion de surfactante al medio de reaccion favorece la aparicion del
enlace Ti-O para ambos solventes.

2.3.3.2 Difraccion de Rayos X
> Patrones de Difraccion de Rayos X para las muestras de TiO2

(
] (@)
PDF- 65-5714

T T T
0 30 60
2-Theta

Intencidad (cps)

b)

Figura 2.41 Difractogramas de Rayos X correspondientes a los solidos sintetizados en etanol, sin
surfactante (a) y con una concentracion de surfactante 3mM (b), sin tratamiento térmico.

En Figura 2.41 se muestran los difractogramas de dos de las muestras sintetizadas sin tratamiento
térmico. Solo el difractograma de la Figura 2.41(a), correspondiente al solido obtenido sin CTAB
(Muestra 19.1), se observé una incipiente fase cristalina de TiO2, con PDF 65-5714 inmersa en una
estructura amorfa. La otra muestra que contenia titanio, sintetizada en etanol con una concentracion
3mM de CTAB (Muestra 17.1) presento una estructura amorfa pero por debajo de 10° se observa
una pequefia zona que presenta una serie de picos que hace presagiar una cierta estructura o
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disposicion de mesoporosa, condicion que es necesario estudiar con mas cuidado. Con base en este
resultado se puede concluir que la presencia de surfactante, en el medio de sintesis, dificulta la
organizacion de los atomos de titanio y oxigeno estructuralmente, para lo cual se requiere un
tratamiento térmico posterior, tal como lo ilustra la Figura 2.43 donde es evidente la consolidacién
de la fase anatasa.

Intencidad (cps)

(@)

2-Theta

Figura 2.42 Difractogramas de Rayos X correspondientes a muestras sintetizadas en tolueno sin
surfactante (a) y con una concentracion de surfactante 3mM (b), sin tratamiento térmico.

En la Figura 2.42 se muestran dos de los difractogramas correspondientes a muestras sintetizadas
en tolueno y que no fueron tratadas térmicamente. Solo en el difractograma de la Figura 2.42 (b)
(muestra Exp4.1), se observa una incipiente cristalizacion de una fase, pero prevalece en las dos
muestras la amorficidad de las mismas. En el difractograma de la muestra obtenida sin surfactante
se observa un pequefio lomo, a bajas angulos, condicion que se deberia estudiar, a futuro, mas
cuidadosamente. Con base en este resultado se puede concluir que, a diferencia de lo que se
presentd en los solidos sintetizados en etanol, la presencia de surfactante, en el medio de sintesis,
favorecid una incipiente organizacion estructuralmente de los 4&tomos de titanio y oxigeno, pero se
requiere un tratamiento térmico posterior, tal como lo ilustra la Figura 2.44, para consolidar la fase
anatasa.

Los difractogramas (Figura 2.43 y Figura 2.44) exhibieron como principal fase cristalina la
anatasa y los PDF identificados, para cada muestra, se indican en las mismas gréaficas. El perfil de
los picos presentes en los difractogramas mostrados en la Figura 2.43y Figura 2.44 hace prever
gue la muestra no esta bien cristalizada (falta de definicién en los picos).
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Figura 2.43Difractogramas de Rayos X correspondientes a Figura 2.44 Difractogramas de Rayos X correspondientes
los sélidos obtenidos en etanol sin surfactante (a) y utilizando solidos sintetizados en tolueno sin surfactante (a) y con
las siguientes concentraciones de CTAB: (b) 1mM, (c) 2mM, diferentes concentraciones de CTAB: (b) 1 mM, (c) 3 mM
(d) 3mM), y (e) 6mM , tratados térmicamente a 450°C. (d) 6 mM, tratados térmicamente a 450°C.

2.3.3.2.1.1 Tamano de Cristalito

Utilizando la férmula de Debye-Scherrer (Ec.1) y considerando el pico de difraccion mas
representativo de la fase tetragonal del TiO2, el (101), se encontré que los tamafios medios de
cristalitos son los que se indican en la Tabla 2.9 Tamafio de Cristalito de los sélidos sintetizados en
tolueno, con diferentes concentraciones de CTAB y tratadas a 450 °C, para el pico de difraccién
(101) del TiO2

Muestra Concentracion CTAB (mM) = Tamafio de Cristalito
Exp6.5 0 4,63
Exp3.5 1mM 3,47
Exp4.5 3mM 4,63
Exp5.5 6mM 3,97
ylaTabla29.
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Tabla 2.9 Tamarfio de Cristalito de los sélidos sintetizados en tolueno, con diferentes
concentraciones de CTAB y tratadas a 450 °C, para el pico de difraccion (101) del TiO>

Muestra Concentraciéon CTAB (mM) = Tamafio de Cristalito
Exp6.5 0 4,63
Exp3.5 1mM 3,47
Exp4.5 3mM 4,63
Exp5.5 6mM 3,97

Tabla 2.10 Tamafio de Cristalito de los sélidos sintetizados en etanol, con diferentes
concentraciones de CTAB y tratados a 450 °C, para el pico de difraccion (101)

Tamano de Cristalito

Muestra Concentracion CTAB (mM) (nm)
19.5 0 3.47
155 1mM 2.78
16.5 2mM 4.63
175 3mM 3.47
18.5 6mM 2.78

El tamafio de cristalito encontrado fue pequefio y su tendencia es a disminuir, salvo la muestra de 2
mM (Tabla 2.10) y la de 3mM (Tabla 2.9), con la presencia del CTAB en el medio de sintesis, 0
sea que restringe la cristalizacién de las muestras como lo evidencian los difractogramas de la
Figura 2.43y de la Figura 2.44.

Hay un mayor control del tamafio de cristal en las muestras sintetizadas en el solvente etanol que
en las obtenidas en tolueno, esto se refleja en los menores valores de tamafio de cristal encontrados
para este solvente (ver Tabla 2.10)
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2.3.3.3 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

® Muestras sintetizadas sin la presencia de surfactante

(b)

Figura 2.45 Micrografias MET correspondientes a solidos obtenidos sin surfactantes en etanol, y
sin tratamiento térmico (a) y tratado térmicamente a 450 °C (b).

En la Figura 2.45(a), el s6lido obtenido presenta una gran cantidad de particulas pequefias que se
encuentran aglomeradas, de un tamafio aproximado de 5-10 nm. En la Figura2.43 (b) las particulas
se encuentran mas definidas, con una morfologia esferoidal y un tamafio comprendido entre 50-100
nm (particulas nanomeétricas); el efecto del tratamiento térmico es evidente.

e Muestras sintetizadas a una concentracion 1mM de CTAB

La Figura 2.46 (a) se observa la presencia de particulas con diferente morfologia: esferoidales,
tipo aguja e irregulares, y su tamafio varia entre 5-200 nm. De acuerdo a lo obtenido, la adicion de
surfactante (LMm) propicia la formacién de muestras con un menor grado de aglomeracion pero
con particulas que difieren en forma y tamafio.

La Figura 2.47 (a) muestra la presencia de grandes aglomerados y, cuando los sélidos se trataron
térmicamente a 450 °C (Figura 2.47 (b)), se favorecid la presencia de una pequefia porosidad en los
mismos, lo que requiere, a futuro, analizar con mayor cuidado dada la posibilidad de que
sintetizando en tolueno y con bajas concentraciones de CTAB, se esté favoreciendo la
conformacion de nanoestructuras de TiO2, de naturaleza mesoporosa. No se observa una
morfologia definida en ninguna de las muestras de la Figura 2.47.

El efecto de la adicion de surfactante y el solvente muestran diferencias notorias, en donde la
velocidad con que ocurren los procesos de hidrolisis y condensacion mencionados en el item 2.3.2,
determinan la aparicion de morfologias esféricas (solvente etanol) e irregulares (solvente tolueno).A
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la concentracion 1mM, aun no se presenta un completo control de la morfologia y el grado de
aglomeracion de las particulas.

(a)

N

: ; )
/o w «¥.
T P

s » & 200nm

. ="

Figura 2.46 Micrografias obtenidas con MET correspondientes a sélidos sintetizados en etanol a
una concentracion 1mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a)

100nm | 100nm

Figura 2.47 Micrografias MET correspondientes a sélidos sintetizados en tolueno, con una
concentracion 1 mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a) y tratado térmicamente a 450°C (b)
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e Muestras sintetizadas a una concentracion 2mM de CTAB

100nm

Figura 2.48 Micrografias obtenidas con MET correspondientes a solidos sintetizados en etanol a
una concentracion 2mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a) y (b) o tratadas térmicamente a
450 °C (c)
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Las muestras de las Figura 2.48 (a) y (b), sintetizadas con una concentracion 2mM vy sin
tratamiento térmico, presentaron particulas con morfologia definida: algunas esferoidales y otras
con forma de aguja, con cierto grado de aglomeracion. Al tratar térmicamente la muestra (Figura
2.48(c)), se encuentra que el tamafio de las particulas se incrementa, manteniéndose las morfologias
esferoidal y acicular con baja aglomeracion.

e Muestras sintetizadas a una concentracién 3mM de CTAB

’ (b) T €t
k‘l ! ";\? "4 <

o\

(a)

e
T

»

500nm

Figura 2.49 Micrografias obtenidas con MET correspondientes a solidos sintetizados en etanol a
una concentracién 3mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a) o tratada a 450 °C (b)

La Figura 2.49(a), correspondiente a sélidos sintetizados con 3 mM de CTAB vy sin tratamiento
térmico, muestra la aparicion de grandes aglomerados, con forma tubular resultado de la unién de
varias particulas esferoidales, y la presencia de pequefias agujas. Al tratar térmicamente la muestra,
Figura 2.49(b), se observan particulas esferoidales y columnares, mas que agujas.
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e Muestras sintetizadas a una concentracién 6mM de CTAB

100nm

Figura 2.50Micrografias obtenidas con MET correspondientes a sélidos sintetizados en etanol con
una concentracién 6mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a).

