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Abstract

Heterogeneous photocatalysis is a photochemical process that is part of the so -called
"Advanced Oxidation Processes™. This technology is based on the use of a semiconductor
material as a catalyst, which is activated by light to generate redox reactions that give rise
to highly oxidizing species that can degrade the compounds adsorbed on its surface,
complete mineralization of the same. The application of photocatalysis in construction
materials began in the early 1990s. In this field, the main properties are decontaminating
(1; 2; 3; 4) and self-cleaning (5; 6; 7; 8) effect due to redox reactions promoted by sunlight

on the surface of the photocatalyst.

However, in recent years this technology has focused on its application as disinfectant or
sterilizing surfaces. Photocatalytic disinfection has been demonstrated mainly in viruses (5;
6; 7; 8),bacteria (9; 10; 11; 12) or algae (13; 14; 15). Due to the complexity of
microorganisms, the complete inactivation mechanism exerted by photocatalysis on them
is still unknown. What is accepted is that the prolonged attack of reactive oxygen species
causes damage to the cell wall, subsequently to the cytoplasmic membrane and ends with

the direct attack of intracellular components.

However, the study of the applicability of this technology for the degradation of the
structure of pollen and its allergens has not been carried out to date. Currently, various
studies point to pollen as the most frequent cause of immunological disorders in humans.
It is estimated that 15-30% of the world population has adverse symptoms before exposure

to pollen allergens, and in 5% of cases medical treatment is necessary.

Previous experiences have shown that the structure of pollen can only be altered by certain
microorganisms and by some highly oxidizing species (16; 17; 18), such as Ozone, due to
its great resistance (it supports temperatures of more than 300°C and the action of acids and
bases) of its outer layer, exin. It should be noted that photocatalytic disinfection with TiO2
is estimated to be 3 times stronger and more effective than chlorine and 1.5 times more than

Ozone.

In this context, given the high oxidative capacity of heterogeneous photocatalysis, it is

reasonable to suggest that the application of photocatalytic technology in construction



ABSTRACT

materials may be likely to involve the destruction of the protective outer layer of pollen

grains, and even power inactivate its allergenic capacity.

This is the hypothesis on which this Doctoral Thesis is based. This global objective will be

addressed based on the following partial objectives:

1. Study of the viability of heterogeneous photocatalysis as a technology for the
degradation / elimination of pollen grains.

2. Evaluation of the yield and mechanisms of degradation / elimination of pollen
grains depending on the type of plant species.

3. Study of the effectiveness of heterogeneous photocatalysis as a pollen allergen
inactivation technology.

4. Analysis of the chemical semiconductor TiO2-allergen interaction and potential

applications.

The study has been carried out using pollen grains and allergens from seven different plant
species. The study has been carried out using three working configurations: (a) Suspension
of powdered photocatalyst in aqueous solution b) photocatalyst supported in athin layer on

glass or aluminum carrier, and (c) photocatalyst embedded in cement-based material.

In a first phase (results chapter 4), the viability of the photocatalyst activity as a viable
technology for the reduction of pollen grains from two different plant species (Cupressus
arizonica and Platannus acerofila) was evaluated. The results obtained, mainly using
characterization techniques such as X-ray diffraction (XRD), X-ray electron spectroscopy
(XPS), fluorescence, infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, showed that
photocatalysis causes significant changes in the structure of the pollen and its allergenic

viability.

In this first phase, two species were analyzed. Specifically, it is observed that there is a
modification of the external layers (intine and exine) that protect the protoplasm of pollen
grains. By means of the scanning electron microscopy technique it is shown that after the
photocatalytic treatment the degradation of the exine and intine strata occurs and therefore
the pollen grains suffer a clearly visible deterioration of their structure, reducing the number
of viable grains. On the other hand, by means of the fluorescence staining technique with

the fluorescein diacetate probe (FDA) it can be verified that there is a decrease in the
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viability of the pollen studied or inactivation of their allergenicity. The experimental data
showed a significant reduction (approximately 80-85%) in the fluorescence intensity (=
inactivation) of the pollen after exposure to the photocatalytic process. These results are

corroborated by the XRD patterns in which the characteristic pollen peaks disappear.

In a second part (chapter 5), the evaluation of this degradation process was studied in
detealle in a total of 7 pollen species analyzed with the same results. The species suffered
a clear deterioration of their allergenic capacity, as shown by the images of the scanning

electron microscope.

In a third phase of this thesis, a detailed analysis of the phases / decomposition mechanism
of the allergen extracts of 7 the seven previous plant species were carried out (Chapters 6
and 7). In this phase, he confirmed that allergen extracts undergo almost complete
decomposition giving rise to low molecular weight volatile products that are consistent with
amino acid photodegradation mechanisms. The mechanisms of degradation of the

enzimatic structures in animoacid compounds of each one of the species were described.

In a fourth phase it was found that the degradation of pollen proteins can lead to an unusual
surface chemical modification of the photocatalyst that can be associated with a possible
doping of TiO2 with C and N from pollen extracts. This last result opens an additional field
of research in relation to the enhancement of photocatalytic activity by the action of amino

acids in pollen in modifying the structure of photocatalysts.
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Resumen

La fotocatalisis heterogénea es un proceso fotoquimico que forma parte de los Ilamados
“Procesos Avanzados de Oxidacion”. Esta tecnologia se basa en la utilizacion de un
material semiconductor como catalizador, el cual se activa por luz para generar reacciones
redox que dan lugar a especies altamente oxidantes que pueden degradar los compuestos
adsorbidos en su superficie, completa mineralizaciéon de los mismos. La aplicacion de la
fotocatalisis en los materiales de construccion comenzdé a principios de la década de 1990.
En este campo, las principales propiedades son el efecto descontaminante (1; 2; 3; 4) y
autolimpiante (5; 6; 7; 8) debido a reacciones redox promovidas por la luz solar sobre la

superficie del fotocatalizador.

Sin embargo, en los ultimos afios esta tecnologia se ha enfocado su aplicacion en superficies
desinfectantes o esterilizantes. La desinfeccion fotocatalitica se ha demostrado
fundamentalmente en virus (9; 10; 11; 12) , bacterias (13; 14; 15; 16) o algas (17; 18; 19).
Debido a la complejidad de los microorganismos, se desconoce aun el mecanismo completo
de inactivacion que ejerce la fotocatalisis sobre ellos. Lo que si estd aceptado es que el
ataque prolongado de las especies reactivas del oxigeno ocasiona el dafio de la pared celular,
posteriormente de la membrana citoplasmatica y finaliza con el ataque directo de los
componentes intracelulares. Sin embargo, el estudio de la aplicabilidad de esta tecnologia
para la degradacion de la estructura del polen y sus alérgenos no se ha realizado hasta el
momento. En la actualidad, diversos estudios sefialan al polen como el causante mas
frecuente de trastornos inmunoldgicos en el ser humano. Se estima que un 15-30% de la
poblacién mundial presenta sintomas adversos antes la exposicién a los alérgenos del polen,

y en el 5% de los casos es necesario tratamiento médico.

Experiencias previas han demostrado que la estructura del polen sélo puede ser alterado por
ciertos microorganismos y por algunas especies altamente oxidantes (20; 21; 22), talescomo
el Ozono, debido a la gran resistencia (soporta temperaturas de mas de 300°C y la accion
de acidos y bases) de su capa exterior, la exina. Cabe resaltar que se estima que la
desinfeccion fotocatalitica con TiOz es 3 veces mas fuerte y efectiva que el cloroy 1,5 veces

mas que el Ozono.

En este contexto, dada la elevada capacidad oxidativa de la fotocatalisis heterogénea, es

razonable plantear que la aplicacion de la tecnologia fotocatalitica en materiales de
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construccion puede ser susceptible de implicar la destruccion de la capa externa protectora

de los granos de polen, e incluso de poder inactivar su capacidad alergénica.
Esta es la hipdtesis sobre la que se sustenta la presente Tesis Doctoral.
Este objetivo global se abordara en base a los siguientes objetivos parciales:

1. Estudio de la viabilidad de la fotocatalisis heterogénea como tecnologia de
degradacidn/eliminacion de granos de polen.

2. Evaluacién del rendimiento y mecanismos de degradacion/eliminacion de los
granos de polen en funcion del tipo de especie vegetal.

3. Estudio de la efectividad de la fotocatalisis heterogénea como tecnologia de
inactivacion de los alérgenos del polen.

4. Analisis de la interaccion quimica semiconductor TiO.-alérgeno y potenciales

aplicaciones.

El estudio se ha realizado usando granos de polen y alérgenos de siete especies vegetales
diferentes. El estudio se ha realizado utilizando tres configuraciones de trabajo: (a)
Suspensién de fotocatalizador en polvo en disolucion acuosa b) fotocatalizador soportado
en capa fina sobre vidrio o portador de aluminio, y (c) fotocatalizador embebido en material

de base cemento.

En una primera fase (resultados capitulo 4), se evalu6 la viabilidad de la actividad
fotocatalitica como tecnologia viable para la reduccién de granos de polen procedentes de
dos especies vegetales diferentes (Cupressus arizonica y Platannus acerofila). Los
resultados obtenidos, fundamentalmente utilizando técnicas de caracterizacion como la
difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia electronica de rayos X(XPS), fluorescencia,
espectroscopia infrarroja, microscopia electronica de barrido, evidenciaron que la
fotocatalisis provoca cambios significativos en la estructura del polen y su viabilidad
alergénica. En esta primera fase se analizaron dos especies. En concreto, se observa que
existe una modificacion de las capas externas (intina y exina) que protegen el protoplasma
de los granos de polen. Mediante la técnica de microscopia electrénica de barrido se
demuestra que tras el tratamiento fotocatalitico se produce la degradacién de los estratos
exina e intina y por tanto los granos de polen sufren un deterioro claramente visible de su

estructura reduciéndose el nimero de granos viables. Por otro lado, mediante la técnica de
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tincion por fluorescencia con la sonda diacetato de fluoresceina (FDA) se puedo comprobar
que existe una disminucion de la viabilidad de los polenes estudiados o inactivacion de la
alergenidad de los mismos. Los datos experimentales evidenciaron una reduccion
significativa (aproximadamente el 80-85%) de la intensidad de fluorescencia
(=inactivacion) del polen tras la exposicion al proceso fotocatalitico. Estos resultados son
corroborados por los patrones de DRX en los que los picos caracteristicos del polen
desaparecen.

En una segunda fase (capitulo 5) la evaluacion de este proceso de degradacion se estudioen
detalle en un total de 7 especies de polen analizadas con iguales resultados. Las especies
sufrian un claro deterioro de su capacidad alergénica, tal y como demuestran las imagenes

del microscopio electronico de barrido.

En una tercera fase de esta tesis se realiz6 un anélisis detallado de las fases/ mecanismo de
descomposicion de los extractos de alérgenos de 7 las siete especies vegetales anteriores
(Capitulos 6 y 7). En esta fases se confirmd que los extractos de alergeno sufren una
descomposicion casi completa dando lugar a productos volétiles de bajo peso molecular
que concuerda con los mecanismos de fotodegradacion de aminoécidos. Los mecanismos
de degradacion de las estructuras enzimaticas en compuesto aminoacidos de cada una de

las especies fueron descritos.

En una cuarta fase se comprobd que la degradacién de las proteinas del polen puede dar
lugar a una modificacion quimica superficial inusual del fotocatalizador que puede
asociarse a un posible dopaje de TiO2 con C y N procedentes de los extractos de polen. Este
altimo resultado abre un campo de investigacion adicional en relacion con la potenciacion
de la actividad fotocatalitica por accion de aminoacidos del polen en la modificacion de la

estructura de los fotocatalizadores.
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Resum

La fotocatalisi heterogénia és un procés fotoquimic que forma part dels anomenats
"Processos Avancats d'Oxidacio”. Aquesta tecnologia es basa en la utilitzacio d'un material
semiconductor com a catalitzador, el qual s'activa per Ilum per generar reaccions redox que
donen lloc a espécies altament oxidants que poden degradar els compostos adsorbits a la
superficie, completa mineralitzacié dels mateixos. L'aplicacié de la fotocatalisi en els
materials de construccioé vacomencar a principis de la decada de 1990. En aquest camp, les
principals propietats son I'efecte descontaminant (1; 2; 3; 4) i autonetejant (5, 6, 7; 8) a
causa de reaccions redox promogudes per la llum solar sobre la superficie del

fotocatalitzador.

No obstant aixo, en els utimos anys aquesta tecnologia s'ha enfocat a la seva aplicacié en
superficies desinfectants o esterilitzants. La desinfeccid fotocatalitica s'ha desmostrat
fonamentalmenten virus (5, 6, 7, 8) i bacteries (9, 10, 11; 12) o algues (13; 14; 15). A causa
de la complexitat dels microorganismes, es desconeix encara el mecanisme complet
d'inactivacié que exerceix la fotocatalisi sobre ells. EI que si esta acceptat és que l'atac
prolongat de les espécies reactives de I'oxigen ocasiona el dany de la paret cel-lular,
posteriorment de la membrana citoplasmatica i finalitza amb I'atac directe dels components
intracel-lulars. No obstant aix0, I'estudi de l'aplicabilitat d'aquesta tecnologia per a la
degradacio de I'estructura del pol-len i els seus al-lergens no s'habia realitzat fins al moment.
En l'actualitat, diversos estudis assenyalen al pol-len com el causant més frequientde trastorns
immunologics en I'ésser huma. S'estima que un 15 -30% de la poblacié mundialpresenta
simptomes adversos davant I'exposicié als al-lergens del pol-len, i en el 5% dels casos és

necessari tractament medic.

Experiencies previes han demostrat que I'estructura del pol-len només pot ser alterat per
certs microorganismes i per algunes espécies altament oxidants (16; 17; 18), com ara I'Oz0,
a causa de la gran resisténcia (suporta temperatures de més de 300°C i I'accid d'acids i bases)
de la seva capa exterior, I'exina. Cal ressaltar que s'estima que la desin feccid fotocatalitica

amb TiOz és 3 vegades mes forta i efectiva que el clor i 1,5 vegades més que 1'0z0.

En aquest context, donada I'elevada capacitat oxidativa de la fotocatalisi heterogeénia, s

raonable plantejar que I'aplicacid de la tecnologia fotocatalitica en materials de construccid
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pot ser susceptible d'implicar la destruccié de la capa externa protectora dels grans de

pol-len, i fins i tot de poder inactivar la seva capacitat al-lergénica.
Aquesta és la hipotesi sobre la qual se sustenta la present tesi doctoral.
Aquest objectiu global s'abordara en base als seglients objectius parcials:

1. Estudi de la viabilitat de la fotocatalisi heterogénia com tecnologia de degradacio /
eliminacié de grans de pol-len.

2. Avaluaci6 del rendiment i mecanismes de degradaci6 / eliminacio dels grans de
pol-len en funcio del tipus d'espéecie vegetal.

3. Estudi de Il'efectivitat de la fotocatalisi heterogenia com tecnologia d'inactivacid
dels al-lérgens del pol-len.

4. Analisi de la interacci6 quimica semiconductor TiO.-al-lergen i potencials
aplicacions. L'estudi s'ha realitzat usant grans de pol-leni al-lergens de set espécies

vegetals diferents.

L'estudi s'ha realitzat utilitzant tres configuracions de treball: (a) Suspensid de
fotocatalitzador en pols en dissolucié aquosa b) fotocatalitzador suportat en capa fina sobre

vidre o portador d'alumini, i (c) fotocatalitzador encastat en material de base ciment.

En una primera fase (resultats capitol 4), es va avaluar la viabilitat de I'activitat
fotocatalitica com a tecnologia viable per a la reducci6 de grans de pol-len procedents de
dues espécies vegetals diferents (Cupressus arizonica i Platannus acerofila). Els resultats
obtinguts, fonamentalment utilitzant técniques de caracteritzacié com la difraccié de raigs
X (DRX), espectroscopia electronica de raigs X (XPS), fluorescéncia, espectroscopia
infraroja, microscopia electronica de rastreig, van evidenciar que la fotocatalisi provoca
canvis significatius en l'estructura del pol-len i la seva viabilitat al-lergénica. En aquesta
primera fase es van analitzar dues especies. En concret, s'observa que hi ha una modificacié
de les capes externes (intina i exina) que protegeixen el protoplasma dels grans de pol-len.
Mitjancant la técnica de microscopia electronica de rastreig es demostra que després del
tractament fotocatalitic es produeix la degradacid dels estrats exina i intina i per tant els
grans de pol-len pateixen un deteriorament clarament visible de la seua estructura reduint
el nombre de grans viables. D'altra banda, mitjangant 1a técnica de tincio per fluorescéncia

amb la sonda diacetat de fluoresceina (FDA) es puc compobar que hi ha una disminucié de
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la viabilitat dels pol-lens estudiats o inactivacio de la alergenidad dels mateixos. Les dades
experimentals van evidenciar una reduccié significativa (aproximadament el 80 - 85%) de
la intensitat de fluorescencia (= inactivacid) del pol-len desprées de I'exposicio al procés
fotocatalitic. Aquests resultats son corroborats pels patrons de DRX en els quals els pics

caracteristics del pol-len desapareixen.

