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RESUMEN

El dioxido de titanio, TiO,, es un compuesto de gran interés cientifico y

tecnologico. El TiO2, es un semiconductor tipo n sensible a la luz y absorbe
radiacion electromagnética principalmente en la region UV; es un 6xido anfétero
muy estable quimicamente. Por las caracteristicas mencionadas es el
fotocatalizador mas empleado y actualmente se utiliza para degradar moléculas
organicas durante la purificacion del agua, ademas se utiliza como pigmento
blanco, recubrimiento anticorrosivo, sensor de gases, absorbente de rayos UV

en productos cosméticos y de manera general en la industria ceramica.

En este trabajo se sintetiz6 el diéxido de titanio, TiO2, a través de dos (2)
métodos quimicos: sol-gel y precursor polimérico (Pechini), siguiendo los
procedimientos respectivos definidos para cada uno de ellos. Se utilizO6 como
precursor de titanio el tetrabutoxido de titanio (TBT), que se mezclé con agua —
alcohol y acomplejante para que ocurrieran reacciones de hidrélisis y
condensacion, en el proceso Sol-gel, o con etilenglicol y &cido citrico para
favorecer reacciones de esterificacién y poliesterificacion, en el método Pechini.
Obtenido el solido, se definio la temperatura 6ptima de tratamiento para
sintetizar el oxido de interés, TiO2 fase anatasa, utilizando el andlisis térmico
(ATD-TG) de la muestra sélida seca. Las caracteristicas del polvo ceramico de
TiO2 se determinaron empleando espectroscopia infrarroja (FT-IR) para analizar
los grupos funcionales presentes, difraccion de rayos X (DRX) para identificar las
fases cristalinas, y para determinar el tamafio de particula, la homogeneidad y
uniformidad de las nanoparticulas se usé microscopia electronica de transmisiéon
(MET) y de barrido (MEB). Paralelamente, se llevaron a cabo estudios de la
incidencia del efecto fotocatalitico de estas particulas en lineas de células

cancerigenas, realizando pruebas de citotoxicidad y viabilidad celular.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

22



Con el transcurso del tiempo, el hombre descubrié técnicas para producir
materiales con propiedades superiores a las de los naturales; entre estos nuevos
materiales se encuentran la cerdmica y algunos metales. Hace relativamente
poco tiempo que los cientificos llegaron a comprender la relaciébn entre los
elementos estructurales de los materiales y sus propiedades. Con base en esta
informacion se han desarrollado miles de materiales distintos con
caracteristicas muy especiales para satisfacer las necesidades de la moderna y

compleja sociedad; tales como ceramicos, metales, plasticos, vidrios y fibras.

La ciencia e ingenieria de los materiales es la encargada de estudiar las
relaciones entre propiedades — estructura, disefio y optimizacion para conseguir
un conjunto predeterminado de propiedades. Un &rea de gran importancia esta
relacionada con el estudio de los Oxidos, la cual representa una excelente
opcion tecnoldgica porque ellos presentan diversas propiedades que los torna

objeto de gran estudio e investigacion.

Los materiales ceramicos son compuestos constituidos por metales y no
metales, tales como los 6xidos, nitruros y carburos, los cuales presentan una
amplia gama de propiedades mecanicas y fisicas, sus aplicaciones pueden ser
como materiales refractarios, dispositivos eléctricos, cementos, vidrios, implantes
dentales, protesis de cadera y rodilla, hasta en transbordadores espaciales.
Debido a sus enlaces ionicos, covalentes o ioni-covalentes, los materiales
ceramicos, por lo general, son duros, fragiles, con un alto punto de fusién, baja
conductividad eléctrica y térmica, buena estabilidad quimica y térmica, y elevada
resistencia a la compresion [1]. Las nuevas técnicas de procesamiento han
permitido obtener ceramicos lo suficientemente resistentes a la fractura para ser
utilizados en aplicaciones de carga, con alta resistencia a la corrosion y a la

oxidacion, en diversas condiciones ambientales.
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Entre las aplicaciones que en mayor grado ha motivado el desarrollo de nuevos
materiales ceramicos se destaca el empleo de materiales con excelentes
resistencia mecanica, lo que ha permitido el desarrollo y perfeccionamiento de
aliminas de distintos grados de pureza, carburo de silicio, carburo de boro,
diboruro de titanio, nitruro de titano, entre otros [2].

En el caso especifico del diéxido de titanio, de interés para este proyecto,
concretamente la fase anatasa, es ampliamente utilizada tecnolégicamente por
sus propiedades Opticas y electronicas, bajo costo, estabilidad quimica y
principalmente baja toxicidad [3]. Un gran numero de trabajos [4], por ejemplo,
han reportado que el TiO2 es un buen fotocatalizador debido a que posee un

adecuado valor de gap de energia (~3eV).

Por otro lado, la salud es uno de los indicadores mas importantes para
determinar el nivel de bienestar de la poblacion de un pais. Es por esto que los
gobiernos e instituciones dedican un gran esfuerzo para dar soluciones a los
problemas de salud que presenta su poblacion. Uno de los problemas de salud,
gue cada dia deja mas victimas, es el cancer. Tanto en paises industrializados
como en paises en via de desarrollo, el cancer encabeza la lista de causas de
muerte y a diferencia de otras enfermedades, es de dificil prediccion y

tratamiento.

Los métodos mas comunes para el tratamiento del cancer son: la quimioterapia
(utilizacion de farmacos), radioterapia (usando fuentes radiactivas), la cirugia o la
combinacion de los métodos. Aunque en algunos pacientes pueden ser
efectivos, estos son altamente perjudiciales y causan fuertes efectos secundarios
como dafio en células sanas y alteraciones de las mismas con el tiempo, debido
a la permanencia de las sustancias quimicas en el cuerpo y a la accién

radiactiva.
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Desde los primeros reportes del uso del TiO2 para tratamientos microbiales, la
actividad fotocatalitica de este 0xido ha recibido cada vez mayor atencién. En
los ultimos afios se han realizado muchos estudios donde se ha utilizado el TiO2
para fotodescomponer contaminantes organicos [5] lo que contrasta con los
pocos estudios que investigaban la accion de TiOz en las ciencias de la vida,

especialmente en el campo del tratamiento del cancer.

Ante la necesidad de tratar efectivamente el cancer, y disminuir los nocivos
efectos secundarios, se han venido estudiando métodos alternativos de
tratamiento. Concretamente, desde mediados de la década de los 80, se viene
investigando la posibilidad de tratar el cancer mediante fotocatalisis utilizando el
TiO2 como catalizador. Teniendo en cuenta que en el grupo CYTEMAC se ha
trabajado en la sintesis de TiO2 por diferentes rutas quimicas [6], para controlar la
fase presente, el tamafio y morfologia de las particulas, y que existe en el mundo
cientifico el interés mencionado anteriormente, se realizé esta investigacion que
estuvo enfocada en determinar el efecto del método de sintesis sobre las
propiedades fotocataliticas de polvos de dioxido de titanio, obtenidos por dos
meétodos quimicos: sol gel y precursor polimérico (Pechini). Se estudio el efecto
gue tenian los diferentes parametros de los métodos de sintesis utilizados, tales
como naturaleza del precursor de titanio y del solvente, las condiciones mas
adecuadas de pH y temperatura de tratamiento térmico. Para ello se
determinaron las mejores condiciones de sintesis y se analizd el efecto de las

caracteristicas de la materia prima sobre su funcionalidad fotodegradante.

Inicialmente se caracterizaron los polvos cerdmicos sintetizados, por las dos
rutas quimicas mencionadas, para conocer las fases cristalinas presentes, los
grupos funcionales existentes en las muestras, su comportamiento ante
diferentes tratamientos térmicos realizados, y determinar el tamafio y la

morfologia de las particulas.

25



Luego se realizaron estudios preliminares para determinar el efecto fotocatalitico de
los polvos ceramicos sintetizados en este trabajo, sobre células de piel sanas y
cancerigenas, realizando ensayos de citotoxicidad mediante la actividad de
Lactato deshidrogenasa (LDH) y proliferacion por conteo celular mediante el

método de azul de tripan.
Estos resultados serviran para dar inicio a una nueva linea de investigacion en el

grupo y contribuir al posible desarrollo de un procedimiento alternativo para el

tratamiento del cancer, que disminuya los efectos secundarios.
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1.1. Planteamiento del problema

Estudios realizados recientemente revelan que células de cancer de colon
tratadas con nanoparticulas de TiO2 fotoexcitadas (C>200 pg/mL) son
degradadas, encontrandolas contraidas y fragmentadas [7]. Este resultado ha
motivado a los investigadores a determinar el mecanismo de fotoexcitacion del
TiO2, que actuaria en la degradacion de dichas células, conocimiento que se
podria extrapolar a otros tipos de cancer. Para aportar al tema de nuevas
terapias, desde el punto de vista del material, se realizé este proyecto que
consideré la sintesis del TiO2 por rutas quimicas y el uso de estas nanoparticulas
de TiO2 en terapias fotodinamicas. Se analizo el efecto de la fase anatasa, el
tamafio de particula, ademas de la concentracidén, tiempo de exposicion e
intensidad de la radiacién UV incidente sobre las células libres de cancer y la
degradacion de las células cancerigenas. Ademas se busco6 determinar el efecto

del método de sintesis sobre la funcionalidad del TiOx2.

Todo lo anterior ha sido motivado porque el cancer es un problema primordial
para la sociedad debido al dolor y al sufrimiento personal que causa, a los costos
meédicos crecientes, las muertes prematuras, y la pérdida de afios productivos de
vida. Las politicas para el control del cancer deberian utilizar adecuadamente la
evidencia cientifica, especialmente los hallazgos que resultan de la investigacion
y de la vigilancia para ello. La clave para controlar este flagelo est4, entonces, en
el conocimiento. Actualmente, se presentan a nivel mundial alrededor de 8
millones de casos nuevos de cancer anuales (excluyendo el cancer de piel no

melanoma) [8].

En el afio 2000 los tumores malignos representaron el 12% de alrededor de 56
millones de muertes que se produjeron en el mundo. Para ese mismo afio cerca

de 5,3 millones de hombres y 4,7 millones de mujeres desarrollaron la
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enfermedad, y las proyecciones de la Agencia Internacional de Investigacion en
Cancer (IARC por su nombre en inglés) muestran que para el afo 2020
probablemente se habra producido un incremento de 50% en el niumero de

casos nuevos, los que llegaran a 15 millones [9].

El cancer representa en los paises occidentales el 25% de todas las muertes,
encabezando la lista de causas de muerte. Segun el Instituto Nacional de
Cancerologia, sélo en Colombia en el afio 2000 murieron 27.255 personas por
causa del cancer, mientras que para el afio 2002 el nimero de muertes
causadas por los distintos tipos de céncer, a nivel nacional, fue de 28.627
personas [10]. Esto evidencia un incremento considerable en la tasa de

incidenciay mortalidad causada por esta enfermedad.

Debido a las limitaciones y dependencia de tipo cientifico y tecnoldgico,
Colombia ha basado sus intervenciones, para la prevencién y control del cancer,
en estrategias desarrolladas por las naciones industrializadas y en las
recomendaciones de organismos internacionales de caracter multilateral.
Usualmente, los tratamientos para el cancer son de naturaleza quirurgica asi
como las terapias con radiacion (utilizando sustancias radiactivas) y quimicos
(utilizacion de farmacos), que generan efectos secundarios en el cuerpo

humano.

Es necesario, por lo tanto, realizar investigaciones que conduzcan a terapias
eficaces y menos agresivas. Con los avances de la fotoquimica, y la facilidad de
inducir reacciones quimicas por la incidencia de radiacion ultravioleta, se han
desarrollado nuevos campos de aplicacion, con las denominadas terapias
asistidas con luz o Terapia Fotodinamica (Photodinamic Therapy: PDT). En
ellas, la luz de una longitud de onda, previamente establecida, es absorbida por
moléculas del organismo o por sustancias implantadas en el mismo, estas

sustancias son fotocatalizadores que en estado excitado generan especies
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oxidantes, produciendo o catalizando cambios que llevan a la destruccion
celular; basandose en este principio, se han desarrollado terapias para el

tratamiento y muerte de células cancerigenas.
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1.2. Justificacion

Es conocido a nivel mundial que el nimero de casos de cancer aumenta de

manera rapida y progresiva. En Colombia, los incrementos en las tasas de
incidencia y mortalidad para la mayoria de tipos de cancer lo definen como un
problema creciente de salud publica que se ubica como la tercera causa de
muerte en el pais, después de la violencia y las enfermedades cardiovasculares.
Esto exige establecer tratamientos efectivos para su erradicacion. La llamada
terapia fotodinamica, usando agentes fotosensibilizadores de naturaleza semi-
conductora y con tamafio nanométrico, esta siendo explorada actualmente por

su particular efecto fototdxico, en diversos sistemas biologicos.

La fotocatalisis con TiO2 es una opcidn viable para el tratamiento alternativo del
cancer debido a que presenta una alta citotoxicidad, en presencia de sistemas
cancerigenos, cuando se le hace incidir radiacion UVA. Por esta razon es
necesario evaluar cuidadosamente la influencia del tamafo, estructura y
concentracion de las nanoparticulas de TiO2 sobre su efecto fototoxico, esto para
entender mejor los mecanismos de toxicidad involucrados y con esta informacion
poder abordar el tema de tratamiento contra el cancer utilizando fotocatalisis
heterogénea. Igualmente es importante determinar el efecto que tiene el método

de sintesis sobre la funcionalidad del TiOx.

En este proyecto se investigd el efecto fotocatalitico de nanoparticulas de TiO2
sobre células de piel sanas y cancerigenas. La investigacion se realizd con el fin
de determinar el efecto de nanoparticulas de TiO,, sintetizadas por rutas
guimicas, en la degradacion de tumores malignos y sobre las células libres de

cancer.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Sintetizar TiO2 en diferentes fases, utilizando rutas quimicas, y estudiar el

efecto fotocatalitico del TiO2z, sobre la degradacion de células de piel humana,

sanas y cancerigenas.

1.3.2. Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de TiO2 empleando los métodos sol-gel y
precursor polimérico (Pechini), definiendo las condiciones mas adecuadas
para su obtencion: valor de pH, naturaleza del precursor de titanio y del
solvente, y temperatura de tratamiento térmico, asi como estandarizar la
metodologia de sintesis de nanoparticulas para garantizar la

reproducibilidad de sus caracteristicas.

Determinar las caracteristicas estructurales de las nanoparticulas
sintetizadas utilizando para ello técnicas experimentales como Difraccion de
rayos X (DRX), Espectroscopia Infrarroja (FTIR), Microscopia Electronica
(MEBy MET) y ATD-TG.

Obtener resultados preliminares que permitan determinar el efecto
fotocatalitico de las nanoparticulas de TiOz2, (fase anatasa), sintetizadas por
rutas quimicas, sobre células de piel sanas y cancerigenas, realizando para
ello ensayos de citotoxicidad, mediante la actividad de Lactato
deshidrogenasa (LDH) y la proliferacion por conteo celular mediante el

método de azul de tripan.
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Determinar la correlacion entre los parametros de sintesis, las propiedades
estructurales de las nanoparticulas de TiO2 y su potencial funcionalidad

como material degradante de células cancerigenas.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS
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2.1. EITiO2 como fotocatalizador: sus propiedades fisicoquimicas

El fenomeno de fotocatalisis es una funcionalidad que se viene investigando
desde hace relativamente poco tiempo, desde 1985 [11], y es el dioxido de

titanio el que mas se ha estudiado.

La capacidad fotocatalitica del di6xido de titanio se ha estudiado de forma
exhaustiva en los ultimos 25 afios con el fin de eliminar compuestos organicos e
inorganicos presentes en el agua contaminada requerida para consumo humano,
desinfectar el aire en los servicios médicos y favorecer la oxidacion parcial de los
compuestos organicos; esta actividad fotocatalitica es mas activa en cristales de

TiO2 fase anatasa [11].

Desde los primeros reportes del uso del TiO2 para tratamientos microbiales, la
capacidad fotocatalitica de este 6xido ha recibido cada vez mayor atencion. Este
interés contrasta con los pocos estudios sobre el posible uso del TiOz en las
ciencias de la vida, especialmente en el campo del tratamiento del cancer. La
fototerapia de células malignas, utilizando el TiO2, ha mostrado que este 6xido es
un potencial agente fotosensibilizador para la terapia fotodinamica debido a su
efecto foto-toxico [5]. Algunos estudios consideran el TiO2 como una sustancia

con potenciales usos en los tratamientos de diferentes tipos de cancer [11].

El dioxido de titanio presenta un efecto de citotoxicidad, al estar expuesto a la
luz, y se investiga la posibilidad de aprovechar este comportamiento para
desarrollar terapias que eviten las limitaciones existentes en los tratamientos
convencionales. Existen algunos estudios que han explorado la combinacién de
terapias fotodinamicas, utilizando nano-TiO2, con quimioterapia, aplicandolos

simultdneamente [12].
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Algunos Investigadores [13, 14] han encontrado inconvenientes en el uso del
TiO2 en estos tratamientos, por su baja selectividad y la insuficiente acumulacion
de TiO2 en el entorno de las células cancerigenas, considerando que se
requieren altas concentraciones de TiO2 para ocasionar la muerte celular. Por tal
motivo se han realizado estudios [13] modificando las nanoparticulas de TiOz,
con biomoléculas, para favorecer un ataque preferencial de las células
cancerigenas, mejorando asi su selectividad y eficiencia. Por otro lado, se ha
sugerido la utilizacibn de la electroporacion, aumento significativo de la
conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plasmética celular
ocasionado por un campo eléctrico aplicado desde el exterior, con el fin de
mejorar la presencia, en la célula cancerosa, de los anticuerpos y el TiOz,
conjugados [13, 14]. Este procedimiento de degradacién de las células
cancerigenas combina la accion de dos factores: la intensidad de radiacion

ultravioleta (<400 nm) y la concentracion del catalizador, cominmente TiO2 [14].

2.1.1. Propiedades fisicoquimicas del titanio

El titanio es un elemento quimico de simbolo, Ti, nUmero atomico 22 y peso
atomico 47.90 gr/mol. El elemento fue descubierto en 1791 por el sacerdote y
mineralogista ingles William Gregor y en 1795, el quimico aleman Martin
Kalprotz, descubridor del uranio, le dio el nombre de titanio [15]. En la naturaleza
se encuentran 5 isotopos estables; 46, 47, 48, 49 y 50.

Tabla 2.1. Principales caracteristicas fisicoquimicas del titanio [15].

Simbolo Ti
Numero atomico 22
Peso atémico 47.88
Volumen atémico 10.6 W/D
Configuracion electrénica [Ar] 3d?4s?
Radio covalente 1.32 A

35


http://es.wikipedia.org/wiki/Conductividad_el%C3%A9ctrica
http://es.wikipedia.org/wiki/Permeabilidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Campo_el%C3%A9ctrico
http://es.wikipedia.org/wiki/William_Gregor
http://es.wikipedia.org/wiki/1795
http://es.wikipedia.org/wiki/Martin_Heinrich_Klaproth
http://es.wikipedia.org/wiki/Martin_Heinrich_Klaproth
http://es.wikipedia.org/wiki/Uranio

Primer potencial de 6.83 eV
ionizacion

Valencia 3,4
Punto de fusion 1670£5°C
Punto de ebullicion 3260 °C
Capacidad calorifica 523 J/IKg °C
Conductividad térmica 17 W/m °C
Coeficiente de expansion 8.41x 10 6°C?
térmica a (20 °C)

Conductividad eléctrica 0.031 ladel Cu
Resistividad eléctrica 0.0026°C
Susceptibilidad 1.25x 10°
magnética (K)

El titanio es el noveno elemento mas abundante en la corteza de la tierra, con un
0.8% en peso, si bien no es tan frecuente su existencia en concentraciones que
hagan econémicamente viable su extraccion. Esta presente en rocas igneas y en
los sedimentos derivados de ellas. En la mayor parte de las reacciones se enlaza
con el oxigeno en presencia sobre otros elementos, encontrandose como 6xido
en los minerales rutilo (TiOz2), ilmenita (FeTiOs), y esfena (CaO - TiOz - SiO2) [15].

Por otro lado las propiedades mecénicas del titanio dependen de su pureza,

considerandose representativos los valores del titanio comercialmente puro.

Tabla 2.2. Propiedades mecanicas del titanio [15].

Propiedad Valor
Resistencia 240 Mpa
Limite elastico 170 Mpa
Alargamiento 50%
Dureza 70 HRg; 85 HV
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2.1.2. Cristalografia del dioxido de titanio, TiO2

El titanio presenta transformacion alotrépica, la cual permite que se puede
realizar tratamientos térmicos con transformacion total. A temperatura ambiente,
el titanio puro presenta una estructura cristalina hexagonal compacta, HCP,
llamada fase a. Por encima de los 882°C, dicha estructura cristalina sufre una
transformacion alotropica, y se convierte en una estructura cubica centrada en el

cuerpo, BCC, llamada fase (.

Tabla 2.3. Caracteristicas cristalogréaficas del titanio [15].

Propiedades Valor

Estructura cristalina a(HCP) para T< 882°C
B(BCC) para T> 882°C
Parametros de red cristalina | a: c= 0.468 nm; a= 0.295 nm
B: a= 0.332 nm a (900°C)

Temperatura de transicion 882 £ 2°C
a-B
Densidad Fase a (20°C): 4.507 g/cm3

Fase B (885°C): 4.35 g/cm3

A su vez, el didxido de titanio presenta cuatro fases cristalinas: rutilo (estructura
tetragonal), anatasa (estructura octaédrica), brookita (estructura ortorrémbica) y
una de alta presion tipo a-PbO2 [16]. Como lo requiere la regla electrostatica de
valencia, cada atomo de O es compartido por tres (3) octaedros. Para el rutilo y
el TiO2 de alta presion, cada octaedro tiene dos (2) lados comunes con otros
octaedros; en la brookita hay tres (3) y en la anatasa cuatro (4) lados
compartidos por octaedros [16]. Por lo anterior, el rutilo y la fase de alta presion
son las formas mas estables del TiO2. Por ello, muchos compuestos cristalizan

en estructura tipo rutilo y algunos en la forma tipo a—PbO2, mientras que muy
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pocos ejemplos se conocen de materiales que presentan estructuras anatasa y
brookita [16].

*SOF

TiO,- Brookita b o - Ti,0,

TiO,- rutilo TiO,- anatasa

Figura 2.1. Estructuras cristalinas del dioxido de titanio [17].

El rutilo cristaliza en el sistema tetragonal con a= 4.85A y c= 2.953A. EI Ti se
ubica en las posiciones (0,0,0) y (1/2,1/2,1/2) y el oxigeno en las posiciones
(x,%,0), (-x,-x,0), (x+1/2, 1/2-x, 1/2) y (1/2-x, 1/2+y, 1/2) donde x= 0.302. La
anatasa, que es una fase polimorfa del anterior, cristaliza en el sistema
tetragonal en una red | con a= 3.777A y ¢=9.501 A, donde el Ti ocupa las
posiciones (0,0,0), (0,1/2,3/4) y las posiciones equivalentes por ser la red I,
mientras que los oxigenos se situan en (0,0,0.204), (0,0,0.796), (1/2,0,0.454),

(1/2,0,0.046) y las posiciones equivalentes por ser la red I. [18].

Rutilo Anatasa

Figura 2.2. Disposiciones de los atomos de Tiy O en las fases anatasa y rutilo del TiO;
[18].
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2.2. Métodos convencionales y no convencionales para la preparacion de

polvos de dioxido de titanio, TiO2

Las materias primas para la produccion de TiO2 son la ilmenita, el rutilo, el rutilo
sintético, y anatasa natural. La ilmenita posee un 43-61 % de TiO2 y entre 34 y
49% de O6xido de hierro, este material se encuentra en depdsitos naturales
primarios en Noruega, Rusia, Finlandia, Canada y EE.UU. El rutilo se extrae de
arenas de rio, que poseen entre 90 y 98 % de rutilo, junto con Fe, Zr, V, Cr, Al, Si
y Mg. El principal productor es Australia. El rutilo sintético se obtiene de la
ilmenita, extrayendo el hierro y conservando la forma de la particula. En Brasil se
encontraron los depdsitos mas ricos del mundo de anatasa natural, con un
contenido de TiO2z entre el 30 y el 40% [19].

Existen dos métodos convencionales para obtener el didéxido de titanio, no
necesariamente nanométrico, estos son el proceso sulfato y el proceso cloro
[20].

2.2.1. Proceso sulfato

Fue el primer proceso comercial utilizado para la manufactura del di6xido de
titanio. El mineral es inicialmente secado, separado y clasificado de modo que se
asegure la sulfatacion en un bafio con acido sulfurico concentrado o en una
reaccion continua exotérmica; se debe tratar de maximizar la conversion del TiO2
a sulfato de titanilo soluble en agua usando una cantidad minima de &cido.
Luego de precipitar el FeS0O4.7H20 vy filtrar, con el objetivo de retirar las Ultimas
impurezas, el sulfato de titanilo es evaporado e hidrolizado para producir los
“clusters” de o6xido de titanio, el cual mediante un proceso de precipitacion
adecuado toma el tamafio de particula deseado. Estas particulas, después de un
adecuado tratamiento térmico adquieren la forma cristalina requerida [20].
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2.2.2. Proceso cloro

Este proceso es conocido también como oxidacion en llama. En este caso, se
parte de un mineral o un precursor sintético con alta concentracion de TiO2. Se
procede a mezclar con carbon y se hace reaccionar en un lecho fluidizado con
cloro, a aproximadamente 900°C, hasta obtener TiCls. Luego se realiza un
proceso de enfriamiento para retirar algunas impurezas. El resto del vapor es
condensado, hasta liquido, y se realiza una destilacion fraccionada para producir
TiCls puro. Posteriormente se realiza la combustion del TiClsa en una llama

oxigenada.

El tamafio de las particulas de TiO2, depende del tiempo de residencia en la
llama; tiempos largos favorece las particulas de mayor diametro,
presumiblemente formadas por la agregacion de las particulas; el tamafio de

particula oscila entre los 10 y 100 nm [20].

2.2.3. Método sol-gel

Es un proceso utilizado para la produccion, principalmente, de Oxidos
inorganicos pero también se pueden obtener nitratos, sulfuros, hibridos
organicos e inorganicos [21]. La quimica del proceso sol-gel esta basada en las
reacciones de hidrolisis y condensacion de especies quimicas provenientes de
precursores moleculares [21], siendo los alcoxidos los que se utilizan mas
frecuentemente. Este método es apropiado para obtener vidrios y ceramicos. Los
precursores que se utilizan mas frecuentemente para conformar las soluciones
son las sales inorganicas o los compuestos metal-organico, que contienen el
cation de interés. Los precursores mas empleados, para la sintesis de los polvos
ceradmicos utilizando el proceso sol-gel, son los alcoxidos metalicos los cuales

son muy reactivos con los agentes nucleofilicos, tal como el agua [21].
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Se denomina sol a un liquido viscoso que realmente es una suspension estable
de particulas solidas coloidales dentro de un liquido. Por otro lado, el gel es una
red sdlida interconectada tridimensionalmente, porosa, que se extiende de
manera estable a través de un medio liquido y su tamafio es limitado por el
tamafio del recipiente. Se denomina proceso de gelacion a la formacion del gel y
éste comienza cuando se realiza la dispersion homogénea del precursor,
formacion del sol, llegando a rigidizarse cuando el sistema experimenta un
cambio brusco de liquido altamente viscoso a fase sélida. En esta etapa se
presenta un estado intermedio, entre el precipitado y el gel, al que se denomina
precipitado gelatinoso [22]. Los solventes que normalmente se emplean son el
agua y liquidos organicos, principalmente alcoholes. El agua es el solvente mas
utilizado para transformar el precursor ya que sus propiedades eléctricas, alta
constante dieléctrica y momento dipolar permanente, son muy importantes para
gue ocurra el proceso de transformacion del precursor durante el desarrollo del

proceso sol —gel.

Con frecuencia en este proceso se utilizan solventes orgénicos, porque ellos
permiten la disolucion de los precursores y controlan la reaccion de estos
alcoxidos con agua. Dos parametros importantes que se consideran, durante el
proceso, son la electronegatividad del cation y el pH del sistema; cualquier
cambio del pH de la solucion desplaza el equilibrio de hidrélisis y por lo tanto
ocasiona un cambio de la electronegatividad promedio del medio.

Las principales ventajas que presenta el método Sol-gel, frente a los otros

métodos comunmente empleados son:

e Alta pureza de los productos obtenidos.

e Baja temperatura para realizar el proceso.
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e Control adecuado de la nucleaciéon y el crecimiento de las particulas
coloidales primarias (morfologia, tamafio y distribucién de las particulas).

e Reduccion de la temperatura de sinterizacion de los polvos sintetizados.

e Control de la microestructura del cerdmico.

e Favorable obtencién de nuevos tipos de vidrios.

e Se alcanza homogeneidad quimica a nivel atbmico.

Dentro de las desventajas del proceso Sol-gel se pueden destacar:

e El alto costo de los precursores (alcéxidos).
e No se puede utilizar en produccién a gran escala (solo se emplea para

obtener ceramicos avanzados).

2.2.4. Método precursor polimérico (Pechini)

Este proceso de sintesis usado para producir ferritas, aluminatos, titanatos entre
otros, fue patentado el 11 de julio de 1967 por Magio P. Pechini [23]. Los polvos
ceramicos obtenidos presentaron alta pureza y tamafio de particula nanométrico
muy importantes para la nanotecnologia. El método Pechini se realiza en un
medio liquido conformado por un polialcohol y un acido -carboxilico,
principalmente acido citrico; en esta solucién son solubles un amplio rango de
sales metélicas [24] y la presencia simultanea de un polialcohol y un &cido
carboxilico, facilita el proceso de poliesterificacion. Esta técnica esta basada en
la formacion de complejos metalicos a partir de disoluciones concentradas de
acidos organicos polifuncionales, sales u 6xidos de los cationes requeridos para

la formacion del 6xido mixto [24].

En general, durante el método Pechini se adicionan las sales que contengan los

cationes de interés, en nuestro caso titanio, a una solucién viscosa de acido
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citrico y etilenglicol. Esta mezcla, en agitaciébn continua, debe llevar a la
conformacion de una disolucién liquida transparente. Como en el sistema se
encuentran presentes cationes es posible que se conformen quelatos
polibasicos, &cidos, que posteriormente, por calentamiento, experimenten

polimerizacion dando origen a una resina viscosa [23,24].

Comunmente, en el proceso Pechini se utiliza una solucion de &cido citrico y
etilenglicol de tal manera que la quelacion del catién, que se favorece con la

accion de la temperatura, se puede esquematizar de la siguiente manera [25]:

H H
H H H H
S e v NS
o ||| Son o i | No
H C H H H
f 2N et
d on d oua_yt
| I |
Acido Citrico Citrato Metalico

Por otro lado, la poliesterificacion del citrato metalico con el etilenglicol, que

también ocurre por accion de la temperatura, se puede representar asi [25]:

H H HO. H i H 0 T TEs:enzam" H
L .9 | T |/ HO—C—C—o0_ 1 H O H o 2)
HO—C—C—O0H +  (—C—C—C—C  ——p g L))
/1] \ R S R
0 \ 0 H H i / |
H H H C H to/ 1 |
4 N v---/'l _____ 'H C H 0
0 ‘ol o
~M 4 N 0
| A | M
| |
Etilenglicol Citrato Metélico Polimerizacion

En la practica no se ha determinado si las reacciones (1) y (2) ocurren
simultanea o secuencialmente. El calentamiento de la solucion se debe realizar
continuamente hasta que toda el agua, y el acido citrico, se destilen dando como
resultado el polimero. Aparentemente, la presencia del grupo hidréxido o del
acido carboxilico, en el &cido citrico, es muy importante porque permite la
reaccion del ion metalico con el grupo acido de manera completa. Si esta

reaccion no ocurre de manera completa, se produciria la precipitacion del ion
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metélico, que no reaccion0, ocasionando segregacion del metal en el sistema. La
descomposicion de esta resina, comunmente amorfa, se realiza calcinandola a

temperaturas inferiores a 450°C.