La Figura 2.50 (a) muestra el sélido sintetizado a una concentracion 6mM, sin tratamiento térmico,
donde se observa que este presenta una porosidad, tal como se ilustra en el “inset” de la figura,
poniendo en evidencia una estructura mesoporosa como resultado de un exceso de surfactante en el
medio; la presencia de aglomerados es evidente en estas muestras
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2.3.3.4 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

®  Muestras sintetizadas en etanol

y — A
-x <2y 4
AccV Spot Magn Det WD Exp 5 pm

5pot Magn  Det WD Exp F———— 1pm

250kV 40 5000x SE 100 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 0 20000x SE 100 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 1pm
250kV 40 20000x St 100 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

AccV Spot Magn Det WD Exp F——— 2um
25.0kV 40 10000x SE 100 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 2.51 Fotografias obtenidas con MEB del TiO; sintetizado en etanol, sin presencia de
surfactante, tratado térmicamente a 450 °C.
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Figura 2.52Micrografias obtenidas con MEB correspondientes a solidos sintetizados en este
trabajo, con una concentracion 1mM de CTAB, sin tratamiento térmico (a) o tratada a 450 °C (b)

-
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Figura 2.53. Micrografias obtenidas con MEB correspondientes a solidos sintetizados, con una
concentracién 2mM de CTAB, y tratados térmicamente a 450 °C

Dot WD Exp bF——4 2pm
Si 101 1 UFSCat LCE - FEG

Figura 2.54 Micrografias obtenidas con MEB de solidos sintetizados, con una concentracion
3mM de CTAB Yy tratada térmicamente a 450 °C.
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Figura 2.55 Micrografias obtenidas con MEB correspondientes a sélidos sintetizados con una
concentracién 6mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a) (muestra 18.1) y tratada a 450 °C
(b) (muestra 18.5).

En las Figura 2.51 a la Figura 2.55 se puede observar como la adicion de surfactante disminuyo la
formacién de aglomerados, aunque el tamafio de los que se formaron fue grande (orden de las
micras), y afecto la morfologia que presentaron las particulas secundarias, dando como resultado
pequefas particulas, presentes en todas las muestras, asi particulas de gran tamafio con formas poco
definidas.

Las particulas muestran formas definidas en casi todas las concentraciones (OmM (sin surfactante),
3mM y 6mM), a excepcion de la concentraciones 1mM y 2Mm en donde la conformacion de
aglomerados antes y después del tratamiento es alto, en su mayoria las muestras se vieron
afectadas por el tratamiento térmico, en donde las Unicas que conservaron su morfologia después
del proceso de calcinacion, fueron las sintetizadas sin la presencia de surfactante y a una
concentracion 3mM. El incremento en la concentracion de CTAB modifico la morfologia,
aglomeracion y tamafio de las particulas favoreciendo la obtencion de estructuras mesoporosas a
altas concentraciones (6mM)
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Las imagenes obtenidas con MEB (Figuras 2.48 a 2.52) son diferentes a las que se observan en
MET (Figuras 2.43 -2.47), tanto en morfologia y tamafio, debido a la forma como se prepararon las
muestras.

e Muestras sintetizadas en Tolueno

(b)
Figura 2.56 Micrografias obtenidas con MEB correspondientes a sélidos sintetizados en tolueno,
sin presencia de surfactante, sin tratamiento térmico (a) y tratados térmicamente a 450 °C (b)

(@)
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(b)

Figura 2.57 Micrografias obtenidas con MEB de sélidos obtenidos en tolueno, a una
concentracién 3mM de surfactante, sin tratamiento térmico (a) y tratados térmicamente a 450°C(b)

(b)

Figura 2.58 Micrografias obtenidas con MEB correspondientes a sélidos sintetizados en tolueno,
a una concentracion 6mM de CTAB, sin tratamiento térmico (a) y tratados térmicamente a
450°C(b).
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Las micrografias de las Figura 2.56 a la Figura 2.58, muestran un tamafio de particula secundaria
grande (1-10u), principalmente aglomerados duros dsea agregados, junto con la presencia de
pequefias particulas primarias (< 100nm): La morfologia de estas particulas secundarias es irregular,
con bordes agudos. Se observa, ademas, que al tratarlas térmicamente, se consolidan los
aglomerados pero su textura muestra una mejor definicion de un graneado fino que daria
informacion de las particulas primarias que las conforman (Figura 2.57(b)).Por los resultados
obtenidos con MEB, Figura 2.56 a la Figura 2.58, el uso de tolueno como solvente de sintesis
favorece la obtencion de agregados debido a la gran sinterabilidad de las particulas primarias, dado
su pequefio tamafio (< 100 nm).

La adicién de surfactante al medio no modifica en gran medida el tamafio de la particula y la
aglomeracion de las mismas, pues este se ve influencia mayormente por el efecto del solvente el
cual genera que las reacciones de condensaciéon sean rapidos (ver item 2.3.2 ) favoreciendo la
aparicion de estructuras de morfologia irregular como las mostradas anteriormente.

2.4 CONCLUSIONES

e Se estructuro un método de sintesis via sol-gel para obtener TiO, de manera controlada. Se
pudo determinar el efecto, sobre las caracteristicas finales del producto (polvos de TiO,), tanto
de la presencia de un surfactante, CTAB, como del uso de diferentes solventes, etanol y
tolueno.

* Los estudios de espectroscopia IR, deconvolucionados en la region de 100-400cm, permitieron
evidenciar las diferencias a nivel estructural (enlaces Ti-O-Ti, Ti-OH y Ti-O) de las muestras
sintetizadas a diferentes concentraciones, en donde el efecto del solvente etanol contribuyo a la
formacién de los enlaces Ti-O-Ti y el tolueno a los enlaces Ti-O, la adicién de surfactante al
medio de reaccion (solvente etanol y tolueno) favorecié la aparicién de grupos Ti-O
superficiales . El efecto de la temperatura denoto cambios en la intensidad y ubicacion de las
bandas asociadas a los grupos funcionales Ti-O-Ti, Ti-OH y Ti-O, principalmente, con respecto
a las muestras sin tratamiento. Asi mismo la eliminacion del CTAB fue dificil debido a su
propiedad de adsorcion sobre la superficie de los sélidos, lo cual se evidencio en la constante
aparicion de los enlaces Ti-C en los espectros deconvolucionados de las muestras tratadas
térmicamente .

e El estudio de difraccién de rayos X de los solidos obtenidos mostrd que ellos presentaban una
estructura completamente amorfa, cuando no se habian tratado térmicamente, y al tratarlos a
450 °C cristalizaban, obteniéndose como fase cristalina principal, y Unica, la anatasa,
independiente del solvente de sintesis utilizado y de la concentracion de CTAB empleada. El
tamafio de cristalito de las muestras sintetizadas, independientemente del solvente utilizado, fue
pequefio (entre 3 y 5 nm) y se redujo levemente al aumentar la concentracion de CTAB en el
sistema de sintesis.

e Los estudios con microscopia electronica de transmision y de barrido mostraron que la
presencia del surfactante en el medio de sintesis modificaba la morfologia de las particulasy el
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estado de agregacion de las mismas. En el sistema con etanol, las particulas primarias
presentaron una forma esferoidal y de aguja, con un tamafio nanométrico (< 100 nm), y
aglomerados, en ocasiones esféricos, del orden de unos micrones (de 1 a 5 um). Ademas, la
presencia de CTAB favorecio la disminucion de su tamafio y la formacién de aglomerados, para
concentraciones de surfactante menores a 6mM. Al sintetizar en tolueno se obtuvieron
agregados con forma irregular, de unos cuantos micrones, entre 10 y 20 um, conformadas por
particulas primarias del orden nanométrico (< 100 nm). La adicién de CTAB al sistema de
sintesis no contribuyo, de manera apreciable, a modificar los parametros anteriormente
mencionados.

e La velocidad de las reacciones de hidrolisis y condensacion se vieron modificadas por el efecto
del solvente, en donde en solventes apolares el aumento en la velocidad de los procesos de
condensacion genero particulas de morfologia irregular; mientras que en solventes como el
etanol de caracter polar se favorecié la velocidad de hidrolisis propiciando morfologia de tipo
esférico.
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3. Estudios preliminares de Toxicidad Aguda del TiO>
sintetizado por Sol-gel

3.1 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1.1 Aspectos generales de la Toxicidad

El significado literal del término toxicologia es “el estudio de los venenos” (1). La raiz de la palabra
toxico ingreso al idioma ingles alrededor de 1655 del latin toxicus (el cual significa venenos), a su
vez deriva de toxikén, un antiguo término griego usado para designar a los venenos en los cuales se
sumergian las flechas. La toxicologia ha evolucionado hasta convertirse en la actualidad en una
ciencia, amplidndose para considerar todas las formas de efectos adversos, nocivos o letales (1),
para la salud propiciadas por las sustancias. A continuacion se da la definicion de ciertos términos,
propios de la toxicologia, que reflejan el amplio alcance de esta ciencia.

» Toxico :Agente quimico o fisico que posee ciertas caracteristicas para producir un efecto
indeseable o adverso en un sistema, principalmente bioldgico, y/o para la salud.

» Toxicidad: Se le da esta denominacion a cualquier efecto toxico (adverso) que un agente
quimico o fisico puede producir dentro de un organismo.

» Toxicologia :Es la ciencia que se ocupa del estudio de los efectos adversos (toxicidad) que

agentes quimicos o fisicos pueden producir en los organismos vivos, bajo condiciones
especificas de exposicién. Es una ciencia que intenta identificar cualitativamente todos los
peligros asociados con una sustancia, asi como determinar cuantitativamente las condiciones
de exposicion en las que estos peligros o toxicidades son inducidos. La toxicologia es la
ciencia que investiga experimentalmente, tanto in vitro como in vivo, la existencia, naturaleza,
incidencia, el mecanismo y los factores de riesgo de los efectos adversos de las sustancias
toxicas.
Como es de esperar, considerando las anteriores definiciones, las respuestas sobre toxicidad,
que conforman el estudio de la toxicologia, abarcan un amplio espectro biol6gico vy fisiolégico.
Los efectos de interés, a evaluar, pueden variar desde algo relativamente menor, como una
irritacion y lagrimeo, a una respuesta mas seria como dafio hepatico o renal, con una
discapacidad aln mas grave y permanente, como puede ser la cirrosis hepatica o cancer de
higado. Teniendo en cuenta esta amplia gama de efectos, potencialmente adversos que deberian
tenerse en cuenta, es necesario considerar algunos términos adicionales.

» Exposicién: Para causar un efecto adverso, la sustancia toxica debe entrar en contacto con un
organismo. EI medio por el cual un organismo entra en contacto con la sustancia es a través de
una via de exposicion (por ejemplo, en el aire, agua, suelo, alimentos, medicamentos) usado por
el agente quimico o fisico y que, ademas, puede favorecer su presencia.
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Dosis: Es la cantidad total de una sustancia toxica administrada a un organismo, de manera
controlada o casual a intervalos de tiempo especificos y que puede o no propiciar efectos
adversos. Esta cantidad se define, cominmente, en términos de cantidad por unidad de peso
corporal o por area de superficie corporal.