En una segona part l'avaluacié d'aquest procés de degradacio es va estudiar en detall en un
total de 7 espécies de pol-len analitzades amb iguals resultats. Les espécies patien un clar
deteriorament de la seva capacitat al-lergénica, tal com demostren les imatges de

microscopi electronic de rastreig.

En una tercera fase d'aquesta tesi es va realitzar una analisi detallada de les fases /
mecanisme de descomposicié dels extractes d'al-lergens de 7 les set especies vegetals
anteriors (Capitols 6 i 7). En aquestes fases es va confirmar que els extractes d'al-lergen
pateixen una descomposicié gairebé completa donant lloc a productes volatils de baix pes
molecular que concorda amb els mecanismes de fotodegradacié d'aminoacids. Els
mecanismes de degradacié de les estructures enzimatiques en compost animoacids de

cadascuna de les espécies van ser descrites.

En una quarta fase part es va comprovar que la degradacio de les proteines del pol-len pot
donar lloc a una modificacid quimica superficial inusual del fotocatalitzador que pot
associar-se a un possible dopatge de TiO> amb C i N procedents dels extractes de pol-len.
Aquest Ultim resultat obre un camp d'investigacio adicional en relacié amb la potenciacio de
I'activitat fotocatalitica per accié d'aminoacids del pol-len en la modificacié de I'estructura

dels fotocatalitzadors.
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1.1 Polen y alergias

El polen se define como “las células sexuales masculinas de las plantas con flores”. Su funcion
bioldgica es alcanzar la parte femenina de una flor de su misma especie y hacer posible la
fecundacion de la ovocélula (23), lo que se conoce como polinizacion, la cual puede darse por

el efecto del viento o mediante el transporte por insectos.

Este proceso precisa de una especial resistencia de los pdlenes, ya que condiciones ambientales
adversas pueden provocar su inviabilidad. El polen esta recubierto por una pared muy resistente
Ilamada exina que se constituye de uno de los materiales mas inalterables de la naturaleza, la
esporopolenina, la cual es capaz de resistir a la accion de acidos, bases o cambios extremos en

la temperatura.

Tal y como sefiala la Red Palinocam de la Comunidad de Madrid (24), el polen es uno de los
desencadenantes exdgenos mas importantes de los procesos alérgicos entre la poblacion.
Durante las épocas de floracion, la concentracion de los granos de polen provoca serios
trastornos en la poblacion. Existen estudios que sefialan al polen como el causante del “trastorno
inmunolégico méas frecuente en el ser humano”, afecta entre un 15 -30% de la poblacién

mundial, y en el 5% de los casos es necesario tratamiento médico (25; 26).

En Estados Unidos el 54,6% de las personas tiene reacciones alérgicas y 34 millones padecen
asma. Por otro lado, las alergias suponen mas de 30 millones de ddlares en gastos directos e
indirectos a las administraciones (27). La Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia ha
clasificado las alergias en general como "la epidemia del siglo XXI", ya que se espera que en

las proximas décadas el 50% de la poblacion convivira con la alergia (28).

El efecto alergénico del polen en el ser humano provoca sintomas muy variados en distintas
partes del cuerpo como los 0jos, la nariz, la garganta o los pulmones. Los sintomas mas comunes
son (29):

e estornudos, picor, congestion, secrecion y obstruccion nasal.

¢ inflamacion en los ojos (conjuntivitis), picor de paladar, de garganta y de oidos, lo que

se conoce como "fiebre del heno".

e tos, dificultad para respirar, sensacion de opresion toracicay pitidos, el llamado “asma

polinico”.
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La reaccidn alérgica se fundamenta en el siguiente principio: el polen libera proteinas solubles
en agua, las cuales generalmente son inofensivas, pero en ocasiones el cuerpo las reconoce
como sustancias nocivas. El cuerpo reacciona a esta amenaza mediante anticuerpos IgE que

liberan histamina, que es la principal sustancia responsable de los sintomas de alergia al polen.

Sin embargo, es importante destacar que el efecto del alérgeno en el ser humano es dependiente
del tamafo de particula del polen. Tamarfios de 10 micras 0 mas ocasiona que las particulas
queden retenidas en el arbol bronquial, y la respuesta sea a nivel de mucosa nasal y conjuntival,
las particulas entre 2.5 y 10 micras son las que penetran con mayor facilidad en las vias
respiratorias que las anteriores; las particulas entre 2.5 micras o0 menores de 2 micras pueden
alcanzar las vias respiratorias inferiores y el arbol bronquial y provocar efectos mas severos en
la salud humana (30; 31; 32).

Existen estudios que relacionan las particulas “finas” (<2.5 micras) con problemas de salud
significativos como muerte prematura en personas con problemas cardiacos, latido irregular del
corazén, aumento de los problemas derivados del asma o irritacion de las vias respiratorias. Sin
embargo, en particulas “gruesas” (entre 2.5 y 10 micras) los problemas de salud son de menor

importancia, pueden irritar 0jos, nariz y garganta.

En Espafia, las polinosis o alergias al polen mas significativas las producen las gramineas, el
olivo, el platanus y las cupresaceas. Aproximadamente en 1995 se estimaba que solo el 2% de
la poblacion era alérgica al polen de las Cupresaceas. En la actualidad alrededor del 40% de la
poblacidn es alérgico a este tipo de plantas. EI Comité de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola
de Alergologia e Inmunologia Clinica (SEIAC) sefiala que la causa de esta subestimacion se
debia a que los efectos alérgicos de esta familia se confundian con catarros durante la estacion
de invierno. La parte positiva es que a diferencia de otros pdlenes como el Platanus o las

gramineas, las cupresaceas no suelen producir sintomas asmaticos.

La figura 1 muestra un gréafico de la evolucion de granos de polen recogidos en la estacion de
Madrid (Clinica Subiza) de la SEIAC donde se observa una evolucion en las proporciones de
produccion de polen en funcion de la familia vegetal, con una reduccion de la cantidad de granos
de polen de gramineas, mientras que el platanus sigue aumentando su presencia en ciudades

como Madrid en los ultimos 15 afios.
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Figura 1: Evolucion niveles de polen de cupresaceas, gramineas y platanus en Madrid
(33)

Del mismo modo, existen estudios que demuestran la relacion directa entre el aumento de
urgencias hospitalarias y los niveles de polen de gramineas. Por ejemplo, en la figura 2 se
observa dicha relacion entre los afios 1995 y 2000. Los datos pertenecen al Registro de
Urgencias Hospital General Universitario Gregorio Marafién y a la Red PALINOCAM. En la
grafica se puede observar como claramente existe una coincidencia entre los picos de
produccidn de gramineas y de urgencias hospitalarias.
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Figura 2: Relacion entre niveles de polen y crisis hospitalarias (34)

Existen varios métodos para tratar o reducir los efectos de la alergia al polen aplicados

directamente al ser humano:
e Inmunoterapia: tratamiento por via subcutanea (vacuna) o sublingual.

e Antihistaminicos: medicamentos que permiten aliviar los sintomas de la alergia
bloqueando la accion de la histamina.
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e Productos paliativos de la congestion nasal: sprays nasal o descongestionantes con

oximetazolina, cortisona...

Por otro lado, los ultimos datos de la SEIAC estiman que las variaciones estacionales de
temperatura relacionadas con el cambio climatico estan provocando un incremento en las
cantidades de polen generadas por las especies vegetales o sobrepolinizacion- Esto esta
obligando a prolongar los tratamientos farmacol6gicos para reducir los efectos alergénicos en
el ser humano. Para evitarlo, la solucion propuesta es el uso de vacunas, una solucion alternativa

que disminuye el gasto en farmacos entre un 30% y un 40%.

Otros estudios sefialan que las temporadas de polinosis estan siendo "mucho mas largas y
agresivas" debido no solo a esas variaciones en los cambios de temperatura comentados
anteriormente, sino que ademas la elevada contaminacién que se registra fundamentalmente en
grandes ciudades esta ocasionado nuevos episodios de sobrepolinizacion. La SEAIC, explicaque
"estos fendmenos van a alterar la fisiologia de las plantas, potenciando la agresividad del polen™
(35).

En un estudio comparativo entre la Ciudad de Madrid y Ciudad Real se ha comprobado que el
polen de Madrid provoca efectos un 18% mas agresivos en la poblacidn susceptible que el de
Ciudad Real (36). “El estrés oxidativo producido por la polucion y que convierte sus pélenes
en mas alergénicos, altera la estructura del polen haciendo que éste genere proteinas como
mecanismo de defensa y aumentan su capacidad de inducir una respuesta alérgica en personas
susceptibles”. Javier Subiza et al. estiman que las particulas de polen son capaces de multiplicar

por 27 la capacidad de un polen de ser alergénico en condiciones de estrés (35; 37).

1.1.1 Polen: Definicion y estructura

Los granos de polen son las células sexuales masculinas de las plantas con flores (38; 39; 40;
41). Se trata de una estructura bi o tricelular con una cubierta formada por dos capas, una interna

denominada intina y otra externa denominada exina:

e Laintina esla responsable de la formacion del tubo polinico y envuelve al protoplasma,
es delicada, poco resistente, constituida de celulosa y pectina, es mas gruesa
generalmente a la altura de las aperturas. Su composicion es muy similar a la de la pared
primaria de una célula, constituida principalmente por polisacaridos, pectinas y

proteinas (42).


http://www.seaic.org/

CAPITULO 1: INTRODUCCION

e Laexina cubre a la intina a través de una capa rigida y gruesa que da la forma al grano
de polen. La esporopolenina es parte constituyente de laexinay es uno de los materiales
maés inalterables de la naturaleza, muy resistente a &cidos y bases y que no se ve afectado
por las variaciones térmicas habituales en la naturaleza (43). Entre sus funciones se
encarga de la proteccion al gametofito frente a posibles dafios fisicos en el proceso de
transporte desde la antera al estigma de una flor o sirve de almacenamiento de aquellas
proteinas capaces de realizar las reacciones de autoincompatibilidad (42).

apertura

nicleo
vegetativo

célula,
/uenerativa

apertura reticulo endoplasmatico

Figura 3: Estructura del grano de polen bicelular (44)

Existen distintos tipos de exina que se diferencian por el nimero, posiciény caracteristicas de

las aperturas que posea, tal y como muestra la figura 4 (45).

A con espinas; B reticulada C verrugosa D granulada E mixta

Figura 4: Tipos de exina (Informacion del Real Jardin Botanico- CSIC Madrid) (45)

1.1.2 Tipos de polen

Los diferentes pdlenes se pueden clasificar en funcién del tipo de especie vegetal generadora.
Existe una gran variedad a nivel mundial de tipos de especie y variedades vegetales con una
elevada incidencia alergénica en la salud humana. En Espafia, en concreto en la Comunidad de
Madrid, lugar donde se ha realizado la presente investigacion, 3 grupos vegetales se consideran

los productores de alergias mas comunes (46):
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e Arboles: Olivo, ciprés y platano de sombra principalmente. Pero existen otros como

abedul, roble o el pino que también afectan a gran parte de la poblacion.

e Gramineas: Las gramineas pueden ser silvestres o proceder de cultivos de cereales como
el trigo, centeno, arroz o0 maiz. Pero hay que distinguir entre alergia al polen de la planta
y alergia a la harina de estos cereales, por lo que se pueden comer con normalidad. Entre
las gramineas més alergénicas se encuentran Poa pratensis, Lolium perenne, Phleum

pratense o Cynodon dactylon.

e Arbustos o malezas: parietaria, salsola, artemisia, chenopodium Yy plantago,

principalmente.

A continuacion, se detallan las caracteristicas principales de algunos de las especies con mayor
incidencia (47):

Cupresaceas: Cupressus Arizonica

Cupressus arizonica, o ciprés de Arizona, es una especie de la familia Cupressaceae. Son
arbustos resinosos de hojas perennes. Se trata de un arbol que puede llegar a medir 20 metros
de altura, con copa densa y ramificaciones horizontales. En estado salvaje se encuentra en
bosquetes pequefios, dispersos, no en grandes bosques. No contienen flores verdaderas y sus
6rganos de reproduccion pueden ser de dos tipos: monoicos (dos sexos en la misma planta) o
dioicos (dos sexos, pero en planta distinta). La polinizacion es anemofila, capaz de eliminar
grandes cantidades de polen desde la base hasta la copa. Las fructificaciones pueden ser lefiosas

(arizonica) o carnosas (tejo y enebro) (48).

El periodo de polinizacion cubre eneroy febrero principalmente y su origen procede del sur de
EE.UU. y México Norte. En la actualidad se utiliza como seto ornamental en zonas

residenciales y se utiliza para repoblar varias zonas de monte de la Peninsula Ibérica.

Se trata de una especie rustica, de gran resistencia y tolerancia, con altas capacidades para
admitir su cultivo en distintas clases de suelos, arenosos, calizos y aridos. Le gustan los lugares
soleados, aunque tolera perfectamente el frio. Crece rapidamente, aguanta la cercaniaa la costa

y la polucidn urbana (49).

La polinizacion de esta especie es anemofila, es decir se transporta por el viento. Sus granos

son esferoidales, entre 19 y 38 micras, inaperturados, su superficie es muy lisa excepto en
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determinadas zonas donde contiene una exina delgada granulada y una intina que puede llegar
a tener un grosor de 6 micras (ver figura 5) y la estructura de la exina se considera
GRANULADA. La exina puede romperse, liberando el protoplasto que envuelve la intina que

se hincha y se hace més gruesa (50).

Se trata de un alérgeno identificado como una glicoproteina. Fue identificado por primera vez
por Di Felice et al. demostrando que era el responsable de la alta reactividad cruzada con otros

polenes de coniferas (51).

Figura 5: imagenes de microscopio SEM de Cupressus Arizonica

En 2003, el Comité de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia
Clinica (SEAIC) realiz6 un estudio multicentrico en 13 ciudades espafiolas, el objetivo del
estudio era valorar la prevalencia de sensibilizacion a los pdlenes mas relevantes. La mayor
prevalencia para Cupressus arizonica se produjo en Madrid (55,91%) y las menores en La
Corufia (1,28%) y Bilbao (2,27%) (50). El polen de las Cupresaceas representa en la Comunidad
de Madrid el 16,1 % del total de polen anual y ocupa, por su elevada incidencia atmosférica, el

segundo lugar detras del platano (52).

Platanaceas: Platanus Hybrida

Es un arbol corpulento que puede llegar a medir mas de 40 m, su tronco es recto y su copa
tupida, lo que permite proyectar una sombra densa. La corteza tiene forma de mosaico de tonos
verdes, grises y amarillos, que pueden desprenderse con facilidad en placas grandes. Las hojas
son caducas, simples, alternas y palmeadas en 5 I6bulos de picos agudos e irregulares. Son
grandes, miden alrededor de 12-22 cm de largo y 12-30 cm de ancho. Las juveniles poseen un
denso tomento que se va perdiendo con el paso del tiempo y la base del rabillo tiene forma de
caperuza para proteger la yema de la hoja, que volvera a salir al afio siguiente. Los frutos son
compuestos y globosos, suelen aparecer en pares, miden 3-5 cm de diametro y son colgantes.

Frecuentemente se mantienen en el arbol al llegar el invierno, y con el tiempo se deshacen y
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dan lugar a multitud de semillas con pelos finos, lo que permite su dispersion por el viento. Sus
hojas se disponen alternamente y segun el tipo de frutos se puede diferenciar esta especie de los
arces ibéricos de hojas semejantes: Acer pseudoplatanus L. y Acer platanoides L. Como se
puede apreciar, el nombre especifico hace referencia al parecido de sus hojas con las del platano
(53).

Esta especie necesita suelos con elevada humedad y ligereza, capaz de aguantar las precarias
condiciones de las ciudades. Puede soportar la contaminacion atmosférica y la poda, e incluso

Ilega a rebrotar la cepa después de ser talados.

Es oriundo del mediterraneo oriental, sudeste de Europa y oeste de Asia. Ampliamente
difundido como ornamental, se encuentra en todo el territorio y se vuelve silvestre con facilidad

en riberas y sotos, sobre todo en el norte peninsular (53).