Con este método de sintesis se superan los problemas de segregacion o
precipitacion preferencial en la solucién, debido a que los cationes se fijan a la
resina permitiendo, por lo tanto, tener un mayor control de la estequiometria del

compuesto que se desea sintetizar.

Los sdlidos que se obtienen, utilizando estas dos Ultimas técnicas de sintesis,
presentan pequefio tamafio de particula y alta reactividad, lo que favorece la
funcionalidad de los mismos y entre ellas su capacidad catalitica, que es lo que

se requiere en el presente trabajo.

2.3. Usos y aplicaciones del dioxido de titanio, TiO2

El titanio tiene una resistencia a la corrosion excelente, resistencia mecanica
especifica alta y buenas propiedades a altas temperaturas [1]; resistencia hasta
de 200,000 psi, sumadas a una densidad de 4.505gr/cm3, proporcionan
excelentes propiedades mecanicas. Una pelicula adherente y protectora de TiO2
proporciona por debajo de 535 °C excelente resistencia a la corrosion y a la
contaminacion [1]. Por la alta resistencia a la corrosion, que presenta el titanio,
se suele de usar en equipos de procesamiento quimico, componentes marinos e
implantes biomédicos. Es también un material importante para aplicaciones
aeroespaciales, como componentes del bastidor aéreo y del motor del
turborreactor [1]. El titanio es un metal biocompatible porque los tejidos del
organismo toleran su presencia sin que se presenten reacciones alérgicas del
sistema inmunitario. Esta propiedad de biocompatibilidad del titanio, unido a sus

cualidades mecanicas de dureza, ligereza y resistencia, han hecho posible una
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gran cantidad de aplicaciones, principalmente médicas, como proétesis de cadera
y rodilla, tornillos 6seos, placas antitrauma e implantes dentales, componentes
para la fabricacion de valvulas cardiacas y marcapasos, herramental quirdrgico

tales como bisturis, tijeras, etc [15].

El dioxido de titanio es una de las substancias quimicas mas blancas que
existen, esta refleja practicamente toda la radiacion visible que incide sobre ella 'y
mantiene el color de forma permanente, por ello juega un papel muy importante
como pigmento inorganico en la produccion de pinturas y plasticos, asi como en
papel, tintas de impresion, cosméticos, productos textiles, farmacéuticos y
alimentarios, ya que proporciona a los productos finales una brillante blancura,

opacidad y proteccion [17, 26].

Ademas, el TiO2 es ampliamente utilizado como recubrimiento anticorrosivo, en
sensores de gases, celdas solares (por absorber los rayos ultra violeta) y de
manera general en toda la industria ceramica. Otra de las recientes aplicaciones
del di6xido de titanio es en los tratamientos contra el cancer, donde se utiliza la

fotocatalisis usando el TiO2 como catalizador [27].

2.4. Técnicas de oxidacion

Estas técnicas se basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir
cambios profundos en la estructura quimica de diversas sustancias. Estas
técnicas involucran la generacién y el uso de especies transitorias, altamente
reactivas, principalmente: el radical hidroxilo (OH) o el oxigeno singlete O. El
radical OH puede ser generado por medios fotoquimicos, incluida la luz solar u
otras formas de energia, y es altamente efectivo en la oxidacion de materia

organica [28].
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Entre las técnicas avanzadas de oxidacion, mas utilizadas, se encuentra la
fotocatalisis heterogénea, procedimiento muy frecuentemente utilizado debido a
Su gran capacidad para degradar materia organica y por su bajo costo energético
ya que la energia requerida se toma, normalmente de la luz solar para la
mayoria de las aplicaciones. La fotocatalisis heterogénea es un proceso que se
fundamenta en la absorcion directa, o indirecta, de energia radiante (visible o
UV) por un solido que actua como fotocatalizador, siendo este normalmente un
semiconductor de “banda ancha” (amplio “gap” de energia). En la region
interfacial, entre sélido excitado y la materia a degradar, ocurren una serie de
reacciones de destruccién o de remocion de las sustancias no deseadas, sin que
el catalizador sufra cambios quimicos [28].

Existen diversos materiales, principalmente semiconductores tipo “n”, con
propiedades idéneas para actuar como fotocatalizadores y favorecer asi
reacciones fotosensibilizadas, entre ellos se destaca el TiO2. Este material es
econdmicamente asequible y es el semiconductor que ha alcanzado un mayor
grado de desarrollo tecnolégico si se consideran los procesos fotocataliticos.
Ademas, el TiO2 presenta una elevada estabilidad quimica que lo hace apto para
trabajar en un amplio rango de pH, al mismo tiempo que es capaz de producir

transiciones electrdnicas por absorcién de luz en el ultravioleta cercano (UV-A).

2.4.1. Actividad fotocatalitica del TiO2

Dos de las fases cristalinas del TiO2 presentan actividad fotocatalitica, la anatasa
y el rutilo. La fase anatasa tiene un “gap” de energia de 3.2eV y el rutilo es de
3.0 eV, siendo la anatasa la que presenta mayor actividad. Durante la accion del
proceso fotocatalitico se presentan varias etapas donde se producen especies
guimicas reactivas que causan, bajo la incidencia de radiacion UV, dafios

importantes a los microorganismos. Las etapas se resumen en la figura 2.3 y
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tabla 2.4, donde se destaca la formacion de especies como: radicales hidroxilo,
peréxido de hidrogeno, superoxidos, debido a los electrones que se ubican en la
banda de conduccion y a los huecos ubicados en la banda de valencia. Las
especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden interrumpir, o romper, la funcion, o
la estructura, de las células o virus que rodean al fotocatalizador. Para una célula
0 virus, en contacto con la superficie del diéxido de titanio, puede experimentar
una directa transferencia de un electrén, o un hueco, a uno de sus componentes,

ocasionando la reduccién o la oxidacién, de las mismas [29].

El mecanismo fotocatalitico se representa en la figura 2.3, en la cual se puede
notar, que al iluminar el TiO2 fase anatasa, con luz de longitud de onda inferior a
385 nm, un electron de la banda de valencia es promovido hacia la banda de
conduccion, dejando un "hueco" positivo en la primera. Este hueco reacciona con
agua o iones hidréxido, produciendo el radical -OH, que se encarga de oxidar la
materia organica (R). También puede haber una reaccién directa entre el hueco
y la materia organica; esto sucede Unicamente si los sustratos organicos pueden
adsorberse facilmente sobre la superficie el semiconductor. Por otro lado, los
electrones pueden generar radicales OH al reaccionar con peréxido de
hidrogeno, o0 reaccionar con oxigeno molecular para generar el radical
superoxido (O2), que también puede colaborar en la oxidacion de materia

organica o de bacterias [30].

47



‘oH

P

: O!
Energia : Fotorreduccion

uyv

¢ + H,0, = "OH + OH

Recombinacion

1

Banda de Valencia h

b

" HLO/OH: R

-

( )“: R Fotooxidacion

"'OH+ R - intermediarios = - CO,+ H,0

Figura 2.3. Esquema del proceso fotocatalitico sobre una particula semiconductora de
TiO2 [30].

Considerando la funcionalidad que presenta el TiO2 como material degradante
de moléculas organicas, como se indico anteriormente, se ha planteado su
potencial uso en el tratamiento de ciertas perturbaciones y enfermedades que

presenta, en algunas ocasiones, el cuerpo humano, concretamente el cancer.
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Tabla 2.4. Mecanismos que ocurren durante el proceso fotocatalitico que presenta el
diéxido de titanio irradiado [29].

Formacién del par electron hueco
TiO2 + hv —» O0TiO2+OH (0 TiO2*)

(electrén en la banda de conduccién y hueco en la banda de valencia)

Electron removido de la banda de conduccion
TiOy + Oz + H* &% TiO2 + HOy
TiO2+ H20, + H*—> [OTiO2 + H20 + OH*
TiOy + HY = TiO, +°H;

Oxidacion de componentes organicos
OH*0+ Oz + ChOmH@n-2m+zr» nCO2 + (N-m+1)H20

Reacciones de radicales no productivas
TiOz + OH*O+ H* TiO; + H>0O (recombinacion)
20H' H,0;
2HO,; —» OH07 + O3
OH*0+ H,O,—» [H0 + O3
OH*0+ HCO;— COs* + H,0

2.5. Céancer

El cancer es un término usado para caracterizar un crecimiento anormal de
células que pueden invadir tejidos sanos 0 normales de 6rganos distantes, esta
accion de invasion es conocida como metéastasis [31]. Este crecimiento anormal
causa diferentes enfermedades y afecta distintos tipos de tejidos. Hay mas de
100 tipos diferentes de cancer, sin embargo todos tienen en comun su lugar de

origen, las células. El cancer se caracteriza por un desorden en el proceso de
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division celular, se producen células nuevas en momentos extemporaneos del
ciclo celular, por tanto las células viejas no son eliminadas cuando debe ser. La
acumulacion de masa de células muertas se conoce como tumor, sin embargo
para ser clasificado como maligno (canceroso) debe hacer metéstasis. El riesgo
de desarrollar cancer es multifactorial, depende de factores genéticos,

exposicidn a sustancias cancerigenas, edad, sexo, raza y alimentacion [31].

Las células de cancer se generan a partir de células normales en un proceso que
se conoce como de transformacion, este proceso se da en tres pasos: iniciacion,

promocion y progresion.

En la proliferacion de los tumores, la angiogénesis (produccion de nuevos vasos
sanguineos) juega un papel muy importante ya que en la medida que crece el
tumor se multiplican los vasos y se aumenta la posibilidad de metastasis.
Después que la célula tumoral ha producido la metastasis, la proliferacion

vascular es necesaria para que se instale un tumor [31].

2.5.1 Cancer de piel

La piel es el érgano mas grande que poseemos los seres humanos, nos protege
contra el calor, la luz solar, las lesiones y las infecciones . La piel también ayuda
al cuerpo a controlar la temperatura y almacena agua, grasa y vitamina D. La piel
tiene varias capas, pero las dos capas principales son la epidermis (capa
superior o externa) y la dermis (capa inferior o interna). El cancer de piel

comienza en la epidermis, esta se compone de 3 tipos de células :
. Células escamosas: células planas y delgadas, que forman la capa

superior de la epidermis.
. Células basales: células redondas en las células escamosas.
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. Los melanocitos : Se encuentra en la parte inferior de la epidermis, estas
células producen la melanina, el pigmento que da color a la piel natural. Cuando
la piel esta expuesta al sol, los melanocitos elaboran méas pigmento, haciendo

gue la piel se oscurezca [31].

El cancer de piel puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo, pero es mas
comun en la piel que a sido expuesta a la luz solar por periodos largos de
tiempo, como la cara, el cuello, las manos y los brazos. Existen varios tipos de
cancer que comienzan en la piel, siendo los mas comunes el carcinoma de
células basales y el carcinoma de células escamosas, que son canceres de piel
no melanoma [31]. Los principales tratamientos para el cancer de piel son la

radioterapia y la cirugia.

2.6. Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas, fibroblastos sanos de piel humana y células
cancerigenas tipo melanoma Hs 688(A) T CRL-7425™ deben ser cultivadas y
subcultivadas para asegurar un apropiado crecimiento celular. Para lograrlo, el
cultivo celular debe cumplir con diversas caracteristicas que en cierta medida
simulen las condiciones del cuerpo humano. En primera instancia se debe
suministrar al cultivo un medio nutritivo (natural o sintético), que entregue a las
células las sustancias necesarias para el crecimiento, la adhesion intracelular,
entre otras funciones. También se hace necesario mantener el cultivo libre de
microorganismos vivos (bacterias y hongos), que puedan transmitir infecciones a
las células; por esto se debe agregar al cultivo una dosis adecuada de
antibidticos que inhiba el crecimiento de estos cuerpos. Ademas, se deben
controlar otras variables influyentes como la composicion de la fase gaseosa y la
temperatura del medio. La primera hace referencia a la presencia de humedad y
diéxido de carbono en la atmésfera simulada y la segunda, muestra que la

temperatura debe mantenerse en un valor aproximado de 37.5°C [32] que es la
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temperatura éptima de viabilidad para células de especies mamiferas. Cuando
es requerido mantener la linea celular por un periodo prolongado de tiempo, se
recomienda recurrir al congelamiento. Para llevar a cabo este procedimiento es
necesario adicionar al cultivo celular agentes criopreservantes (dimetil sulfoxido)
gue impidan la formacién de cristales de agua al interior de las células,
manteniendo la integridad celular. De esta forma, es posible preservar las células

en nitrégeno liquido a una temperatura de -196°C, durante meses 0 afnos.

Posteriormente, cuando el cultivo sea descongelado, las células estardn de
nuevo en condiciones aptas para continuar con su crecimiento. Los
procedimientos de congelacion, descongelacion y mantenimiento de las lineas

celulares se muestran en el ANEXO I.

Normalmente después de ser agregado el medio nutritivo, las células son
transferidas a una superficie de vidrio o plastico, en el que forman un cultivo en
suspension. Sobre esta superficie las células crecen adecuadamente y forman

una agrupacion denominada monocapa.

2.7. Métodos de medicidn

El proceso de crecimiento celular en cultivos in Vitro se puede ver interrumpido
debido a diferentes factores que inhiben los procesos de division celular y por
tanto impiden la aparicion y crecimiento de nuevas células. La aplicacion de
radiacion ultravioleta y didéxido de titanio sobre el las células actian como
agentes perturbadores de las condiciones de cultivo, por eso se hace necesario
utilizar técnicas de medicion que permitan medir el efecto inhibitorio del ataque
fotocatalitico. Los procedimientos de los métodos de medicidon se muestran en el
ANEXO II.
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2.7.1. Viabilidad celular

La viabilidad celular hace referencia a la cantidad de células que estan vivas o
muertas en un cultivo en suspension. Para la medicién de esta variable, son
utilizados diversos métodos de conteo celular entre los que se encuentran las
tinciones complementadas con las camaras de conteo celular. Las tinciones
consisten en la inyeccion de sustancias colorantes al cultivo, las cuales pueden
ser captadas en forma selectiva por determinadas células vivas, como
consecuencia, la localizacion del colorante se puede utilizar para detectar estas
células o determinadas organelas, a las que se une el colorante después de ser
captado [32]. Posterior a la captacion del colorante, los cultivos se llevan a una
camara de conteo celular en donde con patrones conocidos de volumen se
puede realizar el conteo e incluso determinar la densidad de células en
suspensién. Estos dispositivos son placas de vidrio (figura 2.4) divididas en
cuatro cuadrantes compuestos de pequefias celdas que facilitan el conteo

manual de las células en los cultivos.

o OGN W m——
Neubauer

deep 5800

10mm

Figura 2.4. Camara de conteo celular de Neubauer.

Una de las sustancias de tincion que se puede utilizar es el azul de tripAm. Este
es un coloide que puede penetrar la membrana celular y de esta forma indicar la
viabilidad celular en el cultivo. Las células que permanecen viables (vivas) se
caracterizan por no poseer ningun tipo de coloracién, mientras que las células no

viables (muertas) se caracterizan por una coloracién azul debida a la alta
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permeabilidad de la membrana.

2.7.2 Citotoxicidad

La citotoxicidad es una medida cualitativa para determinar que tan téxico es un
agente determinado (sustancia o radiacion), sobre las células de un cultivo
celular, tejido, 6érgano o cualquier cuerpo. La forma mas comun de expresar el
grado de toxicidad de un agente es la dosis letal 50 (LD50) que hace referencia a
la dosis necesaria de sustancia o radiacion que produce muerte al 50% de la

poblacion celular [33].

La determinaciéon de la actividad citotoxica de algin agente sobre un cultivo
celular, se hace con el kit LDH® Roche. Esta es una alternativa no radiactiva de
andlisis colorimétrico para determinar y cuantificar la muerte celular, basada en
la medida de la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada por el

citoesqueleto de las células dafiadas al sobrenadante del medio de cultivo [34].

Este kit contiene dinucledétido de nicotinamida adenina (NAD) y L-lactato que en
una reaccion de deshidrogenacion producen piruvato y NAD deshidrogenada
(NADH). En el primer paso de la reaccion el NAD+ es reducido a NADH/ H+ por
la conversion LDH-catalizada y convertida de lactato a piruvato. Luego, el
catalizador transfiere H/H+ de NADH/H+ a las sales del tetrazolium INT que se
reduce a formazan [34]. El orden de las reacciones se esquematiza en la figura
2.5.
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Figura 2.5. Reacciones del Kit LDH ® ROCHE [34].
2.7.3. Proliferacion celular

La proliferaciéon celular hace referencia al incremento del numero de células por
division celular, es mas activa durante el desarrollo de los organismos y es
fundamental para la regeneracion de tejidos deteriorados o antiguos [35]. La
proliferacion es caracteristica de cada tipo celular, por lo que esta controlada de
forma muy especifica. Para determinar la proliferacion celular se usa el Kit XTT
® ROCHE. Es una técnica colorimétrica basada en el cambio de las sales del
tetrazolium del XTT a formazan lo cual produce un color naranja debido a la
actividad metabdlica de las células. Esta conversion ocurre solamente en células
viables. El formazan producido es soluble en soluciones acuosas y su
concentracion se cuantifica directamente usando un espectrofotometro
multiplicas (lector de ELISA), figura 2.6, que muestra resultados de densidad
optica [35]. El esquema de la figura 2.7, muestra la reaccion que se lleva a cabo

debido a la actividad de las células.
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Figura 2.6. Espectrofotometro multiplicas - Medidor de placas ELISA.
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Figura 2.7. Produccién del Formazan, a partir de las sales del tetrazolium del XTT. Kit
XTT ® ROCHE [35].
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CAPITULO 3

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
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3.1. Materiales

Para la obtencién de polvos ceramicos de diéxido de titanio, fueron utilizados
dos métodos de sintesis: sol gel y precursor polimérico Pechini. Los reactivos
usados en cada uno de estos métodos, su pureza y sus marcas son listados en

las tablas 3.1y 3.2 respectivamente.

Tabla 3.1. Reactivos utilizados para la sintesis de polvos ceramicos de TiO,, utilizando
el método sol gel.

REACTIVO MARCA PUREZA
Tetrabutodxido de titanio Aldrich 99%.
Acetilacetona (AcacH). J.T:Baker 98%

Etanol absoluto anhidrido Mallinckrodt | 99.5%
Hidréxido de Amonio HN4OH Merck 99%
Agua destilada

Tabla 3.2. Reactivos utilizados para la sintesis de polvos ceramicos de TiO,, utilizando
el método Pechini.

REACTIVO MARCA PUREZA
Etilenglicol C2HsO2 Mallinckrodt | 99.8%.
Acido Citrico CeéHsO7 Merck 99.5%
Tetrabutoxido de titanio Aldrich 99%.
Hidroxido de Amonio HN4OH Merck 99%

3.2. Métodos de sintesis

Para cumplir los objetivos de este trabajo es importante obtener un polvo
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ceradmico de TiOz con particulas nanométricas y baja aglomeracion. Para cumplir
con estos requisitos, se debe tener un buen control sobre los parametros mas
importantes que intervienen en el desarrollo del proceso de sintesis, tales como
naturaleza y concentracion de los precursores, naturaleza del solvente y pH del
sistema, ademas de la temperatura y el tiempo de duracion de los tratamientos

térmicos.

Como ya se indico, los dos métodos utilizados fueron el método sol gel y el

método de precursor polimérico (Pechini) que se describen a continuacion.

3.2.1. Método sol gel

La obtencién de los soles de TiOz, por el método sol gel, se realizo a través de
las reacciones de hidrdlisis y policondensacion del tetrabutéxido de titanio (TBT),
Ti(OBu)4 (figura 3.1), utilizando o no, como acomplejante la acetilacetona- AcacH
para controlar las reacciones de hidrdlisis del TBT [36]. Ademas, se adiciona
hidréxido de amonio para obtener una condicion basica en la solucién, con el fin
de favorecer la formacion de particulas hanométricas frente a la formacion de un
gel [36].

R R
o o
Ti-OR + HOH —_— HO-Tn—OR + H
O O
R R
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Figura 3.1. Reacciones de hidrdlisis y condensacion que ocurren durante el proceso sol-
gel [37].

Se empleé como solvente alcohol etilico, para disolver el TBT, teniendo la
precaucion de que no se hidrolizara el precursor de titanio al entrar en contacto
con el medio ambiente. La solucidn se agité durante 20 minutos y finalmente se

adicioné el agua destilada, manteniendo la agitacién durante otros 20 minutos.

Un interés de este trabajo fue determinar el efecto acomplejante del AcacH y
para ello se analizaron sistemas con diferentes relaciones TBT: AcacH, 2:1y 3:1,
gue permiti6 determinar el efecto de la presencia de este reactivo sobre las
caracteristicas fisicoquimicas del polvo ceramico final. En la Tabla 3.3 se indican
las relaciones y cantidades de los reactivos utilizados en este trabajo para
conformar los soles estables de titanio. La concentracion de los precursores fue
el principal parametro a analizar, asi como la razén de concentracion titanio -

acetilacetona [Ti/AcacH].

Tabla 3.3. Concentraciones molares, en una solucién de 50 ml de los diferentes
reactivos utilizados en la formaciéon de los soles del sistema de titanio.

Rc=Ti/AcacH TBT AcacH — Hidroxido de Amonio | Agua Etanol
Sin AcacH 10.98 ml 0 0.85mL | 38.17mL
2:1 10.98ml 1.62 mL 0.85mL | 36.55 mL
31 10.98ml 1.08 mL 0.85mL | 37.09 mL
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En la figura 3.2 se muestran las suspensiones coloidales del sistema de titanio
gue se obtuvieron; sin AcacH (figura 3.2(a)), relacion Ti:AcacH=2:1(figura 3.2(b))
y relacion Ti:AcacH=3:1(figura 3.2(c)). Muestras de estos soles, para los
diferentes sistemas de interés, se caracterizaron utilizando espectroscopia IR
con el fin de determinar como evolucionan los grupos funcionales presentes en

ellas.

(@) (b)

Figura 3.2. Textura de las suspensiones coloidales obtenidas durante el desarrollo del
proceso sol-gel: sin acomplejante (a) relacion Ti:AcacH=2:1 (b) y relacion Ti:AcacH=3:1.

Para determinar el efecto del tratamiento térmico sobre la estructura y las
propiedades del TiO2 obtenido, los soles fueron sometidos a un programa de
secado a 80°C, durante aproximadamente 3 dias, hasta obtener los polvos
ceramicos. A las muestras secas se les realizé un tratamiento térmico, cuyo
programa de calentamiento involucré una velocidad de calentamiento de 3
°C/min, desde temperatura ambiente hasta 150°C. El sistema se mantuvo en
esta temperatura por 2 horas con el fin de evaporar el agua fisisorbida y gran
parte del solvente; posteriormente, se incrementd la temperatura, a 3 °C/min,

hasta una temperatura final previamente determinada (450; 500 o 700 °C), donde
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el solido permanecié por 2 horas. Luego se disminuyd la temperatura, hasta

temperatura ambiente, a la misma velocidad (3 °C/min).

Las muestras solidas obtenidas, al final del tratamiento térmico, se
caracterizaron utilizando difraccion de rayos X (DRX) con el fin de identificar las

fases cristalinas presentes en ellas.

En la figura 3.3, se resumen las diferentes etapas que se cumplieron, durante el
desarrollo del método sol-gel, para sintetizar los polvos de TiO: utilizados en

este trabajo de grado.

Etanol

A\ 4
Adicidon mezcla de
Acetilacetona +
HN4OH

Agitacion
durante 20 min

A

\ 4

Adiciéon Tetrabutéxido
de titanio

*——| Agitacién constante

\ 4

Tres dias de :
D e < Agua destilada — SOL
Envejecimiento 9

Calentar en una plancha a 80° C —> | GEL

PRODUCTO

Tratamiento térmico —
FINAL

Figura 3.3. Esquema de las etapas del proceso sol-gel utilizado para sintetizar polvos
de Ti02.

62



3.2.2. Método de precursor polimérico (Pechini)

Otro método que se utilizé para obtener el polvo de TiO2 fue el proceso de
precursor polimérico (Pechini). Para ello se calento el etilenglicol en una plancha
calefactora, a 70°C, y se le adicion6 una cantidad adecuada de acido citrico para
garantizar una relacion molar 1:4 (etilenglicol: acido citrico). Cuando el acido
citrico se disolvio completamente en el etilenglicol, la mezcla se dejo enfriar
hasta temperatura ambiente. En esta Ultima condicion, se adicioné el precursor
de titanio, (tetrabutoxido de titanio). Las cantidades de los reactivos que se
utilizaron en el proceso Pechini se indican en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Calculos estequiométricos de los diferentes reactivos utilizados en el método
Pechini para sintetizar TiOx-.

Etilenglicol | Acido citrico TBT NH4OH

2094¢g 175¢ 21.51g Hasta obtener pH 7

Se controlé y garantizO que la solucion obtenida del proceso anterior fuera
totalmente transparente, condicion que indica una mezcla uniforme, homogénea
y una adecuada distribucion del cation de interés en la solucion polimérica, sin
ningun problema de segregacion de fases. La mezcla se someti6 a la accion de
un equipo de alta cizalla para eliminar la presencia de los pequefios precipitados
gue se hayan podido formar durante el proceso. Posteriormente, a la mezcla
obtenida, se le adiciond hidroxido de amonio, (NHsOH), a una baja velocidad
para llevar el sistema a un pH bésico, garantizando que la solucion siga siendo

transparente, es decir que no se forme precipitado en el seno de la solucion.
La adicion del NH4OH se realizé utilizando un dosificador marca metrohm,

modelo 775, y el valor del pH de la solucién fue medido con un pH-metro, marca

metrohm modelo 775. EI aumento del pH permitio disolver las pequefias
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particulas que se generaron por la hidrélisis del tetrabutoxido de titanio,

favoreciendo la disminucion del tamafio de las particulas.

Posteriormente, la solucidn transparente se calenté en una plancha calefactora,
a una temperatura de 100°C, para eliminar el solvente y favorecer las reacciones
de poliesterificacion, y por lo tanto la conformacion de la resina. Finalmente, esta
resina se calcind en una estufa a una temperatura de 250°C, durante 24 horas,
para obtener un precursor sdlido intermedio “blando”, con alto contenido de
material organico y de alli su color negro, que se macero utilizando un mortero

de Agata. Esta muestra sélida se denomina cominmente, "pre-calcinado”.

Figura 3.4. Etapa de conformacion de la resina durante el desarrollo del proceso
Pechini, utilizado para sintetizar el TiO- utilizado en este trabajo.

Luego el material se someti6 a un tratamiento térmico, a una velocidad de
calentamiento de 3 °C/min, llevando el sistema de temperatura ambiente a 200
°C, manteniendo a esta temperatura, por 2 horas, con el fin de evaporar el agua
fisisorbida y gran parte del solvente. Posteriormente, se incrementd la

temperatura, a 3 °C/min, hasta alcanzar la temperatura final previamente
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determinada, (450, 500, 600 o 700°C), donde se mantuvo el sélido durante 3

horas.

Los sélidos obtenidos, al finalizar los diferentes tratamientos térmicos a
diferentes temperaturas y tiempos de duracién, se caracterizaran utilizando
difraccion de rayos X (DRX).

En la figura 3.5, se muestra un esquema resumen del método Pechini utilizado

para sintetizar los polvos de TiO2 utilizados en este trabajo.

Tetrabutoxido de
titanio

Acido citrico + Etilenglicol
Relacion 1:4 Molar

|

Mezclar

Adicién de NH,OH

Y
Calentar en una plancha a 100°C

\ 4
Calcinar resina en una estufa a 250°C

Tratamiento térmico :> PRODUCTO
FINAL

Figura 3.5. Esquema del método de precursor polimérico Pechini utilizado en este
trabajo para sintetizar el TiO, requerido.
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3.3. Técnicas de caracterizacion

Los polvos ceramicos obtenidos se caracterizaron utilizando diferentes técnicas,
principalmente: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
técnica que se utilizd para determinar cualitativamente los grupos funcionales
presentes en los polvos ceramicos de interés; difraccion de Rayos X (DRX) que
permiti6 determinar las fases cristalinas presentes en los polvos ceramicos
obtenidos y la evolucion de las mismas al someter el solido a diferentes
tratamientos térmicos, considerando los resultados previos obtenidos del analisis
térmico de ATD/TG. Ademas se determind el tamafio, morfologia y la
homogeneidad de las particulas, constituyentes de los polvos ceramicos,
utilizando Microscopia electronica de Barrido (MEB) y Microscopia Electrénica de
Transmision (MET).

3.3.1. Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier FT-IR

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier tiene una gran
aplicacion en el analisis semicuantitativo y cualitativo. El espectro infrarrojo se
divide en tres regiones: infrarrojo cercano, medio y lejano, que cubre el intervalo
de radiacion electromagnética de 0.78 um a 1000 pm. La mayoria de las
aplicaciones en quimica organica se han centrado en la regién media del
infrarrojo, comprendida entre 2.5 um hasta 25 pum. Las longitudes de onda A, en
la region infrarroja, se expresan en micras (um), o en lugar de la frecuencia se

utiliza el nimero de onda v (cm 1) [38].

La identificacion de un compuesto, a partir de un espectro infrarrojo, consta de
dos etapas. La primera etapa implica la determinacion de los grupos funcionales
presentes en la regién de frecuencias de grupo, que abarca el intervalo entre
3600 cm™* y 1200 cm™. La segunda etapa consiste en una comparacion detallada

del espectro del compuesto desconocido con los espectros de compuestos puros
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gue contienen todos los grupos funcionales encontrados en la primera etapa. En
este caso es muy importante la region de la huella dactilar, comprendida entre
1200 cm 1 y 400 cm 1, debido a que pequefias diferencias en la estructura y/o
en la constitucion de una molécula provocan cambios significativos en el aspecto

y distribucion de las bandas en esta region [39].

Para el analisis cualitativo y semicuantitativo frecuentemente se utiliza la
deconvolucién de las bandas obtenidas experimentalmente. Esta consiste en
‘descomponer” las bandas anchas del espectro IR obtenido con el fin de
determinar las bandas “fundamentales” que la componen, permitiendo conocer el
valor de todas las posibles vibraciones. Este andlisis se realiza tomando el
espectro infrarrojo en modo absorbancia y seleccionando una region especifica
para su estudio. De las posibles funciones matematicas, simétricas o asimétricas
(Gaussiana, tipo voig, pseudovoig, etc), se toma una de ellas para que,
considerando “la superposicion” de varias de ellas, permita la reconstruccion del
espectro original. Luego, la diferencia entre el espectro experimental y el
obtenido “tedricamente” determina la confiabilidad de la deconvolucion y por lo
tanto las bandas que componen el espectro. La deconvolucion se realizo en la
region 400 a 1150 cm 1, del espectro IR, mediante funciones de Pseudovoigt

(asimétrica).

Los espectros de infrarrojo, presentados en este trabajo, se obtuvieron
utilizando el espectrofotdmetro Termo Electron Nicolet IR200 FT-IR (figura 3.6).
Las muestras se prepararon mezclando los sélidos en polvo, obtenidos en el
trabajo, con KBr, (Ficher 99.9%), en una relacion 1:99 de muestra:KBr para

formar la pastilla.
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Figura 3.6. Espectrometro de Infrarrojo (FTIR), marca Termo Nicolet IR200, utilizado en
este trabajo.

3.3.2. Analisis térmico diferencial ATD y termogravimétrico TG

Para determinar el comportamiento térmico de los polvos ceramicos sintetizados
se utilizé el andlisis térmico. Esta técnica comprende un analisis cualitativo y
cuantitativo de las temperaturas a las cuales se presentan fendmenos
fisicoquimicos importantes en el sistema. Los resultados de los analisis térmicos
se registran en curvas donde la temperatura es la variable independiente vy la
energia liberada o absorbida y la ganancia o pérdida de peso estan en funcion

de ella, tal como se muestra en la figura 3.7.

% Perdida de Masa
Exotérmico
AT

Endotérmico

Temperatura °C Temperatura °C

Figura 3.7. Curvas tipicas de un analisis (a) termogravimétrico y (b) térmico diferencial.
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La informacién que proporcionan los métodos termogravimétricos es mas
limitada que la que se obtiene del método térmico diferencial, ya que en el
primero una variacion de temperatura tiene que causar un cambio en la masa del
analito. Por tanto, los métodos termogravimétricos estan limitados en su mayor
parte a las reacciones de descomposicion, y de oxidacién, y a procesos tales

como evaporacion, sublimacion y desorcién [39].