Exposicion Aguda: Se da esta denominacion a la exposicion a que se somete un sistema
biol6gico, durante un breve periodo de tiempo (generalmente menos de 24 horas), a un agente
quimico o fisico toxico para él. A menudo se considera que es una exposicion Unica (o dosis),
pero puede consistir en exposiciones repetidas dentro de un periodo de tiempo corto.

Exposicion subaguda: Se asemeja a la exposicion aguda, excepto que la duracion de la
exposicion a agentes toxicos es mayor, de varios dias hasta un mes.

Exposicidon subcrdnica: En este caso, las exposiciones a agentes toxicos se repiten o se
extienden sobre un rango de tiempo intermedio. Para los ensayos con animales, este intervalo
de tiempo se considera generalmente entre 1 y 3 meses.

Exposicion crénica: Estas son exposiciones repetitivas 0 continuas a que se someten los
sistemas bioldgicos durante un periodo de tiempo (méas de 3 meses). En la experimentacion con
animales, esta exposicion, a menudo, continda durante la mayor parte de la vida del ejemplar
seleccionado para realizar el ensayo.

Toxicidad aguda: Se denomina de esta manera a un efecto adverso o indeseable que se
manifiesta dentro de un intervalo de tiempo relativamente corto, durante la exposicion del
sistema bioldgico al agente toxico, y que se produce casi inmediatamente iniciada la exposicion
(o la dosis), extendiéndose por varios dias. Un ejemplo es la asfixia quimica que se presenta por
la exposicidn a una alta concentracion de mondéxido de carbono (CO).

Toxicidad crénica: Se le da este nombre al efecto adverso permanente o duradero que se
manifiesta en el sistema biologico después de la exposicion a un toxico. Se puede tomar como
ejemplo de este caso, el desarrollo de la silicosis después de una exposicion, por un largo
periodo de tiempo, a la silice, por ejemplo en aquellos lugares de trabajo donde se realiza la
fundicion de metales.

Toxicidad local: Es aquel efecto adverso o indeseable que se manifiesta especificamente en el
sitio donde la sustancia tdxica se encuentra en contacto con el organismo. Los ejemplos
incluyen la capacidad de un &cido para causar enrojecimiento de los ojos, irritacion de las vias
respiratorias superiores, y quemaduras en la piel, entre otros.
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» Toxicidad sistémica: Se le da esta denominacion a aquel efecto adverso o no deseado que
puede ser percibido por todo un organismo u 6rgano, vulnerable a él, aunque la distancia del
punto selectivo de entrada de la sustancia toxica estuviera alejada del mismo, lo que requeriria
que el téxico fuera absorbido, inicialmente, y posteriormente se distribuyera en el organismo
para producir el efecto toxico. Un ejemplo estaria relacionado con los efectos adversos sobre el
rifidn o el sistema nervioso central ocasionados por la ingesta cronica de mercurio.

» Toxicidad reversible: Es aquel efecto adverso o indeseable que puede ser revertido una vez
que se detiene la exposicion del sistema biolégico al agente toxico. La reversibilidad de la
toxicidad depende de una serie de factores que incluye el grado de exposicién: tiempo y la
cantidad de agente toxico, y la capacidad del tejido afectado para repararse o regenerarse. Un
ejemplo considera la toxicidad hepatica de la exposicién aguda al acetaminofén y la
regeneracion del higado.

3.1.2 Nanotoxicidad

Se da esta denominacion al efecto nocivo, adverso o indeseable propiciado en un sistema biol6gico
por su exposicién a nanoestructuras, Nanoparticulas o mesoporosos principalmente inorganicos,
término acufiado en el 2005 por el investigador Giinter Oberddrster (2). Las nanoparticulas (NPs)
son unidades quimicas que tienen un didmetro de menos de 100 nm (1 nm = mil millonésima parte
de un metro) en una dimension o inferior a 1000 nm para agregados y aglomerados; las NP son 100-
10.000 veces mas pequefios que las células de mamiferos (Figura 3.1). La Nanotoxicologia
considera los efectos tdxicos de las NPs en los sistemas vivos (3). De manera general, se han
publicado una gran cantidad de articulos y se han realizado recopilaciones muy completas sobre
esta tematica (4-6). En estos documentos se indican los resultados obtenidos de estudios In Vivo o
In Vitro de la toxicidad de las nanoparticulas, estudios que se han realizado de manera controlada
para establecer la relacion dosis — respuesta que es tan dificil obtener en estudios epidemiolégicos
(5). El objetivo central de la nanotoxicologia es estudiar las interacciones de las nanoparticulas con
moléculas organicas tales como proteinas, lipidos o acidos nucleicos, acciones que pueden
modificar la retencion y las propiedades de las nanoparticulas en el organismo. Es muy importante
entender el mecanismo de accion responsable de las respuestas fisiopatoldgicas, en los individuos
expuestos, considerando la forma de obtencidn de las nanoparticulas y las propiedades especificas
que ellas presentan: tamafio, reactividad superficial, composicion quimica, solubilidad, etc. Los
seres humanos han estado expuestos a las NP a lo largo de su evolucion a través de la inhalacion de
particulas ultrafinas producidas por los incendios, la accién volcanica y otros fendmenos naturales.
La exposicién humana, sin embargo, se ha incrementado dramaticamente en los ultimos 20 afios
como resultado del rapido desarrollo del campo de la nanotecnologia, lo que ha producido un gran
namero de particulas de tamafio nanométrico sintéticas. Estas particulas son facilmente absorbidas
por los seres humanos por inhalacion, ingestion, absorcion dérmica, e inyeccion. Algunas de estas
exposiciones son deliberadas como partes de sistemas de liberacion de farmacos (2,7).

Los tipos de exposicion a las NP, las fuentes y sus efectos toxicos en los humanos se indicaran con
mas detalle a continuacion:
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Figura 3.1 comparacion de una célula macréfaga de rata con el tamafio de una nanoparticula (a
escala). Los macr6fagos humanos son hasta dos veces mas grandes que los macrofagos de rata (8)

3.1.2.1 Nanoparticulas

Las NP se pueden clasificar como naturales, también conocidas como propias o comunes del medio
ambiente, y antropogeénicas o ingenieriles, aquellas fabricadas por el hombre; estas Gltimas, a su
vez, se pueden clasificar como NP intencionales o involuntarias (7).

a) NP Naturales

Este tipo de Nanoparticulas incluyen al: carbon, hidrocarburos, azufre, metales pesados,
compuestos inorganicos y bioldgicos. Las principales fuentes de estas incluyen: los incendios
forestales, los volcanes, la espuma del mar, las particulas de polvo suspendidas en el aire
provenientes del suelo y los virus (7).

b) NP antropogénicas no intencionales

Estas incluyen al carbon, hidrocarburos, metales pesados, metales nobles, compuestos inorganicos,
compuestos organicos sintéticos, hidrocarburos, y el asbesto. Las principales fuentes de estas
incluyen: las plantas de energia eléctrica, los motores de combustion interna, los motores Jet y los
humos de fundicion, soldadura, polimeros, producidos en la cocina y por el tabaco, asi como los
catalizadores, dispositivos de friccion, tales como frenos de vehiculos y motores eléctricos, entre
otros (7).

c) NP antropogénicas o ingenieriles intencionales

Este tipo de Nanoparticulas incluyen metales, Oxidos metéalicos y nanotubos de carbono,
principalmente. Las fuentes de estos consideran: semiconductores, cosmeéticos, aplicaciones
médicas incluyendo los sistemas de liberacion de farmacos, pantallas Opticas, aplicaciones
electronicas y silice de combustion, entre otros (7).

3.1.2.2 Principales rutas de absorcion de NP en el cuerpo humano

Las nanoparticulas pueden ser absorbidas por el cuerpo humano via inhalacion, ingestion |,
absorcion dérmica e inyeccion (Figura 3.2) (7), estas rutas se consideran con mas detalle a
continuacion:
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a) Inhalacion

La captacion de las NPs inhaladas puede ocurrir a través de las tres principales regiones de las vias
respiratorias: la nasofaringea, la traqueo bronquial, y la alveolar, e independiente de la region de
absorcion siempre produce inflamacion. En consecuencia, las NPs no pueden considerarse como un
peligro potencial Unico debido a que cada NP especifica deberia ser evaluada, considerando sus
efectos toxicos, ya que se ha encontrada que algunas NPs pueden desencadenar reacciones de tipo
asmatico mientras que otras han generado lesiones pulmonares (7) .

b) Ingestion

Las NPs pueden ser ingeridas directamente, si estan presentes en los alimentos o el agua que se
consume, o pueden ser ingeridas por la deglucién de NPs contenidas en la mucosa después de que
han sido eliminadas de los pulmones. Luego de la ingestion, las NPs podrian pasar a la sangre y ser
transportadas a otros 6rganos del cuerpo, incluyendo el higado, el bazo, los rifiones, la médula dsea,
el cerebro y otros tejidos (7). En este trabajo, éste fue el medio utilizado para propiciar el ingreso de
las Nanoparticulas al organismo de los ratones utilizados en el correspondiente ensayo.

c) Absorcion dérmica
Las NPs pueden ser absorbidos por la piel y también pueden entrar al cuerpo a través de la piel
lesionada (3,8). Una vez absorbidas, las NPs se traslocan a los ganglios linfaticos y en Gltima
instancia al torrente sanguineo desde donde se distribuyen por todo el cuerpo (7). Actualmente, este
es el medio de ingreso mas comun de las Nanoparticulas al cuerpo humano debido a que ellas son
usadas en un amplio rango de productos cosméticos, entre ellos cremas hidratantes para cuerpo y
manos, productos para los labios, bases de maquillaje, unglientos, polvos para la cara y lociones (9).
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Figura 3.2 Esquema del proceso de ADME (absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién)
donde la exposicién interna es la parte de la dosis externa que alcanza la circulacion sistémica.
Las lineas negras representan rutas confirmadas para las Nanoparticulas y las lineas a trazos
representan rutas hipotéticas. Las velocidades de transporte y tiempos de retencion para los
procesos indicados son en gran parte desconocidos.(10)
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3.1.3 Nanotoxicidad del TiO2

