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INTRODUCCION

Las propiedades autolimpiantes de superficies de TiO, son el resultado de un efecto sinérgico
entre la luz UV que induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) sobre la
superficie, que atacan moléculas organicas adsorbidas y la superhidrofilicidad que conduce a la
extension de las gotas de agua. Por otra parte, el TiO, es un semiconductor con una diferencia
de energia (band gap) entre la banda de valencia y la de conduccién de 3,2 eV, permitiendo la
produccion de ROS sélo bajo irradiacion UV de longitud de onda inferior a 387 nm. Pocos
estudios pueden encontrarse en la literatura sobre la utilizaciéon de TiO, modificado con
nitrégeno activado por medio de luz visible como material autolimpiante. Por ejemplo, Irie et al.
(2003) y Premkumar (2004) encontraron que peliculas delgadas de TiO, dopadas con N,
depositadas sobre SiO, mostraron super hidrofilicidad bajo luz visible.

Ambos autores sugirieron que la actividad a la luz visible seria causada por la disminucién del
valor del band gap, como fue descrito por Asahi et al. (2001).

Por otra parte, polimeros biodegradables pueden usarse como sustratos de nanoparticulas de
TiO, para ser evaluados como superficies autolimpiantes. El quitosano (QS) es un
poliaminosacarido lineal compuesto por unidades monomeéricas, N-acetil glucosamina y D-
glucosamina, unidas a través de enlaces glucosidicos B-(1-4) (Lamarra et al. 2017).

El QS es un polimero natural con hidrofilicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y con
propiedades no toxicas que ha sido estudiado como un sustrato para inmovilizar nanoparticulas
de TiO,. Sin embargo, la mayor parte de parte de los estudios ha sido dirigidos a la absorcién
de tintes organicos de ambientes maritimos, inactivacion de bacterias y apoésitos cicatrizante de
heridas (Archana et al. 2013).

En este contexto, los objetivos del trabajo fueron obtener matrices utilizando quitosano como
material soporte de nanoparticulas de TiO, estudiando sus propiedades fisico-quimicas,
antimicrobianas y autolimpiantes.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de las nanoparticulas de TiO,

Se preparo una solucion de isopropéxido de titanio (Aldrich, 26,7 g) con etanol absoluto (Merck,
186,6 g) bajo atmoésfera de N, y temperatura ambiente, agitando en forma continua.
Seguidamente se agregd una solucion alcohdlica de urea (en relaciones de 10, 30 y 60% p/p)
con un volumen apropiado de HCI 0.28 M y se agité vigorosamente por 2 h. El gel se sec6 a
temperatura ambiente, se molié y se calciné a 400°C durante 1h.
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El material obtenido se lavo 3 veces usando un ultrasonicador durante 3 min en agua Milli-Q, se
filtrd y se secd a 60°C durante 24 h. Los materiales sintetizados se nombraron UTiO,-10, UTiO.-
30 y UTiO,-60.

Obtencion de peliculas a base de quitosano

Las suspensiones filmogénicas de quitosano (QS) se prepararon por disolucion de QS 1% (p/v)
en una solucion al 1% (v/v) de &cido acético. Posteriormente diferentes concentraciones de
UTiO, se dispersaron para obtener relaciones QS:UTiO, 70:30 y 50:50 (% en peso). Las
muestras se homogeneizaron utilizando un equipo sonicador Sonic Vibra-Cell y las peliculas se
obtuvieron por moldeo y secado a 37°C. Las peliculas funcionalizadas se Illamaron
70QS/30UTiO,-X 0 50QS/50UTiO.-X (donde X representa el porcentaje de urea).

Espectroscopia de reflectancia difusa (DRS)

Los espectros de reflectancia difusa se obtuvieron usando un espectrofotometro UV-visible
Lambda 35 (Perkin Elmer), equipado con una camara reflectancia difusa Labsphere RSA-PE-20
con una esfera integradora de 50 mm de diametro.

Anadlisis por microscopia de fuerza atémica

El analisis por microscopia de fuerza atémica (AFM) fue realizado con un microscopio MFP-3D
Infinity (Oxford Instruments) en modo no-contacto. Las medidas se hicieron por duplicado y las
escalas fueron 14, 5y 2 ym con un set point y una frecuencia de escaneo de 519 mV y 0,53 Hz,
respectivamente.

Espectroscopia de infrarrojo (ATR-FTIR)

Los espectros ATR-FTIR de las muestras se registraron por medio de un equipo Nicolet, iS10
Thermo Scientific (Madison, USA) en el rango 4000-400 cm™ por acumulacién de 32 barridos
con una resolucién de 4 cm™, sobre un cristal de diamante (Smart iTX).

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Los estudios de la morfologia de las peliculas se realizaron por microscopia electrénica de
barrido con un SEM Philips 505, sobre muestras criofracturadas por inmersion en N, liquido.
Las muestras colocadas sobre tacos de bronce con una cinta bifaz fueron metalizadas con oro.