Por otro lado, en el andlisis térmico diferencial se mide la diferencia de
temperatura entre la sustancia a analizar y un material de referencia, en funcién
de la temperatura, cuando la sustancia y el patron se someten a un programa de
calentamiento y/o enfriamiento a temperatura controlada. En este analisis se
determinan las temperaturas donde ocurren reacciones quimicas exotérmicas o
endotérmicas. Entre los procesos fisicos endotérmicos se destacan la fusion, la
evaporacion, la sublimacién, la absorcion y la desorcién; la adsorcién y la

cristalizacion son exotérmicas [39].

Con la informacién obtenida, a partir del andlisis térmico, se eligio el tratamiento
térmico mas adecuado al que se debia someter las muestras para obtener el
TiO2. Para realizar el analisis termogravimétrico (TG) y el analisis térmico
diferencial (ATD), a las muestras sintetizadas en este trabajo, se utilizé el equipo
DSC Q100 de TA instruments (Universidad de Antioquia).

3.3.3. Difraccién de Rayos X

La difraccion de rayos X es una técnica muy importante para la caracterizacion
de materiales, de la cual se obtiene informacion de la estructura atomica de los
materiales. Esta técnica proporciona un medio adecuado y practico para la
identificacion cualitativa y cuantitativa de las fases cristalinas en un sélido. En
este trabajo fue muy importante la aplicacion de la difraccion de rayos X para

obtener informacion sobre las fases presentes en los materiales obtenidos [39].

69



El método de rayos X, de polvo cristalino, se basa en el hecho de que cada
sustancia cristalina presenta un diagrama de difraccion Unico. Asi, si se
encuentra una igualdad exacta entre el diagrama de una muestra desconocida y

el de una muestra patrén, se puede dar por verificada su identidad quimica.

Cuando el material se prepara en forma de polvo fino, siempre habran particulas
de polvo cuyos planos (hkl) queden orientados, con un angulo 6 adecuado, para
satisfacer la ley de Bragg. Por lo tanto, se producird un haz difractado, a un
angulo de 26 con relacién al haz incidente, generando un patrén caracteristico
de difraccion [39].

Para identificar las fases cristalinas presentes en los polvos cerdmicos
obtenidos, y determinar la evolucion de las mismas al someter el sélido a
diferentes tratamientos térmicos, se utiliz6 un difractometro Philips PW1710
(figura 3.8) y la radiacion Kq del Cu (A = 1.54A), en el intervalo 28 entre 10°y 70°

y a una velocidad de barrido de 0.04°s™2,

Figura 3.8. Difractometro de rayos X (DRX), marca Philips PW1710, utilizado en este
trabajo.
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3.3.4. Microscopia Electronica de Transmision

Una de las técnicas experimentales mas utilizadas para el estudio de la
morfologia y tamafio de las particulas es la microscopia electronica,
concretamente la de transmision. Esta técnica se basa en hacer incidir un haz
de electrones, que atraviesa el material, para obtener una imagen detallada de
este. Las imagenes permiten observar detalles de la microestructura interna de
los materiales; los contrastes de imagen se consiguen por diferencias del haz
difractado o dispersado por varios elementos de la microestructura o defecto
[40]. En MET se utilizan electrones de alta energia, 100kV o superior, los cuales
son transmitidos a través de la muestra y luego dispersados y amplificados para
obtener imagenes, con aumentos muy elevados, de una resolucion del orden de

la longitud de onda de los electrones [40].

Para realizar este analisis se necesita poca cantidad de muestra, la cual se
disuelve en un agente dispersante, generalmente alcohol isopropilico, y se
somete a agitacion para obtener una dispersiébn homogénea de las particulas;
luego se deposita sobre un porta-muestras que contiene una capa de doble
adhesion de grafito. Con el microscopio electronico de transmision, se logra,
aproximadamente, 1°000.000 de aumentos como consecuencia de la corta

longitud de onda del haz de electrones [40].

Para las fotografias obtenidas con MET, en este trabajo, las muestras fueron
analizadas con un microscopio electrénico de transmision, JEOL- JEM 1200 EX
con un filamento de tungsteno, como fuente de electrones, operando a 120kV
(figura 3.9). Las muestras se montaron sobre una rejilla de cobre que contenia
una membrana muy delgada. Para manipular la muestra. Se coloc6 un poco del
sélido en etanol, mezclando muy bien, para romper los posibles aglomerados y
poder obtener imagenes de las particulas primarias. Luego se colocé una
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pequefia gota de la suspension, sobre la rejilla, y se dejo secar a temperatura
ambiente; la rejilla con la muestra se colocé en el portamuestra del equipo.

Figura 3.9. Microscopio electronico de transmision (MET), marca JEOL JEM-1200
(Unidad de Microscopia Electronica — Unicauca), utilizado en este trabajo.

3.3.5. Microscopia Electronica de Barrido

Para obtener una imagen utilizando microscopia electrénica de barrido, MEB, la
superficie de la muestra soélida es barrida mediante un rastreo programado con
un haz de electrones, muy fino y de energia elevada, focalizando el haz con una
sonda adecuada. El haz de electrones barre la superficie en linea recta,
volviendo a la posicién inicial y desplazandose hacia abajo un incremento
establecido. Este proceso se repite hasta que el area deseada haya sida barrida

totalmente. Durante este proceso de barrido se recibe una sefal por encima de
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la superficie y se almacena en un sistema de cémputo donde luego se convierte

en imagen [39].

Al barrer la superficie, independientemente de que esté o no pulida, se producen
diversos tipos de sefales, entre estas se encuentran los electrones
retrodispersados secundarios y Auger; fotones debido a la fluorescencia de

rayos X y otros fotones de diversas energias [39].

Las muestras metédlicas son mas faciles de analizar, sin embargo se han
desarrollado técnicas que permiten obtener imagenes MEB de muestras que
no son conductoras, como es el caso de los polvos ceramicos; estos materiales
se cubren con una pelicula que suele ser de oro o de grafito. La microscopia
electronica de barrido proporciona informacion morfolégica y topografica de la
superficie de los sélidos a estudiar, ademas permite obtener informacion sobre

sus propiedades microestructurales.
Las imégenes de microscopia electronica de barrido de las muestras sintetizadas

en este trabajo, se obtuvieron mediante un microscopio PHILIPS XL-30
SCANNING ELECTRON MICROSCOPE.
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CAPITULO 4

SINTESIS DE TiO, POR EL
METODO SOL-GEL
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Utilizando este método de sintesis, para obtener el TiO2 requerido, se puso
especial atencion a las reacciones de hidrolisis y condensacion que ocurren
durante el proceso, tomando como variable importante el efecto del
acomplejante, AcacH, incorporado al sistema. Para ello se analizaron diferentes
relaciones TBT: AcacH, lo que permitié6 determinar el efecto de la presencia de
este reactivo sobre las caracteristicas fisicoquimicas del polvo ceramico

obtenido.

4.1. Estudio delaformacion de los soles

Para estudiar el proceso de conformacion del sol, se tomo el espectro IR a cada
una de las muestras tomadas de los distintos sistemas a analizar, a diferentes
tiempos. Las muestras fueron recolectadas a tiempos cortos de reaccion, cada
15 minutos, y a tiempos largos, cada 24 horas, durante los tres dias de
envejecimiento, lo que permitid estudiar la evolucion del sistema en diferentes

instantes del proceso.

Conformados los soles, utilizando la metodologia descrita en el numeral 3.2.1, se
encontré que, dependiendo de la relacibn molar [Ti:AcacH], el sistema
presentaba diferentes coloraciones: un amarillo oscuro para el sistema 2:1 (alta
concentracion de AcacH), una suave tonalidad amarilla para el sistema 3:1y un

color blanco para la suspension del sistema sin AcacH.

Después de tomar los espectros IR, a las muestras recolectadas, las bandas
presentes en ellos se analizaron utilizando el software FITYK 0.8.6 (Marcin
Wojdyr), realizando la deconvolucion de las mismas utilizando curvas no
simétricas, concretamente la funcion PseudoVoigt que combina la funcion
Gaussiana 'y Lorentziana. En las figuras que muestran las bandas
deconvolucionadas la linea negra corresponde al espectro experimental, en

absorbancia, y las lineas de colores a las bandas que lo compondrian, (la linea
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roja muestra la envolvente de las mismas). Esta metodologia permitio obtener
informacion sobre cuatro parametros de interés (centro, area, ancho y altura de
la banda “componente”) que se obtuvieron al realizar el proceso de
deconvolucién. Una cantidad que se derivé de estos datos fue el area integrada
(relacion entre el area bajo la banda “componente” de interés y el area total de la
banda total deconvolucionada) y que da informacion semicuantitativa de la
concentracion del grupo funcional correspondiente, asociado a la banda, en la

muestra total.

41.1. Sistemasin AcacH

En la figura 4.1 se observa la superposicion de los espectros Infrarrojos de

muestras tomadas en los primeros instantes del proceso, a tiempos de 15 min.

Inicialmente, en todos los espectros IR, se puede observar una banda ancha
alrededor de 3380 y las ubicadas a 2960 cm™; la primera se puede asociar a la
presencia de grupos —OH del agua junto a la situada alrededor de 1640 cm™ que
corresponde al modo vibracional de flexion del agua [41].

En la Figura 4.2 se muestran los espectros IR de la zona deconvolucionada, a
bajo nimero de onda, correspondientes a la primer lectura (figura 4.2(a)), 15
minutos (figura 4.2(b)), 30 minutos (figura 4.2(c)), 45 minutos (figura 4.2(d)), y
60 minutos (figura 4.2(e)) de desarrollo del proceso; se indica solo el intervalo
entre 400 y 900 cm™ porque es en esta region donde estan ubicadas las bandas

de mayor interés correspondientes a los enlaces Ti-O, Ti-OH y Ti-C.
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Figura 4.1. Espectros infrarrojos del sistema de titanio sin Acach a tiempos cortos de
conformacion del sol de titanio.
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Figura 4.2. Espectros IR, a tiempos cortos, correspondientes a muestras tomadas a la
primer lectura (a), a los 15 minutos (b), a los 30 minutos (c), a los 45 minutos (d) y a los
60 minutos (e), de soles del sistema sin AcacH (region entre 400 y 900 cmt).

A tiempos cortos, en la figura 4.2, se observa una banda alrededor de 500 cm
gue corresponde a la vibracion del enlace Ti-O-Ti, producto de la reaccion de
condensacion de los grupos Ti-OH [42], y presenta un valor de area integrada
bajo, figura 4.3(a), lo que indica que la presencia de estos enlaces en la muestra
no es tan alta. La banda a 632 cm se puede asociar a un modo vibracional del
enlace Ti-O (Téllez L. et. al. 2004) y presenta un valor de area integrada que
varia apreciablemente, incrementandose con el tiempo (figura 4.3(a)), lo que
pone en evidencia la formacién de dichos enlaces durante el desarrollo de las

reacciones de hidrolisis y condensacion.

La banda a 800 cm' se asocia, también, al grupo funcional Ti-OH (F,
Babonneau. 1993) tal que su valor de area integrada es bajo, figura 4.3(a), y se
mantiene estable hasta el final del andlisis. La banda a 880 cm™ corresponde al
modo y(C-O) (Téllez L. et. al. 2004) y su area integrada aumento6 estabilizandose
al final del andlisis como se puede observar en la superposicion de espectros IR

de la figura 4.1, al igual que la banda ubicada a 955 cm™ se podria asociar a los
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modos y(C-0) + y(C-C) tal que el valor de su area integrada es baja y estable lo
gue indicaria poca concentracion de este grupo funcional en la muestra
(Fernandez, A. Guzman, A. 2007 [43]).
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Figura 4.3. Curvas que muestran la evolucién del area integrada, Aw/Ar para tiempos
cortos, de las bandas a 435, 500, 632, 735 y 800cm™ (a) y 1048, 1083 cm™ (b),
correspondientes a los espectros IR de muestras extraidas del sistema de titanio sin
AcacH, durante la conformacion de los soles de titanio.
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Por otro lado, las bandas a 1048, 1083 y 1125 cm, figura 4.4, corresponden a
los modos y(Ti-O-C) de los grupos butoxi ligados directamente al titanio (J.E.
Rodriguez et. al. 2002), y presentaron un valor de area integrada estable (figura
4.3(b)). El valor de éarea integrada de la banda a 1083 cm™ se incremento en los
primeros 15 minutos, mientras que el de la banda a1048 cm™ decrecid, y con el

tiempo presentaron un valor de area integrada estable, figura 4.3(b).
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Figura 4.4. Espectros IR en la regién entre 1000 y 1150 cm1, para tiempos cortos,
correspondientes a la primer lectura (a), 15 minutos (b), 30 minutos (c), 45 minutos (d), y
60 minutos (e) de los soles obtenidos por el método sol-gel, sistema sin AcacH.

En la figura 4.5 se muestran los espectros infrarrojos correspondientes a

muestras tomadas a tiempos largos del proceso.
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Figura 4.5. Espectros IR correspondientes a muestras del sistema de titanio, sin AcacH,
para tiempos largos de conformacién del sol de titanio.

En la Figura 4.6 se muestran los espectros IR correspondientes a la primer
lectura, figura 4.6(a), 24 horas, figura 4.6(b), 48 horas, figura 4.6(c), y a las 72
horas, figura 4.6(d), en el intervalo entre 400 y 900 cm, regién donde se
encuentran las bandas de interés correspondientes a los enlaces Ti-O, Ti-OH y
Ti-C.
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Figura 4.6. Espectros IR, en la regi6on entre 400 y 900 cm? a tiempos largos
correspondientes a la primer lectura (a), 24 horas (b), 48 horas (c), y a las 72 horas (d),
de los soles obtenidos por el método sol-gel, sistema sin AcacH.

A tiempos largos, figura 4.6, se observan las bandas a 500 y 700 cm™ que
corresponden a modos vibracionales del grupo funcional Ti-O-Ti y la banda a
~600 cm™? que se asocia al enlace Ti-O (Fernandez, A. Guzman, A. 2007); la
banda a 500 cm™ disminuyé drasticamente su valor de area integrada con el
transcurso del tiempo, figura 4.7(a), mientras que la banda a 600 cm™, que se
asocia al grupo funcional Ti-O, mantuvo constante su valor de area integrada,
(figura 4.7(a)).

La banda a 800 cm, asignada al grupo funcional Ti-OH, presenta con un valor
de area integrada bajo y estable (figura 4.7(a)). La banda a 880 cm* se asocia al
modo vibracional y(C-O) (Téllez L. et. al. 2004); su é&rea bajo la curva
observando la superposicion de espectros de la figura 4.5, aumento inicialmente
y al final se estabiliz6. La banda ubicada a 950 cm™ corresponde a los modos
y(C-0O) + y(C-C), (Fernandez, A. Guzman, A. 2007). Para ella se aprecio un leve
incremento de su &rea bajo la curva, figura 4.5, aunque mantuvo un valor bajo

indicando poca presencia de estos grupos funcionales en el sistema.
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Figura 4.7. Curvas que muestran la evolucion del area integrada, Aw/Ar para tiempos
largos, de las bandas a 435, 500, 604 y 800cm? (a) y 1040, 1083 cm? (b),
correspondientes a los espectros IR de muestras extraidas del sistema de titanio sin
AcacH, durante la conformacion de los soles de titanio.
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Las bandas a 1040 y 1083 cm, figura 4.8, se pueden asociar a modos
vibracionales del grupo funcional Ti-O-C, cuando el Ti se une al CHs-(CH2)3-O
(Téllez L. et. al. 2004); la banda a 1040 cm™ presento un leve incremento en el
valor de su area integrada durante el primer dia, pero con el transcurso del
tiempo decrecié, mientras que el valor de area integrada de la banda a 1083 cm

se incremento con el tiempo, figura 4.7(b).
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Figura 4.8. Espectros IR en la regién 1000 y 1150 cml, a tiempos largos,
correspondientes a la primer lectura (a), 24 horas (b), 48 horas (c) y a las 72 horas (d),
de los soles obtenidos por el método sol-gel, sistema sin AcacH.

Las bandas de interés, para analizar lo que ocurre en el sistema, son las
ubicadas entre ~500 y ~700 cm (grupo Ti-O-Ti), 800 cm™ (grupo Ti-OH), 600
cm? (grupo Ti-O) y las bandas a 1040,1083 y 1125 cm™ (grupo funcional Ti-O-
C). De acuerdo a los valores de la figura 4.7 se puede concluir que los grupos
funcionales mas importantes en la muestra son el Ti-O (figura 4.7(a)) y el Ti-O-C

(figura 4.7(b)) para tiempos largos de conformacion del sol.
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En la figura 4.9 se muestra la evolucion del sistema de titanio, sin AcacH,
durante la formacion del sol de titanio en cada instante del proceso. En estas
fotografias se puede observar que la base de partida es totalmente transparente
(figura 4.9.a), y va sufriendo cambios apreciables a simple vista, principalmente

en color, hasta que se forma el precipitado en el seno del solvente (figura 4.9.).

Finalmente, la suspension de titanio se calentd, en una plancha, a una

temperatura de 80° C, por 48 horas, para remover el agua y obtener el sélido

que se caracterizé y se trato térmicamente, figura 4.10.
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(@) (h)

Figura 4.9. Seguimiento de la evolucién del sistema de titanio y formacion de un
precipitado en el seno de la solucion. Las fotografias se tomaron cada 20 minutos.

Figura 4.10. Material obtenido al secar a 80° C, la suspensién de titanio obtenida al final
del proceso sol — gel.

4.1.2. Sistemacon AcacH
Para determinar el efecto del AcacH como acomplejante se tomaron y analizaron

varias relaciones de [Ti/AcacH]. En el sistema titanio-acacH no se observd

formacion alguna de precipitado.
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41.2.1 Relacion Ti: AcacH=2:1

La adicién del acomplejante, acetilacetona, dio como resultado nuevas bandas
en los espectros IR por los enlaces que formd este compuesto con las otras
especies que existen en el sistema, ademas de la modificacion de la ubicacion

de las ya existentes.

En la figura 4.11 se observan la superposicion de los espectros IR de muestras

tomadas en los primeros instantes del proceso, tiempos cortos, cada 15

minutos.
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Figura 4.11. Espectros IR del sistema Ti:AcacH= 2:1 en tiempos cortos de la evolucion
del sol de titanio.

En todos los espectros se puede observar la banda ancha alrededor de 3350
cm?, que se puede asociar a la presencia de grupos —OH del agua, asi como la

situada alrededor de 1600 cm, flexién del agua.
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En la figura 4.12 se muestran los espectros IR entre 400 y 900 cm™ porque es la

region donde estan las bandas de interés correspondientes a los enlaces Ti-O,

Ti-OH y Ti-C, correspondientes a la primer lectura, figura 4.12(a), 15 minutos,

figura 4.12(b), 30 minutos, figura 4.12(c), 45 minutos, figura 4.12(d),

minutos, figura 4.12(e).
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Figura 4.12. Espectros IR, tiempos cortos, correspondientes a la primer lectura (a), 15
minutos (b), 30 minutos (c), 45 minutos (d), y 60 minutos (e) de los soles obtenidos por
el método sol-gel, sistema Ti:AcacH= 2:1,en la regién entre 400 y 900 cm™.

A tiempos cortos, figura 4.12, se observa una banda alrededor de 500 cm™? que
se puede asociar a la vibracion de los complejos Ti-O-Ti producto de la reaccion
de condensacion de los grupos Ti-OH, esta presenta un valor de area integrada
bajo y estable, figura 4.13(a), lo que indica que la presencia de estos enlaces en
la muestra no es tan alta. La banda a 600 cm™ se asocia a un modo vibracional
del enlace Ti-O y presenta un valor de &rea integrada bajo, estable, pero
después de los 45 minutos se aprecia un incremento poniendo en evidencia la

formacion de mas de estos enlaces, figura 4.13(a).

Alrededor de 640 cm™ se observa una banda que corresponde a un modo
vibracional del enlace Ti-AcacH (Fernandez, A. Guzman, A. 2007) cuyo valor de
area integrada es relativamente alta, condicién que evidencia la gran presencia

de estos grupos funcionales en el sistema, figura 4.13(a), algo similar sucede
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con la banda a 660 cm, que también se puede asociar al grupo funcional Ti-
AcacH.
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Figura 4.13. Curvas que indican la evolucion del area integrada (Aw/Ar), para tiempos
cortos, de las bandas a 438, 590, 600, 640, 735, 800 y 880 cm™ (a) y 1050, 1080 cm™
(b), correspondientes a los espectros IR de muestras extraidas del sistema Ti:AcacH =
2:1, durante la conformacion de los soles de titanio.
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En este sistema también se encuentra una banda a 800 cm relacionada al
grupo funcional Ti-OH, tal que su area integrada, figura 4.13(a), se mantiene
estable hasta el final del andlisis. Ademas aparece una banda a 880 cm™ que se
pueden asociar a modos vibracionales del grupo C-O y que tiene valores de area
integrada relativamente bajos, pero muy estables con respecto a las anteriores,
figura 4.13(a).

De la superposicion de infrarrojos, figura 4.11, podemos observar una banda
ubicada a 950 cm que corresponde a los modos y(C-O) + y(C-C) y presento un
area integrada baja muy estable. Estos resultados reiteran el enlace del AcacH
con el Ti, lo que impediria la formacion de enlaces Ti-OH (hidrolisis del titanio)
(Fernandez, A. Guzman, A. 2007).

Por otro lado, las bandas a 1050 y 1080 cm™, figura 4.14, corresponden a las
vibraciones (Ti-O-C) de los grupos butoxi ligados directamente al titanio (J.E.
Rodriguez et. al. 2002). El valor de area integrada de la banda a 1080 cm™? se
incremento constantemente mientras que el de la banda a 1050 cm? era
bastante alto indicando que este enlace era relevante en el sistema, después de

los primeros 30 minutos disminuyd, y al final se estabilizo, figura 4.13(b).

Las bandas de alrededor de 2965 y 2884 cm™ también contienen informacion del
modo y(CHs) del compuesto titanio-acetilacetona que se debidé formar en el
sistema. Si existiera AcacH libre en la muestra se deberia presentar una banda
de absorcién ancha alrededor de 1620 cm™ pero, en los espectros de la figura
4.11, no existe esta banda y se presenta una division de las frecuencias de
tension del C-C y C-O representado por las bandas a ~1591 y ~1530 cm, esto
es un indicio que los ligandos AcacH estan ligados directamente al titanio (J.E.
Rodriguez et. al. 2002).
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La banda a ~1454 cm™ corresponde al modo vibracional combinado &(CH) y
y(C_C) y labandaintensa a 1381 cm™* al modo d4(CHs).
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Figura 4.14. Espectros IR tiempos cortos, correspondientes a la primer lectura (a), 15
minutos (b), 30 minutos (c), 45 minutos (d), y 60 minutos (e), de los soles obtenidos por
el método sol-gel, sistema 2:1,en la region entre 1000 y 1150 cm-.

En la figura 4.15 se muestran los espectros infrarrojos correspondientes a

muestras tomadas a tiempos largos del proceso.
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Figura 4.15. Espectros IR del sistema Ti:AcacH = 2:1 para tiempos largos de evolucion
del sol de titanio.

En la Figura 4.16 se muestran los espectros IR, en el intervalo entre 400 y 900
cm, correspondientes a la primer lectura, figura 4.16(a), 24 horas, figura
4.16(b), 48 horas, figura 4.16(c), y a 72 horas, figura 4.16(d).
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Figura 4.16. Espectros IR, en la regién entre 400 y 900 cm™ tiempos largos,
correspondientes a la primer lectura (a), 24 horas (b), 48 horas (c), y 72 horas (d) de los
soles obtenidos por el método sol-gel, sistema Ti:AcacH = 2:1.

Observando la figura 4.17, se destacan los valores de las areas integradas
relacionadas con las bandas a 500 cm™, grupo funcional Ti-O-Ti (Fernandez, A.
Guzman, A. 2007) la cual presenta un incremento durante todo el analisis, y a ~
634 cm?, que corresponde a un modo vibracional del enlace Ti-AcacH
(Fernandez, A. Guzman, A. 2007), tal que sus valores de area integrada era alta,
resultados que indican la gran presencia de estos grupos funcionales en el

sistema (figura 4.17(a)).

La banda a 883 cm, que se puede asociar a modos vibracionales del (C-0),
presenta un valor bajo de area integrada indicando poca presencia de estos
grupos funcionales en el sistema, figura 4.17(a). De la superposicion de
infrarrojos, figura 4.15, se observa la banda ubicada a 950 cm™, asociada a
modos vibracionales de los grupos y(C-O) + y(C-C), (Fernandez, A. Guzman, A.
2007).
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Figura 4.17. Curvas que indican la evolucién del area integrada, Au/Ar para tiempos
largos, de las bandas a 438, 500, 634, 745 y 883cm™ (a) y 1050, 1080 cm? (b),
correspondientes a los espectros IR de muestras extraidas del sistema Ti:AcacH = 2:1,
durante la conformacion de los soles de titanio.
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Por otro lado, en estas muestras siguen presentes las bandas a 1050 y 1080
cm?, figura 4.18, con valores relativamente altos de area integrada, figura
4.17(b); estas bandas se asocian a modos vibracionales del grupo funcional Ti-

O-C.
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Figura 4.18. Espectros IR, en la regiébn 1000 y 1150 cm tiempos largos,
correspondientes a la primer lectura (a), 24 horas (b), 48 horas (c), y a 72 horas (d), de
los soles obtenidos por el método sol-gel, sistema Ti:AcacH = 2:1.

41.2.2. Relacién Ti: AcacH=3:1

En la figura 4.19 se observa la superposicién de los espectros IR de muestras

tomadas en los primeros instantes del proceso, tiempos cortos de 15 min.
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En la Figura 4.20 se muestran los espectros IR, rango entre 400 y 1000 cm™
donde estan las bandas de interés correspondientes a los enlaces Ti-O, Ti-OH y
Ti-C, correspondientes a la primer lectura, figura 4.20(a), 15 minutos, figura
4.20(b), 30 minutos, figura 4.20(c), 45 minutos, figura 4.20(d), y a 60 minutos,
figura 4.20(e).
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Figura 4.19. Espectros IR del sistema Ti:AcacH = 3:1 a tiempos cortos de evolucion del
sol de titanio.
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Figura 4.20. Espectros IR, en la regién entre 400 y 900 cm tiempos cortos,
correspondientes a la primer lectura (a), 15 minutos (b), 30 minutos (c), 45 minutos (d),
y 60 minutos (e), de los soles obtenidos por el método sol-gel, sistema Ti:AcacH = 3:1.

Para tiempos cortos, figura 4.20, la banda de 480 cm™, correspondiente a la
vibracion Ti-O-Ti, presenté un area integrada bajo y estable, figura 4.21(a), por
lo que indica que este grupo funcional no existe en gran cantidad en el sistema.
La banda a 606 cm™, que corresponde al modo vibracional Ti-O, presento un
valor de é&rea integrada que se incrementd inmediatamente después de la
primera lectura y adquirié un valor de area integrada relativamente alto, figura

4.21(a), resultado que pone en evidencia la gran formacion de estos enlaces.

Alrededor de 657 cm™ se observa una banda que corresponde a un modo
vibracional del enlace Ti-AcacH (Fernandez, A. Guzman, A. 2007) cuyo valor de
area integrada fue bajo, figura 4.21(a), denotando poca presencia de estos
grupos funcionales en el sistema; esta banda aumento su intensidad al
incrementar la concentracion de acetilacetona. En este sistema también se
encuentra una banda a 809 cm, relacionada al grupo funcional Ti-OH, tal que

Su area integrada se incrementé a partir de los 15 minutos, luego se mantuvo
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estable hasta el final del andlisis. Ademas, aparece una banda a 885 cm™ que
se puede asociar a modos vibracionales del grupo C-O y que tiene un area
integrada relativamente baja pero muy estable con respecto a las anteriores,
figura 4.21(a).
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Figura 4.21. Curvas que indican la evolucién del area integrada, Au/Ar para tiempos
cortos, de las bandas a 440, 478, 606, 657, 743, 809 y 885 cm™ (a) y 1054, 1126 cm™
(b), correspondientes a los espectros IR de muestras extraidas del sistema Ti:AcacH =
3:1, durante la conformacion de los soles de titanio.
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Por otro lado, las bandas a 1054 y 1126 cm (figura 4.22), corresponden a los
modos y(Ti-O-C), unido al CHs-(CH2)3-O, y presentan valores de area integrada
gue varian continuamente. La banda a 1054 cm™ (figura 4.21(b)) presenta un
area integrada que decrecié durante todo el andlisis, alcanzando un valor bajo,
mientras que el area integrada de la banda a 1126 cm™ es muy estable (figura
4.21(b)).
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Figura 4.22. Espectros IR, en la region entre 1000 y 1150 cm™ tiempos cortos,
correspondientes a la primer lectura (a), 15 minutos (b), 30 minutos (c), 45 minutos (d),
y 60 minutos (e), de los soles obtenidos por el método sol-gel, sistema Ti:AcacH = 3:1.

En la figura 4.23 se muestran los espectros infrarrojos correspondientes a
muestras tomadas a tiempos largos del proceso de obtencidn del sol estable.
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Figura 4.23. Espectros infrarrojos del sistema Ti:AcacH = 3:1 a tiempos largos de
evolucién del sol de titanio.

En la figura 4.24 se muestran los espectros IR, en un intervalo entre 400 y 900
cm'l, correspondientes a la primer lectura, figura 4.24 (a), 24 horas, figura
4.24(b), 48 horas, figura 4.24(c), y 72 horas, figura 4.24(d).
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Figura 4.24. Espectros IR, en la region entre 400 y 900 cm tiempos largos,
correspondientes a la primer lectura (a), 24 horas (b), 48 horas (c), y 72 horas (d), de los
soles obtenidos por el método sol-gel, sistema Ti:AcacH = 3:1.

El comportamiento de este sistema se asemeja mas a aquel que no contenia
AcacH (figuras 4.2 y 4.6). Observando la figura 4.24, tiempos largos para el
sistema 3:1, no son evidentes las bandas a 500 cm  (Ti-O-Ti) y 600 cm * (Ti-O).
Se destaca el area integrada de la banda a 653 cm, asociada al modo
vibracional del enlace Ti-AcacH (Fernandez, A. Guzman, A. 2007), cuyo valor es
alto y muy estable, figura 4.25(a), resultado que evidencia la gran presencia de

estos grupos funcionales en el sistema.
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Figura 4.25. Curvas que muestran la evolucion del area integrada, Au/Ar para tiempos
largos, de las bandas a 439, 653, 750, 806, 850 y 882cm (a) y 1049, 1088 cm™ (b),
correspondientes a los espectros IR de muestras extraidas del sistema Ti:AcacH = 3:1,
durante la conformacion de los soles de titanio.

Para esta suspension vuelve a ser evidente la presencia de la banda a 806 cm™
relacionada al grupo funcional Ti-OH, tal que su area integrada mantiene un
valor bajo y estable hasta el final del analisis, figura 4.25(a). Las bandas a 850y
882 cm™ se pueden asociar a modos vibracionales del (C-O), bandas que
presentan un valor bajo de area integrada indicando poca presencia de estos

grupos funcionales en el sistema, figura 4.25(a).

En la figura 4.26, se muestra el proceso de deconvolucion de las bandas a 1049
y 1085 cm. Estas bandas se asocian a los modos y(Ti-O-C) y la primera
presentd un valor de area integrada que disminuy6 con el transcurso de los dias,
mientras que el valor de area integrada de la banda a 1085 cm™ presentd un

valor alto y estable, figura 4.25(b).
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Figura 4.26. Espectros IR, en la regiébn 1000 y 1150 cm? tiempos largos,
correspondientes a la primer lectura (a), 24 horas (b), 48 horas (c), y 72 horas (d), de los
soles obtenidos por el método sol-gel, sistema Ti:AcacH = 3:1.