El pequefio tamafio de la NP asegura que una gran parte de los &tomos que la conforman estara
presente en la superficie de la misma. Dado que las caracteristicas y propiedades de la superficie de
las NPs, tales como los niveles de energia, la estructura electrénica y la reactividad son bastante
diferentes a las de su interior (“core”), su bioactividad deberia diferir de aquellas que presentan un
tamafio de cientos de nandmetros y/o micras (particulas finas). Tradicionalmente, las particulas
finas (FP, particulas finas) de TiO, se han considerado como poco solubles y de baja toxicidad.
Debido a esta condicidn se han utilizado, tradicionalmente, como un "control negativo™ en muchos
estudios toxicoldgicos, tanto in Vitro como in Vivo. Sin embargo, este punto de vista fue
cuestionado después de que ratas sometidas a altas concentraciones de particulas finas de TiO,
durante dos afios de exposicion, desarrollaron tumores de pulmén. La Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC, Agencia Internacional para la Investigacion sobre el
Cancer), por lo tanto, ha clasificado al TiO; en el Grupo 2B: posiblemente carcindgeno para los
seres humanos (11).Sin embargo, el efecto cancerigeno del TiO; ha sido cuestionado y atribuido a la
sobrecarga de los pulmones en lugar de considerar la carcinogenicidad especifica de las FP de TiO..
En los Gltimos afios, las NPs de TiO;se han venido empleando ampliamente en la industria y en la
obtencion de productos de consumo, esto debido a su fuerte actividad catalitica en comparacion con
las FPs de TiO.. Este aumento, en su actividad catalitica, se ha atribuido a su pequefio tamafio de
particula, lo que propiciaria un mayor valor de area superficial por unidad de masa. Con base en lo
enunciado anteriormente, se han planteado preocupaciones sobre que las NPs de TiO; pudieran
presentar bioactividad y, por lo tanto, riesgos para la salud humana. El rapido crecimiento en el
namero de estudios publicados, sobre esta tematica, confirma que existe un alto nivel de interés en
relacién con la seguridad de NP de TiO,. Diferentes modelos animales, que emplean multiples vias
de exposicion de administracion (inhalacion, exposicion dérmica, instalacion intratraqueal, sonda
oral, intragastrica, intraperitoneal o intravenosa, han sido usados, intensivamente, en estos estudios.
Los estudios han puesto de manifiesto que las NP de TiO2 son més toxicas que las FPs(12).
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Figura 3.3 Estadistica de los articulos cientificos publicados sobre: (a) nanomateriales y (b) su
toxicidad (ISI web de ciencia) (8)
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3.1.3.1 Exposicion oral al TiO2

La ingestion oral es la ruta de mayor exposicion para el ingreso de alimentos y sustancias nutritivas
en el cuerpo. Con respecto a la ingesta de particulas, algunas rutas son intencionales como es el
caso de los productos alimenticios (por ejemplo las particulas de TiO, que actian como
blanqueadores y que estdn presentes en los productos de panaderia) y el de los suplementos
alimenticios, potenciadores de sabor y pigmentos (13).

Entre los principales aditivos alimenticios, con base en di6xido de titanio, se encuentra el
E171, el cual ha sido usado por décadas y su Ingesta Diaria Admisible (IDA) no ha sido
establecida por la EFSA (European Food Safety Authority — EFSA, dictamen de la EFSA del 2004)
(14). Estudios recientes demuestran que hay una cantidad significativa de TiO,, de tamafio
nanomeétrico, en los alimentos (15,16); Weir y colaboradores (15) encontraron que, en la
distribucion de tamafio de particula en un lote de E171, la mayoria de las particulas estaban por
debajo de los 200 nm, las TiO2-NPs eran aproximadamente el 36% (Figura 3.4) y que el diametro
medio de particula era de ~110 nm. Otro grupo, que examiné las gomas de mascar considerando
seis marcas diferentes, encontr6 que la presencia en ellas de TiO.-NPs era superior al 40% (16).
Esto esta de acuerdo con lo expresado por Skocaj y colaboradores (17) sobre que “los polvos de
tamafio sub-micrénico, entre 0.1 y 1um, siempre contenian una cierta proporcion de particulas de
tamafio nanométrico"(14).

Distribution of Primary Particle Size of Food Grade
Titanium Dioxide

Number of Particles

Diameter Range (nm)

Figura 3.4 Histograma que muestra la distribucion de tamafio de particula del TiOzen un lote del
aditivo alimenticio E171 (15).

Es interesante observar que Instituciones Internacionales como la FAO y la OMS, en informes
internos (2009), hacen referencia al mismo hecho, sobre la aparicion de particulas de tamafio
nanométrico, pero refiriéndose al material a granel. Sin embargo, lo expuesto anteriormente no es
suficiente para cuestionar el uso de E171 en los alimentos o para solicitar informacion sobre el
efecto de la presencia de las nanoparticulas de TiO2en este aditivo. Por otra parte, aunque el 40%
de TiO2-NPs parece mucho y es sorprendente para algunos, el E171 todavia no se puede clasificar
como un nanomaterial, ya que la definicion exige que al menos el 50% de las particulas presenten
un tamafio nanométrico. Adicionalmente, surge otra preocupacion relacionada con el hecho de que
la estructura tipo anatasa del TiO, se considera 100 veces mas toxica que la tipo rutilo (15); se
encontrd que la estructura cristalina del TiO, nanométrica, presente en las gomas de mascar (16), la
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anatasa fue la fase predominante. Esto ha sido confirmado con DRX y TEM de alta resolucion (16)
.La presencia de anatasa en el E171, y por lo tanto en una gran cantidad de alimentos, fue
corroborada por Powell y colaboradores (18) quienes detectaron TiO2, con un tamafio entre 100 y
200 nm, en el intestino humano (14).

Segun los datos de exposicion al TiO,, segin la EFSA, la ingesta de este éxido dio como resultado
una ingesta estimada de 1,28 mg/kg-peso corporal/dia, incluyendo medicamentos y suplementos,
por lo que una persona de 70 kg consumiria, aproximadamente, 90 mg de TiO. diario, lo que para
algunos es una sobreestimacion (14). Si la cuantificacion del contenido de nanoparticulas en el
E171 es correcta, del 36-40%, la persona de 70 kg que ingiriera el E171 consumiria alrededor de 35
mg de TiO»-NPs por dia. El consumo de TiO, ha aumentado considerablemente, en las Ultimas
décadas, y los patrones de consumo varian mucho ya que hay grupos de alimentos con un contenido
de TiO; alto, destacandose las gomas de mascar, los productos de confiteria y los chocolates con
cascara dura (14). En la Tabla 3.1 se listan algunos articulos y su contenido de dioxido de titanio.

Tabla 3.1 items de comida y su contenido TiO, donde se especifica la cantidad por gramo de
alimento (columna central) y el adaptado de acuerdo al tamafio de la porcién (columna de la
derecha) (15,18,19).

Alimento ?rr?g;[gr;ll?r?\:r:tooi Contenido TiO; (por porcion)
Polvo de donas 2 100 (500)
Aderezo para ensalada 7.5 225 (300)
Chocolates M&Ms 1.25 45
Chicle de masticar 1.51-3.88 2.4-7.5 (promedio 5)por chicle
Malvavisco 2 10 (50)
Crema picante de rabano 2.84 56.8 (200)
Tomate 7.82 35.199
Glaseado del pastel 1.83 55(300)
Ensalada cesar baja en grasa 0.93 27.9

La exposicién oral involucra los componentes basicos del tracto gastrointestinal (GIT por sus siglas
en inglés), incluyendo: boca, eséfago, estomago, intestino delgado (duodeno, yeyuno, ileon) y el
intestino grueso (ciego, colon ascendente, colon transverso, el colon descendente, colon sigmoide y
recto). Después de la aprobacion y pre-digestion de los alimentos en el estomago, el intestino
delgado es el sitio de mas nutrientes digeridos y es este el lugar donde la absorcion de
particulas/Nanoparticulas, por el torrente sanguineo (ver esquema de la Figura 3.2), se produciria,
particularmente en los segmentos de yeyuno y el ileon (13).

Aunque existen diferencias entre la fisiologia del GIT de los humanos y los roedores (modelo
animal usado frecuentemente en estudios de toxicidad y empleado en este trabajo), los resultados
obtenidos en pruebas con estos Gltimos son importantes para orientar el estudio en humanos.
Algunas diferencias estdn, por ejemplo, en que el pH géastrico del estbmago humano esta,
normalmente, en el rango de 1,2 a 2,0, en un estado de ayunas y de 5,0 con la presencia del bolo
alimenticio, mientras que en ratones el pH géastrico medido ha sido de 3,0 después de la ingesta de
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alimentos y 4,0 en estado de ayuno; en el intestino delgado, el pH del duodeno ha sido medido y los
valores se encuentran entre 6 y 7, en los seres humanos, y entre 4 y 5 en ratas y ratones (13,20) .

3.3.2 Interacciones de las nanoparticulas en el organismo del modelo animal al ser
suministradas por via oral

En este item se consideran los procesos de interaccion, absorcion, distribucion y excrecion de las

nanoparticulas por el organismo del animal. Aunque no existe un mecanismo plenamente

confirmado y validado que permita explicar la toxicidad de las TiO,-NPs, existe informacion

importante sobre los posibles efectos que puede generar una nanoparticula al entrar en contacto con

la célula.

3.3.2.1 Interacciones celulares con las nanoparticulas

Como sucede con los nano organismos (los virus por ejemplo), las nanoparticulas podrian entrar en
las células e interactuar con las estructuras subcelulares. Inicialmente, tanto la absorcion celular,
ubicacion subcelular de la nanoparticula, como la capacidad de catalizar productos oxidativos
dependen de las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, de su tamafio y forma,
principalmente (2,21). EI mecanismo por el cual las NPs penetran en las células, sin poseer unos
receptores especificos identificados en su superficie, corresponderia a una absorcion pasiva 0 a una
interaccion adhesiva. Esta absorcion podria ser propiciada por fuerzas de Van der Waals, presencia
de cargas electrostaticas, interacciones estéricas, o fendmenos de tension interfacial. Después de
que ocurriera la captacién, las nanoparticulas no se ubicarian, necesariamente, dentro de un
fagosoma lo que ofrece cierta proteccidn al resto de los organelos celulares de la interaccion
guimica con la nanoparticula (8).