Difraccion de rayos X (DRX)

Las peliculas formuladas a base de quitosano fueron analizadas por difraccion de rayos X
usando un equipo Philips PW 1732. Se oper6 con radiacion CuK (1.542 A) a temperatura
ambiente a 40 kV y 30 mA. La intensidad relativa fue registrada en el rango de (20) 5-60°.

Propiedades antimicrobianas

Las propiedades antimicrobianas se estudiaron siguiendo el protocolo descripto por Lamarra et
al. (2017) contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA) y Escherichia coli ATCC 25922
(EC). Se empled el método de difusion en agar, colocando discos de peliculas sobre la
superficie de placas de Petri previamente inoculadas con el patéogeno. Placas sin peliculas
fueron incluidas como control de crecimiento del patégeno. Las placas se incubaron bajo luz
visible y se midieron los halos de inhibicion.

Experimentos de fotoblanqueo

Muestras de peliculas de 2 x 2 cm? QS/UTiO,-X se usaron para los experimentos. Luego, 80 uL
de una solucién etandlica de verde de malaquita (MG, 1x10“mol L") se agregaron sobre las
muestras y se secaron a temperatura ambiente. Para la irradiacion se usé como fuente de luz
una lampara de 200 W Xe-Arc (Newport, USA). Este sistema se equipd con filtros (Newport,
USA) los cuales permiten pasar radiaciones superiores a 320 nm y 450 nm. La emision UVA se
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midié usando un medidor Lutron YK-35UV UV que dié un valor de 35 W m™. La evolucién de la
principal banda de absorcion del colorante MG (624 nm) se registré mediante la técnica DRS en
funcién del tiempo de irradiacion y la degradacion del MG también se siguié por ATR-FTIR.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de nanoparticulas UTiO,
El patron de difraccion de rayos X (Figura 1a) mostré la presencia de picos localizados a 20 =

249 ° (101), 37.9 ° (004), 47.8 ° (200) y 54.3° (211) atribuidos a la forma anatasa del TiO,
(Pizzio et al. 2008)
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Figura 1. a) Difractograma de rayos X y ATR-FTIR de nanoparticulas de TiO, modificadas con urea de
nanoparticulas de UTiO,: b) region espectral 2500-800 cm”, ¢) region espectral 4000-1000 cm™.

El espectro ATR-FTIR de la Figura 1b y ¢ mostré bandas localizadas a 3345,3490, 3590 y 3615
cm™ asignados a las uniones N-H. Otro grupo de sefiales se detectaron a 1589, 1412, 1311 y
1218 cm™ correspondientes a los enlaces N=C y N-C. Las mismas son asignadas a especies
nitrogenadas denominadas “melon”.

Caracterizacion de peliculas de quitosano conteniendo nanoparticulas de UTiO,

Las micrografias obtenidas por SEM (Figura 2) muestran la superficie rugosa de las matrices
relacionada con la presencia de nanoparticulas de TiO, modificadas con urea. Ademas, el mapa
EDS siguiendo la linea Ka1 del Ti reveld que las nanoparticulas UTiO, estuvieron
homogéneamente dispersas en la matriz de quitosano. Resultados similares se obtuvieron en el
caso de las peliculas 50QS/50UTiO.,.

70QS/30UTiO2-10 70QS/30UTiO2-60

Figura 2. Micrografias obtenidas por SEM de peliculas 70QS/30UTiO2 con diferentes relaciones
de urea. Mapa de distribucion EDS siguiendo la linea Ka1 del Ti.

Los espectros DRS de peliculas conteniendo 30% de nanoparticulas UTiO, (% peso) (Figura 3)
(70QS/30UTiO,) exhibieron la absorcion UV correspondiente al quitosano independientemente
de la concentracién de urea. Sin embargo, las curvas de absorbancia mostraron la aparicion de
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un hombro entre 400 y 500 nm vinculado a la presencia de nanoparticulas UTiO,. Resultados
similares fueron encontrados realizando ensayos sobre peliculas 50QS/50UTiO,.

La topografia de las peliculas usando la técnica AFM se analizé sobre areas de 5 x 5 ym?. La
pelicula QS mostré una superficie suave y de baja rugosidad (Figura 4a). Por otra parte, las
matrices 70QS/30UTiO»-10 y 50QS/50UTiO»-10 (Figura 4b y c) expusieron superficies con
mayor rugosidad confirmada por datos de la desviacion cuadratica media de la rugosidad
(RMS). Estos resultados revelaron que la presencia de nanoparticulas UTiO, produjeron cambios
en las propiedades superficiales de las peliculas QS.
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Figura 3. Espectro DRS de peliculas de quitosano funcionalizadas (70QS/30UTiO,-X)
conteniendo nanoparticulas de TiO, modificadas con urea con diferentes relaciones U:TiO, (%
peso). La Figura inserta muestra los espectros DRS de nanoparticulas de UTiO..
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Figura 4. Imagenes en tres dimensiones obtenidas por AFM en modo no-contacto de peliculas:
a) QS, b) 70QS/30UTiO,-10 y c) 50QS/50UTiO,-10

Las peliculas QS/UTiO, tratadas con soluciones etandlicas de MG fueron irradiadas durante 6 h
con diferentes longitudes de onda.