4.2. Caracterizacion de los polvos obtenidos por el método sol — gel

Después de obtener los polvos ceramicos utilizando el método sol-gel estos se
caracterizaron para determinar su naturaleza quimica, estructura cristalina,
morfologia, tamafio de particula y su comportamiento frente a tratamientos
térmicos. Las caracterizaciones realizadas a las muestras en polvo, se realizaron
utilizando técnicas como: andlisis térmico diferencial y termogravimétrico
ATD/TG, espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR),
difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electrénica de transmision (MET) y
barrido (MEB). El material que se utilizo para estos ensayos fué el que se obtuvo
después de secar la suspension a 80°C, obtenida al final del proceso de sintesis
(figura 4.10).
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421 Analisis térmico

42.1.1. Sistemasin AcacH

En la figura 4.27 se muestran las curvas de ATD/TG obtenidas para el polvo
obtenido del secado del sistema sin acacH. Teniendo en cuenta el analisis
térmico diferencial, ATD, figura 4.27 (linea negra), se observa un pico
endotérmico ancho alrededor de 100°C, que corresponde a la salida del agua
adsorbida en el material. Ademas presenta dos picos exotérmicos: uno alrededor
de 235°C que se puede asociar a la descarbonizacion del sistema de titanio y al
inicio de la formacién del oxido. El otro pico exotérmico a 390°C corresponde a la

formacion del oxido y a su cristalizacion.
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Figura 4.27. Curvas de ATD/TG correspondientes al sélido obtenido del proceso de
secado del sistema sin acacH.
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En el termograma TG, figura 4.27 (linea verde), se observa que el peso de la
muestra a 205°C se ha reducido en el 18.89%, debido a la pérdida de agua y a
420°C se observa otra pérdida de peso del 9.13 %; para temperaturas mayores
a 450°C la pérdida de peso es menos evidente y tiende a mantenerse constante,
obteniéndose a 1196.7°C una pérdida total de peso del material del ~33.03%

con respecto al peso inicial del material.

42.1.2. Sistema T Ti:AcacH =2:1

En la figura 4.28, se muestran las curvas de ATD/TG obtenidas para el polvo

ceramico obtenido al secar el sistema Ti:AcacH = 2:1 basico.
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Figura 4.28. Curvas de ATD/TG correspondientes al material obtenido del proceso de
secado del sistema Ti:AcacH = 2:1en medio bésico.

Los resultados para este sistema pone en evidencia la presencia del
acomplejante. En el analisis térmico diferencial (ATD), figura 4.28 (linea negra),

se observa un pico endotérmico ancho alrededor de 100°C que debe
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corresponder a la salida del agua adsorbida en el material. Se evidencia la
presencia de tres picos exotérmicos: el pico a 270°C se relaciona con la
oxidacion de la parte organica del enlace titanio-butoxido mientras que el
ubicado a 350°C, estaria relacionado con la descarbonizacion de la parte
organica del enlace Ti-AcacH; un ultimo pico a 420°C estaria relacionado con la

formacion vy la cristalizacion del 6xido de titanio.

En el termograma TG de la figura 4.28 (linea verde), se puede observar una
constante pérdida de peso de la muestra; a los 170°C la muestra ya habia
reducido su peso en el 18.89% y a 400°C la pérdida era del 9.94% de peso. Para
temperaturas mayores a 400°C, la pérdida de peso fue menos evidente
tendiendo a un valor constante del peso tal que a 1196.7°C la pérdida total de

peso era del ~45.3% con respecto al peso inicial de la muestra.

En las figura 4.29, se muestran las curvas de ATD/TG obtenidas para el polvo
ceramico obtenido del sistema Ti:AcacH = 2:1 en medio acido. Los resultados
fueron muy similares al del sistema anterior, figura 4.27, pero se aprecia un

desplazamiento de los picos exotérmicos hacia altas temperaturas.

En el andlisis térmico diferencial (ATD), figura 4.29 (linea negra), nuevamente
se observa el pico endotérmico ancho, alrededor de 105°C, que corresponde a la
salida del agua del material. Estan presentes los tres picos exotérmicos: el
ubicado a 250°C relacionado con la oxidacién de la parte organica del enlace Ti-
butoxido, el pico a 360°C, relacionado con la descarbonizacion del enlace Ti-
AcacH, por ultimo el ubicado a 500°C que indica que la cristalizacion del 6xido

ocurre a una mayor temperatura con respecto al sistema anterior.
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Figura 4.29. Curvas de ATD/TG para el material obtenido del proceso de secado del
sistema Ti:AcacH = 2:1 medio acido.

Ademas, en el termograma, figura 4.29 (linea verde), también se pudo observar
una constante perdida de peso de la muestra, alcanzando a 1196.6°C una

pérdida total de peso del ~37.9% con respecto al peso inicial de la muestra.
4.2.1.3. Sistema Ti:AcacH =3:1

En las figura 4.30 se muestran las curvas de ATD/TG obtenidas para el polvo
ceramico obtenido al secar el sistema Ti:AcacH = 3:1. En el analisis térmico

diferencial (ATD), figura 4.29 (linea negra), también se observé un pico

endotérmico ancho alrededor de 100°C.
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Figura 4.30. Curvas de ATD/TG para el material obtenido del proceso de secado del
sistema Ti:AcacH = 3:1.

Se evidenciaron tres picos exotérmicos: a 260°C, 345°C, y a 420°C, y el pico
correspondiente a la descarbonizacion del enlace Ti:AcacH fue menos intenso,
gue para el sistema 2:1, debido a que la cantidad utilizada de AcacH fue menor;
la cristalizacion se alcanzé a la misma temperatura que en el sistema 2:1 medio

basico (figura 4.28).

En este sistema el termograma (TG), figura 4.30 (linea verde), muestra grandes
perdidas de peso: del 17.93% a una temperatura de 200°C y otras de menor
porcentaje, a 275°C del 4.37%, y a 400°C 9.37%. A partir de esta udltima
temperatura, la pérdida de peso fue menos evidente y su tendencia fue a

mantenerse constante.

Con base en los resultados del analisis térmico se concluyé que se podria
obtener el TiO2 a temperaturas iguales o mayores a 450°C, temperatura a partir
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de la cual el peso de las muestras tienden a permanecer constante para los
sistemas sin acacH, 2:1 medio basico y 3:1. Para la muestra 2:1 medio acido, la
muestra adquiere un peso constante a partir de los 600°C. En la figura 4.31 se
esquematiza el tratamiento térmico, a una velocidad de calentamiento lo
suficientemente baja para garantizar la eliminacién total de los compuestos

mencionados, utilizado para obtener el TiO2 empleado en este trabajo.

T interes, 2 horas

#
&

"3 mn

T amhiente T amhiente

Figura 4.31. Rampa de tratamiento térmico utilizado para obtener los polvos ceramicos
de TiO, obtenidos por el método sol-gel.

Las temperaturas de interés, para obtener el TiO2, fueron mayores a 450°C pero
para estudiar la evolucion del sistema, en general, también se utilizaron
temperaturas de 200, 300, 400°C. A estas temperaturas se obtuvo un polvo
ceramico de color amarillo claro, muy fino, como lo demostraron las

caracterizaciones microestructurales.

4.2.2. Espectroscopia Infrarroja

4.2.2.1. Espectros IR de las muestras obtenidas después del secado.

En la figura 4.32 se muestran los espectros IR del material obtenido después del
secado, a 80°C, de los sistemas sin acacH, 2:1 (basico), 2:1 (acido) y 3:1,

respectivamente.
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Figura 4.32. Espectros IR del material secado a 80°C de los sistemas de titanio: sin
acacH, relacion 2:1medio basico, relacion 2:1 medio acido y relacion 3:1, obtenidos por
el método sol-gel.

En estos espectros se pueden observar bandas muy similares que corresponden

a las vibraciones del agua, a ~3380 cm™, y a 1630 cm™ (flexion del H-O-H).

Observando la regién 1000 - 400 cm™, en todos los espectros, esta presenta una
banda ancha y sus bandas caracteristicas ubicadas principalmente, a ~670 cm-?,
asociada al modo vibracional del enlace Ti-acacH, y ~800 cm, relacionada al
grupo funcional Ti-OH. Las bandas a ~1030 y 1085 cm™ se asocian a los modos

vibracionales del enlace y(Ti-O-C),

4.2.2.2. Espectros IR del sistema de titanio sin AcacH

Se analizaron polvos ceramicos tratados a temperaturas de 200°C, 300°C,

400°C y 450°C por 2 horas cuyos espectros IR se muestran en la figura 4.33.
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Figura 4.33. Espectros IR correspondientes a solidos del sistema sin AcacH obtenidos
por sol-gel y tratados térmicamente a diferentes temperaturas por dos horas.

La banda ancha, tipica del agua, aparece en los espectros, de las muestras
tratadas a 200°C y 300°C, a ~3300 cm™, y se hace cada vez menos evidente a

medida que se aumenta la temperatura.

La banda alrededor de 2930 cm, para el sélido tratado a 200°C, se puede
asociar a la vibracion del grupo "OH”, mientras que la banda a ~1400 cm™ se
podria asociar a la vibracion de grupos organicos C-H residuales (J.E. Rodriguez
et. al. 2002). Observando especificamente la region del espectro entre 1000 y
400 cm, ella presenta una banda de area grande y se va definiendo a medida
gue se aumenta la temperatura. En todos los espectros IR de la figura 4.33 se
encuentran las bandas correspondientes a las vibraciones Ti-O-Ti, a 500 cm?,
Ti-O, a 600 cm?, vy la caracteristica del TBT a 800 cm™.

Con el fin de realizar un analisis mas detallado de las bandas caracteristicas del

TiO2, se hizo una deconvolucién a las bandas presentes entre 400 y 1000 cmde
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los espectros IR, en absorbancia (figura 4.33). La deconvolucion de estos
espectros se muestran en la figura 4.34. En ellos la linea negra corresponde al
espectro IR experimental, las lineas de colores a las bandas fundamentales que
lo compondrian, y la linea roja a la mejor aproximacion del proceso de

deconvolucion.

Segun la literatura [44], las bandas encontradas a través del proceso de
deconvolucién, en la region de la huella dactilar de los espectros, corresponden

a las siguientes vibraciones Ti-C, Ti-O-Ti, Ti-O y Ti-OH.
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Figura 4.34. Deconvolucién de los espectros IR, regién de 400 a 1000 cm?, de
muestras sélidas del sistema de titanio sin acacH sintetizado por el método sol-gel y
tratadas térmicamente por dos horas a: (a) 200°C, (b) 300°C, (c) 400°C y(d) 450°C.

En la figura 4.34 se puede observar que las bandas asociadas a las vibraciones
del TiO2 van apareciendo a medida que se aumenta la temperatura de
tratamiento del sélido. Particularmente, se puede observar un desplazamiento
de dichas bandas, hacia valores mas altos de numero de onda, al aumentar la
temperatura. Ademas van apareciendo otras bandas, por ejemplo la ubicada a

~520 cm?, por el desplazamiento de la banda ubicada inicialmente a ~ 480 cm'?,
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o0 la ubicada a ~640 cm™ como resultado del desplazamiento de la banda inicial

a ~603 cm™.

La banda ubicada a 480 cm, figura 4.34, corresponde al enlace Ti-C y las
ubicadas a 520, 522 y ~650 cm™ se pueden asociar a los enlaces formados
entre el oxigeno y el titanio Ti-O-Ti (Fernandez, A. Guzman, A. 2007). A 600 cm™
se encuentra la banda correspondiente al enlace Ti-O y a 787 cm™ la del enlace
C-H alcano, modo de balanceo (F, Babonneau. 1993). A partir de 300°C aparece
una banda a ~800 cm caracteristica del TBT, la banda ubicada a 955 cm se

podria asociar a los modos y(C-O) + y(C-C) .
4.2.2.3. Espectros IR del sistema de titanio 2:1
En la figura 4.35 se muestran los espectros IR correspondientes a polvos

ceramicos del sistema de titanio 2:1, tratadas a diferentes temperaturas por 2

horas.
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Figura 4.35. Espectros IR correspondientes a solidos del sistema de titanio 2:1
obtenidos por sol-gel y tratados térmicamente a diferentes temperaturas por dos horas.
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En estos espectros IR, figura 4.35, son nuevamente evidentes las bandas del
agua, a ~3386 cm* y ~1630 cm?, ademas de la banda a 2930 cm?, a la
temperatura de 200°C, que se puede asociar al grupo funcional C-H. Las bandas
a 544 cmty 792 cm?, en el espectro IR de la muestra tratada a 200°C, a 500
cm?ty 796 cm?, en el espectro IR de la de 300°C, y las situadas a 500 cm™ y
800 cm, en los espectros IR de muestras a 400°C y 450°C, se pueden asociar a

las vibraciones del éxido de titanio (F, Babonneau. 1993).

Para obtener una informaciéon mas detallada de cada uno de los espectros IR, se
realizé la deconvolucion en la zona del espectro, entre 400 a 1000 cm?,
correspondiente a la huella digital del material. Los resultados se muestran en la
figura 4.36.
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Figura 4.36. Deconvolucion de los espectros IR, region entre 400 a 1000 cm?, de
sOlidos del sistema de titanio 2:1, sintetizado por el método sol-gel y tratadas
térmicamente por dos horas a temperaturas de: (a) 200°C, (b) 300°C, (c) 400°C y(d)
450°C.

En estos espectros IR se observan las vibraciones del Ti-C, a 480 cm™ en los
espectros de 250°C a 400°C; ademas se observan las vibraciones del Ti-O-Ti,
asignadas a las bandas entre 500- 550 cm*(Fernandez, A. Guzman, A. 2007).
La banda del Ti-O se encuentra situada a 590 cm™ y las bandas a 626 cm™, 658
cm? y 920 cm se pueden asociar a modos vibracionales del enlace Ti-AcacH.

La banda caracteristica del TBT se encuentra ubicada a 808 cm (figura 4.36).

4.2.2.4. Espectros de IR del sistema de titanio 3:1

En la figura 4.37 se muestran los espectros IR correspondientes a polvos
ceramicos del sistema de titanio 3:1, tratadas térmicamente a diferentes

temperaturas por 2 horas.
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Figura 4.37. Espectros IR correspondientes a solidos del sistema de titanio 3:1
obtenidos por sol-gel y tratados térmicamente a diferentes temperaturas por dos horas.
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En la figura 4.38 se muestran los resultados del proceso de deconvolucion
realizado a los espectros IR de la figura 4.37, en la regién 400 a 1000 cm™

correspondiente a la huella digital del material.
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Figura 4.38. Deconvolucion de los espectros IR, region de 400 a 1000 cm,
correspondiente a solidos del sistema de titanio 3:1, sintetizado por el método sol-gel, y
tratadas térmicamente por dos horas a temperaturas de: (a) 200°C, (b) 300°C, (c) 400°C
y(d) 450°C.

En estos espectros se observan principalmente las bandas asociadas a las
vibraciones del TiOz2 (Ti-C, Ti-O-Ti, Ti-O). Las vibraciones del Ti-C se observan a
478 cm, las vibraciones del Ti-O-Ti se ubican a 500cm, y la del enlace Ti-O
asignadas a las bandas entre 584-609 cm™. Aunque este sistema tiene una

concentracion menor de acomplejante, con relacion al sistema anterior, también
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se pueden apreciar las bandas correspondientes a los modos vibracionales del
enlace Ti-AcacH a 624 cm™ ,652 cm™, 911 cm™ y 951 cm™.

4.2.3. Difraccion de rayos X

4.2.3.1. Difractogramas del material obtenido del secado

A continuacién se muestran los difractogramas de rayos X correspondientes a

solidos de los sistemas de titanio sin acacH, sistemas 2:1y sistemas 3:1.

I T T T T v T T T v T v 1
10 20 30 40 50 60 70

20

Figura 4.39. Difractogramas de rayos X de las muestras sdlidas secadas a 80°C/ 24h de
los sistemas de titanio: (a) sin acacH, (b) Ti:AcacH = 2:1y (c) Ti:AcacH = 3:1.

En los difractogramas de rayos X de la figura 4.39 se puede observar que el
material secado, a 80°C, era amorfo, independientemente del sistema. Esto esta
totalmente en concordancia con los resultados de FTIR, figura 4.32, donde hay
una alta cantidad de fase orgénica tal como lo indican las bandas que aparecen
en estos espectros, lo que no favorece la presencia de fases cristalinas en el

material.
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4.2.3.2. Difractogramas de las muestras del sistema de titanio sin AcacH

Los solidos obtenidos, al secar las muestras a 80°C, fueron sometidos a
tratamientos térmicos definidos con base en los resultados del analisis térmico
previamente realizado (figuras 4.27 a 4.30); las temperaturas utilizadas para el
tratamiento fueron: 350°C, 450°C y 500°C durante 2 horas.
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Figura 4.40. Difractogramas de rayos X correspondientes a los sdlidos del sistema de
titanio sin acacH, obtenidos por sol-gel y tratados térmicamente a diferentes
temperaturas por 2 horas.

En la figura 4.40 se muestran los difractogramas de rayos X correspondientes a
sélidos del sistema de titanio, sin acomplejante, ellos indican que los sélidos eran
amorfos, aln a una temperatura de 350°C. Al tratar la muestra a 450°C se logro
su cristalizacion obteniéndose como fase cristalina principal TiO2 anatasa (PDF
21-1272); la muestra tratada a 500°C, durante 2 horas, siguidé presentando el

TiO2 fase anatasa como principal fase cristalina.
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4.2.3.3. Difractogramas de las muestras del sistema de titanio 2:1

En la figura 4.41 se muestran los difractogramas de rayos X del polvo ceramico
gue contiene acomplejante, en una relacion 2:1, y que fue tratado térmicamente
a 350°C, 450°C y 500°C por 2 horas. Estos difractogramas indican que al tratar
el solido a 350°C, su estructura es amorfa y que al hacerlo a 450°C cristaliz6 el
sélido obteniéndose como principal fase cristalina el TiO2 anatasa. Igual que para
el caso anterior, la muestra tratada a 500°C, durante 2 horas, presentd como
principal fase cristalina el TiOz-anatasa (PDF 21-1272).
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Figura 4.41. Difractogramas de rayos X de los sélidos del sistema de titanio 2:1,
obtenidos por sol-gel y tratados térmicamente a diferentes temperaturas por 2 horas.

4.2.3.4. Difractogramas de las muestras del sistema de titanio 3:1

El difractograma de rayos X de la figura 4.42, correspondiente al sélido obtenido
de un sistema con acomplejante (relacion 3:1) y tratado térmicamente a 450°C
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durante 2 horas, presenté como fase cristalina principal el TiO2 — anatasa (PDF
21-1272).

*TiO, (PDF 21-1272)

Wb fa 450°C

Figura 4.42. Difractograma de rayos X correspondiente al sélido del sistema de titanio
3:1 obtenido por sol-gel y tratado térmicamente a 450 °C/ 2h.

4.2.4. Microscopia Electrénica de Transmision
4.2.4.1. Fotografias MET de muestras del sistema de titanio sin AcacH
En la figura 4.43, se muestran las fotografias tomadas con MET del polvo

ceramico sintetizado por sol-gel, sistema sin AcacH, tratado a 100°C, 450°C y
700°C, durante 2 horas.
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Figura 4.43. Fotografias obtenidas con MET de material en polvo, del sistema sin
AcacH, obtenido por el método sol-gel y tratado térmicamente a: (a) 100°C; (b) 450°C/2h
y (c) 700°C /2h.

En las fotografias de la figura 4.43 se observan particulas con formas
esferoidales, con un tamafo promedio de 100 nm y otras que superan los 500
nm de diametro. Se puede apreciar que, a medida que se aumenta la
temperatura a la que es tratada la muestra, las particulas se iban uniendo,
formando cuellos entre ellas, generando particulas de mayor tamafo, figura
4.43(a) y 4.43(b), favoreciendo la sinterizacion de las particulas primarias. En la
figura 4.43(c) se observan particulas esféricas irregulares de alrededor de ~100
nm que podrian estar relacionadas con la presencia de una nueva fase cristalina

en el sdlido, fase rutilo.

4.2.4.2. Fotografias MET de muestras del sistema de titanio 2:1

En la figura 4.44 se observan las fotografias tomadas con MET de muestras
solidas del sistema Ti:AcacH=2:1. En este sistema se encuentran particulas con
forma irregular y bordes agudos, con un tamafio mayor a 200 nm; el tamafio de
particula se redujo en comparacion con el sistema anterior. Al incrementar la

temperatura se observé la formacion de aglomerados de alrededor de 700 nm.
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Figura 4.44. Fotografias tomadas con MET del material en polvo obtenido del sistema
de titanio 2:1 sintetizado por sol-gel y tratado a: (a) 100°C; (b) 450°C/2h y (c) 700°C/2h.

4.2.4.3. Fotografias MET de muestras del sistema de titanio 3:1

En la figura 4.45 se observan las fotografias de muestras del sistema
Ti:AcacH=3:1. En la figura 4.44(a) se ven particulas de forma irregular, con
tamafnos superiores a los 100nm. Por otro lado, las figuras 4.44(b) y 4.44(c)
muestran que a medida que la temperatura se aumentaba, se formaron
aglomerados que contenian particulas pequefas, con forma irregular, de un

tamafio aproximado de 10nm.
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Figura 4.45. Fotografias obtenidas con MET de material en polvo, del sistema de titanio
3:1, obtenido por sol-gel y tratado a: (a) 100°C; (b) 450°C/2h y (c) 700°C/2h.

4.2.5. Microscopia Electronica de Barrido

4.2.5.1. Fotografias obtenidas con MEB de muestras sélidas del sistema de
titanio sin AcacH y sistema 2:1

En las figuras 4.46 y 4.47 se muestran las fotografias obtenidas con MEB de
solidos del sistema sin AcacH y sistema 2:1, respectivamente, tratadas a 450°C
por 2 horas. En ellas se observo la presencia de aglomerados mayores a 10 um,

compuesta de particulas menores a 1 pum.

Comparando las particulas obtenidas en los dos sistemas, se puede observar
gue la presencia del acomplejante, figura 4.47, reduce un poco la formacion de
aglomerados; en el sistema sin AcacH, figura 4.46, se obtuvieron aglomerados

de gran tamafio.
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Figura 4.46. Fotografias obtenidas con MEB del sélido del sistema de titanio sin AcacH
obtenido por sol-gel y tratado térmicamente a 450 °C/2h [aumentos (a) 1000X, (b) 2000X
y (c) 5000X].
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Figura 4.47. Fotografias obtenidas con MEB del soélido del sistema de titanio 2:1
obtenido por sol-gel y tratado térmicamente a 450 °C/2h [aumentos (a) 1000X, (b) 2000X
y (c) 5000X].
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CAPITULO 5

SINTESIS DE TiO, POR EL
METODO PECHINI
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En una de las etapas del método Pechini se obtiene una resina polimérica
donde se encuentran inmersos los cationes de interés. En la figura 5.1 se ilustra
la evolucion de la formacion de la resina en cada instante del proceso. En estas
fotografias se puede observar que la solucién de partida, figura 5.1(c), es
totalmente transparente y homogénea, y va sufriendo cambios apreciables a
simple vista, tanto en el color como en viscosidad, hasta que se forma la resina,
figura 5.1(j). Finalmente, la resina se calcin6é a una temperatura de 250 °C por 24

horas y se obtuvo el material de partida para realizar las siguientes etapas del

proyecto, figura 5.2.
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Figura 5.1. Fotografias que ilustran de la evolucién y formaciéon de la resina polimérica
durante el desarrollo del proceso Pechini.

Figura 5.2. Material pre-calcinado que se obtuvo durante el desarrollo del proceso
Pechini.
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5.1. Caracterizacion de los polvos obtenidos por el método Pechini

El material pre-calcinado, obtenido durante el desarrollo del proceso Pechini
(figura 5.2), se caracterizd utilizando diferentes técnicas y los resultados se

indican a continuacion.

5.1.1. Analisis térmico: curvas de ATD/TG

Los polvos cerdmicos obtenidos por el método pechini presentaron la
particularidad de tener gran cantidad de material organico ya que en este método
se utilizaron tanto acidos carboxilicos como alcoholes polivinilicos, que
favorecieron la formacion de la resina polimérica, que son compuestos

organicos.

En la figura 5.3, se muestran las curvas de ATD/TG obtenidas para el solido pre-
calcinado. Observando los resultados de ATD, figura 5.3, se ve un pico
endotérmico, ancho alrededor de 85°C, que corresponde a la pérdida de agua
absorbida en las muestras. Ademas, se aprecia un “hombro” endotérmico a
260°C asociado a la volatilizacion de otros compuestos como el amoniaco. En
esta curva son evidentes cuatro picos exotérmicos. El primero de ellos, a ~
355°C, que puede estar relacionado con la formacion de un oxicarbonato de
titanio, no estable, que a 460°C, segundo pico exotérmico, se oxidaria para dar
origen a un compuesto intermedio. El pico exotérmico a 540°C estaria
relacionado con la descomposicion de este compuesto intermedio que a 660°C

cristaliza como 6xido.

Por otro lado, en la curva TG (figura 5.3), se observa una pérdida de peso del
~7.5%, entre temperatura ambiente y 190°C, que se puede asociar a la
eliminacién del agua absorbida en el material. Entre 190°C y 360°C se observa

una pérdida de peso, del ~15.5%, que se puede deber a la eliminacion de
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compuestos volatiles, como el amonio, y entre esta temperatura y 500°C se
aprecia otra pérdida de peso de ~37% que corresponderia, principalmente, a la
oxidacion de la fase organica presente en la muestra, proceso que culmind
alrededor de los 680°C. De ahi en adelante, la masa del sélido permanece

constante y no se observé mas pérdida de peso.
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Figura 5.3. Curvas de ATD/TG correspondientes al soélido pre-calcinado obtenido
durante el desarrollo del proceso Pechini.

Con base en las curvas de ATD/TG, para los polvos cerdmicos obtenidos por el
meétodo pechini, se definié que la temperatura mas adecuada para la calcinacion
del material deberia ser mayor a 680°C. En este trabajo, se tratd térmicamente el
precalcinado a una temperatura de 450°C, durante 5 horas, considerando que a
esta temperatura ya se ha formado el compuesto intermedio, figura 5.3, y se
consider6 que con este tiempo de tratamiento se podia eliminar el carbono, que

aun existe en el sistema, y dar comienzo a la cristalizacion del éxido.
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Considerando los resultados de ATD/TG, y las apreciaciones anteriores, se
establecio una rampa de calentamiento que permiti6 que en el material
ocurrieran los procesos térmicos anteriormente mencionados; la velocidad de
calentamiento fue lo suficientemente baja para garantizar la oxidacion de la fase
organica presente en el solido pre-calcinado y la formacion de un material
inorganico medianamente cristalino. En la figura 5.4 se indica el cronograma de
calentamiento utilizado en este trabajo para obtener el TiO2 por el método
Pechini.

Jhoras

T; interes’

’
s

‘3 “Chnun

T ambiernte T ambierte

Figura 5.4. Programa de calentamiento utilizado en este trabajo para obtener los polvos
ceramicos de TiO, por el método Pechini.

Adicionalmente, el material solido pre-calcinado obtenido por el método Pechini
fue sometido a tratamientos térmicos, utilizando el programa de calentamiento
de la figura 5.4, a una temperatura final de 400, 500, 600 y 700°C, durante 3
horas, y a 450°C por 3, 5y 7 horas.

5.1.2. Espectroscopia Infrarroja

5.1.2.1. Espectro de infrarrojo del pre-calcinado obtenido.

En la figura 5.5 se muestra el espectro IR del material pre-calcinado obtenido en
el proceso Pechini. En este espectro se puede observar la banda que
corresponde a las vibraciones del agua a ~3415 cm™, y ~1640 cm? (flexién del
agua H-O-H); también estan presentes las bandas asociadas a la vibracion del

grupo carboxilico proveniente del acido citrico, a 1400 y 1708 cm-*.
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La banda alrededor de 2930 cmse puede asociar a la vibracién del grupo CH2
[41]. En este espectro de Calcinado, ademas, aparece un doblete en la region
entre 600 y 900 cm?; en esta zona deben estar presentes las bandas

caracteristicas del acido citrico y etilenglicol (617 cm, 768 cm™ y 872 cm™) [45].

Finalmente, las bandas que corresponden a las vibraciones del Ti-O estan
alrededor de 600 cm™ [41] y la banda a ~650 cm™ se puede asociar a la

vibracion del grupo funcional Ti-O-Ti.
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Figura 5.5. Espectro IR correspondiente al material pre-calcinado obtenido por el
método Pechini.

5.1.2.2. Efecto de latemperatura de tratamiento térmico

Se analizaron muestras de polvos ceramicos sometidos a tratamiento térmicos a
temperaturas de 400°C, 450°C, 500°C, 600°C y 700°C, por 3 horas. En la figura
5.6 se muestran los espectros correspondientes. Las bandas tipicas del agua, a

~ 3410 cmty ~1620 cm™, aparecen siempre en los espectros, independiente de
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la temperatura a la cual se tratd la muestra, disminuyendo su intensidad con el

incremento de la temperatura.

En el espectro IR de la muestra tratada a 400°C, se observaron las bandas a 480
cm?, correspondiente al enlace Ti-C, y las ubicadas a 566 cm™y 581 cm™ que se
pueden asociar a los enlaces que se forman entre el oxigeno y el titanio, O-Ti-O
[43]. A esta temperatura el doblete es menos intenso, condicion que pudo ser
ocasionada por la eliminacion de gran parte de la fase organica. En el espectro
IR de la muestra tratada a 450°C, es evidente la formacion de una banda ancha
a 500 cm?, que se va haciendo mas definida a medida que se incrementaba la
temperatura de tratamiento; esta banda debe ser caracteristica de la fase
inorganica presente en la muestra y se podria relacionar con enlaces Ti-O, Ti-OH
o Ti-O-Ti.
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Figura 5.6. Espectros IR correspondientes a sélidos obtenidos por el método Pechiniy
que fueron tratadas a diferentes temperaturas.
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Para conocer més sobre las bandas relacionadas con los modos vibracionales
del TiOz, se realiz6 un analisis de deconvolucion de los espectros infrarrojos, en
el modo absorbancia, en el intervalo entre 400 y 1000 cm™ porque es en esta
region donde se ubican las bandas de interés relacionadas con los enlaces Ti-O,
Ti-OH y Ti-C. La deconvolucién de estos espectros se muestra en la figura 5.7 y
estos correspondian a las muestras calcinadas a 250°C durante 24 horas, a
400°C, 450°C, 500 °C, 600 °C y 700 °C, durante 3 horas.

En el espectro IR correspondiente a la muestra tratada a 250°C aparece un
doblete en la regi6on entre 600 y 900 cm?' que estarian asociadas,
principalmente, a bandas caracteristicas del acido citrico y el etilenglicol (bandas
a 617 cm?, 637 cm,768 cm y 872 cm™). Para la muestra calcinada a 400 °C, el
espectro IR muestra las bandas a 443 y 480 cm™, correspondientes al enlace Ti-
C, las ubicadas a 566 cm™y 581 cm™ correspondientes a los enlaces formados
entre el oxigeno y el titanio, O-Ti-O y a en 787 cm™ que se pueden asociar al
enlace C-H alcano en modo de balanceo; a esta temperatura el doblete es
menos intenso, debido, posiblemente a que se ha eliminado gran parte de la fase
organica. En el espectro IR de la muestra tratada a 450°C son evidentes tres
bandas: a 467, 511 y 730 cm™, caracteristicas de la fase inorganica presente en
la muestra, concretamente estarian relacionados con los enlaces Ti-O y Ti-OH,

principalmente.

Observando los espectros de la figura 5.7, concretamente los correspondientes a
las muestras calcinadas a 250°C y 400°C, aunque ellos presentan algunas
diferencias su aspecto general es similar. Segun estos espectros, en estas
muestras existe fase organica y en el solido tratado a 400°C comienzan a ser
evidentes las bandas asociadas a los enlaces Ti-O, Ti-OH y Ti-C. Como se
indicara més adelante, con base en los resultados de DRX, el material en ese
rango de temperaturas fue amorfo. Por otro lado, en el espectro IR de la muestra

tratada a 450°C/3h fueron mas evidentes las bandas a bajos nimeros de onda,
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indicando la importancia de los enlaces Ti-O en esta muestra. También lo
destacaran los resultados de DRX, en el solido tratado a 450°C la fase
predominante fue la anatasa 0 sea que a esta temperatura la muestra

internamente presentaba un ordenamiento de largo rango.
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Figura 5.7. Deconvolucién de los espectros IR, en la regién de 1000 a 400 cm ! del
polvo ceramico sintetizado por el método Pechini, que fue sometido durante 3 horas a
diferentes tratamientos térmicos: (a) calcinado a 250°C, (b) 400°C, (c)450°C, (d) 500°C,
(e) 600°C y (f) 700°C.