Este tipo de captacion y de movimiento libre, dentro de la célula, hace que las NPs se transformen
en agentes muy peligrosas por tener acceso directo a las proteinas del citoplasma y organelos. Tras
la captacién no fagocitica, las nanoparticulas se podrian ubicar en varios lugares dentro de la célula,
tales como: la membrana celular externa, el citoplasma, la mitocondria, las vesiculas lipidicas y a lo
largo de la membrana nuclear, o dentro del nicleo; dependiendo de su localizacién dentro de la
célula, las nanoparticulas podrian deteriorar organelos o ADN, llegando hasta provocar la muerte
celular (Figura 3.5) (8).

Las nanoparticulas se internan no sélo por los fagocitos profesionales, tales como los macréfagos
alveolares, sino que su ingreso también puede ser mediado por varios tipos de células, incluyendo
las células endoteliales, epitelio pulmonar, epitelio gastrointestinal, glébulos rojos de la sangre,
plaquetas y las células nerviosas (8). En la Figura 3.5 se indica, de manera general, las posibles
interacciones de las NPs con la célula y como se puede generar el estrés oxidativo y la inflamacion
por varias vias primarias: (a) la superficie de la NP por un incremento del calcio intracelular y la
activacion del gen respectivo, (b) si existen metales de transicion estos podrian incrementar el
calcio intracelular y activar el gen o (c) a través de los receptores de la superficie de la célula, que
también activaria el gen, o (d) que las NPs se distribuyan intracelularmente, en la mitocondria,
generando estrés oxidativo (2) .
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Figura 3.5 Interacciones hipotéticas de las nanoparticulas con la célula. EGFR , receptor del
factor de crecimiento epidérmico. La inflamacion y estrés oxidativo pueden ser generados por
diversas vias primarias, tal como se indica en el texto (2)

3.3.2.1.1 Estrés oxidativo, inflamacién y genotoxicidad

Aunque el mecanismo exacto por el que las nanoparticulas inducen efectos pro-inflamatorios no se
conoce, se ha sugerido que estas crean especies reactivas de oxigeno (ROS por su sigla en inglés)
gue modularian concentraciones de calcio intracelular, activarian factores de transcripcion e
inducirian la produccion de citoquina (8), tal como se indica en la Figura 3.6 Como se muestra en
la figura es importante tanto la composicién del material, como su estructura electrénica, las
especies enlazadas a su superficie (ejemplo, metal contenido en la estructura), el revestimiento de su
superficie (activa o pasiva), y su solubilidad, incluyendo la contribucién de la especies de la
superficie, el revestimiento y las interacciones con otros factores ambientales (por ejemplo la
activacion UV) (22).
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Figura 3.6 Posibles mecanismo por los cuales los nanomateriales interactuarian con tejidos
biol6gicos (22)
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Figura 3.7 Esquema de los eventos moleculares a través de los cuales las nanoparticulas
generarian efectos tdxicos a nivel celular (8)
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En la Figura 3.7 se indican algunos eventos moleculares a través de los cuales las TiO2-NPs
podrian generar efectos toxicos a nivel celular (8).

3.3.2.2 Captacion de tracto gastrointestinal y depuracién de las nanoparticulas

Por la forma como se le suministré la dosis de nanoparticulas de TiOza los ratones, en el presente
estudio, es necesario hacer una breve descripcién e indicar las principales caracteristicas del tracto
gastrointestinal, el cual es un complejo sistema de barreras de intercambio y es la via mas
importante para que las macromoléculas entren en el cuerpo. El epitelio del intestino delgado y
grueso esta en estrecho contacto con el material que se ingiere, el cual es absorbido por las
vellosidades. El grado de absorcion de las particulas, en el tracto gastrointestinal, es afectado por el
tamafio, la quimica de superficie y la carga, la duracion de la administracion, y la dosis suministrada
(23). La absorcion de las particulas en el tracto gastrointestinal depende de su tamafio,
disminuyendo para particulas de gran dimension (24). Un estudio realizado con particulas de
poliestireno con diferente tamafio, entre 50 nm y 3 micras, mostro que la absorcion disminuia con el
aumento del tamafio de particula de 6,6% para las de 50 nm, 5,8% para las de 100 nm, 0,8% para
las de 1um y de 0% para las particulas de 3 micras (8).

El tiempo necesario para que las nanoparticulas atraviesen la capa mucosa del colon también
depende del tamafio de estas tal que las particulas mas pequefias cruzan mas rapido la capa mucosa
que las méas grandes: nanoparticulas de latex de 14 nm de didmetro cruzaron en 2 minutos, 415 nm
en 30 minutos y particulas de 1.000 nm no pasaron este barrera (23). Las particulas que penetran en
la mucosa pueden alcanzar los enterocitos (células epiteliales de la capa superficial del intestino que
ayudan a la absorcion de nutrientes) y son capaces de traslocarse rapidamente (23); cuando las
nanoparticulas se ponen en contacto con el tejido sub-mucoso, ellas pueden entrar en el sistema
linfatico y capilar y, luego, pueden llegar a diversos érganos (8,23).

La cinética de las particulas en el tracto gastrointestinal depende, en gran medida, de la carga que
estas poseen tal que particulas de latex con carga positiva fueron atrapadas en el moco, que tiene
carga negativa, mientras las nanoparticulas de latex con carga negativa difunden y se encontrarian
disponibles para interactuar con las células epiteliales (23), por lo que la carga superficial de las
TiO2-NPs es un parametro importante para justificar el ingreso de las mismas en los 6rganos de los
ratones (8).

3.3.22.1 Translocacion

Considerando la variacién de las caracteristicas de las nanoparticulas, tales como su tamafio, carga
superficial, unién a ciertos ligandos o recubrimiento con agentes tensioactivos, se podria favorecer
una orientacion especifica de las mismas hacia ciertas regiones del tracto gastrointestinal. Por otro
lado, el transito rapido del material a través del tracto intestinal (del orden de horas), junto con la
renovacion continua del epitelio, llevo a la formulacion de la hip6tesis de que los nanomateriales no
permanecerian en él por periodos indefinidos (23). La mayoria de los estudios con nanoparticulas
ingeridas han demostrado que estas se eliminan rapidamente: 98% en las heces dentro de las 48
horas y la mayoria del restante por la orina (2). Sin embargo, otros estudios mostraron que ciertas
nanoparticulas pueden traslocarse a la sangre, el bazo, el higado, la médula dsea (24), asi como a los
ganglios linfaticos, los rifiones, los pulmones y el cerebro; también pueden ser encontradas en el
estomago v el intestino delgado (8). Lo enunciado anteriormente se debe considerar si se desea
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abordar un estudio més cuidadoso sobre el transito de las nanoparticulas por el tracto
gastrointestinal y la posibilidad de translocacion de las mismas a 6rganos importantes del ejemplar
animal utilizado en el ensayo, todo esto con el objetivo de determinar la toxicidad de las
nanoparticulas por ingesta de las mismas.

3.2 METODOLOGIA

321 Reactivosy Solventes

"1 Glutaraldehido

[ Acetato de Plomo, 25%(Fisher)

[ Citrato de Uranilo, 25%(Fisher)

[ Patron de 1000ppm Ti

> Acido nitrico, 70% (Merck)

> Acido Clorhidrico, 34%(Merck)

» Peroxido de hidrogeno, 30% (Fisher)
"1 Agua desionizada

"I Carboximetil celulosa 75% (Ficher)

322 Materiales y Equipos

» Balanza analitica, XT 220 (220 g/ 0,00019)

> Plancha de calentamiento con agitacién magnética, CORNING PC-620D
» bafio ultrasonido calentamiento, HELMA E120H

" Estufa, BINDER ED115-Ul

[l Mufla

» Mortero de 4gata

Microscopio electrénico de trasmision, JEOL 2400

Equipo absorcién atbmica, PERKIN ELMER 100

Equipo quirurgico

Y V VY

323 Estudio de toxicidad aguda oral de TiO2

La metodologia empleada para el desarrollo de los ensayos de toxicidad aguda oral, a dosis fija, se
realizé siguiendo lo sugerido por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo (OECD),
considerando la directriz 420 adoptada el 17 de diciembre de 2001 (25). EI modelo animal
seleccionado, para el desarrollo del estudio, fue el ratén albino suizo el cual presenta un genoma y
un sistema inmune similar al de los seres humano, ademas de requerir un facil manejo y minimos
cuidados; los ratones utilizados fueron adquiridos en el bioterio de la Universidad del Valle (Cali —
Colombia) y alojados, para su cuidado, en las instalaciones del bioterio de la Universidad del
Cauca. Todas las pruebas del ensayo se realizaron en ese lugar, teniendo en cuenta lo descrito en el
protocolo OECD-420 (25).

3.2.3.1 Disefio del estudio de toxicidad
El estudio de cada dosis y grupo blanco se realiz6 por triplicado tal como se ilustra en la Figura 3.8
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Dosis Blanco

Emg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 0 mg/Kg
£ £y E ETTY ET ET ETTY
Yoy | [ B = | | Z= he = B B = %5
1A3 1B3 2R3 2B3 3A3 363 R1
G ETY &0 & &Y | &N &)
Yoy | [ 2 2= | | 2% ey | | B ==
144 1B4 2A4 2B4 3A 384 R2
Y A ETN ETN ETN & &)
5 | | 2 S | | EZ= =5 | | EE= %5
1A5 1B5 2A5 2B5 JAS 3B5 R
. El cédigo de identificacion para cada animal se encuentra asignado con rojo, azul y negro
Significado codigo Ratdn dosificado Significado color del codigo (Raton dosificado)
LetraA oB:

A: muestra 17.5
B: muestra Exp 4.5
1\ B Muestra 17.5 ( TiO, sintetizado en etanol)

B Muestra Exp 4.5 ( TiO, sintetizado en tolueno)

# I:l # B Grupo Control «Blanco»
Walores de 1-3 , en donde cada Valores de 3-5, indican
numero esta asignado a una ubicacién  (caja) en
dosis : instalaciones bioterio.
1=5mg/Kg
2=50mg/Kg
3=300mg/Kg

Figura 3.8 Representacion esquematica de las dosis empleadas en el estudio y la cantidad de
animales usados en cada una de ellas.

Los ratones seleccionados para este estudio fueron machos con una edad comprendida entre 8 y 12
semanas de vida, al inicio de la dosificacion.