Esta familia estd formada por un Unico género con 9 especies distintas. En Espafia, la alergia
mas problematica es la provocada por el platanus hispanica. Esto es debido a su uso como arbol
ornamental. Tiene una polinizacién explosiva, con picos que pueden sobrepasar los 2000 granos

de polen/m3 de aire.

El polen de Platanus es de tamafio pequefio (15 -20um), son apolares con simetria radial y la
exina es fina con microreticulo e intina de grosor medio. La emision de este polen es explosiva
(8%—-9% de sensibilizaciones (54)) y tiene lugar en un periodo corto, poco mas de un mes en
primavera, marzo/abril o abril/mayo, segun las condiciones meteoroldgicas (55). Tal y como
sefiala el Ayuntamiento de Madrid y la SEAIC, esta especie tiene una “polinizacion explosiva”
que produce molestias en nariz y o0jos y son los "causantes de los altos niveles de alergias ya
gue se adapta muy bien a las condiciones ambientales del entorno, admite bien la contaminacion
y el arbol requiere poco mantenimiento”. EI 40% de las personas alérgicas son alérgicas al

platano de sombra, solo en Madrid ya afecta a un millon de ciudadanos.

El tamafio de grano de polen es pequefio-mediano, en forma de esfera y con una superficie
reticulada muy fina. Posee tres surcos longitudinales (es como un grano de café), tal y como

muestra la figura 6.
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Figura 6: imagenes de microscopio SEM de Platanus Hybrida

Pinaceas: Cedrus Atlantica

Segun ArbolApp (56), aplicacion elaborada conjuntamente entre el CSIC y el Cabildo de Gran
Canaria, el Cedrus atlantica es un arbol longevo y de gran talla, puede llegar hasta los 50 m de
altura. Sus ramas forman pisos y la copa es practicamente piramidal, aunque su forma se va
perdiendo con los afios. Su tronco es recto y tiene una corteza lisa que se vuelve rugosa con el
paso de los afios, es negro-pardo, gruesa y repleta de grietas. Las hojas son aciculas de color
verde azulado, persistentes, rigidas, puntiagudas y de tamafio variable (alrededor de 4 cm de
longitud). Suelen aparecer en grupos, en manojos de forma radial sobre ramitas cortas. En una
misma planta se encuentran conos masculinos (amarillo verdosas y con una longitud de 3-6 cm)
y femeninos (de 1 cmy tono verde purpura) los cuales pueden presentarse en solitario y erguidos
en el centro de las rosetas de hojas. Las pifias, que aparecen erguidas, son grandes (5-8 cm de
largo y 3-5 cm de ancho). Una vez formados tienen un aspecto consistente y liso por la
disposicién apretada de sus escamas, pero al madurar se van desintegrando. Contienen unas 100

semillas (pifiones) casi triangularesy con un ala muy larga y ensanchada.

El cedrus del Atlas ocupa areas reducidas y forma bosques en las laderas de las montafias que
se encuentran entre los 1300 y los 2600 m de altitud. Crecen en suelos calizos y ricos en materia
organica, se desarrolla bien en distintos terrenos, excepto los muy humedos. Puede resistir
veranos calientes y secos, inviernos con vientos fuertes y altas cuotas de nieve, aungue no
soporta los ambientes maritimos. Se cultiva porque es mas tolerante a condiciones secas y

calientes que la mayoria de las coniferas.

Su nombre se debe a su origen, procede de las montafas del Atlas (Marruecos y Argelia) y en
otras zonas como Canarias se ha plantado en zonas de cumbre, como en Las Cariadas del Parque

Nacional del Teide (Tenerife) o las inmediaciones de la montafia de las Mejoranas, que forma
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parte del Paisaje Protegido de Las Cumbres (Gran Canaria). Los botanicos del Jardin Botanico

Canario "Vieray Clavijo", sefialan que se encuentra asilvestrado en las dos islas (57).

La literatura sugiere que el polen de Cedrus atlantica varia significativamente en tamafio, lo
que podria ser el resultado de diferencias climéticas. Bell et al. (58) estudiaron la morfologia
del polen de Cedrus Atlantica a través del microscopio electronico de barrido (SEM) vy el
microscopio de luz (LM), principales técnicas utilizadas para analizar la morfologia del polen.
Segun estas técnicas los granos son alargados, el cuerpo es tipicamente prolado y la pared es
gruesa. A través del LM, la superficie del cuerpo es rugosa y reticulada, mientras que la

ornamentacion es algo mas lisa en el saco.

=,

Figura 7: imagenes miocopioA'SEM de Cedrus atlantica (59)

Bajo SEM, la ornamentacion de la superficie del cuerpo es rugosa, con apariencia fosilizada,
con grupos de elementos irregulares, esferoidales a alargados que sobresalen, intercalados por
profundas arboledas. Los sacos aparecen lisos con una superficie escamosa-perforada. La
ornamentacion de la superficie parece mas definida después del tratamiento quimico bajo LM
y SEM. En resumen, son méas grandes (80-100 um), heteropolares, de simetria bilateral y con

una pared de la exina mas gruesa (2-4 um); florece de marzo a julio.

Gramineas

Las gramineas son principalmente de porte herbaceo y perennes. Sus tallos tienen forma
cilindrica y hueca, y en caso de presentar ramificaciones las tienen a nivel del suelo, se
extienden de forma lateral con rizomas subterraneos o estolones superficiales. Las hojas son
liguladas, diferenciadas en vaina y limbo, su tamafio es muy variable y puede llegar a medir

milimetros o varios metros. Las flores son hermafroditas y se agrupan en unas estructuras
11
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conocidas como espiguillas, es decir que se agrupan en espigas.

Es una familia que se puede encontrar en cualquier formacion vegetal terrestre. Son conocidas
maés de 230 especies que presentan una gran amplitud ecoldgica, y que se localizan en cualquiera

ecosistema.

Al tratarse de un grupo tan variado, se pueden encontrar especies aflorando a lo largo de todo

el afio. No obstante, hay que tener en cuenta que florecen desde marzo hasta julio (60).

La familia de las gramineas cuenta con unos 650-700 generos y alrededor de 12.000 especies,
son dominantes en formaciones vegetales importantes como las sabanas, estepas y vegetacion
acuatica. Dominan en los prados, por lo que son la base de la alimentacion de los animales, y
del hombre, puesto que a esta familia pertenecen los trigos (Triticum sp.), la cebada (Hordeum
vul- gare L.), el arroz (Oryza sativa L.), el maiz (Zea mays L.), el centeno (Secale cereale L.),
las avenas (Avena sp.) y el resto de los cereales. Pero ademas hay que tener en cuenta que son

especies silvestres capaces de producir alergia (61).

En la figura 8 se muestran los cinco tipos de gramineas analizadas en este estudio. Estas
pertenecen a dos familias de Angiospermae: Asteraceae y Poaceae, y tres tribus: Astereae,

Poeae y Triticeae.

T A T e e S =
R P B, _‘:Am‘eraﬂeae e Asterepe—Arfemisia Vulgaris (AV)
Foaceas Foeae—— Pog Pralensis (PP)
'— Fesluca Pratensis (FP}

Avena Satfva (AS)
Tritficeas — Secate Cereale (SC)

Figura 8: Esquema ilustrativo de familias estudiadas en esta tesis
Graminea 1: Secale cereale

Planta anual o bienal, con una longitud entre 80-160 cm. Sus hojas son liguladas y con pequefias
auriculas. Inflorescencia en espiga compacta, con una espiguilla en cada nudo del raquis.
Espiguillas con dos glumas estrechas y puntiagudas; tres flores por espiguilla, una de ellas

estéril. Flores fertiles con lema aquillado y arista terminal.

Planta muy rustica y con facilidad de adaptacién a diversas condiciones climaticas y edaficas.
Puede resistir el frio, el calor y las precipitaciones. Su cultivo se encuentra en diversas regiones,
ya sean zonas de montafia con duros inviernos o zonas mediterraneas con un clima arido o

semiarido. Ademas, es capaz de desarrollarse en distintos tipos de suelos, incluidos los arenosos
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y oligotrofos.

Su origen es Oriente Proximo y su cultivo se extiende por toda Europa, principalmente en las
zonas de clima més frio. En la Peninsula Ibérica es un cultivo frecuente en las regiones

occidentales de suelos pobres (62).

El centeno (Secale cereale) es una planta de la familia de las gramineas, se cultiva por su grano
0 como planta forrajera. Es un miembro de la familia del trigo y se relaciona estrechamente con

la cebada.

Los granos de polen de esta familia son de tamafio mediano-grande, superficie granulada y una
Unica apertura (ver figura 9). Sus semillas contienen proteinas con mas de un factor

antialimentario combinando con la susceptibilidad individual a causar dafio.

L) )T

Figura 9: imagenes microscopio SEM de Secale cereale

Graminea 2: Poa Pratensis

Se trata de planta perenne de longitud variable entre 10-100 cm, rizomatosa. Sus tallos tienen
forma cilindrica, con hojas planas, de hasta 5 mm de anchura, con ligula truncada, de hasta 3
mm de longitud. Inflorescencia en panicula con las ramas escabridas, generalmente abierta.

Espiguillas pequefias, comprimidas, de ovadas a oblongas, con 2-5 flores.

Entre sus requisitos ambientales se adapta mejor a climas templados. Tolera bien condiciones
climaticas extremas como el frio y las heladas. Sin embargo, en condiciones de alto calor su
crecimiento se detiene y no tolera la falta de agua. Tiene preferencia por condiciones de buena
iluminacién, no por la sombra. Su temperamento edafico es amplio, y su pH 6ptimo se encuentra

en torno a 6-7,5. Soporta texturas pesadas y terrenos mal drenados.

Se puede encontrar principalmente en Europa, pero naturaliza en diversas regiones templadas

del planeta Y se extiende en zonas de cultivo de Norteamérica. Mientras que en la Peninsula

13


http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Gram%C3%ADneas
http://es.wikipedia.org/wiki/Cari%C3%B3pside
http://es.wikipedia.org/wiki/Pasto_(ganader%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Trigo
http://es.wikipedia.org/wiki/Cebada
https://www.unavarra.es/herbario/pratenses/htm/ciclos_p.htm

CAPITULO 1: INTRODUCCION

Ibérica es poco utilizada para alimentar al ganado, pero si que se utiliza para otros objetivos
(63).

El polen de Poa pratensis es una graminea perenne con estolones largos que crece de forma
espontanea en prados y bordes de campos moderadamente humedos, se utiliza en pastos y
cespedes. También pueden desencadenar la fiebre del heno a personas con sensibilidad derivada

del polen de graminea.

Segun la asociacion de alergia e inmunologia clinica las gramineas de la familia Poeae son
heteropolares y con simetria radial. Su morfologia es circular y en ocasiones puedes ser
ligeramente eliptico. Tamafio de pequefio a mediano, entre 16 y 47 pum, y su superficie es

granulada (64), tal y como se observaen la Figura 10.

Entre las aplicaciones destacadas, determinados estudios experimentan con Poa pratensis
expuesto a SO2, NO2 y SO2 + NO2 en concentraciones encontradas en algunas areas urbanas.
Se sabe que tanto el SO> como el NO2 reducen la fotosintesis neta, y los anélisis de crecimiento
mostraron que los mecanismos compensatorios estaban funcionando para contrarrestar la
eficiencia fotosintética reducida. Por tanto, se produce un crecimiento lento en invierno y se

demuestra la resistencia a la contaminacion por el NO2 (65).

La Poa pratensis es una especie que comprende una variabilidad elevada debido a sus diversos

usos y a su capacidad de distribucién por todo el mundo; por lo que de ella se derivan muchas

subespecies, variedades e hibridos con especies proximas (61).

Figura 10: Imégehés:'microscépio SEM de Poa pratensis
Graminea 3: Festuca Pratensis

Planta perenne de 30-120 cm. Hojas anchas, de hasta 8 mm, con limbo plano, con ligula
membranosa y auriculas glabras. Inflorescencia en panicula laxa y estrecha, generalmente con

curvatura unilateral. Espiguillas cilindricas, con 5-14 flores; glumas y lemas no aristadas.
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Se adapta a climas frios. Resiste bien condiciones climéaticas como el frio y las heladas y no
resiste la sequia y el calor. Se desarrolla en zonas con precipitaciones superiores a los 600 mm
anuales. Tolera un amplio rango de texturas, aunque vive mejor en los suelos arcillosos,
profundos, ricos en materia organica y de pH neutro o ligeramente &cido. Incluso soporta el

encharcamiento.

Es originaria de Eurasia, aunque su cultivo se ha extendido a otros continentes de climas
templados y frios. En la Peninsula Ibérica se cultiva principalmente en la Cornisa Cantabrica y

en areas de montafia (66).

La Festuca se utiliza principalmente en la secuenciacion del ADN mitocondrial de las plantas
y contribuye significativamente a la fiebre del heno. El grano de polen de Festuca pratensis es

de tamario medio y granulada, tal y como se observa en la figura 11.

Graminea 4: Avena sativa

Planta anual de 40-150 cm. Hojas de 3-20 mm de anchura, glabras, asperas en los bordes, con
ligula de hasta 5 mm. Inflorescencia en panicula. Espiguillas de 17-30 mm, con 2-3 flores, casi
completamente cubiertas por las glumas. Lema emarginado o con dos pequefios dientes, rara

vez aristado. Glumas con 7-9 nervios. Las flores no se desarticulan en la madurez.

Poco resistente al frio, y completamente intolerante a las heladas intensas. Tiene preferencia
por climas mas frescos y de mayor humedad, aunque crece también en ambientes mediterraneos
con bastantes lluvias tipicas de la primavera. Su exigencia en suelos se centra en terrenos

profundos que retengan bien la humedad pero que no se encharquen.

Su distribucion es incierta (Asia menor o SE de Europa, aunque su cultivo estd muy extendido
en Europa y América del Norte. Es el cereal que méas se utiliza en la Peninsula Ibérica,

principalmente en las zonas con bajo riesgo de heladas intensas (67).
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La Avena sativa es un alergeno suave. Su polinizacion se produce de primavera a verano
dependiendo de la latitud y la elevacion. Es una especie hexaploide (2n = 6x = 42) y su
polinizacion varia dependiendo de la latitud, suele darse de primavera a verano. El grano de

polen de Avena sativa es de tamafio medio y granulada, tal y como se observa en la figura 12.

Se ha demostrado que se puede utilizar en nanobiotecnologia ya que su biomasa se utiliza como
una alternativa para recuperar iones Au (I11) de soluciones acuosas debido a su capacidad de
reducir las nanoparticulas de Au (111) a Au (0). El efecto de este uso varia con el pH, el

porcentaje de Au (I11) decrece al mismo tiempo que el pH aumenta (68).

uics P =5 — e
Figura 12: Imagen microscopio SEM de Avena Sativa

Graminea (Compuestas) 5: Artemisia vulgaris

Hierba perenne, cespitosa, aromatica, con rosetas invernales. Tallos esparcidamente
pubescentes o glabrescentes, generalmente rojizos. Hojas alternas, pinnatifidas, auriculadas en
la base, segmentos lobulados, haz glabrescente, enves blanco-tomentoso, hojas inferiores
cortamente pecioladas, hojas superiores sésiles. Inflorescencia paniculada, capitulos subsésiles,
erectos o ligeramente recurvados. Involucro campanulado u ovoideo, bracteas grisaceas,
aracnoideo-pubescentes, las externas lanceoladas, agudas, anchamente escariosas, las internas
mayores, oblongas, obtusas. Receptaculo glabrescente. Corola generalmente pardo-rojiza.

Fruto aquenio. Distribuida en Eurasiay América del Norte (69).

Es de la familia “compuestas”. La artemisia se trata de la compuesta mas habitual en nuestro
medio. Aparece en bordes de caminos u orillas de arroyos, florece desde julio hasta noviembre,
mas 0 menos. En la figura 13 se muestra que el grano de polen es de tamafio mediano, en forma

de esfera, con aspecto de tres medias lunas y con una superficie granulada finamente.

La Artemisia vulgaris (AV) es la especie elegida en la familia Asteraceae. El grano de polen es

isopolar, radiosimétrico, esferoidal, triangulo-tricolporado, de superficie granulada, de tamafio

pequefio que vaentre 18y 24 micras, intina y exina gruesas (Figura 13). Debido a supeso no
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puede recorrer grandes distancias y como toda planta anemofila produce mucho polen,es

potencialmente alergénica (70).