En el espectro IR del sélido tratado a 500°C se observa un aumento en el area
de la banda ubicada entre 400 cm?® y 650 cm? lo que ocasiona que, al
deconvolucionarla, de origen a dos bandas situadas a 454 cm'y 599 cm™ que
se pueden asociar a modos vibracionales del enlace Ti-O (figura 5.7(d)). A 600
°C, el espectro presenté un hombro a ~455 cm™? y algunas de las bandas,
presentes en el espectro de la muestra tratada a 500°C, presentaron un
desplazamiento hacia niumeros de onda mas altos. Es necesario indicar que en
este rango de temperaturas, entre 500 y 600°C, normalmente se presenta la

transformacion de fase anatasa-rutilo en el TiO2[4].

Al realizar la deconvolucion del espectro IR de la muestra tratada a 700°C, se
obtuvieron tres bandas ubicadas a 513, 580 y 649 cm? que estarian
relacionadas con la formacion de enlaces Ti-O-Ti. Es de esperar que a esta
temperatura, 700°C, sea la fase rutilo la que predomine y por lo tanto las bandas

ubicadas a 560 y 674 cm™* deberian ser caracteristicas de esta fase.
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Los cuatro parametros que se obtuvieron, utilizando el software FITYK a los

espectros IR de interés, se indican en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Valores de los parametros mas importantes al realizar la deconvolucion de
las bandas que componen el espectro IR, en la region entre 400 y 1000 cm?, de la
muestra calcinada a 250°C y de las muestras tratadas térmicamente a 400, 450, 500,
600 y 700°C.

Muestra Centro Area (%) | Ancho Int. Altura
(cm™) (cm™) (cm™)

Calcinado 616.894 11.1278 157.437 0.0706808

a 250°C 637.142 0.468937 33.3444 0.0140635

767.514 5.19142 99.5074 0.0521712

871.918 14.3668 324.642 0.0442543

400°C/3h 442.902 52.8074 124.379 0.42457
479.791 10.6545 44.7989 0.237829

566.313 3.74761 53.7611 0.0697086

581.498 159.109 207.512 0.766746

787.358 54,9678 190.788 0.288109

450°C/3h 466.826 75.9037 190.873 0.397667
510.941 195.626 334.787 0.58433

729.597 23.5733 132.678 0.177673

500°C/3h 454.058 4.03335 36.035 0.111929
469.11 92.9613 177.367 0.524119

498.343 3.80416 52.8968 0.0719167

599.208 183.686 364.663 0.503714

812.441 7.31551 127.42 0.0574126

600°C/3h 455.322 1.46573 23.6823 0.0618915
510.192 6.41537 43.2535 0.14832

521.519 284.543 336.673 0.845161

737.098 10.2612 71.2909 0.143934

700°C/3h 513.346 90.4416 134.709 0.671383
580.432 26.9796 127.547 0.211527

649.346 99.2512 257.868 0.384891

Area Total(calcinado)= 25,83079; Area Total (400°C/3h)= 264,6336; Area Total (450°C/3h)= 232,07139.
Area Total (500°C/3h)=255,1976;Area Total (600°C/3h)= 234,30813; Area Total (750°C/3h)= 199,89531.

5.1.2.3. Efecto deladuraciéon del tratamiento térmico

La muestra que se tratd a 450 °C se sometid6 a este tratamiento durante

diferentes intervalos de tiempos, esto con el fin de determinar cémo

evolucionaban las bandas del espectro, para los diferentes tiempos de
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tratamiento considerados.

En la figura 5.8 se muestran los espectros IR correspondientes a muestras
tratadas a 450°C durante diferentes tiempos: 3, 5y 7 horas. Los espectros IR
presentaron la banda a 3440 cm, que se puede asociar al modo vibracional de
tension del H-OH, y la ubicada a 1630 cm™ que corresponde al modo de flexion
del agua. La banda ubicada a 1430 cm ! se podria asociar a la vibracion de
grupos organicos C-H residuales [41]. La region del espectro IR mas importante,
es el intervalo 1000 - 400 cm? y es donde se encuentran los enlaces Ti-O
caracteristicos de la fase anatasa. Se observa una banda, alrededor de 466 cm*
(figura 5.8) que se podria asignar a uno de los modos vibracionales del grupo
funcional Ti-O y las bandas cercana a 515 cm*y 715 cm™ corresponden a los
enlaces Ti-O-Ti [41].
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Figura 5.8. Espectros IR de los polvos ceramicos obtenidos por el método Pechini

correspondientes a las muestras tratadas térmicamente a: 450°C/3 horas, 450°C/ 5horas
y 450°C/7 horas.
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En la figura 5.9 se muestran los resultados al realizar el proceso de
deconvolucién de los espectros IR, en la region de 400 a 1000 cm?,

correspondientes a muestras tratadas a 450°C durante diferentes tiempos.
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Figura 5.9. Deconvolucién de los espectros infrarrojos, en la regién de 1000 a 400 cm™,
del polvo ceramico sintetizado por el método Pechini, y tratado a 4502C durante: (a) 3
horas, (b) 5 horas y (c) 7 horas.

En la tabla 5.2 se indican los valores de los parametros mas importantes del
proceso de deconvolucion de los espectros de la figura 5.9, en la region entre
400y 1000 cm™.

Tabla 5.2. Resultados obtenidos del proceso de deconvolucién de las bandas que
componen el espectro IR de las muestras tratadas térmicamente a 450°C durante
diferentes tiempos.

Muestra Center Area (%) | Ancho Int. Altura
(cm) (cm™) (cm?)
450°C/3h 466.826 75.9041 190.874 0.397666
510.936 195.644 334.816 0.584331
729.584 23.5647 132.638 0.177662
450°C/5h 434.244 1.8895 18.39 0.102746
470.138 21.5741 59.9845 0.359662
520.766 171.918 278.061 0.618274
627.375 6.92964 140.92 0.049174
683.532 57.5148 208.751 0.275519
450°C/7h 470.321 115.058 235.076 0.489451
500.923 199.358 424.232 0.469928
555.192 0.362191 11.1594 0.0324562
803.636 0.526454 20.3633 0.0258531

Area Total (450°C/3h)= 232,07139; Area Total (450°C/5h)= 243,50681; Area Total (450°C/7h)=
253,03083.
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En la Figura 5.10 se muestra la variacion del area integrada, Ao/At donde Ap es
el area de la banda correspondiente y At el area total de la banda experimental,
de las bandas mas importantes referenciadas en la tabla 5.2. La banda alrededor
de 466 cm™ presenta un valor de area integrada relativamente bajo, esto indica
poco aporte del modo vibracional Ti-O al sistema. La banda a 515 cm™, con un
valor de area integrada alta, es el modo vibracional que mas aporta al espectro

IR y corresponde al grupo funcional Ti-O-Ti.

466cm™

<
091 —<—515cm™
<
8 \
0,7 4 4

0,6 4

0,54

0,44

Area integrada (A/A,)

0,3

0,2

0,14

T T T
3 horas 5 horas 7 horas

Tiempo (horas)

Figura 5.10. Evolucion del é&rea integrada, Au/Atr, de los modos vibracionales
correspondientes a las bandas 466 y 515 cm™ correspondientes a los espectros IR de
muestras tratadas térmicamente a 450°C durante diferentes tiempos.

5.1.3. Difraccion de rayos X

Los difractogramas de rayos X de la figura 5.11 corresponden a sélidos
obtenidos por el método Pechini, y sometidos a diferentes tratamientos térmicos.
Estos difractogramas indican que las muestras eran aun amorfas a 350°C y que
a 450°C se cristalizaron obteniéndose la fase anatasa (PDF 21-1272). Al tratar
la muestra a 450°C durante diferente tiempo, 5 y 7 horas, se observd que la

anatasa se mantuvo como principal fase cristalina en el diéxido.
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) *Ti0, (PDF 21-1272)
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Figura 5.11. Difractogramas de rayos X correspondientes al sistema de titanio, pH 9,
tratadas a 450°C por 5y 7 horas. Adicionalmente se han colocado los difractogramas de
la muestra calcinada y tratada a 350°C/3 horas.

5.1.4. Microscopia Electrénica de Transmision

Para conocer el tamafio y la morfologia de las particulas presentes en las
muestras se utiliz6 Microscopia electronica. Las fotografias tomadas a las

muestras, tratadas a diferentes temperaturas, se muestran en la figura 5.12.

En la figura 5.12(a) se observan particulas con forma irregular y bordes suaves,
de tamafios superiores a los 100 nm. Por otro lado, a medida que se aumenta la
temperatura de tratamiento, figuras 8(b) y 8(c), se forman aglomerados de forma
irregular 'y que contienen particulas primarias con un tamafio aproximado de
10nm.
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(b)

Figura 5.12. Fotografias obtenidas con MET de muestras sélidas de TiO,, obtenidas por
el método de Pechini, y tratadas a: (a) 250°C, (b) 450°C/3h y (c) 500°C/3h.

En la figura 5.13 se muestran las fotografias obtenidas con MET de sélidos
sintetizados por el método Pechini y tratados a 450°C durante 3, 5y 7h.

/0K
2287 800KV KINK 106ma)

Figura 5.13. Fotografias obtenidas con MET de muestras solidas de TiO», obtenidas por
el método de Pechini, y tratadas a: (a) 450°C/3h, (b) 450°C/5h y (c) 450°C/7h.

Si se observan las particulas tratadas a 450°C, figura 5.13(a), estas eran

irregulares con un tamafio de aproximadamente 50 nm. Ademas, se aprecia que

160



al aumentar el tiempo de residencia del sélido, a esta temperatura, favorecio la
formacién de particulas mas finas con bordes suaves, y un tamafio de
aproximadamente 100 nm, por lo que utilizando este método de sintesis se

puede garantizar la obtencion de particulas de tamafio nanométrico.

5.1.5 Microscopia Electrénica de Barrido

En la figura 5.14 se observan las fotografias obtenidas con MEB de la muestra

sintetizada por el método Pechini, y que fue tratada a 450°C durante 3 horas.

AccV SpotMagn Det WD Exp F—— 20pm AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10um
4200kV 40 1000x SE 938 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 200KV 40 2000x SE 98 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 6um
200kv 40 5000x SE 97 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 5.14. Fotografias obtenidas con MEB del sélido sintetizado por Pechini, y tratado
térmicamente a 450 °C durante 3 horas, [aumentos (a)1000X, (b)2000X vy (c)5000X].
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En las fotografias de la figura 5.14 se observan particulas, realmente agregados,
entre 5 y 15 um, con una textura superficial muy fina. EI método de Pechini

favorece la obtencion de agregados debido a la gran sinterabilidad de las

particulas primarias.
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CAPITULO 6

EFECTO FOTOCATALITICO DEL TiO
SOBRE FIBROBLASTOS DE PIEL
HUMANA NORMAL Y CELULAS
CANCERIGENAS DE PIEL
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El desarrollo experimental para determinar el efecto fotocatalitico del TiOz, se
llevé a cabo usando fibroblastos de piel humana normal (FPHN) y células de
cancer de piel tipo melanoma (linea celular Hs 688(A).T CRL-7425), adquirida al
American Type Tissue Culture (ATCC), las cuales fueron tratadas con ciertos
valores de energia y concentracion de TiO2z, definidos a partir de la prueba

preliminar que se muestra en el ANEXO lII.

6.1. Disefio experimental

Para determinar el efecto citotoxico del TiOz, de la radiacion y del efecto de la
interaccion del tiempo de exposicion a la radiacion y la concentracion de TiO2
sobre los cultivos de FPHN y melanoma, el analisis estadistico se dividié en
varias etapas experimentales. El disefio de cada etapa experimental se realiz6
utilizando el Software Estadistico STATGRAPHICS Plus 5.1, para lo cual se
tomaron tres réplicas por corrida sin puntos centrales, un nivel de significancia
(a) de 0,05 y como variable de respuesta la densidad Optica medida con el kit
XTT.

6.1.1. Efecto citotoxico del TiO2 sobre fibroblastos de piel humana normal

Para estudiar el efecto citotoxico del catalizador en ausencia de radiacion se uso
un disefio factorial completo con 4 factores (tiempo de exposicion al TiOz,
concentracion de TiO2, método de obtencion del TiOz y tiempo de proliferacion),
con dos niveles para el tiempo de exposicion (45, 90 minutos), cinco niveles para
la concentracion (0, 25, 50, 75, 100 ppm), dos niveles para el método de
obtencion (0, 1), donde O representa Pechini y 1 representa sol gel y 5 niveles
para el tiempo de proliferaciéon (1, 2, 3, 4, 5 dias). El disefio experimental se
muestra en la ANEXO V tabla A.7.
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6.1.2. Efecto citotéxico de la radiacion UV sobre fibroblastos de piel

humana normal

Para estudiar el efecto citotoxico de la radiacion, en ausencia de catalizador, se
uso un disefio factorial completo general con 3 factores (tiempo de exposicion a
la radiacion, radiacion y tiempo de proliferacion), con dos niveles para el tiempo
de exposicion (45, 90 minutos), dos niveles para la radiacion (0, 1), donde 0
representa sin radiaciéon y 1 con radiacién, y 5 niveles para el tiempo de
proliferacion (1, 2, 3, 4, 5 dias). El disefio experimental se muestra en el ANEXO
V tabla A.8.

6.1.3 Efecto citotéxico de los factores tiempo de exposicién a la
radiacion y concentracion de TiO2 sobre fibroblastos de piel humana

normal

Con el fin de estudiar el efecto citotoxico de los factores radiaciéon y
concentracion del catalizador, y observar un posible fendmeno fotocatalitico, se
uso un disefio factorial completo general con 4 factores (tiempo de exposicion al
TiO2 y a la radiacion, concentracion de TiOz, método de obtencion del TiOz2 y
tiempo de proliferacion), con dos niveles para el tiempo de exposicién (45, 90
minutos), cuatro niveles para la concentracion (25, 50, 75, 100 ppm), dos niveles
para el método de obtencién (0, 1), donde O representa Pechini y 1 representa
sol gel, y 5 niveles para el tiempo de proliferacion (1, 2, 3, 4, 5 dias). El disefio

del experimento se muestra en el ANEXO V tabla A.9.
Se excluye del experimento el nivel de concentracion de TiO2 de cero (0) ppm

(control medio, 10 % SFB), debido a que su estudio se realiz6 en el disefio

planteado en la seccién 6.1.1.
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6.1.4. Efecto citotoxico del TiOz sobre el cancer de piel tipo melanoma

Para estudiar el efecto citotoxico del catalizador, en ausencia de radiacion, se
uso6 un disefio factorial completo con 4 factores (tiempo de exposicion al TiOz,
concentracion de TiO2, método de obtencién del TiOz y tiempo de proliferacion),
con dos niveles para el tiempo de exposicion (45, 90 minutos), cinco niveles para
la concentracién (0, 25, 50, 75, 100 ppm), dos niveles para el método de
obtencion (0, 1), donde 0 representa Pechini y 1 representa sol gel y 5 niveles
para el tiempo de proliferacion (1, 2, 3, 4, 5 dias). El disefio experimental se
muestra en la ANEXO V tabla A.10.

6.1.5. Efecto citotoxico de la radiacion UV sobre el cancer de piel tipo

melanoma

Para estudiar el efecto citotoxico de la radiacion, en ausencia de catalizador, se
us6 un disefio factorial completo general con 3 factores (tiempo de exposicion a
la radiacion, radiacion y tiempo de proliferacién), con dos niveles para el tiempo
de exposicion (45, 90 minutos), dos niveles para la radiacion (0, 1), donde O
representa sin radiacion y 1 con radiacion, y 5 niveles para el tiempo de
proliferacion (1, 2, 3, 4, 5 dias). El disefio experimental se muestra en el ANEXO
V tabla A.11.

6.1.6. Efecto citotéxico de los factores tiempo de exposicion a la

radiacion y concentracion de TiOz sobre el cancer de piel tipo melanoma

Con el fin de estudiar el efecto citotoxico de los factores radiacion y
concentracion del catalizador, y observar un posible fenbmeno fotocatalitico, se
uso un disefio factorial completo general con 4 factores (tiempo de exposicion al
TiO2 y a la radiacion, concentracion de TiO2, método de obtencion del TiO2z y

tiempo de proliferacion), con dos niveles para el tiempo de exposicion (45, 90
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minutos), cuatro niveles para la concentracion (25, 50, 75, 100 ppm), dos niveles
para el método de obtencién (0, 1), donde O representa Pechini y 1 representa
sol gel, y 5 niveles para el tiempo de proliferaciéon (1, 2, 3, 4, 5 dias). Se muestra

el disefio del experimento en el ANEXO V tabla A.12.

Se excluye del experimento el nivel de concentracion de TiO2 de cero (0) ppm
(control medio, 10% SFB), debido a que su estudio se realiz6 en el disefo

planteado en la seccién 6.1.1.

6.2. Descripcién de la prueba

6.2.1. Preparacion de las microplacas

Los FPHN y el melanoma fueron sembrados en las placas de cultivo un dia
antes de la prueba experimental, utilizando el procedimiento de siembra
siguiente:
1. Descartar el medio de cultivo de las botellas de cultivo.
2. Lavar las células 3 veces con PBS (Phosphate Buffered Saline)
3. Adicionar 2mL de solucion de tripsina/EDTA al 0,25% e incubar la botella
de cultivo por 5 minutos para resuspender las células. Verificar el
desprendimiento de las células observando la placa de cultivo bajo el
microscopio.
4. Adicionar a la botella 5 mL de medio de cultivo HMEM para inhibir el efecto
de la tripsina.
5. Transvasar el contenido de la botella de cultivo a un tubo de 15 mL para
centrifuga. Centrifugar las células a 1500 RPM durante 5 minutos descartando
el medio sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en 10 mL de
medio de cultivo nuevo.

6. Determinar el nimero de células por medio de tincién con azul de tripam.
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7. Sembrar 5000 células por pozo en las microplacas de cultivo y agregar 200
ML del medio de cultivo HMEM, con 10% de suero fetal bovino, a cada uno de
los pozos que contienen células.

8. Poner las placas de cultivo en la incubadora, por 24 horas, hasta el inicio
de la prueba.

9. Preparar soluciones con medio de cultivo HMEM y dioxido de titanio a 0, 25,
50, 75y 100 ppm.

Todos los procedimientos se realizaron en cabina de flujo laminar tipo A2B3 de

la siguiente figura.

Figura 6.1. Cabina de flujo laminar tipo A2B3.

6.2.2. Desarrollo de la prueba

Las soluciones de dioxido de titanio fueron adicionadas a los pozos de las placas
de cultivo, de acuerdo a la configuracibn mostrada en la tabla 6.1. Luego, las
placas que contenian FPHN y células cancerigenas, fueron rotuladas como Con
radiacion 45 min, Sin radiacion 45 min, Con radiacion 90 min y Sin radiacion 90
min. Todas las placas fueron puestas dentro del reactor sobre una placa de
agitacion, a 300 RPM; adicionalmente, las placas Sin radiacién 45 min y Sin
radiacion 90 min se cubrieron con papel aluminio para evitar el efecto de
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cualquier tipo de radiacion. Las especificaciones del reactor se encuentran en el
ANEXO IV.

Pasados 45 minutos de exposicién, las placas rotuladas como Con radiacion 45
min y Sin radiacion 45 min fueron retiradas del reactor. La solucion reactiva del
Kit XTT fue adicionada a las placas de cultivo y estas fueron colocadas en la
incubadora por espacio de una hora. Pasada una hora, las placas fueron
llevadas al lector de placas ELISA (STAT FAX — 2100, AWARE TECHNOLOGY
INC) para medir los resultados Densidad Optica (D.O) que se correlaciona con la
actividad metabdlica celular. El anterior procedimiento se repitié para las placas
rotuladas como Con radiaciéon 90 min y Sin radiacién 90 min, correspondientes a

90 minutos de exposicion.

Tablas 6.1. Configuracion de las microplacas con radiacién y sin radiacion a 45 y 90
minutos.

1 12 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 /|11 |12

B |[1S[1S[1S[2S|2S|2S|3S|3S|3S|4S[4S|4S
© () [(©) | (0)(0) ()] ()] ()]|(0)]() ]
C|1S|1S|1S[2S|2S|2S|3S|3S|3S[4S|4S|4S
RO ORRORRORROREORNCRECORECRECRNEY
5S [5S [5S [6S|6S|6S|7S|7S|7S
E |1C|1Cc|1Cc|2Cc|2C|2C|3C|3C|3C|4C|4C|4C
© () [(©) | (0)(0)(0)] ()] (0)]|(0)](0)]|(O)](0)
F |1c|1c|1c|2c|2c|2c|3C|3C|3C|4C|4C|4C
OOOO Q@@ O[O O O @
G |5C|5C|5C|6C|6C|6C|7C|7C|7C
H

S: Células sanas, C: Células cancerigenas, 0: Método Pechini, 1: Método sol gel
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Convencién Réplicas Convencion Réplicas
Células, TiO2 [100 ppm] 3 6 | Células + SFB 5% CB U 3
Células, TiO2 [75 ppm] 7 | Células + SFB 10% CN <> 3
Células, TiO2 [50 ppm]
Células, TiO2 [25 ppm]
Células + SFB 15% CA 1l

QR WINF

Wwlwlw

Figura 6.2. Proceso de llenado de las microplacas.

6.3. Resultados obtenidos

Los datos de densidad 6ptica obtenidos, correspondientes a las lecturas de XTT
de los FPHN y melanoma cultivados en placas con TiO2, con radiacion y sin
radiacion, a 45 y 90 minutos, se indican en las tablas 6.2 a 6.9. Estos resultados

muestran los promedios de las réplicas a lo largo de los 5 dias de lectura.

Tabla 6.2. Resultados de Densidad Optica para FPHN Sin Radiacion utilizando dioxido
de titanio sintetizado por el método sol gel.

Tiempo | Tiempo Control | Control | Control
100 ppm |75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto
(sin TiO,) | (sin TiOy) | (sin TiOy)
1 dia 0,859 0,887 | 0,885 | 0,863 | 0,847 | 0,892 | 0,960

2 dias 0,941 0,961 | 0,958 | 0,940 | 0,916 | 0,972 | 1,038
3 dias 1,026 1,045 | 1,044 | 1,021 | 0,996 | 1,067 | 1,100
4 dias 1,122 1,145 | 1,146 | 1,121 | 1,091 | 1,173 | 1,161

Exp. (min) | envejec.

45
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5 dias 1,220 1,239 | 1,239 | 1,215 | 1,185 | 1,279 | 1,234
1 dia 0,874 0,882 | 0,880 | 0,864 | 0,819 | 0,885 | 0,908
2 dias 0,970 0,970 | 0,964 | 0,958 | 0,893 | 0,970 | 0,995
90 3 dias 1,067 1,065 | 1,059 | 1,053 | 0,991 | 1,061 | 1,068
4 dias 1,179 1,175 | 1,161 | 1,160 | 1,110 | 1,166 | 1,150
5 dias 1,282 1,280 | 1,261 | 1,267 | 1,224 | 1,266 | 1,224

Tabla 6.3. Resultados de Densidad Optica para FPHN Con Radiacion utilizando diéxido
de titanio sintetizado por el método sol gel.

Tiempo Tiempo Control [ Control [ Control
100 ppm | 75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy,) | (sin TiOy)
1 dia 0,880 0,896 0,903 0,885 0,909 0,987 1,005

2 dias 0,960 0,959 | 0,972 | 0,964 | 0,972 | 1,056 | 1,080
45 3 dias 1,042 1,045 | 1,055 | 1,044 | 1,058 | 1,136 | 1,142
4 dias 1,136 1,137 | 1,150 | 1,137 | 1,159 | 1,226 | 1,214
5 dias 1,226 1,226 | 1,237 | 1,228 | 1,260 | 1,322 | 1,281
1 dia 0,888 0,898 | 0,891 | 0,879 | 0,828 | 0,907 | 0,905
2 dias 0,977 0,974 | 0,973 | 0,976 | 0,896 | 0,983 | 0,988
90 3 dias 1,079 1,074 | 1,072 | 1,071 | 0,996 | 1,080 | 1,063
4 dias 1,184 1,183 | 1,180 | 1,181 | 1,113 | 1,184 | 1,143
5 dias 1,287 1276 | 1,282 | 1,286 | 1,223 | 1,286 | 1,217

Exp. (min) | envejec.

Tabla 6.4. Resultados de Densidad Optica para Células Cancerigenas Sin Radiacion
utilizando diéxido de titanio sintetizado por el método sol gel.

Tiempo | Tiempo Control [ Control [ Control
100 ppm |75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy) | (sin TiOy)
1 dia 0,930 0,951 0,924 0,935 0,946 0,986 1,137

2 dias 1,013 1,022 | 0,994 | 1,014 | 1,015 | 1,098 | 1,215
45 3 dias 1,096 1,107 | 1,078 | 1,094 | 1,106 | 1,176 | 1,270
4 dias 1,168 1,203 | 1,177 | 1,193 | 1,198 | 1,267 | 1,302
5 dias 1,270 1,297 | 1,273 | 1,292 | 1,304 | 1,355 | 1,372

Exp. (min) | envejec.
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1 dia 0,916 0,908 | 0,924 | 0,905 | 0,856 | 0,948 | 0,996
2 dias 1,009 0,991 | 1,009 | 1,003 | 0,932 | 1,033 | 1,084
90 3 dias 1,108 1,087 | 1,109 | 1,096 | 1,035 | 1,127 | 1,155
4 dias 1,224 1,200 | 1,219 | 1,209 | 1,145 | 1,224 | 1,225
5 dias 1,331 1,307 | 1,325 | 1,316 | 1,256 | 1,321 | 1,296

Tabla 6.5. Resultados de Densidad Optica para Células Cancerigenas Con Radiacion
utilizando diéxido de titanio sintetizado por el método sol gel.

Tiempo Tiempo Control [ Control [ Control
100 ppm | 75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy,) | (sin TiOy)
1 dia 0,949 0,949 0,972 0,917 0,962 1,047 1,131

2 dias 1,029 1,020 | 1,046 | 1,001 | 1,030 | 1,124 | 1,212
45 3 dias 1,117 1,106 | 1,132 | 1,081 | 1,115 | 1,204 | 1,270
4 dias 1,215 1,203 | 1,225 | 1,174 | 1,217 | 1,292 | 1,334
5 dias 1,315 1,298 | 1,319 | 1,270 | 1,316 | 1,376 | 1,394
1 dia 0,904 0,910 | 0,912 | 0,884 | 0,866 | 0,932 | 0,959
2 dias 0,995 0,990 | 0,994 | 0,974 | 0,935 | 1,012 | 1,047
90 3 dias 1,095 1,087 | 1,094 | 1,069 | 1,035 | 1,102 | 1,118
4 dias 1,211 1,199 | 1,202 | 1,177 | 1,152 | 1,202 | 1,196
5 dias 1,315 1,301 | 1,307 | 1,282 | 1,257 | 1,297 | 1,265

Exp. (min) | envejec.

Tabla 6.6. Resultados de Densidad Optica para FPHN Sin Radiacién utilizando dioxido
de titanio sintetizado por el Pechini.

Tiempo | Tiempo Control [ Control [ Control
100 ppm | 75 ppm | 50 ppm | 25 ppM | Baio | Medio | Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy) | (sin TiOy)
1 dia 0,868 0,891 | 0,883 | 0,880 | 0,847 | 0,892 | 0,960

2 dias 0,951 0,965 | 0,955 | 0,961 | 0,916 | 0,972 | 1,038
45 3 dias 1,036 1,053 | 1,042 | 1,045 | 0,996 | 1,067 | 1,100
4 dias 1,143 1,152 | 1,139 | 1,144 | 1,091 | 1,173 | 1,161
5 dias 1,243 1,253 | 1,241 | 1,244 | 1,185 | 1,279 | 1,234

Exp. (min) | envejec.
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1 dia 0,882 0,869 | 0,872 | 0,863 | 0,819 | 0,885 | 0,908
2 dias 0,982 0,961 | 0,960 | 0,960 | 0,893 | 0,970 | 0,995
90 3 dias 1,078 1,050 | 1,059 | 1,055 | 0,991 | 1,062 | 1,068
4 dias 1,198 1,173 | 1,170 | 1,164 | 1,110 | 1,166 | 1,150
5 dias 1,306 1,281 | 1,279 | 1,272 | 1,224 | 1,266 | 1,224

Tabla 6.7. Resultados de Densidad Optica para FPHN Con Radiacion utilizando diéxido
de titanio sintetizado por el método Pechini.

Tiempo Tiempo Control [ Control [ Control
100 ppm | 75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy) | (sin TiOy)
1dia 0,883 0,878 0,883 0,873 0,909 0,987 1,005

2 dias 0,962 0,950 | 0,951 | 0,951 | 1,006 | 1,056 | 1,080
45 3 dias 1,050 1,029 | 1,028 | 1,030 | 1,058 | 1,136 | 1,142
4 dias 1,150 1,125 | 1,121 | 1,128 | 1,159 | 1,228 | 1,214
5 dias 1,236 1,218 | 1,215 | 1,222 | 1,260 | 1,322 | 1,281
1 dia 0,874 0,872 | 0,884 | 0,876 | 0,828 | 0,907 | 0,905
2 dias 0,973 0,955 | 0,970 | 0,970 | 0,896 | 0,983 | 0,988
90 3 dias 1,073 1,051 | 1,065 | 1,074 | 0,996 | 1,080 | 1,063
4 dias 1,182 1,159 | 1,179 | 1,187 | 1,113 | 1,184 | 1,143
5 dias 1,286 1,258 | 1,283 | 1,295 | 1,223 | 1,286 | 1,217

Exp. (min) | envejec.

Tabla 6.8. Resultados de Densidad Optica para Células Cancerigenas Sin Radiacion
utilizando diéxido de titanio sintetizado por el método Pechini.

Tiempo | Tiempo Control [ Control [ Control
100 ppm | 75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy) | (sin TiOy)
1dia 0,931 0,916 0,933 0,933 0,946 0,986 1,137

2 dias 1,016 0,989 | 1,003 | 1,016 | 1,015 | 1,098 | 1,192
45 3 dias 1,099 1,078 | 1,088 | 1,094 | 1,106 | 1,176 | 1,270
4 dias 1,180 1,174 | 1,183 | 1,190 | 1,198 | 1,267 | 1,302
5 dias 1,280 1,265 | 1,273 | 1,279 | 1,304 | 1,355 | 1,372
90 1 dia 0,903 0,903 | 0,906 | 0,894 | 0,856 | 0,948 | 0,996

Exp. (min) | envejec.
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2 dias 0,993 0,993 | 0,990 | 0,988 | 0,932 | 1,033 | 1,084
3 dias 1,090 1,000 | 1,088 | 1,084 | 1,035 | 1,127 1,155
4 dias 1,203 1,206 | 1,199 | 1,194 | 1,145 | 1,224 | 1,225
5 dias 1,308 1,299 | 1,301 | 1,295 | 1,256 | 1,321 | 1,296

Tabla 6.9. Resultados de Densidad Optica para Células Cancerigenas Con Radiacion
utilizando dioxido de titanio sintetizado por el método Pechini.