3.2.3.2 Preparacion de las Dosis

Las dosis empleadas para este estudio fueron 3: 5mg/kg, 50mg/kg, 300mg/Kg, y para ello se
seleccionaron dos muestras cada una sintetizada a una concentracion 3mM de CTAB (muestra 17.5
y Exp 4.5) de TiO.-NPs para evaluar, en las concentraciones indicadas. Las muestras fueron
elegidas considerando la naturaleza del solvente de sintesis (etanol y tolueno), su tamafio de
particula (< 100 nm), morfologia y bajo grado de aglomeracion.

Las nanoparticulas de TiO, seleccionadas fueron suspendidas en wuna solucion de
carboximetilcelulosa (compuesto orgéanico derivado de la celulosa la cual es usada como espesante
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y emulsificante en la industria alimenticia y en la medicina) al 3% p/v (solvente agua), en un
volumen que no excedié 1 mL/ 100g de peso corporal para cada animal;

3.2.3.3 Administracion de las Dosis

Previo a la dosificacidn, los animales se sometieron a un periodo de ayuno en el cual la comida fue
retenida durante 3-4 horas y solo agua fue suministrada durante este periodo de tiempo.
Posteriormente se procedié a suministrar una unica dosis mediante el uso de jeringas de insulina,
via oral,

3.2.3.4 Estudio de toxicidad pre-morten
Durante el desarrollo del estudio, se realizé un registro del peso de cada animal con una frecuencia
de 3 a 4 dias, durante 15 dias a partir del suministro de las dosis a los ratones

3.2.3.5 Estudio de toxicidad Post-morten

Finalizado el estudio de toxicidad, los animales fueron sacrificados por dislocacion de su medula
espinal y se les extrajo los érganos de interés, higado y rifién, a los cuales se les extrajo una biopsia
de 50mg que se preservo en glutaraldehido; el 6rgano restante se marcé y almacenados en el
congelador para su posterior andlisis por absorcion atomica . La metodologia aqui planteada se
realizé de acuerdo a lo establecido en la directriz OECD 420 (25) por Wang y colaboradores (26).

3.2.35.1 Determinacion del coeficiente de higado y rifion

De acuerdo a lo planteado en Wang y colaboradores (26), una vez el animal fue diseccionado se
procedio a pesar el higado y los rifiones en himedo. El coeficiente de higado y rifidn, se encuentra
expresado como miligramos (peso del tejido himedo) / gramos (peso corporal del animal) (26-28).

A los valores del coeficiente de higado vy rifion se les realizo un tratamiento estadistico, empleando
para ello el software SPSS 17.0. Estos datos fueron contrastados con los valores del grupo control, a
los que previamente se les realizo una prueba de normalidad shapiro wilk.

3.2.35.2 Andlisis de las biopsias con microscopia electronica de transmision

Las muestras se colocaron en una solucion de glutaraldehido para su conservacion. EIl proceso
para fijar la muestra en la resina se realizdé siguiendo el protocolo que se utiliza normalmente
con este fin (29) .Luego de tener la muestra fijada a la resina, se le realizaron cortes a la
misma, de 60nm de grosor, con la ayuda de un ultra micrétomo. Los cortes se recogieron en las
rejillas metalicas y se contrastaron usando citrato de uranilo y acetato de plomo, sumergiendo las
muestras en cada solucion durante 20min, y fueron estas las que se observaron empleando el
microscopio electrénico.

Los analisis de microscopia electronica de transmision se llevaron a cabo en las instalaciones del
laboratorio de patologia del hospital Universitario Fundacion Santa Fe de Bogota.

3.2.35.3 Cuantificacion del Ti presente en las muestras biolégicas usando
Espectroscopia de Absorcion Atémica

El proceso de digestion se realizo segn la metodologia planteada en la “ Normativa para metales en

tejidos animales y en vegetacion” de la referencia (30). Las muestras de los 6rganos extraidos de los

ratones, utilizados en este estudio, fueron secadas previamente, a 60°C/10h. Después del proceso de
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secado, éstas se calcinaron a una temperatura de 250°C/2h y a 500°C /2h para eliminar la materia
organica. Las cenizas recolectadas fueron pesadas y depositadas en un balén de fondo plano para su
posterior digestion. El liquido resultante de este proceso fue filtrado y transvasado a un baldn
aforado de 50 mL para su posterior lectura en el equipo de absorcion atémica del laboratorio de
analisis industriales adscrito a la universidad del valle, empleando una metodologia ya
estandarizada; para la preparacion de la muestra del blanco se incluy6 todo el procedimiento
descrito (31).

3.3 ANALISIS DE RESULTADOS

331 Estudio de toxicidad pre-morten

En este estudio se consideré que la disminucion de peso del ratén era una sefial de toxicidad en su
organismo, generado por la pérdida de apetito o por alguna falla sistémica. Los pesos promedios
registrados en el transcurso del ensayo se indican en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Registro de los pesos de cada modelo animal empleado, durante el
desarrollo del estudio

. } Peso (g)

DS et Dia 1 Dia 4 Diag8 | Diall | Dia15

R1 39,1 35,96 36,2 36,96 373

Blanco R2 39,76 38,9 38,8 39,83 40,3

R3 39,13 37,83 38,03 38,16 38,8

1A3 39 38,53 38,83 41,06 40,1

1A4 42,83 42,26 41,43 431 42,6

— 1A5 38,9 37,73 34.9 41,2 39,7

1B3 40,66 413 403 40,83 37,9

1B4 40,7 39,7 39,53 413 39,53

1B5 39,2 414 38,3 4376 433

2A3 41,9 41,23 41,03 41,46 42,36

274 40,26 39,56 38,73 39,96 39,3

S 2A5 4413 4343 40,36 45,03 44,8
2B3 42,33 43,06 41,86 42,63 44,06

2B4 43,23 42,4 41,66 43,03 41,9

2B5 448 43,06 41,26 46,26 46,2

3A3 43,36 43,46 40,93 42,73 43,36

374 39,06 395 39,6 41,76 40,7

— 3A5 4353 41,06 39,4 45 45

3B3 40,56 40,56 40,7 44,56 44,83

3B4 43,46 2,7 41,06 41,73 422

3B5 45,93 - - - -

- No se registrd valores de peso corporal

Las curvas de las Figura 3.9-Figura 3.12 describen graficamente el comportamiento del
peso de los ratones durante el desarrollo del estudio de toxicidad de las TiO2-NPs.
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Figura 3.9 Variacion del peso de los ratones en funcién del tiempo, durante el estudio de toxicidad
de las TiO2-NPs, para el grupo denominado “Blanco”.
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Figura 3.10 Variacidn del peso en funcién del tiempo, durante el estudio de toxicidad de las TiO,-
NPs con una dosis de 5mg/Kg, de los ratones del grupo 1A dosificados con nanoparticulas
sintetizadas en etanol (a) (Muestra 17.5) y del grupo 1B dosificados con TiO; sintetizado en

tolueno(b)(Muestra Exp 4.5).
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Figura 3.11 Variacion del peso en funcion del tiempo, durante el estudio de toxicidad de las TiO»-
NPs con una dosis de 50 mg/Kg, de los ratones del grupo 2A dosificados con nanoparticulas
sintetizadas en etanol (a) (Muestra 17.5) y del grupo 2B dosificados con TiO; sintetizado en
tolueno(b)(Muestra Exp 4.5).
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Figura 3.12 Variacidn del peso en funcién del tiempo, durante el estudio de toxicidad de las TiO,-
NPs con una dosis de 300 mg/Kg, de los ratones del grupo 3A dosificados con nanoparticulas
sintetizadas en etanol (a) (Muestra 17.5) y del grupo 3B dosificados con TiO- sintetizado en
tolueno(b)(Muestra Exp 4.5).

Las Figura 3.10,Figura 3.11 y Figura 3.12 presentaron una gran diferencia con relacion a la
Figura 3.9 que contenia la informacion de los ratones que se tomaron como blanco. En la Figura
3.9 se presentd una tendencia a ganar peso, a pesar de que entre los dias 1 al 6 se ve una
disminucién del mismo, hecho que se podria asociar al estrés generado durante la dosificacion y a la
asimilacion de la carboximetilcelulosa en el organismo (el grupo Blanco se dosifico conuna

81



suspension al 3% P/V de carboximetilcelulosa con un volumen que no excedié 1mL/100g de peso
corporal, sin la presencia de dioxido de titanio). En las Figura 3.10-Figura 3.12 se observd una
tendencia de disminucion del peso corporal de los animales, casi desde el dia 1 hasta el dia 6 u 8
dias del ensayo, proceso que se pudo generar por la asimilacion de las nanoparticulas a su
organismo. Pasado este tiempo, se presentd un incremento o ganancia de peso en donde,
posiblemente, el organismo del animal intento sobreponerse a la dosis de TiO,-Nps suministrada.
Finalmente, entre los dias 13 al 15, el efecto de las nanoparticulas se hace nuevamente evidente
generando una disminucion evidente en el peso de los ratones; en la Figura 3.12(b) solo se realiz6
el seguimiento del peso de dos ratones del grupo 3B debido a que uno de los especimenes muri6
durante la dosificacion.

En la Tabla 3.3 se muestra una comparacién entre la perdia de peso de los ratones (AP = Ps- P;.
donde Ps es el peso registrado al final del estudio (dia 15) y Pies el peso registrado antes de
suministrar la dosis en el dia 1), el porcentaje de variacion de peso (%V) para cada animal y el
promedio de los mismos para cada grupo.