Segun la Universidad Autonoma de Barcelona (71) la Artemisia es una planta que provoca un
elevado nivel de polinosis. Se encuentraen la Familia de las plantas Compuestas, es una de las
mas importantes formadoras de semillas por su nimero de especies y diversidad morfologica.

Es la causante de gran parte de los problemas alérgicos que afectan a la sociedad debido a su
gran distribucion atmosférica, pero los problemas alérgicos que provoca no se deben tanto a su
polinosis sino a la reactividad cruzada que presenta con diversos alimentos. Incluso estudios
recientes de la Universidad de Cérdoba (UCO) descubrieron que las bacterias utilizan el polen
de Artemisia como "taxi" para dispersarse (72), ya que la mayoria de las bacterias viajan

adheridas a las particulas de polen. Lo que conlleva un aumento de los efectos de las alergias.

' 300e

Figura 13: Imagenes microscopio SEM de Artemisia Vulgaris

1.1.3 Medidas preventivas y técnicas de eliminacion

El problema de las alergias afecta a la poblacion mundial, y entre las medidas aconsejadas por
el Ministerio de Sanidad (29) para prevenir sintomas se encuentran las medidas preventivas o
“remedios caseros”, o la utilizacion de sistemas de eliminacion basados fundamentalmente en
sistemas barrera mediante el uso de filtros, o el uso de tecnologias méas especificas para la

purificacion del aire en espacios interiores.

En la tabla 1 se presenta un resumen de las técnicas mas utilizadas, sefialando sus ventajas e
inconvenientes. En ella se puede apreciar que para ambientes interiores no existe ninguna
técnica que realmente elimine el polen, sino que lo retiran del ambiente reteniéndolo en filtros

0 precipitandolo.
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Para ambientes exteriores, en la actualidad no existe ninguna técnica que permita disminuir o

eliminar la cantidad de polen o alérgenos en el ambiente, siendo el uso de mascarilla la Gnica

medida de prevencion contra sus efectos.

Tabla 1: Técnicas para eliminar bacterias en ambientes interiores

Técnica

Ventajas

Inconvenientes

Filtros antipolen: filtros
fabricados con materiales de
mayor densidad por lo que es
capaz de retener particulas

mucho mas finas

=

Facil instalacién

Rapida saturacion

Impide la entrada de
particulas, evita la aparicion
de sintomas alérgicos o
reduce riesgos de infecciones
nasales, alergias y ataques de
asma

Es necesario limpiar los
filtros o sustituirlos con
asiduidad, lo que supone un
gasto econémico elevado y
un control continuo del
estado del filtro

Purifica el aire en el interior
ya que las particulas y el
polvo del exterior quedan
retenidos en el filtro.

Purificadores de aire:

Limpia el aire a través de
filtros HEPA o de carbon

El filtro se cambia cada mes
ya que se llena de particulas

Detectan cualquier tipo de
alérgeno, acaro o virus

Purificadores de aire con

ionizador:

Mejoran la calidad ambiental
a través de particulas con
carga eléctrica, sin emplear
productos quimicos

Poca capacidad de
ionizacion, por lo que para
una habitacion, son

necesarios varios ionizadores

Las particulas se unen a los
iones negativos generados y
los convierte en particulas
mas pesadas que caen al
suelo

Es necesario aspirar o fregar,
para evitar que estas
particulas puedan volver a
integrarse en el aire.

de

generadores de o0zono:

Purificadores aire

Especificos instalaciones
industriales y hosteleras

Son necesarios  sistemas
combinados para conseguir
la purificacion

Desinfectan aire, neutralizan
oloresambientales y aumenta
la cantidad de oxigeno

Gran desinfectante, aplicable
a fines medicinales,

tratamientos y depuracion del
aire y aguas
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1.2 Fotocatalisis heterogénea

1.2.1 Consideraciones generales

Los primeros articulos sobre fotocatalisis se publicaron en los afios sesenta, con la utilizacion
de Oxido de zinc para oxidar monoxido de carbono (73) y alcohol metilico (74). Las
investigaciones en fotocatalisis incrementaron exponencialmente (Figura 14) desde 1972 con el
descubrimiento de la hidrolisis del agua en presencia de la luz, por medio de un anodo de TiO>
en una celda fotoguimica(75). Aungue el objetivo inicial era el almacenamiento de energia solar
en forma de hidrégeno, posteriormente se demostro que las especies altamente reactivas que se
generaban en este tipo de procesos (especies ROS) eran oxidantes de gran parte de las sustancias

organicas e inorganicas.

Principalmente los estudios sobre fotocatalisis heterogénea centran su tematica en la
degradacidn fotocatalitica tanto de compuestos organicos como inorgéanicos en aguas residuales
(76; 77; 78), asi como la purificacién fotocatalitica por la descontaminacion y la desodorizacién
de gases residuales y aire (79; 80; 81; 82), ademas de por la destruccion fotocatalitica de

bacterias, virus y células cancerigenas (83; 84; 85).

Desde los afios setenta investigadores como Frank y Bard demostraron la capacidad de
oxidacion fotocatalitica de ciertos contaminantes como el ion cianuro gracias al efecto del TiO>
como fotocatalizador (86). Existen variedad de estudios que permiten demostrar que esta
tecnologia se puede aprovechar para eliminar gran parte de los contaminantes presentes en las
zonas urbanas, como NOXx (87; 88), compuestos organicos volatiles (COVs) (89; 90), SOx, CO
(91; 92), metilmercaptano (93), formaldehido (94), compuestos organicos clorados (91) o
compuestos poliaromaticos (95).
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Figura 14: Evolucion de las publicaciones relacionadas con la fotocatalisis , PALABRA CLAVE: “
PHOTOCATALYSIS” (96)

A continuacion, se presentan las definiciones mas relevantes en relacion con esta tecnologia:

e Catalisis: proceso por el cual se aumenta la velocidad de una reaccion quimica debido a
la participacion de una sustancia llamada catalizador, que no se consume durante todo el

proceso.

e Catalizador: sustancia que se puede afiadir a unareaccion para aumentar la velocidad de

reaccion sin ser consumida en el proceso.

e Fotocatalizador: catalizador que se activa mediante la absorcion de luz.

e Fotocatélisis: Reaccion que provoca la  absorcion de luz por parte de

un catalizador o sustrato.

e Semiconductor: elemento que se comporta como conductor o aislante dependiendo de

varios factores, como pueden ser el campo eléctrico o el magnético, la presién, la
radiacion incidente, o la temperatura del ambiente en el que se encuentre. Las propiedades

fotocataliticas de un semiconductor se explican en base a:

o estructura electrénica

propiedades de absorcion de la luz

O

caracteristicas de transporte de carga

O

o estado de vida excitado.
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La teoria de bandas describe la estructura electronica de un material conductor, semiconductor
y aislante. Debido al gran nimero de 4tomos que interactdan en un material solido, el espacio
entre niveles de energia forma bandas. Cada una de estas bandas tiene una energia diferente, y
los electrones llenan estas bandas de energia desde lo mas bajo a lo mas alto. La banda mas alta
de energia llena se llama banda de valencia (BV), la siguiente se llama banda de conduccion
(BC), y ambas se encuentran separadas por un salto de energia denominado banda prohibida o
band gap (Eg) (97).

El relleno de las bandas en un sélido y el tamafio del band gap determinan si un material es un

conductor, un semiconductor o un aislante (Figura 15).

Un material conductor es aquel que tiene poca 0 ninguna separacion entre la BV y la BC, de

modo que pueden llegar a solaparse o los electrones pueden saltar entre las bandas.

En un semiconductor, la excitaciéon de un electrén de la BV a la BC se realiza por absorcion de
un fotdn de energia igual o superior a la banda prohibida de energia. La separacion entre bandas

permite el salto entre las mismas solo de algunos electrones.

En un aislante eléctrico, no hay ninguna posibilidad para el flujo de electrones, porque la BV
esta completamente Ilena de electrones, y la BC estd muy lejos del acceso a la energia en estos

electrones.

>4V g
3 =1eV
x
v P B
w |
Aislante Semiconductor Conductor

Figura 15: Diagrama de bandas de energia en un sélido (a) aislante, (b)
semiconductor, y (c) conductor. BV: banda de valencia; BC: banda de conduccion;

1.2.2 ;Que es la fotocatalisis heterogénea?

La fotocatalisis heterogénea (Figura 16) es una reaccién fotoquimica de oxidacion-reduccion
basada en la excitacion de un fotocatalizador, el cual suele ser un semiconductor de banda ancha
como el didxido de titanio (TiO2), a traves de la irradiacion con una energia igual o superior a
su band-gap. Esta fotoexcitacion produce la transicion de un electrén de la banda de valencia
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(BV) a la banda de conduccién (BC) del semiconductor, formandose pares electron-hueco (e-
/h+). Estos pares e-/h* fotogenerados pueden migrar a la superficie del catalizador y reaccionar
con especies adsorbidas o proximas a la superficie, pero también pueden sufrir procesos de
recombinacion, que disminuirian la eficiencia de la reaccién fotocatalitica. Los huecos (h+)
formados en la BV del semiconductor, pueden reaccionar con especies dadoras de electrones
(D), , generando radicales hidroxilo (OHe). Los electrones pueden reaccionar con especies
aceptoras de electrones (A), como el Oz, dando lugar a radicales O.~. Todas estas especies
reactivas son capaces de descomponer o incluso completar la mineralizacion de compuestos

organicos/inorganicos adsorbidos en su superficie.

Esquana del proceso de fotocadlisk heteropdnea en una parkua & sericcnducter
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Figura 16: Ilustracion esquemdtica de los principios bésicos de la fotocatélisis.

A continuacion, se describen las ecuaciones fundamentales que definen este proceso utilizando

el TiO2 como ejemplo de fotocatalizador (98; 99).

e Fotoexcitacion: el TiO2 es fotoactivado con fotones cuya energia es superior a su band-
gap, dando lugar a huecos (h*) en la banda de valencia (BV) y a electrones en la banda

de conduccion (BC):
TiO; +hv - ez + h} (1)

e Reaccion de fotooxidacion: Los h* generados interactian con moléculas de agua o iones
OH- adsorbidos en la superficie del catalizador, dando lugar a radicales hidroxilos (OHe).
También pueden darse otras reacciones de oxidacion dependiendo del entorno quimico del

fotocatalizador.

h* +H O —> H*+ OH - @)
BV 2
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h%, + OH - = OH - ©)

Reaccion de fotoreduccion: los e- fotogenerados interaccionan con el oxigeno dando lugar
a aniones superoxido. Tambien pueden darse otras reacciones de reduccion dependiendo del

entorno quimico del fotocatalizador.

e +0 - 0- (4)
BC 2 2

Descomposicion o mineralizacion: La degradacion de la sustancias contaminantes
(inorganicas u organicas) se produce a traves de la oxidacion de estas sustancias por parte

de las ROS o mediante la oxidacion directa de los h+:

Sustancia organica o inorganica + ROS(OH -,02.—) — Productos de degradaciéon 5)

Sustancia organica o inorganica + h};, = Productos de degradaciéon (6)

1.2.3 Parametros que influyen en la fotocatalisis

La eficiencia en los procesos fotocataliticos se puede ver afectado en funcidn de determinados

parémetros como:

e Catalizador: Existen diferentes tipos de fotocatalizadores (TiO2, ZnO, ZnS, GaN, MoWO,

BiOx, perovskitas haluro-organometalicas, etc), pero como antes se ha mencionado el
TiO2 es uno de los mas utilizados. Este 6xido puede presentarse en diferentes formas que
se diferencian fundamentalmente en su modo de preparaciony, por tanto, en su grado de
cristalinidad, tamafio, fases cristalinas o proporciébn de cada una de ellas
(fundamentalmente anatasa o rutilo). Todos estos parametros son determinantes en el
comportamiento del fotocatalizador. Por otra parte, las propiedades texturales afectan el
contacto entre el sustrato y el catalizador. Por lo que con una distribucion uniforme de
particula y una mayor superficie especifica se produce un crecimiento de la eficiencia
fotocatalitica (100).

AMBIENTE: Dentro de este factor se puede distinguir pH, temperatura y humedad relativa:

e pH: El proceso fotocatalitico suele ser mas eficiente en medio acido (3<pH<5). El pH

tiene un efecto sobre las propiedades de la superficie del catalizador y sobre la forma
guimica del compuesto a degradar, y ello se manifiesta en alteraciones de la velocidad de

degradacion y en la tendencia a la floculacion del catalizador. Por otro lado, el pH de la
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solucion también tiene sus efectos sobre la actividad fotocatalitica y sobre la superficie
del fotocatalizador, ionizandola y produciendo una mejor adsorcion de los sustratos, la

cual varia segun la electronegatividad de los sustratos.

Temperatura: la variacion de temperatura no es uno de los factores mas determinantes en
este tipo de procesos, pero si puede afectar a la velocidad de reaccion. La energia de
activacion suele ser pequefia y funciona en condiciones dptimas si se encuentra entre los
8y los 20°C. Si las temperaturas son bajas, la energia de activacion aparente aumenta. Sin
embargo, a altas temperaturas (por encima de los 80°C) se vuelve desfavorable la

actividad y la energia de activacion aparente pasa a ser negativa (101).

Humedad relativa: En términos generales, a mayor cantidad de agua en el entorno del

semiconductor, mayor formacion de radicales OHe, los cuales son imprescindibles para
producir una reaccion fotocatalitica efectiva. También puede producir la recombinacién
del par hueco-electron y, por tanto, incrementar la eficacia del proceso (102). Sin
embargo, una humedad elevada puede ocasionar el efecto adverso debido a que las
moléculas de agua adsorbidas pueden ocupar los centros activos del fotocatalizador
disminuyendo de esta forma el nimero de dichos centros disponibles para absorber

moléculas contaminantes (103).

Intensidad de la radiacién: La irradiacion del catalizador influye directamente en la
eficiencia de la fotocatélisis. Es imprescindible que la irradiacién sea suficientemente
energética para superar la distancia energética (band gap) entre laBV y la BC. Siempre
y cuando la longitud de onda, A, de la luz incidente sobre la superficie del fotocatalizador
sea suficientemente energética, a mayor intensidad de luz, mas centros activos seran
activados y aumentaré la eficiencia de degradacion (104). Sin embargo, a ciertos niveles
de irradiancia comienza a favorecerse la recombinacion e-/h* de manera que la eficacia

del proceso disminuye.

Naturaleza vy la concentracién del contaminante: Son factores determinantes en el

tratamiento fotocatalitico. EIl limite de la concentracion dependera de la naturaleza de los
contaminantes. A bajas concentraciones la reaccion suele tener un comportamiento de
primer orden, mientras que a altas concentraciones la reaccion suele ser de orden cero.
Cuanto la concentracion se hace demasiado elevada, el proceso fotocatalitico se dificulta

por saturacion de los sitios activos del fotocatalizador (105).
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e Velocidad del viento: En ambientes exteriores, en términos generales, a mayor velocidad,

menor contacto con la superficie fotocatalitica, por lo que el tiempo de residenciano sera
suficiente para que se produzca la reaccion. Por este motivo, en experimentos a escala
real se utilizan calles funcionalizadas con una estructura especifica denominadas “calles
canon” que permiten que el aire quede mas tiempo confinado en la zona tratada
fotocataliticamente , aumentando de esta forma el tiempo de contacto y facilitando la

monitorizacién de los mismos (106).

1.2.4 Fotocatalisis heterogénea usando TiO, como semiconductor

Existen muchos materiales semiconductores que pueden actuar como fotocatalizador, los cuales
potencialmente deben ser quimica y biolégicamente inertes, faciles de producir y usar, activos
por la luz solar y econémicos (107). No existe ningin semiconductor que cumpla con todas las
condiciones idoneas, el fotocatalizado denominado diéxido de titanio (TiO2) es uno de los mas
utilizados. Sin embargo, presenta el inconveniente de que practicamente no absorbe la luz
visible (absorbe solo la luz UV). El TiO2 tiene limitaciones, pero aun asi se ha convertido en el
material semiconductor mas utilizado en el campo de la fotoquimica, tanto para aplicaciones en
laboratorio como comerciales. Ademas, es uno de los materiales méas investigados debido a sus
propiedades fotocataliticas, como pueden ser la degradacion fotocatalitica de contaminantes
organicos (108; 109; 110), generacién de hidrogeno fotocatalitico (111) o la oxidacion foto-
catalitica selectiva (112; 113). Es capaz de descomponer diversos tipos de contaminantes del
aire: compuestos organicos volatiles (COVs) como benceno, aldehidos y tolueno (114; 115); y
varios compuestos inorgénicos, tales como NOx (6xidos de nitrogeno), SOx y NHs, a
concentraciones relativamente bajas (116; 117). Tanto COV como NOx son las principales
causantes de problemas de calidad del aire exterior (118; 119; 120). Por otro lado, el aire interior
presenta concentraciones altas de productos quimicos organicos (que suelen ser altamente

volatiles) producidos por la actividad humana.