Tiempo | Tiempo Control | Control | Control
100 ppm | 75 ppm | 50 ppm | 25 ppm Bajo Medio Alto

(sin TiOy) | (sin TiOy,) | (sin TiOy)
1dia 0,934 0,958 0,971 0,938 0,962 1,047 1,131

2 dias 1,014 1,028 | 1,043 | 1,019 | 1,030 | 1,124 | 1,212
45 3 dias 1,102 1,117 | 1,128 | 1,101 | 1,115 | 1,204 | 1,270
4 dias 1,162 1,214 | 1,226 | 1,198 | 1,217 | 1,292 | 1,334
5 dias 1,287 1,304 | 1,316 | 1,289 | 1,316 | 1,376 | 1,394
1 dia 0,892 0,906 | 0,905 | 0,891 | 0,866 | 0,932 | 0,959
2 dias 0,976 0,982 | 0,981 | 0,983 | 0,935 | 1,012 | 1,047
90 3 dias 1,075 1,086 | 1,084 | 1,081 | 1,035 | 1,102 | 1,118
4 dias 1,185 1,194 | 1,188 | 1,190 | 1,152 | 1,202 | 1,196
5 dias 1,287 1,295 | 1,290 | 1,294 | 1,257 | 1,297 | 1,265

Exp. (min) | envejec.

6.4. Anélisis de resultados

El analisis estadistico se realizo utilizando un analisis multifactorial de varianza
para la densidad optica (ANOVA) en cada disefio experimental propuesto. Se
usé el Software Estadistico STATGRAPHICS Plus 5.1 para los calculos
estadisticos y las graficas obtenidas determinaron qué factores tenian un efecto
estadisticamente significativo; ademas se analizaron las interacciones
significativas entre los factores. Adicionalmente se hizo un analisis descriptivo de
las curvas de crecimiento celular usando las lecturas obtenidas después del

primer dia, hasta el quinto dia, debido a que en el tiempo entre 0 y 24 horas el
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metabolismo celular se ajustaba a las nuevas condiciones del medio e iniciaba la

proliferacion (multiplicacion celular).

6.4.1. Efecto citotéxico del TiO2 sobre fibroblastos de piel humana normal

Los resultados indicados en las dos tablas 6.2 y 6.6, (sin tomar en cuenta las
columnas control bajo y control alto), fueron analizados por medio del analisis de
varianza que se muestra en el ANEXO VI tabla A.13; la figura 6.3 muestra que

los datos experimentales se encuentran estadisticamente distribuidos.
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Figura 6.3. Grafico de residuos de Absorbancia de datos obtenidos experimentalmente
considerando el efecto del TiO,, sintetizado por los métodos sol gel y Pechini, sobre
FPHN.

Como se observa en el ANOVA (ANEXO VI tabla A.13), los valores P obtenidos
para los factores: tiempo de exposicion, concentracion de TiO2, método de
sintesis del TiO2 y tiempo de proliferacion, ademas de las seis interacciones
entre las variables, son menores que el nivel de significancia (a=0,05), lo que
proporciona un nivel de confianza del 95%. Esto indica que, los diversos factores
e interacciones tienen diferencias por lo tanto presentan efectos

estadisticamente significativos sobre la variable respuesta.
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En la figura 6.4 se muestra el grafico de Pareto que es la representacion grafica
de la ANOVA vy la estandarizacion de los datos presentando la variabilidad en

absorbancia de los distintos segmentos separados para cada uno de los efectos.
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Figura 6.4. Grafico de Pareto de cada una de las variables analizadas en la ANOVA
considerando el efecto del TiO2, obtenido por el método sol gel y Pechini, sobre FPHN.

En la grafica de Pareto, figura 6.4, se observa que el tiempo de proliferacién
produce un cambio significativo en la absorbancia, ademas del tiempo de
exposicion y la concentracion al TiO2; estos factores afectan la variable
respuesta de manera positiva, mientras que el método de sintesis del TiO2 no
tiene efectos estadisticamente significativos y, por lo tanto, no afecta de manera

relevante la variable respuesta.

Para conocer cuales son las diferencias significativas se realiz6 un Test de
Rangos Mdltiples, (ANEXO VI tablas A.14 a A.16), que compara los niveles de
los factores por pares.

En primer lugar, en la tabla A.14 se indican los datos correspondientes a los
distintos niveles o grupos que toma el factor concentracion de TiOz, asi como el
tamafio de la muestra (Porcentaje Recuento.) y la media muestral obtenida para
la variable de analisis (Media) en cada nivel. A la derecha aparece el campo
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Grupos Homogéneos, que da las diferencias marcando cada grupo con uno o
mas asteriscos que se interpretan de la siguiente manera: se considera
significativamente diferente, a un nivel de confianza determinado, a las medias
de aquellos grupos que no tienen ningun asterisco en la misma columna; No se
puede concluir que hayan diferencias entre los grupos en caso contrario. En este
caso no aparecen diferencias significativas entre las concentraciones de TiOz, en
FPHN, de 50 ppm y 100 ppm, mientras que estas si presentan diferencias
significativas si se comparan con las demas concentraciones. Ademas, las
concentraciones de 50 ppm, 75 ppm y 100 ppm aparecen como
significativamente mejores, el promedio de concentracidbn es mayor, que la
concentracion a 25 ppm. La segunda parte de la tabla presenta la misma
informacion en diferente formato. Para cada posible par de grupos (Contraste)
aparece la diferencia entre sus medias muestrales (Diferencias) y un asterisco si

ésta es estadisticamente significativa.

En la tabla A.15 se observan los niveles que toma el factor método de sintesis
de TiO2, ademas del tamafio de la muestra y la media muestral, obtenidos para
la variable de andlisis en cada grupo. En el campo Grupos Homogéneos
aparecen diferencias significativas entre los dos métodos de sintesis: sol-gel y

Pechini; el método Pechini es ligeramente mas significativo que el método sol -

gel.

En la tabla A.16 se observan los niveles que toma el factor tiempo de
exposicion al TiO2. El tamafio de la muestra y la media muestral obtenidos para
la variable de analisis en cada grupo. En el campo Grupos Homogéneos
aparecen diferencias significativas entre los dos tiempos de exposicion al dioxido
de titanio: 45 minutos y 90 minutos. Ademas, la exposicion durante 90 minutos al

TiO2, es més significativa que durante 45 minutos.
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El analisis anterior est4 soportado por las curvas de las figuras 6.5, gréfica de

efectos principales, y 6.6, graficas de superficies de respuesta.
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Figura 6.5. Grafico de efectos principales, de las diferentes variables analizadas,
considerando para el efecto del TiO2, obtenido por el método sol gel y Pechini, sobre
FPHN.

Las figuras 6.5 y 6.6 indican que los niveles de los factores estadisticamente
mas significativos, considerando el efecto del TiO2 sobre los FPHN,
corresponden a 90 minutos de exposicion al diéxido de titanio, sintetizado por el

meétodo Pechini y con una concentracion de ~84 ppm.
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Figura 6.6. Graficas de superficie de respuesta: método vs concentracion (a) y tiempo
de exposicion vs concentracion (b), analizando el efecto del TiO,, sintetizado por el
método sol gel y Pechini, sobre FPHN.

Ademas, los valores de absorbancia se incrementaron a medida que aumentaba
el tiempo de proliferacion, tal como se observa en la grafica de PARETO (figura
6.4).

Las figuras 6.7 y 6.8, dan soporte a los resultados obtenidos estadisticamente ya
gue muestran que las curvas de crecimiento celular para diferentes
concentraciones de TiOz, presentan valores de densidad Optica mayores que la
curva de crecimiento del control bajo (5% SFB), sin radiacién. El control bajo
proporciona las condiciones de menor actividad metabdlica para las células, es
decir, las condiciones minimas de medio para que las células permanezcan
vivas; por lo tanto, se puede concluir que la exposicion de los FPHN a
concentraciones entre 0 y 100 ppm de TiO2, durante 45 y 90 minutos en
presencia de este Oxido sintetizado por sol gel o Pechini, no disminuye la

actividad metabdlica celular ni altera de las condiciones de cultivo.
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Figura 6.7. Proliferacion de FPHN al exponer el sistema durante 45 minutos al dioxido
de titanio (fase anatasa), obtenido por los métodos: sol gel (a) y Pechini (b).
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Figura 6.8. Proliferacién de FPHN al exponer el sistema durante 90 minutos al diéxido
de titanio (fase anatasa), obtenido por los métodos: sol gel (a) y Pechini (b).

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, y los estudios realizados
por otros investigadores [27], se puede concluir que para las concentraciones de
TiO2, sintetizados por los dos métodos, a que fueron expuestos durante cierto
tiempo los FPHN, en ausencia de radiacion, no tienen efectos citotoxicos sobre
ellas.

Ademas en las figuras anteriores (figuras 6.7 y 6.8), se puede observar que el
tratamiento utilizado no produce efectos inhibitorios en la proliferacion celular
debido a que las curvas de crecimiento, a 45 y 90 minutos de exposicion al TiO2
sintetizado por los diferentes métodos y para diferentes concentraciones del

oxido, tienen una tendencia creciente.

6.4.2. Efecto citotoxico del TiO2 sobre céancer de piel tipo melanoma

Los datos de lastablas 6.4 y 6.8 fueron analizados por medio del analisis de
varianza y los resultados se muestran en el ANEXO VI tabla A.17; la figura 6.9
muestra que los datos experimentales se encuentran estadisticamente

distribuidos.

180



Grafico de Residuos para absorbancia

0,02

0,01

-001

residuo
o
R EmmmmE
M
[m]
=
i
P
:P

-002

ndmero de fila

Figura 6.9. Gréafico de residuos de la Absorbancia para los datos obtenidos
experimentalmente al considerar el efecto del TiO;, obtenido por los métodos sol gel y
Pechini, sobre el cancer de piel tipo melanoma.

Como se observa en el ANOVA, (ANEXO VI Tabla A.17), los valores P
obtenidos para los factores: tiempo de exposicion, concentracion de TiOz,
meétodo de sintesis del TiO2 y tiempo de proliferacion, ademas de dos de las
diversas interacciones entre estas variables, fueron menores que el nivel de
significancia (a=0.05) lo que proporciona un nivel de confianza del 95%; esto
indica que los diversos factores y las dos interacciones tienen diferencias, por lo
que presentan efectos estadisticamente significativos sobre la variable

respuesta.

En la figura 6.10 se muestra el grafico de Pareto que corresponde a la
representacion grafica de la ANOVA y a la estandarizacion de los datos,
presentando la variabilidad en absorbancia, en distintos segmentos separados,

para cada uno de los efectos.
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Figura 6.10. Gréfico de Pareto de las diferentes variables analizadas en la ANOVA
considerando el efecto del TiO,, obtenido por el método sol gel y Pechini, sobre el
cancer de piel tipo melanoma.

En la grafica de Pareto se observa que el tiempo de proliferacion produjo un
cambio significativo en la absorbancia. Ademas, el método de sintesis no
ocasiona un cambio significativamente relevante y tanto el tiempo de
proliferacion como el método de sintesis afectan la variable respuesta de manera
positiva. Por otro lado, concentracion TiO2 y el tiempo de exposicion tienen
efectos estadisticamente significativos y afectan la variable respuesta de

manera negativa.

Para conocer cuales eran las diferencias significativas se realiz6 un Test de
Rangos Mudltiples para comparar los las variables o grupos que toman los
factores por pares (ANEXO VI tablas A.18 a A.20). En estas tablas se aplica un
procedimiento de comparacion multiple para determinar las medias que sean

significativamente diferentes unas de otras.

La tabla A.18 indica los distintos niveles que toma el factor “Concentracion de
TiO2", asi como el tamafio de la muestra y la media muestral obtenida para la
variable de analisis en cada grupo. En el campo de Grupos Homogéneos no

aparecieron diferencias significativas entre las concentraciones de TiOg,
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considerando el cancer de piel tipo melanoma a: 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm y 100
ppm; la diferencia de éstas se hizo evidente, considerando el control medio (0
ppm de TiO2). Ademas, las concentraciones a 100 ppm y 0 ppm (control medio)
aparecen como significativamente mejores (el promedio de concentracion es

mayor) que para las demés concentraciones.

En la tabla A.19 se observan los niveles que toma el factor “método de sintesis
de TiO2”. En el campo Grupos Homogéneos aparecen diferencias significativas
entre los dos métodos de sintesis: sol-gel y Pechini. En este analisis, el método
sol-gel es ligeramente mas significativo que el método Pechini.

En la tabla A.20 se observan los niveles que toma el factor “tiempo de
exposicion” al TiOz, asi como la media muestral obtenida para la variable de
analisis en cada grupo. En el campo Grupos Homogéneos aparecen diferencias
significativas entre los dos tiempos de exposicion al dioxido de titanio: 45
minutos y 90 minutos. Ademas, a exponer ante TiOz durante 45 minutos es

ligeramente mas significativo que una exposicion durante 90 minutos.

El analisis anterior esta soportado por las curvas de las figuras 6.11, grafica de

efectos principales, y 6.12, graficas de superficies de respuesta.
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Figura 6.11. Grafico de efectos principales de la absorbancia considerando las
diferentes variables analizadas para estudiar el efecto del TiO,, obtenido por el método
sol gel y Pechini, sobre el cancer de piel tipo melanoma.
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Las figuras 6.11 y 6.12 indican que los niveles de los factores estadisticamente
mas significativos, considerando el efecto del TiO2 sobre el cancer de piel tipo
melanoma, se encuentra a 45 minutos de exposicion al diéxido de titanio,
sintetizado por el método sol-gel. En cuanto a la concentracion de TiO2 la
muestra estadisticamente mas significativa es la que no tiene presencia del
oxido (0 ppm de TiO2).
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Figura 6.12. Gréaficas de superficie de respuesta: del método de sintesis vs
concentracion (a) y del tiempo de exposicion vs concentracién (b), considerando el
efecto del TiO,, obtenido por el método sol gel y Pechini, sobre el cancer de piel tipo
melanoma.
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Ademas, los valores de absorbancia se incrementaron a medida que aumentaba
el tiempo de proliferacion, tal como se observa en la grafica de PARETO (figura
6.10).

Las figuras 6.13 y 6.14 dan soporte a los resultados obtenidos estadisticamente.
La figura 6.13(a), muestra que para una exposicion durante 45 minutos, tomando
concentraciones de 50 ppm y 100 ppm de diéxido de titanio obtenido por el
meétodo sol gel, se obtuvieron valores de densidad éptica menores que a los de

la curva de crecimiento de control bajo (5% SFB) sin radiacion.

En la figura 6.13(b) se observa que para una exposicion durante 45 minutos,
para todas las concentraciones utilizadas de TiO2 obtenido por el método
Pechini, se presentaron valores de densidad éptica menores a los de la curva de
crecimiento de control bajo (5% SFB) sin radiaciéon. Como se sabe, el control
bajo proporciona las condiciones minimas de medio para que las células
cancerigenas permanezcan vivas, por tanto se puede concluir que la
exposicion de las células de cancer de piel al TiOz2, con concentraciones entre 25
y 100 ppm, durante 45 minutos disminuyo la actividad metabolica celular,

alterando las condiciones de cultivo.

La figura 6.14 muestran que las curvas de crecimiento celular, para las diferentes
concentraciones utilizadas de TiO2, obtenido por las dos rutas quimicas,
presentaron valores de densidad 6ptica mayores a los de la curva de crecimiento
del control bajo (5% SFB) sin radiacion por lo que, se puede concluir que la
exposicion de las células de cancer de piel al TiO2 sintetizado por el método sol
gel o Pechini, con concentraciones entre 0 y 100 ppm durante 90 minutos, no

disminuyo la actividad metabdlica celular ni altero las condiciones del cultivo.
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Figura 6.13. Proliferacion de cancer de piel tipo melanoma (densidad éptica en funcién
del tiempo), al exponer el sistema durante 45 minutos al didéxido de titanio, fase anatasa,
obtenido por los métodos: sol gel (a) y Pechini (b).
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Figura 6.14. Proliferacion de cancer de piel tipo melanoma (densidad éptica en funcién
del tiempo), al exponer el sistema durante 90 minutos al didéxido de titanio, fase anatasa,
obtenido por los métodos: sol gel (a) y Pechini (b).

Los resultados obtenidos y los estudios realizados por otros investigadores
[13,27], indican que para las concentraciones utilizadas de TiO2 sintetizados por
los dos métodos, para ciertos tiempo de exposicion, en las células de cancer de
piel, en ausencia de radiacion, no presentaron efectos citotoxicos sobre ellos.

Ademas, en las figuras anteriores (figuras 6.13 y 6.14), se puede observar que el

tratamiento utilizado no produjo efectos inhibitorios en la proliferacién celular,
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condicibn que se evidencia considerando las curvas de crecimiento; para
exposiciones durante 45 y 90 minutos al TiO2 obtenido por diferentes métodos y
distintas concentraciones de TiOz2, presentaron una tendencia de aumento con el

tiempo.

6.4.3. Efecto citotoxico de la radiacion sobre fibroblastos de piel humana

normal

Los datos de densidad 6ptica de la columna “Control Medio” de las tablas 6.2 y
6.3, fueron analizados por medio del ANOVA vy los resultados se muestran en el
ANEXO VI tabla A.21. La figura 6.15 muestra que los datos experimentales se

encuentran estadisticamente distribuidos.

Gréfico de Residuos para Absorbancia

(x0.004)

e 3

:

residuo
[m]
[m]
[m]
[m]
[m]

-3:—[1[1[1 o o o —:

13 f .

23k o o

0 4 8 12 16 20
nimero de fila

Figura 6.15. Gréafico de residuos para la Absorbancia de los datos obtenidos
experimentalmente considerando el efecto de la radiacion sobre los FPHN.

Segun el andlisis de varianza, (ANEXO VI Tabla A.21), el tiempo de proliferacién
y la radiacion fueron los factores que presentaron un valor P menor que el nivel
de significancia (a=0,05). Esto significa que estos dos factores tuvieron una
influencia estadisticamente significativa sobre los valores de la densidad 6ptica.
El factor “tiempo de exposicion a la radiacion” presenta un valor mayor de valor

P, al igual que sus interacciones.
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En la figura 6.16 se muestra el grafico de Pareto (representacion grafica de la
ANOVA vy la estandarizacion de los datos) que presenta la variabilidad en
absorbancia, en distintos segmentos separados, para cada uno de los efectos
considerados.
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Figura 6.16. Gréfico de Pareto de las diferentes variables analizadas en la ANOVA,
considerando el efecto de la radiacién sobre FPHN.

En la gréfica de Pareto, figura 6.16, se observa que el tiempo de proliferacion
produjo un cambio estadisticamente significativo en la absorbancia y la afecto de
manera positiva. Por otro lado, la radiacion presentd un leve nivel de
significancia en la variable respuesta y afecto negativamente. El tiempo de
exposicion a la radiacion no tuvo efectos estadisticamente significativos, por lo

tanto no afecto de manera relevante la variable respuesta.

Para conocer cuales fueron las diferencias presentes entre los niveles se realizé
un Test de Rangos Mdultiples que compard los grupos o niveles por pares
(ANEXO VI tablas A.22y A.23).

En la tabla A.22 se observan los datos correspondientes a los dos niveles que
toma el factor Radiacién, asi como el tamafio de la muestra (Porcentaje
Recuento) y la media muestral obtenida para la variable de analisis (Media) en

cada grupo. En la columna Grupos Homogéneos aparecen diferencias

188



significativas entre los FPHN expuestos 0 no a la radiacion, para un nivel de
confianza del 95,0%. Ademas, los FPHN no expuestos a la radiacion aparecen

ligeramente mas significativos que los que han sido irradiados.

En la tabla A.23 aparecen los niveles que toma el factor “tiempo de exposicién
a la radiacion”, En la columna Grupos Homogéneos, no aparecen diferencias

apreciables entre los tiempos de exposicion a la radiacion.

El andlisis anterior estd soportado por las figuras 6.17, grafica de efectos

principales, y 6.18, gréficas de superficies de respuesta.
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Figura 6.17. Grafico de efectos principales de las diferentes variables analizadas
considerando el efecto de la radiacion sobre los FPHN.

La figura 6.17 indica que los niveles de los factores estadisticamente mas
significativos para el efecto de la radiacion sobre los FPHN, presentan una
reduccion de la densidad Optica, al pasar de 45 minutos a 90 minutos de

exposicion, al igual que al pasar a ser irradiados.
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Figura 6.18. Grafica de superficie de respuesta del tiempo de exposicién vs radiacion,

considerando el efecto de la radiacién sobre FPHN.

La figura 6.18 corrobora la informacion anterior y muestra que los datos de
mayor absorbancia corresponde a los FPHN sin radiacion; lo cual esta soportado

por el grafico de interaccion de la figura 6.19.
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Figura 6.19. Interaccién de los factores tiempo de exposicion y radiacion para los
FPHN.

La figura 6.19 muestra que existe una interrelacion entre el tiempo de exposicion
y la presencia de radiacién e indica que las condiciones de menor densidad
Optica para FPHN, dentro del rango de datos estudiados, corresponden a 90
minutos de exposicidn con radiacion. Para evaluar la intensidad de la interaccion
se determino el efecto de un factor manteniendo el otro constante. Cuando se fijo

el factor “sin-radiacion” el efecto del tiempo fue de 0.008 y cuando se fijo el factor
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‘con radiacion” el efecto del tiempo fue de 0.007, estos valores indican una
interaccion débil ya que las interacciones fuertes se presentan para valores

cercanos a 30 [46].

Ademas, los valores de absorbancia se incrementaron a medida que se aumenté
el tiempo de proliferacion tal como se observa en la grafica de PARETO (figura
6.16).

Las figura 6.20 muestra las curvas de crecimiento de los controles medios (O
ppm de TiO2, 10% SFB) y de los controles bajos (0 ppm de TiO2, 5% SFB), con
radiacion y sin radiacion, para 45 minutos y 90 minutos de exposicion. De esta
manera fue posible evaluar el efecto de la radiacion ultravioleta sobre la actividad
metabolica, comparando el control medio con radiacion contra el control bajo sin
radiacion. De nuevo el control bajo, sin radiacion, representd las condiciones

minimas de vida celular.
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Figura. 6.20. Proliferacion de los FPHN (densidad optica en funcién del tiempo)
expuestos a: 45 minutos a la radiacion (a) y 90 minutos a la radiacién (b).

La grafica 6.20(a) mostro que la curva de crecimiento para el control medio con

radiacion tenia valores muy cercanos a la curva de control medio sin radiacién y
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estaba por encima de la curva del control bajo sin radiacion. Lo anterior indica
gue cuando los FPHN fueron expuestos a la radiacion, por espacio de 45
minutos, no se produjo un cambio apreciable de la actividad metabdlica, ademas
no se obtuvieron valores de densidad éptica menores que el control bajo sin

radiacion.

Por otro lado, la grafica 6.20(b) muestra que la curva de crecimiento del control
medio con radiacion present6 valores muy similares de densidad Optica que para
la curva de crecimiento de control medio sin radiacion y muy superiores que para
la curva de control bajo sin radiacién. Esto indica, que sucede lo mismo que
para la exposicion durante 45 minutos, no se produjo un cambio apreciable de la
actividad metabdlica, ademas no se obtuvieron valores de densidad Optica
menores que para el control bajo sin radiacién, resultados que dan soporte al

analisis estadistico realizado en la grafica 6.19.

Las curvas de crecimiento también muestran que no existe efecto inhibitorio de
la proliferacién celular ya que los valores de densidad Optica crecen con el

tiempo.

6.4.4. Efecto citotoxico de la radiacién sobre cancer de piel tipo

melanoma

Los datos de densidad 6ptica de la columna “Control Medio” de las tablas 6.4, y
6.5 fueron analizados por medio del ANOVA vy los resultados se muestran en el
ANEXO VI tabla A.24. La figura 6.21 muestra que los datos experimentales se

encuentran estadisticamente distribuidos.
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Figura 6.21. Grafico de residuos para la Absorbancia correspondiente a los datos
experimentales que indican el efecto de la radiacion sobre el cancer de piel tipo
melanoma.

Segun el andlisis de varianza, (ANEXO VI tabla A.24), el tiempo de proliferacion,
la radiacion y el tiempo de exposicion, presentan valores P menores que el nivel
de significancia (a=0,05). Esto indica que los tres efectos principales tienen una

influencia estadisticamente significativa sobre los valores de la densidad Optica.

En la figura 6.22 se muestra el grafico de Pareto que es la representacion grafica
de la ANOVA considerando la estandarizacion de los datos, presentando la
variacion de la absorbancia, en distintos segmentos separados, para cada uno

de los efectos.

rafico de Pareto estandanzado para Absorbancia

B: Tiempo prolif.
A:Tiempo E xposicidn
C:Radiacion

AB

B

BE

AC

] 20 40 =11 =11 100
Efectos estandanzados

Figura 6.22. Gréfico de Pareto de las diferentes variables analizadas en la ANOVA
considerando el efecto de la radiacion sobre el cancer de piel tipo melanoma.
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En la gréfica de Pareto, figura 6.22, se observa que el tiempo de proliferacion
produce un cambio significativo en la absorbancia y la afectan de manera
positiva, al igual que la radiacion, mientras que el tiempo de exposicién a la
radiacion, que también afecta significativamente la variable respuesta, pero lo

hace de manera negativa. En este andlisis ninguna de las interacciones afecta

de manera importante la variable respuesta.

Para conocer cuales eran las diferencias significativas se realiz6 un Test de
Rangos Mdltiples para comparar los grupos por pares (ANEXO VI tablas A.25 y
A.26).

En la tabla A.25, se observan los datos de los dos niveles que toma el factor
radiacion. En la columna Grupos Homogéneos, aparecen diferencias
significativas entre las células de cancer de piel expuestas o no a la radiacion.
Ademas, las células cancerigenas no expuestas a la radiaciobn aparecen

ligeramente mejor, significativamente, que las irradiadas.

En la tabla A.26 se indican los niveles que toma el factor “tiempo de exposicion”
a la radiacion. En este andlisis aparecen diferencias significativas entre las
células de cancer de piel expuestas durante 45 y 90 minutos a la radiacion;
ademas, las células expuestas 45 minutos a la radiacibn fueron

significativamente mejor que las expuestas durante 90 minutos.

El analisis anterior estd soportado por las figuras 6.23, grafica de efectos

principales, y 6.24, gréficas de superficies de respuesta.
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Gréfico de Efectos principales para Absorbancia
1,16 F 3

1,15 -

1,14

1,13 -

Absorbancia

1,12 - -

1,11 B
45,0 90,0 0,0 1,0
Tiempo Exposicion Radiacion

Figura 6.23. Grafico de efectos principales, de las diferentes variables analizadas,
considerando el efecto de la radiacion sobre el cancer de piel tipo melanoma.
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Figura 6.24. Grafica de la superficie de respuesta del tiempo de exposicion vs
radiacion, analizando para el efecto de la radiacion sobre el cancer de piel tipo
melanoma.

Las figuras 6.23 indican que los niveles de los factores estadisticamente mas
significativos, considerando el efecto de la radiacion sobre el cancer de piel tipo
melanoma, presentan una reduccién de la densidad O6ptica, al pasar de 45
minutos a 90 minutos de exposicion, al igual que al pasar las células de cancer
a ser irradiados. La figura 6.24 corrobora la informacion anterior y muestra que
los datos de mayor absorbancia corresponden a las células de cancer de piel

tipo melanoma sin radiacion. Ademaés, los valores de absorbancia se
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incrementaron a medida que aumentaba el tiempo de proliferacion, tal como se
observa en la grafica de PARETO (figura 6.22).

La figura 6.25 muestra las curvas de crecimiento de las células cancerigenas,
considerando los controles medios (0 ppm de TiO2, 10% SFB) y los controles
bajos (0 ppm de TiO2, 5% SFB), con radiacion y sin radiacion, tomando tiempos
de exposicion de 45 y 90 minutos, respectivamente; de esta manera se evaluo el
efecto de la radiacion ultravioleta sobre la actividad metabdlica de las células
cancerigenas, comparando el control medio con radiacién y el control bajo sin
radiacion. Nuevamente, el control bajo sin radiacion representa las condiciones

minimas para que vivan las células.
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Figura 6.25. Proliferacion (densidad éptica en funcién del tiempo) de cancer de piel tipo
melanoma, expuestos a: 45 minutos a la radiacion (a) y 90 minutos a la radiacién (b).

La figura 6.25(a) muestra que la curva de crecimiento correspondiente al control
medio con radiacion esta ubicada entre la curva de crecimiento de control medio
sin radiacion y la curva del control bajo con radiacién. Esto indica que cuando las
células cancerigenas se exponen a la radiacion, por un espacio de 45 minutos,
se produce una disminucion de la actividad metabdlica; la exposicion a la
radiacion no produce valores de densidad éptica menores que para el control

bajo sin radiacion.
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Por otro lado, la gréfica 6.25(b) muestra que la curva de crecimiento
correspondiente al control medio con radiacion se encuentra entre la curva de
control medio sin radiacion y la curva del control bajo sin radiacion. Esto indica
qgue cuando las células cancerigenas son expuestos a la radiacion, durante 90
minutos, se produce una disminucion de la actividad metabdlica pero los valores

de densidad 6ptica no son menores que los del control bajo sin radiacion.

Las curvas de crecimiento también muestran que no existe efecto inhibitorio de
la proliferacion celular ya que los valores de densidad Optica aumentaron con el
tiempo.

6.4.5. Efecto citotoxico de los factores concentracion de TiOz y tiempo de

exposicion, con radiacion, sobre los fibroblastos de piel humana normal.

Se realiz6 un Andlisis de Varianza para los datos de la tabla 6.3 y 6.7, y los
resultados de la ANOVA se muestran en el ANEXO VI (tabla A.27). La figura
6.26 muestra que los datos experimentales se encuentran estadisticamente

distribuidos.

El Analisis de Varianza, (ANEXO VI tabla A.27), muestra que los cuatro factores:
tiempo de proliferacion, concentracion de TiOz, método de sintesis del TiO2z y
tiempo de exposicion, tanto a la radiacion como al TiOz, tienen un valor P
inferior al valor de significancia (a=0,05); esto indica que los cuatro factores
influyeron significativamente sobre la densidad Optica, variable respuesta.
Adicionalmente, la estadistica muestra que las interacciones concentracion-
método y tiempo de proliferacion - tiempo de exposicion, también son

significativas y afectan la variable respuesta.
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Figura 6.26. Grafico de residuos para la Absorbancia obtenido de los datos
experimentales al considerar el efecto del TiO, y la radiacion sobre FPHN.

En la figura 6.27 se muestra el grafico de Pareto que indica la estandarizacién de
los datos, presentando la variabilidad en la absorbancia en distintos

segmentos separados, considerando cada uno de los efectos.
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Figura 6.27. Gréfico de Pareto de las diferentes variables analizadas en la ANOVA
considerando el efecto de la radiacion y el TiO, sobre los FPHN.

En la grafica de Pareto se observa que el tiempo de proliferacion, el tiempo de
exposicién y el método de sintesis del didxido de titanio, producen un cambio
estadisticamente significativo en la absorbancia y la afectan de manera positiva,
por otro lado, la concentracion del TiOz2, presento un leve nivel de significancia en

la variable respuesta y la afect6 positivamente.
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Para conocer cudles eran las diferencias significativas, se realiz6 un Test de
Rangos Mudltiples que permiti6 comparar los grupos por pares (ANEXO VI tablas
A.28 a A.30).

En la tabla A.28 se observan los datos de los cuatro niveles que toma el factor
“Concentracion de TiO2”. En la columna Grupos Homogéneos no aparecen
diferencias significativas entre los FPHN expuestos a 25 ppm, 50 ppm y 100 ppm
de TiO2, en un nivel de confianza 95,0%. Ademas, los FPHN expuestos a 100
ppm de TiO2 aparecen ligeramente mejor, significativamente, que los expuestos

a otras concentraciones.

En la tabla A.29 aparecen los dos niveles que toma el factor “tiempo de
exposicion al TiO2”. En este analisis son evidentes las diferencias significativas
entre los tiempos de exposicion al TiOz y a la radiacion. Ademas, los FPHN
radiados expuestos durante 90 minutos al TiO2 presentan mejor significancia

gue los expuestos durante 45 minutos.

Por otro lado en la tabla A.30, aparecen los dos niveles que toma el factor
“‘método de sintesis del TiO2". En este andlisis aparecen diferencias significativas
entre los dos métodos de sintesis: sol gel y Pechini, pero los FPHN expuestos al
TiO2 sintetizado por el método sol gel aparece con mejor significancia que los

expuestos al TiOz2 sintetizado por el método Pechini.

El andlisis anterior esta soportado por las figuras 6.28, grafica de efectos

principales, y 6.29, gréaficas de superficies de respuesta.
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Figura 6.28. Gréfico de efectos principales de las diferentes variables analizadas,
considerando el efecto de la radiaciéon y el TiO, sobre los FPHN.