La Figura 5a muestra los resultados obtenidos bajo irradiacion UVA+visible (320-800 nm).
Experimentos realizados con matrices 70QS/30UTiO, revelaron una actividad de fotoblanqueo
significativa.

La absorbancia normalizada en funcion del tiempo de irradiacién (Figura 5b) mostré que las
peliculas con nanoparticulas UTiO, preparadas con el 10% de urea (70QS/30UTiO--10)
presentaron la mayor actividad fotoblanqueante. Asimismo, las muestras 50QS/50UTiO, (no
mostrada) tuvieron un comportamiento similar

El espectro de absorcion del verde de malaquita fue adquirido por DRS para diferentes tiempos
de irradiacion para las peliculas 70QS/30UTiO,-10 (Figura 6a y b) y 50QS/50UTiO,-10 (datos
no mostrados). Dos rasgos fueron identificados: (i) la intensidad de la principal banda de
absorcion del MG disminuyd a medida que aumenté el tiempo (max=624 nm) y (ii) esta banda
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sufrié un corrimiento hacia menores longitud de onda (593 nm) causado probablemente por la
N-dimetilacion del colorante (Figura 6a) (Rengifo-Herrera et al. 2014).
Las determinaciones de ATR-FTIR sobre peliculas 70QS/30UTiO»-10 (Figura 6b) mostraron que
después de 6 h de irradiacién con luz UVA+visible, las bandas ubicadas a 2800 y 1375 cm’
correspondientes a los enlaces C-H y C-N del grupo -CHj;, sufrieron una reduccién en su
intensidad.
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Figura 5. a) Evolucion del fotoblanqueo del colorante MG (107 mol L) durante 6 h sobre peliculas
70QS/30UTiO2-X bajo irradiacion UVA+visible (320—-800 nm) usando una lampara de 200W Xe-Arc.
b) Plot de absorbancia normalizada a 624 nm en funcion del tiempo para peliculas 70QS/30UTiO,-X.
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Figura 6. a) Evolucion de la banda de absorcién ubicada a 624 del colorante MG durante la irradiacion
con luz UVA+visible (320-800 nm) sobre peliculas 70QS/30UTiO2-10; b) ATR-FTIR de las peliculas
70QS/30UTiO,-10 tratadas con el colorante MG. Se realizd la sustraccion de las bandas
correspondientes a QS 'y UTIO,.

Por otra parte, bajo irradiacién con luz visible (450-800 nm), donde tanto las nanoparticulas de
TiO, modificadas con urea como la el verde de malaquita pueden absorber luz, las fotografias
revelaron un significativo fotoblanqueo del colorante (datos no mostrados) sobre las peliculas
70QS/30UTiO,-10 y 50QS/50UTiO2-10.

El espectro ATR-FTIR de 70QS/30UTiO,-10 tratada con verde de malaquita mostré que el pico
a 2800 cm™’ correspondiente al -CHj del colorante, no fue afectado. Sin embargo, una nueva
banda localizada a 1620 cm™ aparecio después de 6 h de irradiacion. Esta banda podria ser
asignada a las vibraciones -C=0 de las cetonas. Estudios previos han mostrado que el verde de
malaquita podria recibir un ataque oxidativo del oxigeno singlete ('O,) conduciendo a la
produccion de benzofenonas. Asi, estas vibraciones -C=0 podrian ser asignadas a la presencia
de estas sustancias quimicas.
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Como se muestra en la Tabla 1 las peliculas cargadas con nanoparticulas y en contacto directo
con los patdgenos presentaron un efecto bacteriostatico contra los microorganismos
ensayados. En el caso de la EC se observo la formacion de un halo de inhibicion alrededor de
las peliculas mientras que la inhibicion del crecimiento microbiano del SA se produjo por
contacto de la pelicula con el medio de cultivo.

Tabla 1. Diametro total de inhibicién (Dti) e inhibicion
por contacto (Ic) para los microorganismos ensayados.

Microorganismos Ahi (cm®) Ic
Escherichia coli (EC) 4.8 +
Staphylococcus aureus nd -/

(SA)

Ahi: area total de inhibicién. Ic: inhibicion por contacto.
+: representa inhibicion; -/+: inhibicion parcial

CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de TiO, modificadas con urea mostraron absorcion de luz visible,
posiblemente debido a la formacién de subproductos de la termdlisis de la urea, tales como el
meldén. Todas las matrices QS/UTiO, expusieron alta actividad fotoblanqueante del verde de
malaquita bajo diferentes longitudes de onda. Cuando se emplea radicacion UVA, tienen lugar
los procesos fotocataliticos clasicos que implican agujeros en la banda de valencia o radicales
*OH, que serian responsables del efecto de fotoblanqueo. Bajo irradiacion con luz visible,
especialmente luz azul (400-500 nm), el “meldén” jugaria un papel clave que podria producir
tanto radicales "OH como oxigeno singlete, las que serian las principales especies oxidativas
que conducen al fotoblanqueo del verde de malaquita. Adicionalmente, las matrices QS/UTiO,
mostraron actividad antimicrobiana frente a S.aureus y E.coli.
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