Los fotocatalizadores, tanto de TiO2> como de otros compuestos suelen encontrarse en forma de
nanoparticulas. Cabe sefialar que recientemente, la Unién Europea tipifico la exposicion a las
nanoparticulas como uno de los riesgos emergentes, y el Comité de Evaluacion de Riesgos en
su dictamen de 14 de septiembre de 2017 propuso clasificar el TiO2 respirable como
carcindgeno de categoria 2 por inhalacién a mezclas en forma de polvo que contengan un 1%
0 mas de TiO2 que esta en forma de particulas o incorporado a ellas con diametro aerodindmico
<10 pum (121)
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En (122) un estudio en una calle en Madrid, no se detectaron mayores niveles de nanoparticulas
después de su aplicacion como fotocatalizador, siendo mayor el conteo en la calle fotocatalitica

que en las de control durante su aplicacion en spray.

1.2.4.1 Fases del TiO2

El TiO2 es un 6xido metélico abundante en la corteza terrestre. En la figura 17 se observan las
tres fases cristalogréficas que se pueden encontrar en la naturaleza: anatasa (estructura
octaédrica), rutilo (estructuratetragonal) y brookita (estructura ortorrémbica).

v 4 1 [ 4 o
A.':{‘? : . » 4
G St . ad rutilo
anatasa < brukita

Figura 17: Estructuras cristalinas de las dos formas de di6xido de titanio (123).

El rutilo tiene cristales empaquetadas de TiO2 que reflejan bien la luz y se utilizan como
pigmentos. La anatasa tiene una estructura cristalina mas abierta, es altamente fotocatalitico y
se utiliza principalmente en sistemas de recubrimiento. Mientras que la brookita es una

estructura rara e inestable, por lo que no se utiliza comercialmente.
Las diferencias entre las fases se basan en las siguientes propiedades:

e Estructura del cristal: Las dos estructuras cristalinas difieren en la distorsion de cada

octaedro y en el patrén de ensamblaje de las cadenas de octaedros. En el caso de la anatasa,
las distancias de Ti-Ti son mayores y cada octaedro estd en contacto con ocho vecinos,
por otro lado, el rutilo se distancia mas el Ti-O y cada octaedro esta en contactocon diez
octaedros vecinos. Las desviaciones entre las dos formas de estructuras reticulares de
TiO2 causan diferencias en las densidades de masa y en las estructuras de bandas

electronicas (124).

e Estabilidad: El rutilo constituye la fase mas estable termodinamicamente, sin embargo, la
anatasa es la fase mas estable para nanoparticulas por debajo de 11 nm. Por otro lado, la

brookita es la mas estable en el rango de nanoparticulas de 11-35 nm (125).
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e Fotoactividad: Aunque la anatasa es la fase méas fotoactiva (126), las mezclas sinérgicas
de anatasa y rutilo poseen una actividad ain mayor. La diferencia en la estructura de la
banda entre anatasa y rutilo (Eg. Rutilo ~ 3.0 eV y Eg. Anatasa ~ 3.2 eV) y la posicion de
la energia del borde de la banda puede explicar en cierta medida la diferencia en la
fotoactividad. Tanto anatasa como rutilo se utilizan para aplicaciones practicas en
fotocatalisis debido a su alta fotoactividad y mayor estabilidad en comparacién con la

brookita.

1.3 Materiales de construccion fotocataliticos con TiOo
incorporado: propiedades y aplicaciones reales

La aplicacion de la fotocatélisis a los materiales de construccion comenzé a principios de la
década de 1990 (75). En este campo, las principales propiedades relacionadas con la naturaleza
del catalizador de TiO; fotoactivado son:

a) Efecto de descontaminacion y de autolimpieza debido a reacciones redox promovidas

por la luz solar (o en general, luz ultravioleta) en la superficie del fotocatalizador (127);

b) Hidrofilicidad fotoinducida de la superficie del catalizador (128), que puede producir
propiedades de enfriamiento y antivaho. La superhidrofilia también mejora el efecto de
autolimpieza (los compuestos que causan suciedad y manchas en las superficies pueden
eliminarse facilmente debido al agua de lluvia que se localiza entre la sustancia

adsorbida y la superficie de TiO, ayudaa disminuir la adherencia).

Las principales razones por las que el TiO2 es el fotocatalizador mas utilizado para este tipo de

aplicaciones son:

a) Su color blanco brillante, de ahi que sea muy adecuado para obtener materiales blancos;
b) Alta eficacia fotocatalitica;

c) Precio econdmico en comparacion con otros fotocatalizadores;

d) Estable quimicamente y compatible con materiales de construccion tradicionales (75).
Las versatilidad del TiO2 promueve su aplicacion en la envolvente de edificios (pinturas,

azulejos, vidrio, plasticos y paneles), mobiliario interior (pinturas, azulejos, papel de pared,
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persianas y revestimientos de acabado) y construccion de carreteras (pinturas, pavimentos de

hormigon, muros insonorizados, muros de tdneles, bloqueos de carreteras) (129).

La funcionalizacion se realiza en una amplia variedad de materiales pinturas, azulejos, vidrio,
plasticos, mobiliario (pinturas, azulejos, papel de pared, persianas y revestimientos de acabado)

y en la construccién de carreteras (pinturas, pavimentos de hormigon) o paredes insonorizadas

().

Dentro de los tipos de materiales existentes, los materiales de base cemento se han convertido
en el material méas ampliamente modificado con TiO- en el campo de la construccion debido a
que la naturaleza de la matriz es adecuada para la adicion de particulas de TiO2 (130) y el amplio
uso de estos materiales en el campo de la construccién tradicional. Existen diferentes formas de
conseguir la funcionalizacion de estos materiales, entre las que destacan la adiccion de TiO>
como agregado a la mezcla de materiales de base cemento o como revestimiento de superficie

en.

e Materiales premezclados: paredes, columnas, vigas y pavimentos.

e Materiales prefabricados: paneles, columnas, barreras de carretera, paneles de adsorcion

de sonido, adoquines, GFRC (cemento reforzado con fibra de vidrio).

e Revestimientos de premezcla: revestimiento y recubrimientos finos.

El uso del TiO2 como un recubrimiento de superficie reduce la cantidad total de TiO2 empleado
(131). Sin embargo, aunque muestran una mejor fotoeficiencia y una mayor explotacion de la
mezcla fotoactiva (132), estos muestran severos problemas de durabilidad de la capa superficial,
en particular, la eliminacién del componente fotoactivo provocado por la erosion (viento,
lluvia...). Por otro lado, las mezclas en el seno del material exhiben mayor estabilidadde su
actividad fotocatalitica ya que los fendmenos negativos de la erosién son minimizados por la
presencia de fotocatalizador en toda la masa del material. Sin embargo, el uso de TiO2 en masa
supone que una elevada cantidad del fotocatalizador no puede ser fotoactivado. La adicion de
TiO- en formato bicapa puede ser un buen compromiso para evitar problemas de durabilidad en

revestimientos superficiales y el uso excesivo de material fotoactivo en mezclas (133).
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1.3.1 Propiedades

En el campo de los materiales de construccion fotocataliticos sus principales propiedades estan

relacionadas con la naturaleza del catalizador fotoactivado:

Efecto descontaminante: los materiales de construccién modificados con TiO2 son capaces de

fotodegradar los gases contaminantes que se emiten en los procesos de combustion de los
vehiculos a motor , asi como en instalaciones industriales de alta temperatura y de generacion
eléctrica (134). En el caso de un compuesto inorganico como los 6xidos de nitrégeno, las

principales reacciones que tienen lugar en la superficie del TiO2 son (135):

NO + OH- < HNO: (7)
HNO,+ OH- & NO, + H,0 (8)
HNO, -» H*+ NO +e- 9)

NO, + OH-— HNO; & H* + NO; (10)

La figura 18 incluye un esquema ilustrativo de las fases principales que se producen en un
procesos de descontaminacion de NOx procedentes de los gases de combustion de vehiculos de
motor en el caso de un pavimento fotocatalitico (Fotoactivacion-reaccion- lavado). En la etapa
de “reaccion” el NO reacciona con los radicales formados en la superficie del pavimento
nanofuncionalizado para formar el producto intermedio NO2 o directamente dandolugar a
nitratos (productos inocuos) por la completa mineralizacion de los gases contaminantes. Estas
sales pueden ser facilmente lavadas por el agua de lluvia dejando los centros de reaccion de la

superficie activos de nuevo.

Eliminacién de NOx
N() Oxidation \NO Oxidation \N()

Figura 18: llustracion del efecto descontaminante de gases de vehiculos de motor en pavimentos
fotocataliticos
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Esta aplicacion se ha demostrado en materiales de construccion a escala laboratorio. El efecto
(136; 137; 138; 139) (140) fundamentalmente centrada en los 6xidos de nitrégeno (NOX) y los
compuestos organicos volatiles (COV).

El proyecto europeo PICADA (Photocatalytic Innovative Coverings Applications for De -
pollution Assessment, Figura 3) fue un ejemplo pionero, en el que se pretendié verificar los
beneficios que aporta el uso de materiales cementosos fotocataliticos a base de TiO2 en un calle
simulada de tipo cafién ( superficies verticales y pavimentos fotocataliticos). Las evidencias
experimentales demostraron que la reduccion de gases contaminantes peligrosos como NOX (en
condiciones climaticas tipicas del sur de Europa) puede alcanzar y, en algunas condiciones
Optimas de exposicion a la luz, circulacién del viento, concentracion inicial de contaminantes

dependiendo de las condiciones del trafico, etc. romper el umbral del 60%.

En los ultimos afios se han realizado en Madrid (Espafia) diversos proyectos LIFE cuyo objetivo

se basaba en la aplicacion de materiales fotocataliticos en la construccion.

I. Life Minox-street (2013): se encarga de monitorear y modelar la eficiencia de eliminacion de

NOXx de materiales fotocataliticos.

ii. Life-Equinox (2013): Aplicacion en pavimentos asfalticos para la eliminacion de 6xidos de

nitrégeno

iii. Life-Photoscaling (2014): Analiza la sostenibilidad de tecnologias fotocataliticas en

pavimentos urbanos: criterios de cumplimiento desde escala laboratorio a escala real [19].

A escala real, en Bérgamo (Italia), se pavimentaron 12.000m2 de una calle con adoquines de
hormigon fotocatalitico donde se monitorizaron el area de colocacion de los bloques
fotocataliticos y la extension de la carretera pavimentada con concreto bituminoso normal que
se utilizo como referencia. La concentracion de NOx se midié mediante analizadores de
quimioluminiscencia durante dos semanas, mostro una reduccion media de NOx del 45% (141).
Un proyecto similar se llevé a cabo en Amberes (Bélgica), en el que se colocaron bloques de
pavimento fotocatalitico de 10.000 m2 en un carril de estacionamiento. Las mediciones
indicaron una disminucion evidente de la concentracion maxima de NOx debido a la presencia
de los materiales fotocataliticos (142). En Guerville (Francia) se construyeron tres calles cafién

para evaluar el comportamiento de descontaminacion de muros revestidos con mortero
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fotocatalitico. Las concentraciones de NOx registradas fueron entre un 36,7% y un 82,0% mas

bajas que las observadas en las calles cafion que se utilizaron como referencia.

Otra de las aplicaciones fue la realizada por Maggos et al. (88). Estos probaron la eficacia
descontaminante de una pintura con TiO2 en un aparcamiento interior. El techo del
aparcamiento se pinto con pintura acrilica blanca con TiO>. El &rea artificialmente cerrada del
estacionamiento fue contaminada por los gases de escape de los automoviles durante el periodo
de prueba. Tan pronto como el sistema alcanzé un estado estable, las lamparas UV se
encendieron durante 5 h. Los resultados mostraron que la oxidacion fotocatalitica de los gases
NOx fue significativa. La eliminacion fotocatalitica de NO y NO  fue del 19% y 20%,

respectivamente.

Estudios recientes como el de Goswami et al. (143) sefialan la oxidacién fotocatalitica
combinada con la filtracion como una de las soluciones mas viables al problema de la
contaminacion del aire interior por microorganismos y productos quimicos organicos volatiles
(COV). Este articulo describe efectos de la tecnologia y los resultados de su eficacia contra los

COV, bacterias, esporas y alérgenos de acaros del polvo.

Efecto autolimpiante: Los materiales de construccion con TiO2 dan lugar a reacciones redox

que producen la degradacion o mineralizacién de los depésitos que se acumulan en su
superficie. Esta funcion ayuda a la conservacién del color original de las fachadas de los

edificios y a reducir los gastos en mantenimiento de los inmuebles (144; 75; 145).

Uno de los casos mas habituales es la acumulacion de hollin en las fachadas de edificios
procedentes de las combustidn de los vehiculos. El posterior lavado de dichos materiales por el
agua de lluvia en contacto con la capa superficial permite el lavado de estos compuestos (145).
La figura 19 muestra un ejemplo del efecto de la autolimpieza al aplicar el material
fotocatalitico en una parte de la pared y permite compararlo con el material convencional sin

aditivo.
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Figura 19: Ejemplo del efecto autolimpiable de una pared con material fotocatalitico
y sin material fotocatalitico tras 3 semanas desde la aplicacién del producto (146)

Los primeros que pudieron demostrar el efecto de la autolimpieza en revestimientos
fotocataliticos fueron Watanabe, Hashimoto y Fujishima (147) mediante el uso de tintes o
colorantes. La capacidad de degradacién fotocatalitica se realiz6 usando los tintes naranja Il
(Oll) y rodamina B (RhB) con TiO2 bajo irradiacion de luz visible (A>400 nm). Los resultados
demostraron que la oxidacion de Oll y RhB ocurrio principalmente por la oxidacion directa de
los radicales h*y O -, mientras que los radicales OH-jugaron solo un papel relativamente menor
en el proceso de oxidacion directa. En 2011 los investigadores Chen et al, estudiaron elefecto
de la autolimpieza en morteros utilizando la Rodamina B como contaminante, observando
cambios significativos en aquellos morteros que contenian TiO2 (148). Se descubrié que el
mortero modificado con TiOz es eficaz en la decoloracion de la rodamina B bajo radiacion

ultravioletay fuerte irradiacion de luz halgena.

Wang et al. (149), observaron que el efecto autolimpiante de las superficies de TiO2 puede
aumentar con los procesos de limpieza con agua o lluvia periddicos. Lo que se atribuye a las
propiedades superhidrofilicas de estos materiales. (150; 149; 125).

En el trabajo realizado por Jimenez et al. Se analizo en efecto de las propiedades superficiales
de un material de base cemento en la capacidad autolimpiante del mismo. Se obtuvo que la
superficie activa disponible es un parametro mas influyente que la rugosidad superficial para
evaluar la eficiencia fotocatalitica (130). En cuanto a la composicion de las mezclas, la
clasificacion segun la eficiencia fotocatalitica es la misma para su funcion descontaminante y
autolimpiante, siendo, en orden decreciente: cemento Portland (bastante similar al cemento de
aluminato de calcio para NOy), cenizas volantes y morteros de escoria. La diferencia se ha
explicado sobre la base de los potenciales de oxidacion-reducciény la energia de fotoabsorcion
de los diferentes constituyentes de la matriz cementante (151).

3z



CAPITULO 1: INTRODUCCION

En cuanto a ensayos de autolimpieza a escala piloto, el Proyecto PICADA anteriormente
mencionado, también evaluo la capacidad autolimpiante en base a la degradacion del colorante
rodamina B mediante mediciones colorimétricas. Tras diversos estudios experimentales se
demostro que las muestras se recuperan en un 65% de su coloracion inicial después de 24h de
exposicion a la luz solar artificial. En 1998 se realizO una de las primeras pruebas de
autolimpieza a escala real en uno de los edificios mas embleméticos dentro del campo de la
fotocatalisis en materiales de construccion, la Iglesia de la Misericordia en Roma, en la cual se
monitorizaron las variaciones de NOx y de color de la superficie durante seis afios. Los
resultados indicaron que la superficie interiores mantenia su color casi inalterado en el tiempo
(152). Otro ejemplo es la Cité de la Musique et des Beaux-Arts en Chamberi, que se completo
en el afio 2000. EI seguimiento durante aproximadamente cinco afios indic6 que el color
primario permanecié casi constante en diferentes posiciones de la fachada (en el oeste, norte,
este y sur) (153). En 2003, las baldosas autolimpiantes a base de TiO2 ya se habian utilizado en
mas de 5000 edificios en Japon. Entre ellos, el mas famoso es el edificio Maru, ubicado en el
principal distrito de negocios de Tokio (154). En el caso del ayuntamiento del arte en Chamberi
(Francia), su color primario casi se mantuvo constante durante mas de 5 afios en diferentes
posiciones de la fachada (Oeste / Norte / Este / Sur) (8).