La figura 6.28 indica que los niveles de los factores estadisticamente mas
significativos para el efecto de la radiacion y el TiOz, sobre FPHN, corresponden
a los expuesto durante 90 minutos, a una concentracion de 100 ppm de TiO:2
sintetizado por el método sol gel, conclusion que se puede corroborar con los

graficos de superficie respuesta , figura 6.29.
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Figura 6.29. Gréficas de superficie de respuesta para la concentracion de TiO» vs
método de sintesis (a), concentracion de TiO; vs tiempo de exposiciéon (b) y el método
de sintesis vs tiempo de exposicidon (c), analizando el efecto de la radiacién y el TiO»
sobre los FPHN.

Ademas, los valores de absorbancia se incrementaron a medida que se aumenté
el tiempo de proliferacion, como se puede observar en la grafica de PARETO
(figura 6.27).

El efecto del tiempo de radiacion y la exposicion a TiO2, puede ser observado en
las curvas de proliferacion correspondientes a 45 y 90 minutos de exposicion
(figuras 6.30 y 6.31), sintetizado el TiO2 por sol gel y Pechini. En las figuras
6.30(a) y 6.30(b), cuando se utilizé TiO2 sintetizado por los métodos sol gel y
Pechini con una exposicion de 45 minutos, se observa que las curvas de
crecimiento de los FPHN, para diferentes concentraciones de TiO2 fueron
superiores a los valores de control bajo sin radiacién. Por otro lado, en las
graficas 6.31(a) y 6.31(b), donde se utiliz6 el diéxido de titanio sintetizado por los
métodos sol gel y Pechini para una exposicion de 90 minutos, también se
observa que las curvas de crecimiento de los FPHN, para diferentes
concentraciones de TiOz, fueron superiores a las de control bajo sin radiacion.
Este resultado confirmé que el efecto fotocatalitico del TiO2, sobre los FPHN, no
presentd un efecto téxico para los dos tiempos de exposicion estudiados.
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Figura. 6.30. Proliferacion de los FPHN para 45 minutos de exposicion a la radiacion,
tomando a diferentes concentraciones de TiO; sintetizados por: el método sol gel (a) y

el método Pechini (b).
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Figura 6.31. Proliferacién de los FPHN para 90 minutos de exposicién a la radiacion,
tomando a diferentes concentraciones de TiO; sintetizados por: el método sol gel (a) y

el método Pechini (b).

Ademas, se puede observar en las curvas de crecimiento, figuras 6.30 y 6.31,

que el tratamiento fotocatalitico no causo inhibicion en la proliferacion de los

FPHN ya que, tanto para 45 minutos como a 90 minutos de exposicion, la

densidad o6ptica crecié con el paso del tiempo.
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6.4.6. Efecto citotdéxico de los factores concentracion de TiOz y tiempo de

exposicion, con radiacion, sobre cancer de piel tipo melanoma

Se realiz6 un Anadlisis de Varianza para los datos de la tabla 6.5y 6.9, y los
resultados de la ANOVA se muestran en ANEXO VI tabla A.31. La figura 6.32
muestra que los datos experimentales se encuentran estadisticamente

distribuidos.

El Andlisis de Varianza (ANEXO VI tabla A.31), muestra que los cuatro factores:
tiempo de proliferacién, concentracion de TiO2, método de sintesis del TiOz2 y
tiempo de exposicion, tanto a la radiacion como al TiO2, presentaron un valor P
inferior al valor de significancia (a=0,05), lo que indica que los cuatro factores
influyeron significativamente sobre la densidad Optica (variable respuesta).
Adicionalmente, el analisis estadistico muestra que cuatro de las interacciones,
entre estos factores, también fueron significativas e influyeron en la variable

respuesta.
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Figura 6.32. Grafico de residuos para la Absorbancia correspondientes a datos
experimentales del efecto del TiO; y la radiacion sobre el cancer de piel tipo melanoma.

En la figura 6.33 se ilustra el grafico de Pareto que muestra la estandarizacion de
los datos presentando la variabilidad en absorbancia, en distintos segmentos
separados, para cada uno de los efectos.
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Figura 6.33. Grafico de Pareto de las diferentes variables analizadas en la ANOVA
considerando el efecto de la radiacion y el TiO sobre el cancer de piel tipo melanoma.

En la gréfica de Pareto se observa que el tiempo de proliferacion y la
concentracion produjeron un cambio estadisticamente significativo en la
absorbancia y afectaron de manera positiva el sistema, mientras que el tiempo
de exposicion al TiO2 también produjo un cambio estadisticamente significativo,
sobre la variable respuesta , pero de manera negativa. Ademas, se observa que
el método de sintesis del dioxido de titanio presentd un leve nivel de significancia

en la variable respuesta y la afecto positivamente.

Para conocer cuales eran las diferencias significativas se realizo un Test de
Rangos Multiples que comparo los grupos por pares (ANEXO VI Tablas A.32 a
A.34)

En la tabla A.32, se observan los datos de los cuatro niveles que toma el factor
Concentracion de TiO2. En la columna Grupos Homogéneos aparecen
diferencias significativas para todas las concentraciones de TiOz, a un nivel de
confianza de 95,0%. Ademas, las células de cancer de piel tipo melanoma
expuestas a 50 ppm de TiO2 aparecen ligeramente mejor, significativamente, que

para las otras concentraciones.
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En la tabla A.33, aparecen los dos niveles que toma el factor “tiempo de
exposicién”. En este analisis aparecen diferencias significativas entre los tiempos
de exposicion al TiO2 y a la radiacion. Ademas, las células de cancer de piel tipo
melanoma expuestas durante 45 minutos presentan mejor significancia que los

expuestos durante 90 minutos.

Por otro lado, en la tabla A.34, aparecen los dos niveles que toma el factor
“‘método de sintesis del TiO2". En este analisis aparecen diferencias significativas
entre los dos métodos de sintesis: sol gel y Pechini, pero las células de cancer
de piel tipo melanoma expuestas al TiOz sintetizado por el método sol gel,
aparecen con mejor significancia que los expuestos al TiO2 sintetizado por el

método Pechini.

El andlisis anterior esta soportado por las figuras 6.34, grafica de efectos

principales, y 6.35, gréficas de superficies de respuesta.

Gréfico de Efectos principales para absorbancia
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Tienpo exposicion Metodo Concentracion

Figura 6.34. Gréfico de efectos principales de las diferentes variables analizadas,
considerando el efecto de la radiacion y el TiO, sobre el cancer de piel tipo melanoma.

La figura 6.34 indica que los niveles de los factores estadisticamente mas
significativos para el efecto de la radiacién y el TiO2, sobre cancer de piel tipo
melanoma, corresponden a la exposicion durante 45 minutos y para una

concentracion de 50 ppm de TiO2 que fue sintetizado por el método sol gel; este
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resultado se puede corroborar con los graficos de superficie respuesta, figura
6.35.

Superficie de Respuesta estimada
Tienpo exposicion=67,5,Envejecimiento=3,0

100

absorbancia

Concentracion
Metodo

(@)

Superficie de Respuesta estimada
Metodo=0,5,Envejeciniento=3,0

100

absorbancia

L Concentracion
Tiempo exposicion

(b)

Superficie de Respuesta estimada
QGoncentracion=62,5,Envejecimiento=3,0

absorbancia

Tiempo exposicion

()

Figura 6.35. Grafica de superficie de respuesta de la concentracion de TiO2 vs método
de sintesis (a), concentracion de TiO, vs tiempo de exposicion (b) y método de sintesis
vs tiempo de exposicién (c), analizando el efecto de la radiacién y el TiO, sobre el
cancer de piel tipo melanoma.
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Ademas, los valores de absorbancia se incrementaron a medida que aumentd el
tiempo de proliferacion, tal como se observa en la grafica de PARETO (figura
6.33).

El efecto del tiempo de radiacion y exposicion al TiOz puede ser observado en
las curvas de proliferacion para exposiciones durante 45 y 90 minutos (figuras
6.36 y 6.37), tomando TiO:2 sintetizado por los métodos sol gel y Pechini. En la
figura 6.36(a), donde se utilizé diéxido de titanio sintetizado por el método sol
gel con una exposicion de 45 minutos, se observa que las curvas de crecimiento
de las células de cancer de piel, para las concentraciones de 50 ppm y 100 ppm,
son superiores que la del control bajo sin radiacion; por otro lado, para 25 ppm
de TiO2 se encontrd que ella estaba por debajo de la curva de control bajo sin
radiacion, esto puede dar indicio que para 45 minutos de exposicion a la
radiacion, con presencia de TiOz en una concentracion de 25 ppm, la actividad

metabdlica del melanoma disminuye en una forma significativa.

En la figura 6.36(b), correspondiente al dioxido de titanio sintetizado por el
meétodo Pechini con una exposicion de 45 minutos, se observa que las curvas de
crecimiento de las células de cancer de piel, para las concentraciones 25 ppm,
50 ppm y 75 ppm de TiOz, son superiores a la de control bajo sin radiacion; por
otro lado, para 100 ppm de TiO2 se encontré por debajo de la curva de control
bajo sin radiacion. Esto puede dar indicio de que para 45 minutos de exposicion
a la radiacion, en presencia de TiO:z sintetizado por el método Pechini, y con una
concentracion de 100 ppm de TiOz, la actividad metabdlica del melanoma

disminuye en una forma significativa.

En la figura 6.37, donde se utilizé el didxido de titanio sintetizado por los métodos
sol gel y Pechini para una exposicién de 90 minutos, se observo que las curvas
de crecimiento de las células de cancer de piel, para todas las concentraciones,

fueron superiores a la de control bajo sin radiacién. Esto puede dar indicar que
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para 90 minutos de exposicion a la radiacion, en presencia de TiO2 sintetizado
por ambos métodos, la actividad metabdlica del melanoma no disminuye en una
forma significativa. También se puede ver, de estas gréficas, una tendencia
creciente de las curvas lo que indica que el tratamiento fotocatalitico no inhibi6 la

proliferacion de las células.

140 Efecto de TiO, y radiacion a 45 min. de exposicion | —=— 100 ppm Liom Efecto de Ti0, y radiacion a 45 min. de exposicion +%go pg:n
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Figura 6.36. Proliferacion del cancer de piel tipo melanoma durante 45 minutos de
exposicion a la radiacién, para diferentes concentraciones de TiO,, obtenido por los
métodos: sol gel (a) y Pechini (b).
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Figura 6.37. Proliferacién del cancer de piel tipo melanoma durante 90 minutos de
exposicion a la radiacion, para diferentes concentraciones de TiO, obtenido por los
métodos: sol gel (a) y Pechini (b).
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7.

CONCLUSIONES

+ Utilizando Espectroscopia IR se pudo estudiar la evolucién del sistema de

titanio utilizado en la sintesis por sol gel del TiO2 nanométrico fase anatasa.
Los grupos funcionales asociados a las bandas, presentes en los espectros,
cambiaron debido a las reacciones quimicas que ocurrieron en el seno de la
suspension coloidal. Es de destacar en el sistema sin acomplejante la
presencia de los grupos Ti-O-Ti (bandas a 500 y ~700 cm™) y Ti-O (600 cm™?),
esenciales en la estructura basica de las especies polinucleares del gel, asi
como de los grupos Ti-OH (800 cm™) y Ti-O-C (bandas a 1048,1083 y 1125
cm?). Al introducir el acomplejante AcacH al sistema de titanio, se observaron
en los espectros IR bandas a ~660 cm™ y ~880 cm correspondientes a los
enlaces Ti-AcacH y C-O respectivamente.

Especial interés presenta la banda a 800 cm™ ya que ella indica como
avanzan las reacciones de hidrdlisis en el sistema. Ella, por lo tanto, es mas
evidente en los sistemas sin AcacH y en el Ti:AcacH = 3:1 donde este tipo de

reacciones son muy importantes.

La espectroscopia IR también permitié determinar la evolucion del sistema de
titanio durante la sintesis del TiO2 nanométrico utilizando el método Pechini.
Los espectros IR de las muestras tratadas térmicamente, hasta 400°C,
presentaron principalmente grupos organicos. Si el tratamiento se realizaba a
temperaturas mayores a 400°C, las bandas asociadas a los enlaces Ti-O, Ti-

OH y Ti-C fueron las més evidentes.

El estudio con espectroscopia IR de la evolucion del sistema de titanio,
utilizado para sintetizar TiO2 nanométrico fase anatasa por los métodos sol
gel y Pechini, no solo se realiz6 de manera cualitativa sino también semi-

cuantitativamente. Se deconvolucionaron las bandas mas importantes que
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aparecen en los espectros, utilizando funciones pseudo-voigt, y se calcul6 su
area integrada. Se centro la atencién en las bandas a 500 y ~700 cm™Y,
pertenecientes al grupo funcional Ti-O-Ti, y 600 cm™, enlace Ti-O, que son
las que dan informacion sobre la estructura interna del TiO2. Es evidente, en
el trabajo, como estas bandas se fortalecieron al incrementar la temperatura
de tratamiento del sélido base, compuestos de titanio, que se utilizaron para

obtener el TiOx.

El estudio de difraccion de rayos X de los sélidos obtenidos, tanto por el
método sol gel como por Pechini, mostré que el sélido tratado térmicamente a
temperaturas < 400°C presentaba una estructura completamente amorfa y
gue si la temperatura de tratamiento era > 450°C cristalizaba, como principal

fase cristalina, el TiO2 fase anatasa (hasta T~600°C).

Los estudios de morfologia y tamafio de particula (microscopia electrénica)
indicaron que la presencia del AcacH modifica la forma de las particulas y
favorecia la disminucion de su tamafo. En el sistema sin acomplejante, las
particulas presentaron una forma esferoidal y un tamafio<500nm. Por otro
lado, cuando el AcacH estaba presente en el sistema de titanio, las particulas
presentaron una forma irregular, con bordes agudos, y un tamafio menor a
200 nm. Por otro lado, utilizando el método Pechini se obtuvieron particulas
mas pequeias, < 100 nm, con formas irregulares y bordes suaves.

La presencia de aglomerados de particulas fue mas evidente en los polvos
ceramicos sintetizados por sol gel, con un tamafo > 10 ym, mientras que los
obtenidos por Pechini tenian un tamafio entre 5 y 15 ym y presentaban una
textura superficial muy fina lo que evidenciaba un gran avance del proceso de

sinterizaciéon de las particulas primarias.

Un resultado muy importante de este trabajo es que se puede obtener TiO2

nanometrico, fase anatasa, a 450°C tanto por el método sol gel como por
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Pechini. Estos métodos son reproducibles y permiten garantizar ciertas
propiedades predeterminadas del TiO2, como morfologia y tamafio de
particula, asi como una fase cristalina dada, anatasa para el presente caso, y
buena pureza quimica. Esto permite obtener un TiO2 adecuado para diversas
aplicaciones tecnologicas, de especial interés actualmente: fotodegradante
de moléculas organicas, sensor quimico y/o de gases, catalizador, pigmento,

etc.

Los resultados del estudio del efecto citotdxico del TiO2, sobre Fibroblastos
de piel humana normal (FPHN), indicaron para las diferentes concentraciones
de TiO2 valores de densidad 6ptica mayores a los de la curva de crecimiento
para control bajo (5% SFB), sin radiacion, que se tomaron como referentes.
Esto permite concluir que la exposicion de los FPHN al TiO2 sintetizado,
utilizando las dos rutas quimicas, en concentraciones entre 0 y 100 ppm,
durante 45 y 90 minutos, no disminuyo la actividad metabdlica celular ni alteré
las condiciones del cultivo. Estos resultados reiteran los obtenidos por otros
investigadores utilizando las mismas concentraciones de TiO2 usadas en este
trabajo; independientemente del método de sintesis utilizado para obtener el
oxido, en ausencia de radiacion, no presentaron efectos citotoxicos sobre los
FPHN.

Los resultados del estudio del efecto citotoxico del TiO2 sobre cancer de piel,
tipo melanoma, indicaron que para una exposicion al TiOz sintetizado, durante
45 minutos y tomando concentraciones de 50 ppm y 100 ppm, presentaron
valores de densidad éptica menores a los obtenidos para el crecimiento de
control bajo (5% SFB) sin radiacion, utilizados como referentes. De estos
resultados se puede concluir que la exposicion de las células de cancer de
piel al TiOz, en concentraciones de 25y 100 ppm durante 45 minutos, redujo
la actividad metabdlica celular alterando las condiciones del cultivo.
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Este comportamiento no lo presentd el sistema donde las células fueron
expuestas durante 90 minutos al TiO2 sintetizado; los valores de densidad
Optica fueron mayores a los de referencia, lo que indica que para estas
condiciones de trabajo no se redujo la actividad metabdlica celular del

melanoma ni se alteraron las condiciones del cultivo.

+ El estudio del efecto de la radiacién sobre los FPHN indica que el crecimiento
en los controles medios ( 0 ppm de TiO2, 10% SFB) y bajos ( 0 ppm de TiOz,
5% SFB), con radiacion y sin radiacién para 45 minutos y 90 minutos de
exposicibn a esta, no se presento un cambio apreciable en la actividad
metabdlica de los FPHN. Ademas, no se obtuvieron valores de densidad
Optica menores a los obtenidos para el control bajo sin radiacién. Por otro
lado, se observé que no existia efecto inhibitorio de la proliferacion celular ya
que los valores de densidad 6ptica crecieron con el tiempo.

+ Analizando el efecto de la radiacion sobre el melanoma, se observd que
cuando las células cancerigenas se expusieron a la radiacion , por un espacio
de 45 y 90 minutos, se produjo una disminucion de la actividad metabdlica
pero los valores de densidad éptica no fueron menores a los del control bajo
sin radiacion (referente). Ademas, las curvas de crecimiento mostraron que
no existia efecto inhibitorio de la proliferacion celular porque los valores de

densidad optica aumentaron con el tiempo.

+ Los resultados del estudio del efecto sobre los FPHN de los tiempos de
exposicibon a la radiacibn y al TiO2 sintetizado para diferentes
concentraciones, fueron superiores a los valores de control bajo sin radiacion
(referente). Este resultado confirmd que el efecto fotocatalitico del TiO2,
sobre los FPHN, no presentaba un efecto toxico para los dos tiempos de
exposicion estudiados (45 y 90 minutos). Ademas, las curvas de crecimiento

mostraron que el tratamiento fotocatalitico no causaba inhibicion en la
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proliferacion de los FPHN ya que, para los tiempos de exposicion, la

densidad oOptica crecid con el paso del tiempo.

El estudio del efecto del tiempo de la radiacion vy la exposicion al TiO2 sobre
el melanoma indic6 que para 45 minutos de exposicion a la radiacion, con
presencia de TiO2 sintetizado por el método sol gel en una concentracion de
25 ppm, la actividad metabdlica del melanoma se redujo en forma
significativa. Ademas, para una exposicion de 45 minutos a la radiacién, con
presencia de TiO:z sintetizado por el método Pechini y en una concentracion
de 100 ppm, la actividad metabdlica del melanoma también disminuy6 de
manera significativa. Sin embargo, en las graficas de proliferacion, no se
observd una reduccion de ésta, lo cual indica que el tratamiento fotocatalitico

no inhibio la proliferacion de las células cancerigenas.
Hay que realizar otros estudios para determinar cuales son las condiciones

mas adecuadas para que la presencia del TiO2, sometido a radiacién, inhiba

la proliferacion de las células cancerigenas.
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ANEXO |. DESCONGELACION Y SUBCULTIVO DE LAS LINEAS
CELULARES DE FIBROBLASTOS DE PIEL HUMANA NORMAL Y
MELANOMA Hs 688(A).T CRL-7425™

Las lineas celulares de FPHN y melanoma Hs 688(A).T CRL-7425™ fueron
descongeladas 3 semanas antes del experimento. Cada vez que se descongelo
un vial, las células fueron sembradas en dos botellas de cultivo T-75: una
contiene las células para la prueba y la otra, células para volver a congelar. De
esta manera se asegura la disponibilidad de las lineas celulares en el
Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle.
Las lineas celulares fueron criopreservadas a una concentraciéon de 20 x 10°
células por mL., en medio de cultivo con Suero fetal Bovino (SFB) y Dimetil
Sulfoxido (DMSO). Los procedimientos de congelaciéon, descongelacion y

mantenimiento de las lineas celulares se muestran a continuacion:

Procedimiento de congelacion

e Descartar el medio de cultivo de la botella.

e Lavar las células tres veces con Buffer Salino Fosfato (PBS) estéril.

e Adicionar Tripsina e incubar a 37°C para desprender las células de la
superficie de la botella.

¢ Inhibir la accion de la tripsina adicionando medio de crecimiento.

e Colectar las células en un tubo y centrifugar a 1.000 rpm por 5 minutos.

e Descartar el sobrenadante y lavar el pellet celular tres veces con PBS
esteril.

e Resuspender el pellet en medio de cultivo frio con 10 % de DMSO.

e Envasar en crioviales de 1 mL.
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Criopreservar los viales a —80°C, por 24 horas y posteriormente depositar
los viales un tanque con nitrégeno liquido hasta el momento de su

utilizacion.

Procedimiento de descongelacién

Descongelar el criovial rapidamente en un Bafio a 37 °C.

Colectar el volumen de células con una pipeta serolégica y colocar el
contenido en un tubo para centrifuga con 5 ml de medio de cultivo frio.
Centrifugar durante 5 minutos a 1000 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 5 ml de
medio de cultivo a 37°C.

Colectar el volumen de células con una pipeta y pasarlo a una botella de
cultivo de 25 cm?.

Poner la botella de cultivo en una incubadora a 37°C, en atmosfera
hameda, que contenga 5% de COg2, y controlar el crecimiento celular,

cambiar el medio de crecimiento cada 2 dias.

Mantenimiento de las lineas células.

Descartar el medio de cultivo.

Lavar la monocapa celular tres veces con PBS estéril.

Adicionar Tripsina e incubar a 37°C para desprender las células de la
superficie de la botella.

Inhibir la accion de la tripsina adicionando medio de crecimiento.

Colectar las células en un tubo y se centrifuga a 1.000 rpm por 5 minutos.
Descartar el sobrenadante y lavar el pellet celular tres veces con PBS
esteril.

Realizar el conteo del niamero total de células del cultivo, utilizando el
método de exclusion con Azul de tripam

Envasar el volumen en botellas de cultivo.
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e Poner la botella de cultivo en una incubadora a 37°C, en atmosfera
humeda, que contenga 5% de CO2, y controlar el crecimiento celular,

cambiar el medio de crecimiento cada 2 dias.
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ANEXO Il. METODOS DE MEDICION

Azul de Tripam (Viabilidad Celular)

Descartar el medio de cultivo.

Lavar la monocapa celular tres veces con PBS estéril.

Adicionar Tripsina e incubar a 37°C para desprender las células de la
superficie de la botella.

Inhibir la accion de la tripsina adicionando medio de crecimiento.

Colectar las células en un tubo y se centrifuga a 1.000 rpm., 5 minutos.
Descartar el sobrenadante y lavar el pellet celular tres veces con PBS
estéril.

Diluir 1:10 las células aisladas (0.1 mL. de la suspension de células) y (0.9
mL. de azul de tripam).

Adicionar 10 upL de la dilucibn en una camara de conteo celular
(Neubauer) y observar al microscopio Optico para determinar el nimero de
células vivas y muertas. Realizar el conteo celular en los campos visuales
(superior izquierdo y derecho, inferior izquierdo y derecho).

Contar el numero de células presentes en los cuatro campos (numero
total de células, numero de células viables y numero de células inviables)
y obtener promedio de células.

El nimero de células/mL se obtiene multiplicando el promedio de células
por 10 (factor de dilucion con la suspension del cultivo y el azul de tripam),
por el volumen de suspension inicial de las células en el medio, por
10.000 como constante de la camara de Neubauer.

El resultado obtenido corresponde al numero de total de células. El
numero de células viables y el nimero de células muertas, se realiza de
igual manera pero discriminando cuales de las células contadas son
viables y cuales no, esto servira para realizar la determinacion de

viabilidad y mortalidad celular:
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oeViabilidad — # de células viables 100

# total de células

YeMortalidad — J€ célulasmuertas , o

# total de células

Kit LDH ® ROCHE (citotoxicidad)
La solucién reactiva del kit LDH se prepara de acuerdo al siguiente
procedimiento:
e Diluir el polvo de catalisis (ROCHE) en 1 mL de agua destilada y
esterilizada.
e Agregar 250 uL de esta solucién a 11.25 mL de solucién de dilucién (dye
solution ROCHE) B,

e Adicionar 50 yL de la solucion LDH a cada pozo de la placa de cultivo.

Los controles utilizados son:

Control Blanco: Compuesto de 200ul medio de crecimiento sin células y 50ul de
LDH. Proporciona la informacion sobre la actividad de LDH contenida en el
medio del analisis.

Control Bajo: Compuesto de 200yl medio de crecimiento con células y 50ul de
LDH. Proporciona la informacion sobre la actividad de LDH liberada por las
células normales no tratadas.

Control Alto: Compuesto de 150 yl medio de crecimiento con células, 50 ul de
LDH y 50 uyl de Triton X-100 (agente citotoxico). Proporciona la informacion

sobre la actividad de liberacibn maxima de LDH de las células.

Kit XTT ® ROCHE (Proliferacion)
La solucion reactiva del kit XTT se prepara de acuerdo al siguiente
procedimiento:
e Descartar la solucion de medio de cultivo y dioxido de titanio de los pozos
de la microplaca de cultivo
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e Lavar cada pozo 2 veces con 300uL de PBS para retirar el exceso de
didxido de titanio.

e Mezclar 0.15 mL de la solucién electrolitica (ROCHE) con 7.5 mL de la
solucion labeling (ROCHE).

e Adicionar 50 yL de la solucion XTT a cada pozo de la placa de cultivo.

Los controles utilizados son:

Control Bajo: Compuesto de 200 yL de medio de crecimiento con células, 50 pL
de XTT y 5 % de Suero Fetal Bovino. Mantiene las células vivas y proporciona
una actividad metabdlica baja a condiciones experimentales (37°C, 5% COz2, Hr=
95%).

Control Medio: Compuesto de 200 uL de medio de crecimiento con células, 50
ML de XTT y 10 % de Suero Fetal Bovino. Proporciona un optimo crecimiento
celular y una actividad metabdlica normal a condiciones experimentales (37°C 5
% CO2 Hr=95%).

Control Alto: Compuesto de 200 uL de medio de crecimiento con células, 50 uL
de XTT y 20 % de Suero Fetal Bovino. Proporciona crecimiento o proliferacion

celular aumentada y una actividad metabdlica alta sin generar toxicidad.
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ANEXO Ill. PRUEBA PRELIMINAR

Obtencion del Cultivo Celular de Linfocitos
Se llevé a cabo el cultivo y reproduccion de linfocitos obtenidos de muestras de
sangre humana. El medio de cultivo utilizado fue RPMI 1640 con 10% de suero
fetal bovino, 1 % de L-Glutamina y 1% de piruvato de sodio. Para obtener los
cultivos de linfocitos se realizé el siguiente procedimiento:
e Colectar las células de las botellas de cultivo, y depositar en un tubo para
centrifuga de 50 mL.
e Centrifugar por 5 minutos a 1.000 rpm.
e Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 10 mL. de
medio de cultivo.
e Contar las células del cultivo, utilizando método de exclusién con azul de
tripam.
e Determinar el numero total de células
e Pasar el volumen a botellas de cultivo.
e Poner la Botella de cultivo en una incubadora a 37°C, en atmosfera
himeda, que contenga 5% de CO2, y controlar el crecimiento celular,
cambiar el medio de crecimiento cada 2 o 3dias.

Concentracion de TiO2

Se prepararon soluciones en medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de suero fetal
bovino, 1 % de L-Glutamina y 1% de piruvato de sodio con 0, 200, 400, 600, 800
y 1000 ppm de dioxido de titanio Degussa P25.

Arreglo de Placas de Cultivo
Las células fueron cultivadas en microplacas de cultivo de 96 pozos de 250 uL.
La configuracion de células, concentraciones de TiO2 y los controles de

citotoxicidad se muestran en la tabla A.1.
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Tabla A.1. Convenciones de las microplacas de la prueba preliminar.

112(3|4(5|6|/7(8|9(10(11(12
A

B 1(1|1 2122

C 3|3(3| |4/4|4

D 5|5|5 0|0

E

F 6/6|6 7177

G 8(8(8| |9/9|9

H

Convencion Convencion

1 | Linfocitos, TiO2 [1000 ppm] 6 | Linfocitos, TiO2 [0 ppm]
2 | Linfocitos, TiO2 [800 ppm] 7 | Linfocitos, Triton 50 pL

3| Linfocitos, TiO2 [600 ppm] 8 | Linfocitos, Triton 100 pL
4| Linfocitos, TiO2 [400 ppm] 9|LDH

5 | Linfocitos, TiO2 [200 ppm] 0|PBS + LDH

Fuente de Radiacion

La fuente de radiacién consistid6 en dos lamparas ultravioleta marca Sen-Lite
referencia FT8 18W dentro de una caja rectangular con recubrimiento interno de
papel aluminio, separadas a 15 cm de la superficie de las placas de cultivo. Los

valores de potencia y energia usados fueron:

Tabla A.2 Potencia y energia aplicada al cultivo celular.

Tiempo | Potencia Acumulada | Energia Acumulada
(hr) (Mw/cm?) (J/cm?)
1 0,14 0,50
2 0,28 2,02

Lecturas de citotoxicidad
El porcentaje de citotoxicidad fue medido con el Kit LDH® Roche a 1, 2 y 6 horas

post tratamiento.
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Descripcion de la prueba preliminar

e Todos los instrumentos y materiales fueron esterilizados con uescodine
(jJabon cuaternario) con el fin de evitar contaminaciébn por agentes
bioldgicos externos. El dioxido de titanio fue esterilizado en autoclave. La
manipulacion de los cultivos y la preparacion de las soluciones se
realizaron bajo las maximas condiciones de esterilidad, los procedimientos
se realizaron en cabina de flujo laminar tipo A2B3. La temperatura del
laboratorio fue controlada a 21°C.

e Las células se retiran de la incubadora y se adicionan 200 yL de medio
de cultivo con 4000 células a cada pozo de acuerdo a la configuracion de
la figura A.1.

e Las soluciones de medio de cultivo RPMI 1640 con diferentes
concentraciones de dioxido de titanio fueron adicionadas a cada pozo de
acuerdo a la configuracion de la figura A.1.

e Las placas de cultivo fueron rotuladas como 1 hora con radiacion, 1 hora
sin radiacion, 2 horas con radiacién y 2 horas sin radiacion. Las placas
gue fueron expuestas a radiacion UV fueron cubiertas con papel aluminio.

e Las cuatro placas de cultivo fueron puestas bajo la fuente de radiacion
sobre una placa de agitacion programada a 300 RPM para mantener el
diéxido de titanio en suspension.

e Las placas fueron retiradas a 1 y 2 horas de tratamiento. El Kit LDH fue
agregado a cada uno de los pozos de las microplacas, estas fueron
llevadas a la incubadora por una hora.

e Pasado el tiempo las placas fueron retiradas de la incubadora y puestas
en el medidor de placas ELISA (STAT FAX - 2100, AWARE
TECHNOLOGY INC) para obtener los datos de citotoxicidad. El medidor
de placas ELISA fue configurado de la siguiente forma: modo

absorbancia, filtro de 492 nm vy filtro diferencial de 630 nm.
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Resultados de citotoxicidad

% Citotoxicidad Tratamiento 1 hora con Radiacion

70 +
50 4
30 4
10 A

-10 4

Lectura 1 hr
-30 A — Lectura 2 hr
— Lectura 6 hr

-50 4

%Citotoxicidad

-70 4

-90 -

-110 A

-130

o

1000 800 600 400 200
Concentracion TiO2 (ppm)

Figura A.1. Resultados 1 hora de tratamiento con radiacion.