Tabla 3.3 Registro de los valores encontrados para AP, AP, %\Vy %V en el blanco y en cada
una de las dosis empleadas para el grupo Ay B

R1 16 4,09
Blanco R2 -2,64* 0,02 -6,64* 0,09
R3 11 2.81
1A3 14 3.59
1A4 2.77 3,00 6.47 7.50
1A5 4.84 12.44
S el 1B3 276 678
184 2.94 248 779 6,34
185 174 4.44
2A3 3.86 9.20
274 3.26 4,01 8.10 9,49
2A5 4.93 1117
R 143 3,38
2B4 3.43 2,88 7.93 6,60
2B5 338 8,48
3A3 4.56 1052
374 1.36 2,68 3.48 6,30
3A5 213 4.89
800mg/Kg a1 o= 3,06
384 38 1,28 8.74 2,84
385 - -

* En estos ejemplares se presenté un aumento de peso en el Gltimo dia del estudio en relacion con su peso inicial
AP : Es la diferencia entre el peso inicial (dia 1) con el peso final (dia 15)

Pi: Peso inicial antes de la dosificacion (dia 1)

Py Peso final (dia 15)

AF: Promedio de AP

%V: porcentaje de variacion en donde, %V = ((Ps- P;) / P;)*100

35V : Promedio de %V
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Considerando los datos de la Tabla 3.3 se puede concluir que la dosis de 50 mg/Kg de TiO2-NP
genero una mayor disminucién del peso corporal de los animales para el grupo A 'y B. Asi mismo se
encontré que los valores de AP y %V para el grupo A (TiO:sintetizado en etanol) fueron mayores
que los del grupo B (TiO;sintetizado en tolueno) para las tres dosis empleadas, efecto que puede
atribuirse a diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de las TiO.-NPs atribuibles a las
condiciones de sintesis empleadas, diferente solvente de sintesis por ejemplo, ya que las particulas
del grupo A presentaron un tamafio pequefio (< 100 nm particulas primarias) y una mezcla de
morfologia esférica y tipo aguja (ver Figura 2.49), mientras que las del grupo B su tamafio fue
mayor (90 nm-1um, particulas primarias) y su morfologia era tipo placas con bordes agudos (ver
Figura 2.57). Dado el pequefio tamafio de las particulas, asi como por la forma de las particulas
(grupo A), el organismo del animal tendria dificultades para su asimilacion, eliminacion y/o
excrecion de las mismas, por 6rganos como el higado y el rifién, generando un mayor dafio y
tiempo de retencion en su organismo (26).

Las diferencias en los porcentajes de variacion de peso, en los dos grupos de estudio a medida que
se incrementa la dosis, es evidente (Tabla 3.3). Se observa que para dosis altas el porcentaje de
variacion de peso disminuyo mientras que para dosis pequefias el porcentaje se incremento, efecto
que se puede deber a que con dosis bajas las nanoparticulas de TiO, se metabolizarian con
dificultad, impidiendo su excrecion, mientras que para cantidades mayores (300 mg/Kg) le
resultaria mas facil al organismo detectar y excretar las TiO,-NPs. Estos resultados reiteran lo
enunciado por otros autores como Zook et al (21) quien reporta que a pequefias dosis de
nanoparticulas, menor nimero de estas en la masa y menor aglomeracion, lo que les permite
penetrar mas facilmente en las células, ocasionando que estos pequefios aglomerados de
nanoparticulas causen mas citotoxicidad hemolitica que los grandes aglomerados. Por otro lado, asi
como lo indican Pasupuleti et al. en su trabajo sobre ZnO-NPs (32), la toxicidad de las
Nanoparticulas en dosis bajas es evidente, tal como se observé en el presente trabajo (50 mg/Kg).
Esto lleva a considerar, como lo enuncio Oberdorster (33), que los resultados de los estudios
toxicologicos realizados con dosis de nanoparticulas demasiado altas se deben interpretar con
precaucion.

332 Estudios de Toxicidad Post-morten
3.3.2.1 Determinacion del coeficiente de higado y rifién

De acuerdo a lo planteado en Wang y colaboradores (26), una vez el animal fue diseccionado se
procedié a pesar el higado y los rifiones en himedo. Los valores obtenidos se indican en la Tabla
3.4

A los valores del coeficiente de higado y rifién se les realizo un tratamiento estadistico. Estos datos
fueron contrastados con los valores del grupo control, a los que previamente se les realizo una
prueba de normalidad shapiro wilk, encontrandose para la mayoria de los datos un valor de P >
(a=0,05) con lo cual se acepta la hipodtesis nula Ho (Ho: los datos provienen de una distribucion
normal). EI analisis realizado mostro que los datos de interés presentaban una distribucion
normal, aunque para algunos pocos valores (ver Tabla 3.4) los valores referidos se encuentran
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representados por el simbolo +, se obtuvo un valor de P < (a=0,05 ), rechazando la hip6tesis nula
y aceptando la hipoétesis alterna Hy (Hi: los datos no provienen de una distribucion normal). Entre
los grupos (coeficiente Rifidn) con una distribucion NO normal se encontraron los grupos 1B, 2A 'y
el grupo control “Blanco”, siendo la ausencia de normalidad en este Gltimo lo que impidi6 la
determinacion de diferencias significativas entre su media y la de los grupos dosificados .El
tratamiento estadistico se explica con mas detalle en el Anexo 1.

Tabla 3.4 Pesos y coeficientes del higado y rifidén para cada animal utilizado en el estudio de
toxicidad de las TiO2-NPs

Dosis Grupos Peso Ratén | Peso Higado | Coeficiente Peso Rifién Coef_iciente
(9) (9) Higado (9) Rifion
R1 40,9 3,2 78,23 0,9 22°
Blanco R2 31,73 3,2 100,84 0,8 25,21*
R3 40,87 2,6 63,62 0,9 22,02*
1A3 43,77 3 68,54 0,6 13,7
1A4 47,70 2,5 52,41 0,7 14,67
5my/Kg 1A5 42,37 3,1 73,17 0,7 16,52
1B3 44,40 2,5 53,3 0,7 15,76*
1B4 44,40 1,9 42,79 0,6 13,51*
1B5 44,40 3,2 72,07 0,7 15,76*
2A3 46,40 3 64,65 0,7 15,08
2A4 45,30 2,1 46,35 0,6 13,24
50mg/Kg 2A5 44,30 2,9 65,46 0,8 18,05
2B3 48,63 2,8 57,57 0,8 16,44*
2B4 45,70 2,1 45,95 0,6 13,12*
2B5 48,40 2,5 51,65 0,8 16,52*
3A3 47,60 2,8 58,82 0,7 14,7
3A4 44,70 2,4 53,69 0,7 15,65
3A5 42,43 2,3 54,2 0,9 21,2
300mg/Kg 3B3 49,30 2,7 54,76 0,8 16,22
3B4 46,20 2,2 47,61 0,6 12,98
3B5 43,7 3 68,64 1 22,88

+ Datos con un valor de P < (a=0,05), prueba shapiro wilk

En la Tabla 3.5 se indican los resultados de significancia, valor P tanto para la prueba de levine
como de T student, de los datos con una distribucion normal contrastados con los valores del
control; los valores empleados para este analisis corresponden a los coeficientes de higado
determinados (ver Tabla 3.4).

Para todos grupos se encontrd que el valor de P obtenido, en la prueba de levine, era mayor al
porcentaje de error de 5% (a=0,05), con lo cual se acepta la hipétesis nula Ho (Ho: las varianzas
son iguales entre el grupo dosificado y el grupo Blanco). Esta prueba nos llevo a determinar el valor
de P en la prueba de T student, el cual fue mayor a 0,05, resultado que llevo a aceptar la hipétesis
nula Ho (Ho: no existen diferencias significativas entre la media del grupo control (datos
coeficiente de higado) y el grupo dosificado (datos coeficiente de higado)). La determinacion de la
hipotesis a partir de los valores de P obtenidos y el porcentaje de error o para cada una de las
pruebas estadisticas empleadas se explica con mayor detalle en el Anexo 1 (ver Tabla5.7).
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Tabla 3.5 Valores de P para la prueba de levine y T student

Prueba Grupo Valor P obtenido
1A 0.436
1B 0.717
Levene (lgualdad de 2A 0.436
Varianzas) 2B 0.175
3A 0.108
3B 0.413
1A 0.266
T-student (comparacion 1B 0.146
de medias) 2A 0.152
2B 0.062
3A 0.082
3B 0.128

3.3.2.1 Cuantificacion de Titanio en higado y rifion

En las muestras no se determind la presencia de titanio, se estima que su valor estaria por debajo de
1.6ppm; este resultado nos indica que la bioacumulacion de Ti estaria presente en otros 6rganos
del sistema gastrointestinal.

3.3.2.2 Analisis estructural y ultraestructural de los drganos afectados

La Figura 3.13 Imagen obtenida por MET, de la biopsia de higado tomada del grupo control
exhibe la estructura de un hepatocito, el cual presenta un borde poliédrico que termina en unas
vellosidades comunicadas con el espacio de disse, en este espacio se producen los procesos de
intercambio. Las principales estructura celulares del higado no presentan anomalias.

En la Figura 3.14 se observa una ligera pérdida de las crestas mitocondriales , pero alin conservan
su forma redonda .

Al aumentar la dosis puede observarse como en la Figura 3.15 se genera un aumento del tamafio
del espacio de disse, asi como del reticulo endoplasmico; el mayor dafio estructural se genera a
nivel de la mitocondria en donde hay un borramiento de su membrana y cambios degenerativos.

El mayor efecto generado por las particulas de TiO;se observa en la Figura 3.16, en donde hay
alteraciones de las mitocondrias consistentes con una distorsion de la estructura normal de las
mismas, las cuales lucen fragmentadas, de forma irregular andmala y con borramiento de la
membrana externa
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Figura 3.14 Imagen obtenida por MET, de la biopsia de higado del grupo dosificado con 5mg/Kg
de TiO; sintetizado en etanol a una concentracion 3mM (muestra 17.5)
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Figura 3.15 Imagenes MET, de la biopsia de higado del grupo dosificado con 50mg/Kg de TiO;
sintetizado en etanol a una concentracién 3mM (muestra 17.5)

Figura 3.16 Imagen obtenida por MET, de la biopsia de higado del grupo dosificado con
300mg/Kg de TiO; sintetizado en etanol a una concentracion 3mM (muestra 17.5)

Aunque el analisis de absorcion atdmica no mostro una bioacumulacion de la particulas en el
higado, los dafios a nivel celular del hepatocito y de la mitocondria demuestran que la produccion
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de particulas reactivas de oxigeno o el dafio mecéanico ocasionado por estas, contribuyo a ocasionar
efectos toxicos para el animal dosificado.

En el Anexo 2 se adjuntan otras micrografias correspondientes para cada una de las dosis
suministradas.