Efecto desinfectante: Los microorganismos pueden provocar cambios quimicosy estéticos no

deseados, y el crecimiento biolégico depositado en las superficies de los materiales de
construccion (155; 131). El efecto de estos microorganismos se debe a que usan el material del
substrato como un nutriente o generan metabolitos que inducen dicho deterioro (156). La
mayoria de los estudios se ha realizado para comprobar su efectividad en la destruccién de
bacterias y virus, pero también se ha comprobado su eficiencia en hongos, algas, protozoos e
incluso celulas cancerigenas. La oxidacion fotocatalitica como técnica para la desinfeccion
microbiana fue demostrada por primera vez por Matsunaga (157). Existe un alto nimero de
publicaciones que investigan la efectividad de la oxidacién fotocatalitica de varios
microorganismos como Lactobacillus acidophilus (158; 159) o la Escherichia coli (160; 161,
162). En 1999, Masaki y sus colaboradores (163) informaron sobre la destruccion de bacterias
y mal olor en el aire utilizando placas de acero inoxidable recubiertas con peliculas delgadas de
TiO2. La mayoria de los estudios se han realizado en agua, mientras que, en aire, el trabajo
pionero fue publicado por Goswami (164). Su grupo demostro la destruccion de Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger y el bacteriofago MS2 en un reactor
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fotocatalitico con recirculaciénde aire utilizando como catalizador TiO2 dopado con plata (165;
166).

No se ha clarificado porque las células mueren, pero si existen evidencias de que, en el caso de
bacterias, el contacto con el TiO2 puede producir un dafio oxidativo en la membrana celular que

altera el transporte de membrana y afectaa la actividad respiratoria.

En el estudio de Achudlan et al. publicado este 2020, se demuestra el efecto antibacteriano
contra la bacteria C. freudii y contra la larva de mosquito (167). Ampliando las propiedades
desinfectantes del fotocatalizador contra la larva de mosquito. Leyland et al. prepararon un
nuevo recubrimiento transparente, inmovilizado y superhidréfilo de didxido de titanio, dopado
con fluor y cobre sobre sustratos de vidrio flotado lo que permitié demostrar la reduccion de la
actividad bacteriana (168). Otros estudios combinan un filtro recubierto con nanoparticulas de
plata con un fotocatalizador nano-TiO> para uso en hospitales con el objetivo de purificar el aire

(169) o de degradar la amoxicilina en las aguas residuales hospitalarias (170).

Nakano et al., demostraron la inactivacion de varios virus mediante fotocatalisis utilizando
nanoparticulas de TiO2 inmovilizadas en una placa de vidrio. Se observo una alta reduccion

viral en un corto tiempo de irradiacion, incluso con una de baja intensidad UV-A. (171).

El efecto autodesinfectante en materiales de construccion funcionalizados con TiO, también se
ha centrado en el estudio antibacteriano (172; 165; 167) y antifngico (173; 174).

Después de la inactivacion viral en el fotocatalizador de TiO> descubierto por Sierka y Sjogren
en 1994, la fotocatalisis heterogénea ha recibido un reconocimiento generalizado como una
tecnologia sobresaliente en el campo de la desinfeccién viral (175). Los ROS creados por
procesos fotocataliticos destruyen el caparazon y / o capside de los virus, lo que resulta en la
liberacion de materiales genéticos, minerales y proteinas dentro de los virus. Ademas, los
compuestos organicos presentes en la estructura de los virus podrian estar completamente
mineralizados, lo que provoca su inactivacion / desinfeccion. Zhang et al. sugirieron tres
mecanismos para la desinfeccion viral en procesos fotocataliticos, que incluyen dafio fisico de
virus, toxicidad de iones metalicos obtenida de fotocatalizadores que incluyen metales y
oxidacion quimica por ROS generados sobre los fotocatalizadores (176).Estos mecanismos se
ven afectados cuando la superficie del fotocatalizador y el virus entran en contacto, lo que

conduce a un aumento de la eficiencia fotocatalitica. El contacto acumulado entre las células
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virales y las particulas de fotocatalizador en suspension puede proporcionar una superficie

extendida para la produccién de mas ROS (177; 178)

Efecto antiempafiamiento: esté relacionado con el efecto superhidrofilico. La prevencion del

empafamiento mejora a medida que aumenta la hidrofilia (179). El empafiado de las superficies
ocurre cuando el aire himedo se condensa. En una superficie superhidrofilica, se forma una
pelicula uniforme de agua sobre la superficie, y esta pelicula no dispersa la luz. Debido a que
el empafiamiento solo se forma en superficies con angulos de contacto superiores a 20°, los
materiales fotocataliticos antiempafiamiento cambiaran el angulo de contacto del agua a casi 0°
durante la irradiacion. El ejemplo mas conocido es el del vidrio antivaho, y se usa generalmente

en espejos de bafio y en los espejos retrovisores de los automoviles (Figura 20).

Figura 20: Efe(fto antiniebla del éé'E)ejo retrovisor de automovil: espejo
convencional (izquierda) y espejo revestido de TiO; (derecha) (180).

Duan et al., estudiaron el efecto superhidrofilico de una pelicula de TiO2 sin irradiacion UV.
Estas peliculas almacenadas en la oscuridad se analizaron midiendo el angulo de contacto del
agua y se demostro que las gotas de agua se podian extender rapidamente sobre la superficie de
la pelicula dando un angulo de contacto muy bajo, por lo que tiene buena capacidad
superhidrofilica sin ninguna activacion UV. Ademas, exhibia un buen efecto fotocatalitico

frente al colorante naranja de metilo (181).

En (167) se estudiaron las propiedades de antiempafiamiento a través de placas de vidrio con
y sin TiO2. Inmediatamente se observo que la placa sin fotocatalizador se empafiaba, mientras
que el vidrio recubierto permanecia transparente debido a la capacidad superhidrofilica de la

muestra.

Efecto desodorizante: El efecto desodorizante fue estudiado por Alberici etal. (90), los cuales

estudiaron la relacion entre la fotocatalisis y la destruccion de compuestos nitrogenados
responsables del mal olor. Compuesto como el NH4* como el NOs- quedan encapsulados en la
superficie del TiO2. Por otro lado, Suzuki et al. (182), estudiaron la descomposicion de

compuestos organicos que contienen nitrogeno y azufre. No se puede dejar de lado que COVs
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en muchas ocasiones producen olores (tabaco, cloroformo o aldehidos), los cuales son capaces
de degradarse gracias al efecto fotocatalitico mediante las reacciones redox que ocurren en la
superficie de los materiales modificados con TiO2 durante su fotoactivacion. Otro estudio
relevante fue el de Canela et al. (183) que estudia la oxidacion de compuestos sulfurados. En el
cual se realizd una oxidacion fotocatalitica de los compuestos que contienen azufre, sulfuro de
trimetileno (C3HeS), tiofeno (C4H4S) y disulfuro de metilo (C2HeS»), utilizando un reactor de
flujo pistén anular con TiO2 en forma soportada. La formacién de productos y subproductos se
controld en tiempo real utilizando un sistema de espectrometria de masas. La mineralizacion de
los compuestos que contienen azufre se confirmd mediante el balance de masa de CO2y SO £
. Se observé una oxidacion parcial del tiofeno y el disulfuro de metilo, lo que genero6 didxido
de azufre (SO.) y oxido de azufre (SO) como subproductos. El andlisis sensorial mostré que
para el sulfuro de trimetileno y el sulfuro de propileno, la intensidad del olor después del

tratamiento con TiO2/UV estaba por debajo del limite del umbral olfativo del panel.

A continuacion, se muestra una tabla (Tabla 2) resumen de trabajos de investigacion y
aplicaciones reales en los que se ha utilizado la fotocatalisis en materiales de construccion como
una técnica de degradacion de contaminantes:

Tabla 2: Resumen de trabajos de investigacion y aplicaciones reales en los que se ha utilizado la fotocatalisis
en materiales de construccion

PROYECTOS DE INVESTIGACION
MATERIAL DE o p
PROYECTO CONTAMINANTE CONSTRUCCION % DESCONTAMINACION
PICADA (184) NOXx Paredes con 60%
materiales
cementosos
fotocataliticos
PHOTOPAQ(185) NOx Cristales, paredes y 1-33%
pavimentos
fotocataliticos
LIFE MINOX (186) NOx Emulsidn fotocatalitica Entre 10 y 30%
en calzadas, aceras y
fachadas
LIFE EQUINOX NOx Pavimentos asfalticos Entre 25y 42%
(187) fotocataliticos
LIFE NOx Pavimentos asfalticos =45%
PHOTOSCALING fotocataliticos
(188)
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PROYECTOS REALES
. MATERIAL DE P
UBICACION CONTAMINANTE CONSTRUCCION % DESCONTAMINACION
4000 m? Parking NOx Emulsion fotocatalitica 49%
Milan (189) sobre asfalto
2500 m? Carretera NOx Asfalto fotocatalitico 46%
Forli- Cessena (189)
11000 m? Tunel NOx Emulsion fotocatalitica 46%
Milan (189) sobre asfalto
10000m? Antwerp NOXx Adoquines 20%
(Belgium) (142) fotocataliticos

1.4. Fotocatalisis en eliminacion de polen

En una busqueda bibliografica en Scopus, con la palabra clave “photocatalysis™ contenida en
su titulo, keywords o abstract, aparecen 71911 documentos. Si se afiade “pollen” el niimero de
documentos baja a 23. De estos 23, 4 son los correspondientes a los distintos objetivos parciales
de esta Tesis doctoral “Degradacion fotocatalitica del polen en materiales de construccion”. En
cuanto a los otros 19, la mayor parte de ellos utilizaron los granos de polen de distintas plantas
como biomolde para producir microesferas huecas de distintos semiconductores para
degradacidn fotocatalitica (190; 191; 192; 193; 194; 195; 196; 197; 198; 199).

En (200) utilizan polen de colza tratado como fotocatalizador para desinfeccion del agua.

En (201) preparan un biocomposite de ZnO recubriendo polen de pino con funcionalidad
fotocatalitica.

En (202) sintetizaron nanodots de carbono a partir de polen de abeja de la flor de la colza y los
acoplaron a nanolaminas ultradelgadas de g-C3N4 para preparar fotocatalizadores de tipo
2D/0D.

En (203) desarrollaron un sistema de limpieza del aire de alta eficiencia para los contaminantes
del aire interior, entre los que se incluye el polen, basado en plasma de descarga pulsada

combinado con fotocatéalisis mediante TiO».

(204) Es un libro en el que se resefia la posibilidad de la eliminacion de polen a través de cita

de un articulo de la presente tesis (205).
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Asi pues, queda demostrado el caracter completamente novedoso de la presente Tesis Doctoral,
que ha abierto una linea de investigacion, siendo los 4 articulos correspondientes a la misma los
Unicos encontrados en la bibliografia en relacion con la viabilidad de la fotocatalisis para

eliminar el polen y sus alérgenos del aire en general y sobre materiales de construccion en
particular.
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El objetivo global de la Tesis Doctoral que se presenta es la evaluacion de la fotocatalisis

heterogenea sobre materiales de construccion como una tecnologia viable para

degradar o eliminar granos de polen y alérgenos del aire.

Este objetivo global se abordara en base a los siguientes objetivos parciales:

4.

. Viabilidad de

la fotocatalisis heterogénea con TiO2 como técnica de

degradacion/eliminacion de granos de polen

. Evaluacion del rendimiento y mecanismos de degradacion/ eliminacion de los granos

de polen en funcion del tipo de especie vegetal.

. Estudio de la efectividad de la fotocatalisis heterogénea como técnica de inactivacion

de los alérgenos del polen.

Analisis de las interacciones TiO2-alérgeno y potenciales aplicaciones.

Cada uno de los objetivos parciales ha dado lugar a una publicacién en una revista indexada

en la base de datos del JCR (Journal Citation Report) (Tabla 3). Cada articulo publicado se

incluye en la presente tesis como un capitulo.

Tabla 3: Resumen de articulos surgidos de esta tesis doctoral

Percentil més il
Avrticulo Revista Quartil elevado Caprgu 0
Ranking tesis
Controlling the levels of . 95%
Airborne Pollen: Can Egz:g?,g?zﬂéal 01 6/122 4
Heterogenous Technol Environmental
Photocatalysis Help? echnology Chemistry
. Journal of 79%
Degradation of pollen Chemical 59/279
nanofunctionalized Technoloav and Q1 General 5
photocatalytic materials Biotech 93( Chemical
lotechnology Engineering
Photocatalytic 99%
decomposition of pollen Chemical 3/336
allergenic extracts of Engineering Q1 Industrial and 6
Cupressus arizonica and Journal Manufacturing
Platanus hybrida Engineering
Unusual photodegradation Environmental 79%
reactions of Asteraceae and Science and 28/132
Poacea grass pollen Pollution Q1 Pollution 7
enzymatic extracts on P25 Research
photocatalyst
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A continuacion, se describen brevemente los materiales utilizados (granos, alérgenos y
material fotocatalitico) y el fundamento tedrico de las diferentes técnicas experimentales
utilizadas a lo largo de esta Tesis Doctoral. Las caracteristicas especificas de los materiales
e instrumentos, y de las configuraciones de trabajo empleadas han sido en su mayoria
omitidas en este apartado dado que se describiran a continuacion en cada uno de los capitulos

correspondientes.

3.1 Materiales

3.1.1 Polen y alérgenos

Los tipos de polen y alérgenos usados en este estudio se seleccionaron en funcion de su
grado de impacto negativo en la salud humana en los paises mediterraneos y de su amplio

uso en medicina con fines de diagndstico e inmunoterapia.
a) Granos de polen (pollen grains, PG)

Los granos de polen utilizados en una primera fase, en concreto Cupressus arizénica y
Platanus hybrida, fueron recolectados en abril de 2012 directamente de arboles ubicados en
el jardin botanico del Departamento de Biologia Vegetal 11 de la Facultad de Farmacia de la

Universidad Complutense de Madrid.

-

Figura 21: Imagen del polen de Cupressus arizénica y Platanus hybrida
respectivamente (206; 207).

b) Extractos de alérgeno de polen (Pollen Allergen Extracts, PAE)

Los extractos alergénicos de polen liofilizado (PAE) se adquirieron en el laboratorio
Greerlab. Estos materiales se mantuvieron en condiciones de temperatura de

aproximadamente 5°C y en frascos de vidrio en una atmosfera inerte (figura 22).
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Figura 22: Ejemplo granos de polen del Cupressus arizénica
Se han analizado 7 tipos de PAE.

Tabla 4: Comparativa polen vs estructura, tamafio y familia

ESTRUCTURA EXINA TAMANO FAMILIA
CUPRESSUS ARIZONICA CA granulada Pequefio/medio cupresaceas
PLATANUS HYBRIDA PH reticulada Pequefio/medio platanaceas
SECALE CEREALE SC granulada Pequefio/medio gramineas
POA PRATENSIS PP granulada Pequefio/medio gramineas
FESTUCA PRATENSIS FP granulada Pequefio/medio gramineas
AVENA SATIVA AS granulada Pequefio/medio gramineas
ARTEMISIA VULGARIS AV granulada medio compuestas

3.1.2 Fotocatalizador

El fotocatalizador (PhC) seleccionado fue el didxido de Titanio (TiO2) Aeroxide® P25
Degussa-Evonik. Es un TiOz puro de particulas finas con un area de superficie especifica
alta (50 mg/g). Debido a su alta pureza, su gran area de superficie especifica y su
combinacion Gnica de anatasa y estructura de cristal de rutilo (=75%, 25%), este
fotocatalizador es el mas utilizado en aplicaciones cataliticas y fotocataliticas (208) y se

puedeconsiderar un fotocatalizador referencia para comparar entre distintas aplicaciones.