% Citotoxicidad Tratamiento 1 hora sin Radiacién

40 A

20 A

Lectura 1 hr
= Lectura 2 hr

-20 A = Lectura 6 hr

% Citotoxicidad

40 A

-60 4

-80
1000 800 600 400 200 0

Concentracién TiO2(ppm)

Figura A.2. Resultados 1 hora de tratamiento sin radiacion.
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% Citotoxicidad Tratamiento 2 horas con Radiacion
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Figura A.3. Resultados 2 horas de tratamiento con radiacion.
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Figura A.4. Resultados 2 horas de tratamiento sin radiacion
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Andlisis de pruebas preliminares y conclusiones

Se observé en los cultivos celulares con radiacion y sin radiacion que el
porcentaje de citotoxicidad es maximo cuando la concentracion de TiO2 es 200
ppm.

Para valores de concentracion mayores a 400 ppm los porcentajes de
citotoxicidad obtenidos a 1 y 2 horas de radiacién son negativos, este resultado
puede indicar que energia aplicada no es suficiente para excitar el
fotocatalizador por lo cual no se produce la degradacién de los componentes
celulares de los linfocitos de sangre, es decir, el TiO2 crea una barrera
(apantallamiento) que refleja la luz ultravioleta en vez de absorberla para
desencadenar las reacciones quimicas, creando un efecto protector similar al de
un bloqueador solar. Este efecto fue estudiado por Kubota et al en 2001, en
dicha investigacién células normales de pulmén y células cancerigenas de
vejiga humana fueron irradiados a niveles de potencia de 0,02 y 0,04 mW/cm?
para UVC y UVA respectivamente y una concentracion de TiOz en el medio de
cultivo de 1000 ppm . Los resultados obtenidos muestran que el dafio en el
ADN expresado en formacion de dimeros de pirimidina causado por la radiacion

ultravioleta se ve suprimido por la presencia de particulas de TiO2..

El efecto de apantallamiento anteriormente descrito también sucedié en la
lectura del medidor de placas ELISA porque se observan valores negativos de
citotoxicidad para concentraciones mayores a 400 ppm, incluso en los datos
obtenidos de las placas sin radiacion. Este efecto puede ser atribuido a que no
se filtro el diéxido de titanio del medio de cultivo previo a la lectura. De acuerdo

al andlisis realizado, se concluyo lo siguiente:

e Se debe disefiar y construir un reactor fotocatalitico que emita una

potencia que tenga el mismo orden de magnitud que el reportado en Ai-
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Ping Zhang et al en el 2003; Ya que se obtuvieron resultados de
citotoxicidad positivos en un rango amplio de concentraciones.
Concentraciones de TiO2 mayores a 200 ppm pueden causar errores en la
lectura del medidor de placas ELISA. Por tanto, en las pruebas con FPHN
y células cancerigenas se propone trabajar a concentraciones menores a
200 ppm.

Se recomienda cambiar el Kit LDH por el Kit XTT ya que este permite leer
citotoxicidad y ademas permite ver los efectos inhibitorios sobre el
crecimiento celular a corto plazo (horas) y a largo plazo (dias).

Para evitar efectos de apantallamiento en las lecturas, se recomienda que
previo a la adicién del Kit XTT ® ROCHE vy a la lectura de proliferacién en
el medidor de placas ELISA, se lave el TiO2 del medio de crecimiento en

todos los pozos de la placa.
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ANEXO IV. CARACTERISTICAS DEL REACTOR FOTOCATALITICO

Con el fin de tener mayor potencia emitida en el experimento, se construyd un
reactor de aluminio reflectivo en forma cubica con ocho lamparas ultravioleta en
la parte superior, el cual permite trabajar a una potencia mayor y acumular mas
energia que la fuente de radiacién de la prueba preliminar. A continuaciéon se

muestran las dimensiones y especificaciones del reactor fotocatalitico:

Tabla A.3 Dimensiones del fotoreactor .

Alto (cm) 28
Ancho (cm) 32
Largo (cm) 61

Tabla A.4 Referencias de las lamparas UV.

Potencia
Marca* Referencia (W) Cantidad
Senlite FT8 18 5
Opalux T8 18 3

*Nota: El proveedor no contaba con ldmparas de una sola marca.

Tabla A.5 Otras especificaciones.

Material Aluminio reflectivo (pulido)
Lamparas 8

Balastos 2

Area ocupada (cm?) 1920

Potencia incidente (W/m?hr) 5,43

Distancia lampara-placa (cm) 10

Proveedor ILTEC S.A

Caracterizacion del reactor
La caracterizacion del reactor fotocatalitico fue realizada en el laboratorio del
Grupo GAOX ubicado en la Universidad del Valle Sede Meléndez. Las

mediciones fueron hechas en la noche para minimizar la entrada de luz UV
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natural que distorsionara los resultados de potencia. Se us6 un radiémetro
ubicado a 10 cm de las lamparas tomando la potencia incidente en el centro y en
los dos extremos del reactor, realizando 2 réplicas por cada ubicacién del
radiometro.
Procedimiento de medicion:

e Ubicar el radiometro dentro del reactor a 10 cm de los bombillos.

e Encender el radiometro.

e Encender las lamparas del reactor e iniciar la medicion de tiempo.

e Cuando la potencia acumulada alcance el valor de 0,1 W/m? se mide el

tiempo (tiempo 1). Se toma el valor de la potencia incidente.
e Se inicia un nuevo tiempo.

e Se toman datos de potencia incidente y acumulada cada minuto hasta 20

Los resultados obtenidos muestran que la mayor potencia incidente y acumulada
se obtiene cuando el radibmetro esta ubicado en el centro del reactor ya que
proporciona una potencia incidente promedio de 5.4 W/m?hr y un valor minimo
de potencia acumulada de 4.7 W/m? frente a 4.3 W/m?hr y 3.5 W/m? obtenidas
en los extremos del reactor. Los datos de potencia y energia acumuladas se

muestran a continuacion:

Tabla A.6 Datos de potencia y energia para el reactor

Potencia Energia
Tiempo Acumulada Acumulada

(min) (mMW/cm?) (J/cm?)
15 0,14 0,12
30 0,27 0,49
45 0,41 1,1
60 0,54 1,96
75 0,68 3,06
90 0,82 4,4
105 0,95 5,99
120 1,09 7,82
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Caracterizaciéon Reactor Fotocatalitico
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Figura A.5. Caracterizacion fotoreactor.
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Figura A.6. Espectro de radiacién de la lampara UV [6].

El espectro de radiacion de la grafica A.6 tiene dos picos significativos en 365
nm (cerca del limite superior del UV) y 403 nm (fuera del rango UV).

Comparando dichos valores con la energia del band gap se observa que la
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energia irradiada a 365 nm es mayor que la energia del band gap y la energia
irradiada a 403 nm es menor que la energia del band gap. Por tanto se concluye
gue la activacion del semiconductor es promovida a 365 nm y que las
magnitudes energéticas de las otras longitudes de onda no son relevantes en el
sistema dado que las propiedades Opticas del TiO2 hacen que la absorcion de

energia sea significativa por debajo de 385 nm.
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ANEXO V. DISENOS EXPERIMENTALES EN EL SOFTWARE
STATGRAPHICS PLUS®

Efecto Citotéxico del TiO2 sobre FPHN.

Tabla A.7 Disefio experimental efecto del TiO- sin radiacion en Statgraphics Plus 5.1.

Tiempo Tiempo concentracio
exp. método | prol. n absorbancia
90 0 5 0 1,266
90 1 2 100 0,970
90 0 5 25 1,272
45 0 4 75 1,152
45 0 4 0 1,091
45 0 2 25 0,961
45 1 2 25 0,940
90 1 2 50 0,964
45 1 2 50 0,958
45 1 3 75 1,045
90 0 1 0 0,885
90 0 3 100 1,078
45 0 4 25 1,144
45 1 5 25 1,215
90 0 5 100 1,306
45 0 1 75 0,891
45 0 5 0 1,185
90 0 4 25 1,164
90 1 3 0 1,061
45 1 1 100 0,859
45 0 3 25 1,045
45 0 2 50 0,955
45 0 3 100 1,036
90 1 1 50 0,880
45 0 2 0 0,916
90 1 3 100 1,067
90 0 2 25 0,960
45 0 4 50 1,139
90 1 1 25 0,864
90 1 2 25 0,958
45 0 5 25 1,244
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90 1 5 25 1,267
90 1 1 100 0,874
90 1 4 25 1,160
90 0 3 0 1,062
90 1 3 25 1,053
90 0 2 50 0,960
45 1 4 100 1,122
45 1 5 100 1,220
90 0 1 75 0,869
90 1 3 75 1,065
45 1 5 50 1,239
45 0 1 100 0,868
45 0 4 100 1,143
45 0 3 0 0,996
45 1 1 0 0,847
90 0 3 75 1,050
90 1 5 50 1,261
90 0 5 50 1,279
45 0 1 0 0,847
90 0 4 0 1,166
90 0 4 100 1,198
45 0 2 100 0,951
90 0 2 0 0,970
45 1 2 75 0,961
90 1 1 0 0,885
45 0 1 25 0,880
90 0 2 75 0,961
45 0 3 75 1,053
45 1 2 0 0,916
90 0 4 50 1,170
45 1 1 25 0,863
45 0 5 50 1,241
90 1 3 50 1,059
90 0 1 100 0,882
45 1 4 25 1,121
90 0 1 25 1.12

45 1 3 50 1,044
45 1 2 100 0,941
45 1 3 100 1,026
90 1 4 50 1.089
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45 1 3 25 1,021
45 1 1 50 0,885
90 1 5 100 1,282
90 1 2 75 0,970
90 1 5 0 1,266
45 0 5 75 1,253
45 0 3 50 1,042
90 1 5 75 1,280
90 0 4 75 1,173
45 1 4 50 1,146
90 0 3 50 1,059
90 1 4 100 1,179
45 1 1 75 0,887
90 1 2 0 0,970
90 0 3 25 1,055
90 0 5 75 1,281
45 0 5 100 1,243
45 1 5 75 1,239
90 1 4 0 1,166
45 1 4 75 1,145
90 1 1 75 0,882
90 1 4 75 1,175
45 0 2 75 0,965
45 1 4 0 1,091
90 0 1 50 0,872
45 1 5 0 1,185
45 1 3 0 0,996
45 0 1 50 0,883
90 0 2 100 0,982

Efecto Citotoxico de laradiacion UV sobre FPHN.

Tabla A.8 Disefo experimental efecto de la radiacion sin TiO2 en Statgraphics Plus 5.1.

Tiempo exp. Tiempo proli. radiacion absorbancia
90 1 0 0,885
45 1 1 0,987
45 3 1 1,136
90 5 1 1,286
90 1 1 0,907
45 1 0 0,847
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45 4 0 1,091
90 4 0 1,166
90 5 0 1,266
90 2 0 0,97

90 3 0 1,062
45 5 1 1,322
45 5 0 1,185
45 3 0 0,996
90 4 1 1,184
45 2 1 1,056
45 4 1 1,228
45 2 0 0,916
90 3 1 1,08

90 2 1 0,983

Efecto Citotoxico del TiO2y laradiacion UV sobre FPHN.

Tabla A.9 Disefio experimental en Statgraphics Plus 5.1.

Tiempo exp. | método Tiempo prol. concentracion | absorbancia
90 1 100 4 1,184
90 1 25 2 0,976
45 1 100 5 1,226
45 1 25 5 1,228
45 1 25 2 0,964
90 0 25 2 0,97
90 0 100 5 1,286
45 0 50 5 1,215
45 0 75 4 1,125
90 1 25 1 0,879
90 1 100 1 0,888
45 1 100 2 0,96
45 0 50 1 0,883
90 1 50 3 1,072
90 0 100 2 0,973
45 0 100 3 1,05
45 0 25 1 0,873
90 1 50 4 1,18
90 1 75 2 0,974
45 1 100 1 0,88
45 0 100 2 0,962
90 0 100 1 0,874
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45 0 50 3 1,028
90 0 25 3 1,074
90 1 100 2 0,977
90 0 25 5 1,295
45 0 100 1 0,883
90 1 100 3 1,079
90 1 25 5 1,286
90 0 50 5 1,283
45 0 100 4 1,15

90 1 75 5 1,276
45 1 75 5 1,226
45 0 25 3 1,03

90 0 75 3 1,051
90 0 100 3 1,073
45 1 100 3 1,042
90 0 75 4 1,159
45 1 25 4 1,137
45 1 50 3 1,055
90 0 75 2 0,955
45 1 75 1 0,896
90 1 75 1 0,898
90 1 75 4 1,183
45 0 100 5 1,236
90 0 75 1 0,872
90 0 50 3 1,065
45 0 25 2 0,951
45 1 100 4 1,136
90 0 25 1 0,876
90 0 75 5 1,258
90 1 25 3 1,071
45 0 25 4 1,128
45 0 50 2 0,951
90 0 50 2 0,97

90 1 25 4 1,181
90 1 100 5 1,287
45 0 75 2 0,95

45 0 25 5 1,222
90 0 50 1 0,884
45 0 50 4 1,121
45 0 75 5 1,218
45 1 50 4 1,15

90 1 50 2 0,973
45 1 50 5 1,237
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90 0 25 4 1,187
45 1 25 1 0,885
45 1 75 3 1,045
45 0 75 3 1,029
90 1 50 1 0,891
45 1 75 4 1,137
45 0 75 1 0,878
45 1 25 3 1,044
90 0 100 4 1,182
45 1 50 1 0,903
45 1 75 2 0,959
90 1 50 5 1,282
90 1 75 3 1,074
90 0 50 4 1,179
45 1 50 2 0,972

Efecto Citotéxico del TiO2 sobre el melanoma

Tabla A.10 Disefio experimental efecto del TiO; sin radiacion en Statgraphics Plus 5.1.

Tiempo exp. método | Tiempo prol. | concentracidon | absorbancia
90 0 5 0 1,321
90 1 2 100 1,009
90 0 5 25 1,295
45 0 4 75 1,174
45 0 4 0 1,267
45 0 2 25 1,016
45 1 2 25 1,014
90 1 2 50 1,009
45 1 2 50 0,994
45 1 3 75 1,107
90 0 1 0 0,948
90 0 3 100 1,09
45 0 4 25 1,19
45 1 5 25 1,292
90 0 5 100 1,308
45 0 1 75 0,916
45 0 5 0 1,355
90 0 4 25 1,194
90 1 3 0 1,127
45 1 1 100 0,93
45 0 3 25 1,094
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45 0 2 50 1,003
45 0 3 100 1,099
90 1 1 50 0,924
45 0 2 0 1,098
90 1 3 100 1,108
90 0 2 25 0,988
45 0 4 50 1,183
90 1 1 25 0,905
90 1 2 25 1,003
45 0 5 25 1,279
90 1 5 25 1,316
90 1 1 100 0,916
90 1 4 25 1,209
90 0 3 0 1,127
90 1 3 25 1,096
90 0 2 50 0,99

45 1 4 100 1,168
45 1 5 100 1,27

90 0 1 75 0,903
90 1 3 75 1,087
45 1 5 50 1,273
45 0 1 100 0,931
45 0 4 100 1,18

45 0 3 0 1,176
45 1 1 0 0,986
90 0 3 75 1,09

90 1 5 50 1,325
90 0 5 50 1,301
45 0 1 0 0,986
90 0 4 0 1,224
90 0 4 100 1,203
45 0 2 100 1,016
90 0 2 0 1,033
45 1 2 75 1,022
90 1 1 0 0,948
45 0 1 25 0,933
90 0 2 75 0,993
45 0 3 75 1,078
45 1 2 0 1,098
90 0 4 50 1,183
45 1 1 25 0,935
45 0 5 50 1,273
90 1 3 50 1,109
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90 0 1 100 0,903
45 1 4 25 1,193
90 0 1 25 0,894
45 1 3 50 1,078
45 1 2 100 1,013
45 1 3 100 1,096
90 1 4 50 1,219
45 1 3 25 1,094
45 1 1 50 0,924
90 1 5 100 1,331
90 1 2 75 0,991
90 1 5 0 1,321
45 0 5 75 1,265
45 0 3 50 1,088
90 1 5 75 1,307
90 0 4 75 1,206
45 1 4 50 1,177
90 0 3 50 1,088
90 1 4 100 1,224
45 1 1 75 0,951
90 1 2 0 1,033
90 0 3 25 1,084
90 0 5 75 1,299
45 0 5 100 1,28

45 1 5 75 1,297
90 1 4 0 1,224
45 1 4 75 1,203
90 1 1 75 0,908
90 1 4 75 1,2

45 0 2 75 0,989
45 1 4 0 1,267
90 0 1 50 0,906
45 1 5 0 1,355
45 1 3 0 1,176
45 0 1 50 0,933
90 0 2 100 0,993

Efecto Citotoxico de laradiacion UV sobre el melanoma

Tabla A.11 Disefio experimental efecto de la radiacion sin TiO2 en Statgraphics Plus
5.1.
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Tiempo exp. Tiempo proli. radiacion absorbancia
90 1 0 0,885
45 1 1 1,047
45 3 1 1,204
90 5 1 1,297
90 1 1 0,932
45 1 0 0,986
45 4 0 1,267
90 4 0 1,166
90 5 0 1,266
90 2 0 0,97
90 3 0 1,062
45 5 1 1,376
45 5 0 1,355
45 3 0 1,176
90 4 1 1,202
45 2 1 1,124
45 4 1 1,292
45 2 0 1,098
90 3 1 1,102
90 2 1 1,012

Efecto Citotoxico del TiO2y laradiacion UV sobre el melanoma

Tabla A.12 Disefio experimental en Statgraphics Plus 5.1.

Tiempo exp. | método Tiempo prol. concentracion | absorbancia
90 1 100 4 1,211
90 1 25 2 0,974
45 1 100 5 1,315
45 1 25 5 1,27
45 1 25 2 1,001
90 0 25 2 0,983
90 0 100 5 1,287
45 0 50 5 1,316
45 0 75 4 1,214
90 1 25 1 0,884
90 1 100 1 0,904
45 1 100 2 1,029
45 0 50 1 0,971
90 1 50 3 1,094
90 0 100 2 0,976
45 0 100 3 1,102
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45 0 25 1 0,938
90 1 50 4 1,202
90 1 75 2 0,99

45 1 100 1 0,949
45 0 100 2 1,014
90 0 100 1 0,892
45 0 50 3 1,128
90 0 25 3 1,081
90 1 100 2 0,995
90 0 25 5 1,294
45 0 100 1 0,934
90 1 100 3 1,095
90 1 25 5 1,282
90 0 50 5 1,29

45 0 100 4 1,162
90 1 75 5 1,301
45 1 75 5 1,298
45 0 25 3 1,101
90 0 75 3 1,086
90 0 100 3 1,075
45 1 100 3 1,117
90 0 75 4 1,194
45 1 25 4 1,174
45 1 50 3 1,132
90 0 75 2 0,982
45 1 75 1 0,949
90 1 75 1 0,91

90 1 75 4 1,199
45 0 100 5 1,287
90 0 75 1 0,906
90 0 50 3 1,084
45 0 25 2 1,019
45 1 100 4 1,215
90 0 25 1 0,891
90 0 75 5 1,295
90 1 25 3 1,069
45 0 25 4 1,198
45 0 50 2 1,043
90 0 50 2 0,981
90 1 25 4 1,177
90 1 100 5 1,315
45 0 75 2 1,028
45 0 25 5 1,289
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90 0 50 1 0,905
45 0 50 4 1,226
45 0 75 5 1,304
45 1 50 4 1,225
90 1 50 2 0,994
45 1 50 5 1,319
90 0 25 4 1,188
45 1 25 1 0,917
45 1 75 3 1,106
45 0 75 3 1,117
90 1 50 1 0,912
45 1 75 4 1,203
45 0 75 1 0,958
45 1 25 3 1,081
90 0 100 4 1,185
45 1 50 1 0,972
45 1 75 2 1,02

90 1 50 5 1,307
90 1 75 3 1,087
90 0 50 4 1,188
45 1 50 2 1,046
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ANEXO VI. ANALISIS DE VARIANZA'Y TEST DE RANGOS MULTIPLES DE
LOS DISENOS ANALIZADOS

Tabla A.13 Resultados de Andlisis de Varianza (ANOVA) para el efecto del TiO; sobre
FPHN.

Andlisis de la Varianza para Densidad oéptica - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:concentracidn 0,00888544 4 0,00222136 135,14 00,0000
B:tiempo prolif. 1,7371 4 0,434274 26418,87 0,0000
C:método 0,000713117 1 0,000713117 43,38 0,0000
D:tiempo exp 0,021277 1 0,021277 1294, 38 0,0000
INTERACCIONES

AB 0,00142929 16 0,0000893305 5,43 0,0000
AC 0,00118783 4 0,000296957 18,07 0,0000
AD 0,0093356 4 0,0023339 141,98 0,0000
BC 0,000279182 4 0,0000697954 4,25 0,0046
BD 0,00597388 4 0,00149347 90,85 0,0000
CD 0,00022336 1 0,00022336 13,59 0,0005
RESIDUOS 0,000887654 54 0,000016438
TOTAL (CORREGIDO) 1,81085 97

Tabla A.14. Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia considerando la
concentracion de TiOy, y el efecto del 6xido sobre los FPHN.

Contraste Multiple de Rangos para Absorbancia segun concentracién de TiO,

Método: 95,0 porcentaje Duncan

concentracidén Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
0 20 1,03835 0,000906588 X

25 19 1,05285 0,000946208 X
50 19 1,0604 0,000946208 X
100 20 1,06135 0,000906588 X
75 20 1,06485 0,000906588 X
Contraste Diferencias

0 - 25 *-0,0144972

0 - 50 *-0,0220545

0 - 75 *-0,0265

0 - 100 *-0,023

25 - 50 *-0,00755727

25 - 175 *-0,0120028

25 - 100 *-0,00850276

50 - 75 *-0,00444549

50 - 100 -0,000945486

75 - 100 *0,0035

* indica una diferencia significativa.
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Tabla A.15 Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia considerando el método
de sintesis del TiO,, y el efecto del 6xido sobre los FPHN.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun método de sintesis

Método: 95,0 porcentaje Duncan

método Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

r 45 1,05284  0,000583529 x
0 49 1,05828 0,000583529 X

Contraste biferencias
o-1 " so,00sa308

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.16 Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia considerando el tiempo
de exposicion al TiO,, y el efecto del éxido sobre los FPHN.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia seguin tiempo de exposicidn

Método: 95,0 porcentaje Duncan

tiempo exp. Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
s 5o 1,00072 0,000s73377  x
90 48 1,0704 0,000593154 X

contraste biferencias
ss-90  «o,020e807

* indica una diferencia significativa.
Tabla A.17. Resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) considerando el efecto del
TiO; sobre el cancer de piel tipo melanoma.

Anédlisis de la Varianza para Densidad oéptica - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:concentracidn 0,044811 4 0,0112027 120,78 0,0000
B:tiempo prolif. 1,75956 4 0,439889 4742,61 0,0000
C:método 0,00156816 1 0,00156816 16,91 0,0001
D:tiempo exp. 0,00091204 1 0,00091204 9,83 0,0027
INTERACCIONES

AB 0,00116144 16 0,00007259 0,78 0,6977
AC 0,00066184 4 0,00016546 1,78 0,0000
AD 0,0110886 4 0,00277214 29,89 0,0000
BC 0,00007094 4 0,000017735 0,19 0,9420
BD 0,00755906 4 0,00188976 20,37 0,3219
CD 0,00030276 1 0,00030276 3,26 0,0762
RESIDUOS 0,00519414 56 0,0000927525



TOTAL (CORREGIDO) 1,83289 99

Los cocientes F estédn basados en el error cuadrédtico medio residual.

Tabla A.18. Contraste Mdultiple de Rangos para la Absorbancia considerando la
concentracion de TiO2, con el fin de definir el efecto del 6xido sobre el cancer de piel tipo
melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segin concentracién de TiO;

Método: 95,0 porcentaje Duncan

concentracidén Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
50 20 1,099 0,00215351 X
75 20 1,0993 0,00215351 X
25 20 1,1012 0,00215351 X
100 20 1,1034 0,00215351 X
0 20 1,1535 0,00215351 X
Contraste Diferencias

0 - 25 *0,0523

0 - 50 *0,0545

0 - 75 *0,0542

0 - 100 *0,0501

25 - 50 0,0022

25 - 175 0,0019

25 - 100 -0,0022

50 - 75 -0,0003

50 - 100 -0,0044

75 - 100 -0,0041

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.19. Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia considerando el método
de sintesis del TiO;, con el fin de determinar el efecto del TiO, sobre el cancer de piel
tipo melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun método de sintesis

Método: 95,0 porcentaje Duncan

método Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

o s 1,10732  o0,00132 x
1 50 1,11524 0,001362 X

Contraste biferencias
o-1  so0079

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.20. Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia considerando el tiempo
de exposicion al TiO,, para determinar el efecto del TiO, sobre el cancer de piel tipo
melanoma.
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Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segln tiempo exposicién

Método: 95,0 porcentaje Duncan

tiempo exp. Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

s s 1,10826  0,001362 x
45 50 1,1143 0,001362 X

contraste biferencias
ss-90  .o,0080¢

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.21. Resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) considerando el efecto de la
radiacion sobre FPHN.

An4dlisis de la Varianza paraAbsorbancia - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo prolif. 0,387832 4 0,0969579 151,00 0,0001
B:Radiacién 0,0013778 1 0,0013778 2,15 0,0027
C:Tiempo Exposicidn 0,000245 1 0,000245 0,38 0,5702
INTERACCIONES

AB 0,0012177 4 0,000304425 0,47 0,7562
AC 0,0019465 4 0,000486625 0,76 0,6027
BC 0,0 1 0,0 0,00 1,0000
RESIDUOS 0,0025685 4 0,000642125
TOTAL (CORREGIDO) 0,395187 19

Los cocientes F estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.

Tabla A.22. Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia considerando la
radiacion y su efecto sobre los FPHN.

Contraste Multiple de Rangos para Absorbancia segun Radiacidn

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Radiacién Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

v 10 1,055 o000801327 x
0 10 1,0951 0,00801327 X

Contraste biferencias
o-1 o0

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.23. Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia considerando el tiempo
de exposicion a la radiacion, y su efecto sobre FPHN.
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Contraste Multiple de Rangos para Absorbancia segun Tiempo Exposicién

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Nivel Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

s 10 1,063  o000801327 x
45 10 1,0683 0,00801327 X

contraste biferencias
s -0 oo0r

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.24 Resultados de Analisis de Varianza (ANOVA) para efecto de la radiacién
sobre cancer de piel tipo melanoma

An4dlisis de la Varianza para Absorbancia - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo prolif. 0,326116 4 0,0815291 2280,53 0,0000
B:Radiacién 0,00637245 1 0,00637245 178,25 0,0002
C:Tiempo Exposicién 0,053148 1 0,053148 1486, 66 0,0000
INTERACCIONES

AB 0,0004618 4 0,00011545 3,23 0,1413
AC 0,0007562 4 0,00018905 5,29 0,0678
BC 0,00006125 1 0,00006125 1,71 0,2607
RESIDUOS 0,000143 4 0,00003575
TOTAL (CORREGIDO) 0,387059 19

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Tabla A.25. Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia tomando la radiacion y
considerando el efecto de ésta sobre el cancer de piel tipo melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para Absorbancia segun Radiacién

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Radiacién Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

T 10 1,1217  o0,00207%45 X
0 10 1,1535 0,00207545 X

Contraste biferencias
o-1 T so0ms

* indica una diferencia significativa.
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Tabla A.26. Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia tomando el tiempo de
exposicién a la radiacion, y considerando el efecto de la radiacién sobre el cancer de
piel tipo melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para Absorbancia segun Tiempo Exposicién

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Nivel Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

o 10 1,08%  o,018%077 x
45 10 1,1925 0,00189077 X

contraste biferencias
s -0  sog0m

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.27 Resultados de Analisis de Varianza (ANOVA) considerando el efecto del
TiO2 y la radiacién sobre los FPHN.

Andlisis de la Varianza para absorbancia - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:Concentracidn 0,00075985 3 0,000253283 8,21 0,0002
B:Tiempo de prolif. 1,3935 4 0,348376 11298,12 0,0000
C:Metodo 0,0014792 1 0,0014792 47,97 0,0000
D:Tiempo exposicidn 0,0154568 1 0,0154568 501,28 0,0000
INTERACCIONES

AB 0,00079415 12 0,0000661792 2,15 0,0335
AC 0,0010483 3 0,000349433 11,33 0,0000
AD 0,0002451 3 0,0000817 2,65 0,0608
BC 0,0001418 4 0,00003545 1,15 0,3463
BD 0,00873595 4 0,00218399 70,83 0,0000
CD 0,00003645 1 0,00003645 1,18 0,2830
RESIDUOS 0,0013259 43 0,0000308349
TOTAL (CORREGIDO) 1,42353 79

Los cocientes F estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.

Tabla A.28. Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia tomando la
concentracion de TiO», considerando el efecto de ésta y la radiacion sobre los FPHN.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun Concentracidn

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Concentraciédn Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
75 20 1,05815 0,00124167 X
25 20 1,06285 0,00124167 X
50 20 1,0647 0,00124167 X
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100 20 1,0664 0,00124167 X

Contraste Diferencias
25 - 50 -0,00185

25 - 175 *0,0047

25 - 100 -0,00355

50 - 75 *0,00655

50 - 100 -0,0017

75 - 100 *-0,00825

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.29. Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia tomando el tiempo de
exposicion al TiO; y la radiacion, considerando el efecto de éstas sobre los FPHN .

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun Tiempo exposicidn

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Nivel Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
s s 1,08912  o0,000877993 x
90 40 1,07692 0,000877993 X

Contraste Diferencias
s -9 w0028

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.30. Contraste Multiple de Rangos para la Absorbancia tomando el método de
sintesis del TiO2, considerando el efecto del TiO: y la radiacién sobre los FPHN.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun Método

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Método Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

o s 1,082 o,000877993 x
1 40 1,06732 0,000877993 X

Contraste Diferencias
o-1 o008

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.31 Resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) considerando el efecto del
TiO2 y la radiacién, sobre el cancer de piel tipo melanoma.

Analisis de la Varianza para absorbancia - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES
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A:Concentracidn 0,007103 3 0,00236767 94,01 0,0000
B:Tiempo prolif. 1,41669 4 0,354172 14062, 88 0,0000
C:Metodo 0,0002048 1 0,0002048 8,13 0,0067
D:Tiempo exposicidén 0,013056 1 0,013056 518,41 0,0000
INTERACCIONES

AB 0,00042075 12 0,0000350625 1,39 0,2068
AC 0,0039078 3 0,0013026 51,72 0,0000
AD 0,00200375 3 0,000667917 26,52 0,0000
BC 0,0001207 4 0,000030175 1,20 0,3254
BD 0,0059757 4 0,00149392 59,32 0,0000
CD 0,00028125 1 0,00028125 11,17 0,0017
RESIDUOS 0,00108295 43 0,0000251849
TOTAL (CORREGIDO) 1,45085 79

Los cocientes F estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.

Tabla A.32. Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia tomando la
concentracion de TiO2, considerando el efecto de ésta y la radiacion sobre el cancer de
piel tipo melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun Concentracidn

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Concentracién Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
25 20 1,09055 0,00112216 X
100 20 1,10295 0,00112216 X
75 20 1,10735 0,00112216 X
50 20 1,11675 0,00112216 X
Contraste Diferencias

25 - 50 *-0,0262

25 - 175 *-0,0168

25 - 100 *-0,0124

50 - 75 *0,0094

50 - 100 *0,0138

75 - 100 *0,0044

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.33. Contraste Mdultiple de Rangos para la Absorbancia tomando el tiempo de
exposicion al TiO, vy la radiacidn, considerando el efecto de éstas sobre el cancer de
piel tipo melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segtn Tiempo exposicién

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Nivel Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
90 40 1,09163 0,000793487 X
45 40 1,11718 0,000793487 X
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Contraste Diferencias

* indica una diferencia significativa.

Tabla A.34. Contraste Mdltiple de Rangos para la Absorbancia tomando el método de
sintesis del TiO, , considerando el efecto del TiO y la radiacién sobre el cancer de piel
tipo melanoma.

Contraste Multiple de Rangos para absorbancia segun Método

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Método Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

o s 1,108  o,000793887 x
1 40 1,106 0,000793487 X

contraste biferencias
o-1 w0002

* indica una diferencia significativa.
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