3.4

CONCLUSIONES

El registro de la variacion de los pesos de los ratones a los que se les dio la dosis de TiO2-NPs,
en concentraciones pre-definidas en funcion del tiempo del ensayo, permitié determinar el
efecto de las condiciones de sintesis de las NPs (diferente solvente de sintesis etanol o tolueno)
y de su concentracion en la dosis sobre la condicion fisiol6gica normal de ratones Albinos. Se
encontraron variaciones apreciables entre grupos y dosis, con relacion al grupo “blanco”
(referente al que no se le suministro TiO2-NPs), siendo mas evidentes los correspondientes a
ratones a los que se les hizo ingerir dosis de 50mg/Kg de NPs, tanto en el grupo A (sintetizadas
en etanol) como en el B (sintetizadas en tolueno). Por otro lado, observando las diferencias
entre grupos, los ratones del grupo A presentaron mayor disminucién de peso, para todas las
dosis, que los del grupo B. Este resultado indica que las caracteristicas fisicoquimicas de las
TiO2-NPs, inicialmente las mas evidentes como morfologia y tamafio de particula, permitirian
justificar estas diferencias. Asi, mientras las nanoparticulas sintetizadas en etanol (grupo A)
presentaron una mezcla de morfologia esferoidal y tipo aguja, con tamafios comprendidos entre
10 nm - 100nm, las NPs sintetizadas en tolueno (grupo B) presentaron una morfologia tipo
plaquetas, con bordes agudos, y tamafio comprendido entre 50 nm - 1um.

Aunque la mayor variacién de peso se generd en los grupos dosificados con la menor dosis
(5mg/Kg) , el mayor dafio a nivel celular en el higado se ocasiono a las concentraciones mas
altas(300mg/Kg); lo que indica que en los animales con mayores efectos de toxicidad no se vio
afectado su apetencia.

Los dafios a nivel celular, mas especificamente en la mitocondria y el hepatocito , podrian traer

graves consecuencias para el desarrollo normal del higado, ocasionando la falla de otros
6rganos, para finalmente producir la muerte del animal.
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Anexo 1

Los valores de los coeficientes para higado y el rifion se dan a conocer en la Tabla 3.4 , con estos
valores se procedio a realizar un tratamiento estadistico con el software SPSS 17.0 con él que se
analizé si los datos de coeficientes de 6rganos posen una distribucion normal (prueba de Shapiro-
Wilk, n<30, (n: nimero de datos)), para cada grupo de animales; y se realiz6 una prueba “t Student”
para muestras Independientes, con un porcentaje de error de 5% (o= 0,05 ), esta prueba de
comparacion de medias, nos ayuda a establecer si existe diferencias significativas entre los
valores de coeficiente de los grupos dosificados y el grupo control tanto en higado como en rifién .

En la Tabla 4.1 se dan a conocer los valores de normalidad encontrados:
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Tabla 4.1. Resultados estadisticos del Test de Normalidad (shapiro wilk) obtenidos al utilizar el
software SPSS con los datos de coeficiente de higado y rifion para los grupos dosificados y el

control
Tests of Hormality®
kalmodaroy-Smirnoyd Shapiro-'Wilk
Grupnos Statiztic df Sid. Statictic df Sig.
coeficienteHigado 1A a04 3 A07 3 A09
1B 2410 3 RE 3 B4z
2A 3Tz 3 Taz 3 a7z
' 2B ATE 3 1.000 3 479
3A 383 3 824 3 A73
3B 240 3 S67 3 641
Blanc 223 K] 885 K] TE4
a. Lilliefors Significance Correction
b, There are no valid cases for coeficienteHigado when Grupos = 000, Statistics cannot be
computed for this level.
(@)
kalmogaraw-Smirnoyd Shapiro-wWilk
Grupgs Statiztic df Sin. Statiztic df Sin.
CoeficienteRifion 1A 248 K] 69 K] BED
1B 385 3 gan 3 000
24 228 3 98z 3 743
2B 378 3 768 3 038
cE 336 3 .8ay 3 284
3B 286 3 9632 3 B24
Elanc 383 3 785 3 010
a. Lilliefors Significance Correction
(b)

Como se observa en la Tabla 4.1(a) y (b) la mayoria de los datos presentan un nivel de significancia
mayor a 0,05 por lo que para estos grupos se acepta la hipétesis nula Ho (Ho: el andlisis realizado
mostro que los datos de interés presentaban una distribucion normal). Para los valores que presentan
un valor de significancia menor a 0,05 se acepta la hipétesis alterna Hi (Hi: los datos No provienen
de una distribucién normal); debido a que en la Tabla 4.1 (b) los valores de significancia para el
grupo Blanco no presentan una distribucion normal, no puede aplicarse una prueba T student que
permita comparar estos datos con los de los grupos dosificados.

Los valores encontrados para el test de levene el cual copara la igualdad en varianzas y los valores de
T student (comparacion de medias) para los datos que presentaron normalidad en los valores de
coeficiente de higado se dan a conocer en la Tabla 4.2 a la 4.6
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Tabla 4.2 Resultados estadisticos del test de leveny la T student para los datos del coeficiente de Higado del grupo 14 y el control “Blanco”

Estadisticos de Grupo

Grupo N Media Desviacion Tip. | Error tipico de la media
Valor Blanco 3 80.89667 18.752745 10.826902
1A 3| 64.70667 10.897946 6.291932
Erueba de 'e"e’?e para Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de varianzas
) ) ) 95% Intervalo de confianza
F sig t df | Sig (bilateraly = Diferenciade | Error tip. De la para la diferencia
medias diferencia . )
Inferior superior
valor  >€ han asumido 746 436 | 1.293 4 266 16.190000 12.522389 | -18.577725 | 50.957725
varianzas iguales
No se han asumido 1.293 | 3.213 281 16.190000 12522389 | -22.210715 | 54.590715
Varianzas iguales

Tabla 4.3 Resultados estadisticos del test de leveny la T student para los datos del coeficiente de Higado del grupo 1B y el control “Blanco”

Estadisticos de Grupo

Grupo N Media Desviacion Tip. | Error tipico de la media
Valor Blanco 3 80.89667 18.752745 10.826902
1B 3 56.05333 14.832910 8.563785
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Prueba de levene para
igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de confianza

F sig t df | Sig (bilateraly = D'ferenciade | Error tip. De la para la diferencia
medias diferencia ) ;
Inferior superior
Valor € hanasumido 152 717 1.800 4 146 24.843333 13.804355 | -13.483701 | 63.170368
varianzas iguales
No se han asumido 1.800 | 3.799 150 24.843333 13.804355 | -14.298761 | 63.985428
Varianzas iguales

Tabla 4.4 Resultados estadisticos del test de leveny la T student para los datos del coeficiente de Higado del grupo 24 y el control “Blanco”™

Estadisticos de Grupo

Grupo N Media Desviacién Tip. | Error tipico de la media
Valor  Blanco 3 80.8967 18.75274 10.82690
2A 3 58.8200 10.80693 6.23938
I?rueba de Ievene para Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de varianzas
) ) ) 95% Intervalo de confianza
F sig t df | Sig (bilateraly  Diferenciade | Error tip. De la para la diferencia
medias diferencia - .
Inferior superior
Valor >t han asumido 747 436 | 1.767 4 152 22.07667 12.49607 -12.61798 | 56.77131
varianzas iguales
No se han asumido 1.767 | 3.196 170 22.07667 12.49607 |  -16.34380 | 60.49714
Varianzas iguales
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Tabla 4.5 Resultados estadisticos del test de leven y la T student para los datos del coeficiente de Higado del grupo 2B y el control “Blanco™

Estadisticos de Grupo

Grupo N N Media Desviacién Tip.
Valor  Blanco 3| 80.89667 18.752745 10.826902
2B 3 51.72333 5.810347 3.354605
Erueba de 'e"e’?e para Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de varianzas
) ) ) 95% Intervalo de confianza
F sig t df | Sig (bilateraly = Diferenciade | Error tip. De la para la diferencia
medias diferencia - .
Inferior superior
Valor ¢ hanasumido 2.718 175 2.574 4 062 29.173333 11.334690 -2.296810 | 60.643477
varianzas iguales
No se han asumido 2.574 | 2.380 104 29.173333 11.334690 | -12.837264 | 71.183931
Varianzas iguales

Tabla4.6 Resultados estadisticos del test de leven y la T student para los datos del coeficiente de Higado del grupo 34 y el control “Blanco”

Estadisticos de Grupo

Grupo N N Media Desviacién Tip.
\VValor  Blanco 3 80.8967 18.75274 10.82690|
3A 3 55.5700 2.82611 1.63166
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Prueba de levene para
igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

) ) ) 95% Intervalo de confianza
F sig t df | Sig (bilateraly = Dierenciade | Errortip. Dela para la diferencia
medias diferencia - ;
Inferior superior
valor € hanasumido 4.249 108 | 2313 4 082 25.32667 10.94916 .5.07308 | 55.72641
varianzas Iguales
No se han asumido 2313 | 2.001 141 25.32667 10.94916 | -19.87648 | 70.52981
Varianzas iguales

Tabla 4.7 Resultados estadisticos del test de leveny la T student para los datos del coeficiente de Higado del grupo 3B y el control “Blanco

Estadisticos de Grupo

Grupo N N Media Desviacioén Tip.
Valor Blanco 3 80.89667 18.752745 10.826902
3B 3 57.00333 10.692971 6.173590
F_’rueba de Iever_ne para Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de varianzas
. ) ) | 95% Intervalo de confianza
F sig t df | Sig (bilateraly = Diferenciade | Errortip. Dela para la diferencia
medias diferencia . )
Inferior superior
valor ~ S€han asumido 832 413 1.917 4 128 23.893333 12.463347 -10.710466 | 58.497133
varianzas iguales
No se han asumido 1.917 | 3.176 146 23.893333 12.463347 -14.554352 |  62.341019
Varianzas iguales
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La determinacion de la hipotesis a partir del valor de significancia y el porcentaje de error
para cada una de las pruebas estadisticas mencionadas en este texto se dan a conocer a

continuacion:

Tabla 4.7 determinacion de la Hipdtesis a partir de los valores de P y a para cada una de
las pruebas estadisticas empleadas.

Prueba P valor Desigualdad Porcentaje de Hipdtesis
obtenido error (0=5%)
Shapiro Wilk Ho: los datos provienen
(normalidad) P > « de una distribucion
normal
P < o Hi:Los datos No
provienen de una
distribucion normal
Levene Ho: las varianzas son
(igualdad de P > « iguales
varianzas) p Hi:Existen diferencias
< « significativas entre las
varianzas
Ho: No existe una
T-student P > « diferencia significativa
entre la media de los
grupos a contrastar
Hi: Existe una diferencia
P < o

significativa entre la
media de los grupos

Ho: Hipotesis nula
H1: Hipétesis alterna
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Anexo 2

» Micrografias grupo Control:
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» Micrografias dosis 5mg/Kg
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» Micrografias dosis 50mg/Kg
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» Micrografias dosis 300mg/Kg
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