3.2 Procedimiento experimental

El procedimiento experimental utilizado en cada capitulo de esta tesis, que corresponde a
cada uno de los subobjetivos (SO) y se ha publicado de forma independiente, depende de las
condiciones y objetivos del trabajo. A continuacion, se describen de una forma resumida los

diferentes procedimientos realizados.
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3.2.1 SO1: “Control de los niveles de polen en el aire: /Puede la
fotocatalisis heterogénea ayudar?”

a) Fotocatalizador: El fotocatalizador utilizado es el TiO2 Degussa

b) Polen: Se utilizan 2 tipos de pdlenes, Platanus hybrida y Cedrus atlantica, granos
recolectados directamente del arbol

¢) HNuminacién: Luz UV (Philips Actinic BL 15W/10 SLV). Intensidad de irradiacion
=10W/mz2,

El analisis experimental se ha llevado a cabo usando tres configuraciones diferentes del
fotocatalizador TiO>: fotocatalizador (PhC) en disolucion, soportado en vidrio e incorporado

como aditivo en materiales de base cemento.

Tabla 5: Procedimiento experimental SO1

Técnica de

Tipo de polen v Método experimental
analisis

aml

polen en grano

Zetametro

Palen =
005 de polen +
Sl 1,08,

C terizaci SEM z Fuler+ TSeg TiGE P25
aracterizacion — i

Fluorescencia
con sonda

En Solucion FDA —

- Palen =0
DRX 005g de palen + E

Silenl 11,08,
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+2mp sulen
SEM +lmg pzlen
Sobre soporte Microscopio
de Vldrlo éptiCO dEgkickncn s EJ‘:L‘--“l
Tap de THy, B by g
-."'1.El..||J l'.I,L'I_- & E +2rg aolent Ly |
Platanus UV/sin UV
Microscopio "\ I |'
En mortero Optico )
Cedrus UV/sin UV
CIELAB
0.05¢ de polen
= S0m1 11,0,
3.2.2 S0O2: Degradacion del polen en materiales fotocataliticos

nanofuncionalizados

a) Fotocatalizador: El fotocatalizador utilizado es el TiO2 Degussa

b) Polen: Se utilizan 2 tipos de p6lenes, Platanus hybrida y Cupressus arizonica en 2

estados distintos:

e recolectados directamente del arbol

e Extractos liofilizados comprados a laboratorio Greerlab (PAE).

c) luminacion: UV LED que emite a 365 nm. Intensidad de irradiacion=10 W/m?

Tabla 6: Procedimiento experimental SO2

) Técnica de )
Tipo de polen o Meétodo experimental
analisis
1mg polen + 300mg KBr
Polen
directamente IR
del arbol
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are pierka e

5—5-0

G de Te02 + 100ml
H.

PAE SEM
A0pl sabre |' rta de | E
con TiS, woae deia secan

Al vaal de PALL e e
uiuden I,5ml de

agla calra puark

spl sehre
|'| “ta de vidrin

) —
Método gota

sésil

PAE

Al wial de PAF se e
afiaden ? smil e

AgA CELIRL Pura

3.2.3 SO3: Descomposicion fotocatalitica de los extractos del aléroeno de
olen del Cupressus arizonicay Platanus hybrida

a) Fotocatalizador: El fotocatalizador utilizado es el TiO2 Degussa

b) Polen: Se utilizan 2 tipos de poélenes, Platanus hybrida y Cupressus arizénica

comprado a laboratorio Greerlab (PAE).

¢) HNuminacién: LED UV que emite a 365 nm. Intensidad de irradiacion=5 W/m?
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Tabla 7: Procedimiento experimental SO3

Tipo de Técnica de ; .
s Método experimental
polen analisis

Go de TedZ + 1000ml

SEM H.0,

PAE
XPS 30yl sabre parta de alumrinia | E
con Tidy, woae deia sepan

Al vial de PAL se e

afuclen 2 3ml de

agla oxirs s

~ s
0,0033g | *+1mlagua extra pura Aﬁ
FI UorESCenCia +1ml agua extra pura + 1ml PAE ! ’J'

con sonda TO,

1
PAE DA
£

Al vial de PAE se le
afiaden 2,5ml de
agua extra pura

3.2.4 SO4: Modificaciones quimicas del fotocatalizador P25 por extractos

enzimaticos de polen de gramineas Asteraceae v Poaceae

a) Fotocatalizador: El fotocatalizador utilizado es el TiO, Degussa

b) Polen: Se utilizan 7 tipos de pdlenes comprado a laboratorio Greerlab (PAE):
Cupressus arizonica, Platanus hybrida, Artemisia vulgaris, Poa pratensis, Festuca

pratensis, Avena sativa y Secale cereale.

c) Huminacion: UV LED que emite a 365 nm. Intensidad de irradiacion=10W/m?
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Tabla 8: Procedimiento experimental SO4

Tipo de Técnica de ;
. Metodo
Al are Ao |'I [r .+
SEM sz de TIDZ + 100ml
XPS
S0yl sabre parta de
con Ty, ws -rJ-cJ Ll |
Al vl e BAL e e
wisden Z,5ml de
agla Cxine piuk
Qpl s T dney
J r
; 2 >
— A= [ 8
UV- vis .
PAE espectroscopia | f& de TiO2 1 10im! I
H.O,
po5 (absorbancia -
Band gap) e
Al wvial de PAE sc le
atiaden 2 Sml de
AgUL eXDnE pur

3.2 Técnicas de caracterizacion

En esta seccion se detalla los aspectos fundamentales de las prin
Los detalles de la configuracion y los pardmetros usados se

correspondiente.

2.1 SEM-EDS

cipales técnicas utilizadas.

detallan en cada capitulo

El microscopio electrénico de barrido (SEM) permite la observacion directa de todo tipo de

superficies, asi como extender el rango de resolucion de las

nanomeétrica.
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El concepto de microscopia electrénica de barrido conlleva el paso de electrones emitidos
por un catodo de tungsteno a través de una columna con un vacio alrededor de 107 Torr. En
ella el haz inicial es concentrado por una serie de lentes electromagnéticas que producen una
disminucion de su diametro hasta hacerse casi puntual (hasta unos 10 nm). Del mismo modo,
la intensidad de corriente se reduce de 10-4 A a 10-10 A. Esta reduccion de intensidad implica
una aportacion menor de electrones primarios. El haz de electrones se desplaza por toda la

superficie de la muestra como una pincelada.

Las iméagenes resultantes corresponden a electrones secundarios o0 electrones
retrodispersados emitidos tras la interaccion con la muestra del haz incidente de entre 5y 30
KeV.

El haz de electrones se mueve sobre la muestra realizando un barrido en las direcciones X e
Y de tal modo que la posicién en la que se encuentra el haz en cada momento se relaciona
con la aparicién de brillo, proporcional a la sefial emitida, en un punto especifico de la

pantalla.

La sefial de electrones secundarios se forma en una delgada capa superficial, del orden de
50 a 100 A. Los electrones de menos de 50 eV se desvian facilmente de su trayectoria
emergente inicial y dan informacion de zonas que no estdn a la vista del detector. Lo que

permite aportar informacion “en relieve”.
El SEM puede equiparse con varios detectores como:

e Detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta resoluciéon SEI

(Secundary Electron Image)

e Detector de electrones retrodispersados que permite la obtencion de imagenes de
composicion y topografia de la superficie BEI (Backscattered Electron Image)

e Detector de energia dispersiva EDS (Energy Dispersive Spectrometer) que permite
recolectar los rayos X generados por la muestra y realizar diversos analisis e imagenes

de distribucidn de elementos en superficies pulidas.

En esta tesis se utiliza el SEM-EDS (figura 23) que permite observar directamente la
superficie de la muestra (SEM) y proporcionar informacion acerca de la composicion

quimica de las particulas (EDS) (209). El equipo utilizado es un Hitachi S-4800.
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Filamento a
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Figura 23: a) Esquema general SEM y b) equipo SEM IETcc

3.2.2 XP

Principalmente la técnica de espectroscopia fotoelectronica de rayos-X consiste en excitar
mediante un haz de rayos-X de los niveles mas internos de los 4&tomos, lo que provoca la
emisién de fotoelectrones que nos dan informacion sobre la energia en cada uno de los
niveles y, por tanto, sobre la naturaleza de cada atomo emisor. Proporciona informacion
tanto cualitativa, como cuantitativa de todos los elementos presentes, excepto Hy He.

Sirve para caracterizar superficies y es el método mas utilizado en la actualidad para este
fin. Lo que se deriva del alto contenido de informacion que proporciona y de la flexibilidad

para ser utilizada en distintos tipos de muestras.

La energia del haz es hv y el fotoelectron sale con una energia cinética EK, si restamos
ambos parametros nos da la energia de ligadura (EL) del &tomo, informacion especifica de

cada elemento. En resumen, se trata de medir la velocidad de los electrones emitidos

51



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

mediante el espectrometro:
EL=hv-EK

Es necesario tener en cuenta que se debe trabajar en condiciones de Ultra Alto Vacio UHV
(ultra high vacuum), lo que se consigue gracias al uso de bombas turbo-moleculares y
bombas idnicas apoyadas con vacios previos obtenidos por bombas rotatorias de aceite.

Para realizar el analisis de un espectro de XPS se dispone de un sistema de espectroscopia
de electrones SPECS GmbH con sistema UHV (presion aproximada de 10 -10 mbar), con
analizador de energia PHOIBOS 150 9MCD, fuentes de rayos X monocromatica(con anodo
doble Al/Ag) y no monocromaética (con &nodo doble Al/Mg), fuente de electrones para
compensacion de cargas, fuente de fotones ultravioleta, fuente de iones y cdmara de
pretratamiento de muestras (figura 24). Es necesario realizar un amplio barrido del espectro,
que cubra un rango de unos 1000 eV, y que posteriormente se centre con mas detalle en

rangos mas pequerios, alrededor de 20 eV.

Los valores de energia de enlace aparecen en el eje horizontal, mientas que la intensidad se

representa en el eje vertical.

Dichos registros XPS permiten aportar informacion de interés en el analisis de sistemas

organicos e inorganicos.

Los anélisis se realizan cuantitativamente mediante el estudio de la relacion de éareas
encerradas bajo cada pico para cada uno de los elementos. Al introducir los factores de
correccion apropiados se puede obtener el porcentaje de cada uno de los elementos presentes
(210).
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Esta técnica nos ha permitido analizar la superficie y la composicion, tanto cualitativa como
cuantitativa, de los elementos que se encuentran en las distintas muestras, principalmente C,
NyO.

Tanto el XPS como el SEM-EDS nos permiten estudiar la composicion quimica de PAE en

muestras de fotocatalizadores soportados para diversas configuraciones experimentales.

3.2.3 Difraccién Rayos X

La técnica de difraccion de rayos X (DRX) es una de las mas eficaces para obtener un analisis
cuantitativo y cualitativo de las de fases cristalinas de cualquier material, ya sea natural o
sintético. Permite obtener informacion de la estructura, la composicién quimica, la

deformacion u orientacion, el tamafio de los cristales, y el espesor de las capas.

En este caso la difraccion de rayos X se llevd a cabo usando un Bruker D8 Tiger con vehiculo

de monocristal de Si (figura 25).

Figura 25: Equipo DRX CSIC

324 FTIR

La espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se utiliza
para caracterizar diferentes compuestos identificando sus grupos funcionales. La técnica es
sensible a la estructura ya que puede provocar vibraciones caracteristicas de los grupos de
atomos, por este motivo se suelen emplear para identificar especialmente grupos organicos
(2112).

Una vez la radiacion infrarroja incida sobre la muestra, parte de la radiacion la absorbe la
muestra y la otra parte es transmitida produciendo una sefial resultante. Esta sefial se detecta

como un espectro que representa la «huella» molecular de la muestra. Su funcién principal
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es que nos permite distinguir entre distintas estructuras quimicas, ya que producen distintas

huellas espectrales.

En la figura 26 se muestra el equipo utilizado por el Instituto de Ceramica y Vidrio (ICV
CSIC) es el Universal ATR y microscopio Spectrum Spot Light 200. El espectrofotémetro
trabaja en un intervalo de nimeros de onda entre 400 -4000 cm-1y esta equipado con
diferentes formas de medida: transmision/absorcion, reflexion difusa, Reflexion Total
Atenuada (ATR) que mide entre 600-4000 cm-1y un microscopio que permite realizar un
andlisis de los perfiles de composicion o distribucién de cada uno de los elementos (211).

Figura 26:FTIRPerkin Elmer Spectrum 100

3.2.5 Fluorescencia (FDA

La técnica de hidrolisis del diacetato de fluoresceina(FDA) esta reconocida como un método
simple, pero de gran precision para medir la actividad microbianatotal en distintas muestras
ambientales. El diacetato de fluoresceina incoloro es hidrolizado por enzimas libres y unidas
a la membrana, liberando un producto final coloreado de fluoresceina que permite medir la

actividad por espectrofotometria.

Inicialmente Heslop-Harrison (212; 213) presentaron la FDA como técnica para evaluar la
viabilidad del polen gracias a la fuerte relacion encontrada entre la reaccion fluorocromatica
y la germinacion in vitro de varios tipos de polen. Pero se encontré que carecia de
especificidad en algunos aspectos esenciales que permitieran comparar simultaneamente la
viabilidad de diferentes fuentes de polen. Ya en el afio 2008 Pinillos et al (214)
estandarizaron esta prueba de reaccion como técnica para evaluar la viabilidad del polen,

gracias a que determinaron el tiempo necesario para que se produzca y se desvanezca la
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reaccion fluorocromatica, y la vida atil y la concentracion maés eficaz de la solucion de
trabajo FDA.

Por tanto, la reaccion fluorocromatica que presentan los granos de polen viables cuando se
exponen al diacetato de fluoresceina (FDA) es una herramienta facil, rapida y precisa para
evaluar la viabilidad del polen en muchas plantas.

En este trabajo las medidas de fluorescencia se realizaron usando un espectrofotometro de

fluorescencia LS55.
La viabilidad del polen se ha estimado usando la tincion de diacetato de fluoresceina (FDA).

El FDA se ha utilizado como marcador visual para la determinacién de la viabilidad
especifica de células desde hace afios (215). Se trata de un compuesto no fluorescente que,
cuando se hidroliza por la actividad enzimatica bioldgica, produce fluoresceina, un
compuesto altamente fluorescente que marca claramente las células "vivas" con una emision
fluorescente verde inducida Opticamente (Fig. 27). Hay que tener en cuenta que la técnica
del FDA no es un procedimiento de tincion, el producto de reaccion, la fluoresceina, no se
une quimicamente a dianas especificas dentro de la célula. EI FDA vy la fluoresceina pasan
facilmente de forma difusa a través de las membranas celulares, lo que hace que la carga de
la FDA en el interior del tejido celular sea una tarea sencilla en las suspensiones celulares
acuosas (216).
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Figura 27:Reaccion FDA (216)

Esta reaccion fluorocromatica produjo fluorescencia que resulta de la presencia de la esterasa
activa y una membrana plasmatica intacta, ambas necesarias para la viabilidad de una célula
(10). Los granos de polen viables exhibieron una fluorescencia verde brillante, ylos granos

no viables emitieron un bajo nivel de fluorescencia.

3.2.6 Potencial zeta

El potencial zeta permite medir la magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica entre
particulas, y la estabilidad de una particula. En otras palabras, permite comprender y

controlar las suspensiones coloidales.

Cada particula cargada esta rodeada por una capa difusa de iones neutralizantes. Esto hace
que se desarrolle un potencial eléctrico a través de la capa difusa entre el coloide y la
disolucion. La magnitud de este potencial es aproximadamente proporcional a la carga
superficial en el coloide, y se llama potencial zeta. Como resultado, el potencial zeta es una

medida importante de las fuerzas electrocinéticas involucradas (217).
Existen varios mecanismos por los que se puede generar la carga:
e Disolucion de algunos iones que se encuentran presentes en la superficie del sélido.

e Disociacion o ionizacion de grupos superficiales.
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e Adsorcion especifica de iones presentes en la disolucion.
e  Sustitucion de iones en la red cristalina.

Al analizar la superficie del solido se observa un exceso de carga por unidad de area, lo que
debera compensarse por otra carga equivalente, pero de signo contrario en la fase acuosa en
torno a la particula sélida de tal forma que se mantenga la electroneutralidad del sistema.
Las dos distribuciones de carga forman lo que se conoce como doble capa eléctrica. Este
término de “doble capa” se utiliza para describir la ordenacion de cargas y dipolos orientados
que forman la interfase en los limites de un electrolito. Ademas, es una consecuencia del

contacto entre las dos fases limitantes.

A continuacién, se observa un figura representativa (figura 28) de este tipo de particulas y

de las interacciones que se producen con los deméas componentes del sistema.

Conlra-1on Frailiyn  se——

Co-kon NaGaling  se— 9 ]
9
- ‘ - 9 - g
y 9: v . e T 9
- o9, v
e v
\'_‘ - Yo,
WECY ¢ 9 %)
Colods Azamania WS0es 9
Negabvo L o
3 B v
0 - v
TN
Capa ¢a Starm SUevaY. v st
o P 9 v
i B
&9
S v 9 . d
. -
Cepa Untusa o
il e 9 @

v -
lones &n Equitbro 3
con Solucien —[ ° "y o -

Figura 28: Distribucion de iones positivos y negativos alrededor del coloide (218)

Al considerar la interfase sélido-disolucion representada en la figura anterior, la capacidad
de atraccion de una particula negativa produce la formacion de una capa rigida alrededor de

la superficie del coloide, conocida también como la capa de Stern.

Tal y como nos vamos alejando de la capa de Stern entramos en una region ocupada
principalmente por iones solvatados, cuyo lugar geométrico de sus centros recibe el nombre
de plano exterior de Helmholtz. Aunque existan estos iones solvatados, algunas especies son
capaces de encontrar el camino para acercarse a la particula solida, esto es posible en iones
que carecen de una capa de solvatacion, como sucede con la mayoria de los aniones y
cationes grandes. El lugar geométrico de los centros de estos iones capaces de aproximarse

a la particula negativa recibe el nombre de plano interior de Helmholtz.

57



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

Las medidas directas de potencial zeta por micro-electroforesis se han realizado con un dispositivo

comercial llamado Zeta Meter 3.0+ (Zeta Meter Inc., New York) (figura 29).

El zetametro estd formado por una celda electroforética de cuarzo que contiene la muestra en
suspension y un microscopio de alta calidad que permite observar las particulas coloidales. En los
extremos de la celda se colocan dos electrodos de titanio y de molibdeno conectados a una fuente de
tension, de este modo se crea un campo eléctrico que atraviesa el sistema. Los coloides cargados
migran bajo la accién del campo eléctrico, lo que permite relacionar la velocidad y la direccion con
el potencial zeta. El dispositivo ademas proporciona informacion sobre la conductividad de la

muestra.

Figura 29: Zeta Meter 3.0, celda micro-electroforéticay electrodos utilizados en
las medidas de potencial zeta (217).

El microscopio permite seleccionar la escala de medida mas adecuada en funcion del nimero y del
tamafio de los coloides, asi es posible seguir el movimiento de coloides de tamafio reducido al

aumentar el zoom del microscopio.

3.2.7 Microscopio éptico

Se trata de un conjunto de técnicas que permiten visibilizar todo tipo de material a pesar de queel

tamafio de particula se encuentre fuera del rango de resolucion del ojo normal.

Se trata del microscopio NIKON elipse ME600, microscopio 6ptico equipado con tres objetivos (20X,
50x y 100x), con sistemas de iluminacion reflejada (epi) y transmitida (dia). EI microscopio se
puede utilizar en imagenes de contraste de interferencia diferencial (DIC), que es un método de
imagenes basado en la diferencia de contraste de las muestras, y en modo de campo oscuro (DF).

Con DIC y DF, es posible ver detalles de muestras dpticamente
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transparentes que son invisibles en las imagenes microscopicas ordinarias. También est4 equipado
con una cdmara CMOS en color de 1.3 megapixeles, adecuada para captura de imagenes / video

y mediciones de linea / superficie / &ngulo.
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Figura 30: Microscopio 6ptico NIKON elipse ME600

3.2.8 Método gota sésil

La Real Academia de Ingenieria (219) define el método de la gota sésil como un “método
experimental usado para determinar la tension superficial de una superficie solida, consistente
en la colocacion de una gota sobre la superficie, de un liquido del que se conocen su tension

superficial, para medir el &ngulo de contacto de la gota con las superficie sdlida”.

En el campo de la tribologia es importante conocer la interaccion entre un liquido en contacto con
la superficie de un sélido para poder estudiar ciertos fendmenos como el de lubricacién. El objetivo
es medir la capacidad que posee un liquido para esparcirse sobre una superficie dada, otros la
definen como un “fenomeno de interaccion interfacial que determina el &ngulo de contacto formado
entre una gota de liquido y la superficie de un sélido”. En biomedicina se utiliza en multiples

estudios ya que permite comprender el comportamiento natural de los tejidos vivos (220).

Este método consiste en colocar una gota pequefia de liquido en una superficie sélida y ver el

comportamiento del liquido al estar en contacto con el porta de vidrio (con el sélido) (Figura 31).
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Angulo de contacto

Figura 31: Esquema montaje analisis método gota sésil

La metodologia utilizada es un tensiémetro digital cuya composicién comprende varios componentes
mecénico, Optico y tratamiento de imagen. En la Figura 32, se observa un esquema general de la
composicion del tensiémetro, el cual estd formado por (1) lampara extendida de luz difusa, (2)
gota de liquido yacente, (3) sustrato sélido, (4) micropipeta, (5) camara de video digital CCD y

zoom, (6) sistema de adquisicion y tratamiento de imagen (220).

Fig. 32. Esquema general de los componentes del tensiometro digital (220).

3.29CIELAB

El espacio de color CIELAB también conocido como L * a * b * es un espacio de color definido por
la Comision Internacional de Iluminacidén (abreviado CIE) en 1976 (221). Los tres parametros en
el modelo representan la luminosidad del color (L*, L*=0 produce negroy L*= 100 indica blanco),
su posicion entre rojo y verde (a*, los valores negativos indican verde, mientras que los valores
positivos indican rojo), y su posicion entre amarillo y azul (b*, los valores negativos indican azul

y los valores positivos indican amarillo) (Figura 33).
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.y

Fig. 33 A: Espacio de color CIELAB tridimensional donde el eje L * representa la
claridad del color; B: Plano CIELAB bidimensional a * b * donde C representa el
croma y H representa el tono (222).

El sistema CIELAB es un estandar internacional importante para medir los errores de reproduccion
del color. La evaluacion de los resultados, ademas de la inspeccion visual, se ha realizado midiendo
el color y el brillo de acuerdo con el espacio de color CIELAB mediante un espectrofotometro.
CIELAB es un modelo cromatico utilizado normalmente para describir todos los colores que el ojo

humano puede percibir.

3.2.10 Resumen de técnicas

A continuacion, se presenta una tabla resumen con todos los experimentos realizados en

cada uno de los articulos surgidos a raiz del trabajo de esta tesis doctoral (tabla 8) :

Tabla 8: Resumen técnicas experimentales utilizadas en la presente tesis doctoral

Técnica Objetivo OP

Observar el tamafio, morfologia,

distribucion y composicion de los
SEM-EDS granos de polen y obtener 1,2,3,4
informacion sobre su composicion

quimica de los alergenos

Obtener informacion cualitativa y
cuantitativa sobre la composicion
XPS superficial de los granos de poleny 3,4
alérgenos y las modificaciones

composicionales del fotocatalizador

DRX Analizar estructuralmente las fases
cristalinas de los granos de polen
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Caracterizar cada uno de los

componentes de una muestra de

FTIR s 7 - - gun -7 2
alérgenos a traves de la identificacion
de sus grupos funcionales
Fluorescencia Medir la actividad enzimatica de los L3
(FDA) alérgenos ’
Medir la magnitud de la repulsion o la
) atraccion electrostatica entre los granos
Potencial Zeta ] 1,4
de polen y las nanoparticulas de
semiconductor
Microscopio Visualizar el tamafio, morfologia y 1
optico distribucion de los granos de polen
) Medir la tension superficial a través de la
Método gota _ ) _
il interaccién entre un liquido en contacto 1,2
sési
con la superficie de un solido
Medir diferencias en la reproduccion del
Color - _
color antes y después del tratamiento 1
CIELAB »
fotocatalitico
. Permite clasificar un material como
UV vis Band _ _
semiconductor o aislante y en base a ello 4
gap

aplicarlo a procesos fotocataliticos 0 no
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CAPITULO 4: OP1

CAPITULO 4: Control de los niveles de

polen en el aire:
;Puede la fotocatalisis heterogénea ayudar?

T

Controlling the Levels of Airborne Pollen: Can Heterogeneous
. Photocatalysis Help?

1+ M. Sapifa, E. Jimenez-Relinque, and M. Castellote™

4 Institute of Construction Scence “Edmrdo Toron™ 1ET e, CSICC/ Serrano Galvache, 4 Madnid, 28033 Span

ABSTRACT: Awbome pollen i a workdwide problem because is a very
mportant allergenic agent; & can be altered caly by certain micro-
organisms and by some oxadiers, sach as reactive oxygen species (ROS).
v On the other hand, heterogencous photocatalysis (HPC) arcse as a
promising Ir‘lumklgy foe lnimu‘; the level of contaminants in the ai,

asweel on theie degradation by the production of ROS, In this puper, study
of the feasibdy of HPC to diminish the counts of polien is undertaken.
22 The research has been camied out at different levels, from solutions to ) - ia 1
11 mortar speamens with the evidence that HPC is able to reduce the )
4 amount of pollen graizs. Thus s a major beeakthrough that apens the dooe
s o a whole field of research, aircady full of gaps, whose implicabions coald
¢+ be quite controversial.
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En este capitulo se presenta con detalle el planteamiento, procedimiento, resultados y
discusion correspondientes al OP1: Estudio de la viabilidad de la fotocatalisis heterogénea

como tecnologia de degradacion/eliminacion de granos de polen.

4.1. PARTE EXPERIMENTAL
4.1.1. Materiales

Fotocatalizador

El TiO. se obtuvo de Degussa (P25, tamafio de particula primaria de 30 nm, relacion de
anatasa / rutilo 80:20). Este catalizador fue elegido ya que se considera como material de

referencia la mayoria de los estudios de fotocatalisis.
Tipos de polen

Se eligieron dos tipos de polen debido a su disponibilidad, caracteristicas muy diferentes y
poder alergénico: el primero de la familia Platanaceae, llamado Platanus Hispanica, y el
otro de la familia Pinaceae, llamado Cedrus Atlantica. Los granos de polen se recolectaron
directamente de la rama de la planta en la época de floracién en la ciudad de Madrid,
Espafia. El polen de Platanus es muy alergénico, presenta una gran incidencia durante marzo
y abril, y es muy comun en la Comunidad de Madrid. Los granos de polen son pequefios
(15-20um), son apolares con simetria radial y una pared de exina alrededor de 1.5-2um. Los
granos de polen de Cedrus Atlantica se pueden encontrar en el aire de Madrid de marzo a
julio; son mas grandes (80-100 um), heteropolares, de simetria bilateral y con una pared de

la exina mas gruesa (2-4 um).

Mortero.

El mortero se prepard con cemento blanco enriquecido con TiO2 y arena silicea.
Fuente de luz para experimentos de fotocatalisis.

Lampara Philips Actinic BL 15W/10 SLV, con fotones en la region espectral entre 350 y
400 nm con un maximo de 360 nm. La intensidad de irradiacion era de 10W/mz2, que se

control6 usando un radiémetro Delta Ohm 2102.1 con un sensor UVA LP471.
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4.1.2. Diseflo experimental

e Estudio preliminar: Evaluacién del efecto de los radicales hidroxilo, generados a
través de la reaccion de Fenton, en los granos de polen.

e Ensayos fotocataliticos en tres escalas diferentes: en solucion, sobre un soporte de

vidrio y sobre mortero fotocatalitico.

Estudio preliminar: evaluacion del efecto de los radicales hidroxilo. Para la produccién de

radicales hidroxilo, se uso la reaccion clasica de Fenton (Fe*2+ H202 — Fe3*+ OH-+ HO
(12)). En condiciones de laboratorio, el polen simple (5 mg) se suspendié en 5 ml de agua
destilada con la adicion de 5 mg de heptahidrato de sulfato ferroso (FeSO4 - 7H20) como
fuente de hierro. La reaccion se inicié mediante la inyeccion de 500 uL de H 202 (30%, v/v).
Después de 10 minutos, se analizd el polen para autofluorescencia usando un
espectrofotometro de fluorescencia (longitud de onda de excitacion 348 nm, longitud de
onda de emisién 380-800 nm). La autofluorescencia proporciona una medicién indirecta de
la viabilidad y la integridad de la pared del polen (13-15).

Ensayos fotocataliticos en solucién: La metodologia seguida consistié en analizar 4 casos

diferentes etiquetados como A, B, C y D: se suspendieron 0,05 g de polen en 50 ml de agua
destilada. Se tomaron 5 mL de la suspension para el A simple y 5mL para la muestra C en
muestras duplicadas. En la suspensién restante, se afiadieron 75 mg de TiO2 P25 y se
tomaron muestras de 5 ml para las pruebas B y D. Las muestras A y B no se expusieron a
la luz. Las muestras C y D siguieron un tratamiento con luz UV en diferentes momentos:
24 h, 48 h 'y 1 semana. Después del tratamiento, parte de la muestra se conservd y el resto
se centrifugd durante 1 hora a 4000 rpm para analizar el liquido y las partes solidas de forma

independiente.

Ensayos fotocataliticos sobre un soporte de vidrio: Se prepard una suspension hecha de 125

mg del fotocatalizador P25 en 50 ml de agua destilada. 2 mL de la suspensién se colocaron
en un portaobjetos de vidrio. Una vez seco, se colocaron 2mg de polen en la superficie del
fotocatalizador y el portaobjetos se ilumind durante 48 horas y 1 semana. También se
prepararon muestras de referencia sin fotocatalizador para realizar el efecto de la luz

natural.
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Ensayos fotocataliticos en mortero fotocatalitico: EI mortero se prepar6 segun las normas
UNE-EN 196-1 (UNE-EN 196-1) y UNE-EN 197-1 (UNE-EN 197-1). La relacion

agua/cemento fue 0.50. EI mortero se molded en placas de Petri con un didmetro de 90 mm

y una altura de 16 mm. El mortero fresco se almacend durante 1 dia a> 95% de HRy 23 +

2°Cy luego se curo bajo agua durante 28 dias dentro de la placa de Petri.

5ml de la suspension utilizada en los "experimentos de solucion™ para las muestras Ay C
se colocaron directamente sobre el mortero. Una vez seco, se iluminé durante 48 horas a

10 W/m2, manteniendo la mitad de la porcidn cubierta de luz.

La evaluacion de los resultados, ademas de la inspeccion visual, se ha realizado midiendo
el color y el brillo de acuerdo con el espacio de color CIELAB mediante un
espectrofotometro. CIELAB es un modelo cromético utilizado normalmente para describir
todos los colores que el ojo humano puede percibir. Los tres parametros en el modelo
representan la luminosidad del color (L*, L*=0 produce negro y L*= 100 indica blanco),
su posicién entre rojo y verde (a*, los valores negativos indican verde, mientras que los
valores positivos indican rojo), y su posicion entre amarillo y azul (b*, los valores negativos

indican azul y los valores positivos indican amarillo).

4.1.3. Técnicas de caracterizacion.

DRX. La difraccion de rayos X se llevé a cabo usando un Bruker D8 Tiger con vehiculo

de monocristal de Si.

SEM. Las mediciones de microscopia electronica de barrido se realizaron con un
microscopio Hitachi S-4800. Esta es una emision de campo SEM, con una aceleracion de
electrones entre 500 V'y 30 KV. El microanalisis se llevo a cabo con detector de Si, XFlash
Detector 5030, Bruker.

Potencial zeta. La evolucion del potencial zeta, determinada en suspensiones diluidas para
ambos tipos de polen, con y sin catalizador de titanio, se ha llevado a cabo usando un
medidor zeta comercial (ZetaMeter 3.0+, ZetaMeter Inc. Nueva York). Se analizaron
suspensiones de polen en agua destilada a una relacion sélido/liquido de 0,059/50 ml y
0,019/100 ml de agua en el caso del P25. Se afiadieron cantidades crecientes de HCI 0,01N

y NaOH 0,1M a las suspensiones con el fin de evaluar la influencia del pH en los valores
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del potencial zeta.

Microscopia. La microscopia se llevo a cabo mediante el uso de un equipo Eclipse Nikon
E600.

Fluorescencia. Las medidas de fluorescencia se realizaron usando un espectrofotometro

de fluorescencia LS55.

La viabilidad del polen se ha estimado usando la tincion de diacetato de fluoresceina (FDA).
Esta reaccion fluorocromatica produce fluorescencia que resulta de la presencia dela
esterasa activa y una membrana plasmatica intacta, ambas necesarias para la viabilidad de
una célula (10). Los granos de polen viables exhibieran una fluorescencia verde brillante,y
los granos no viables emitirdn un bajo nivel de fluorescencia. En las pruebas de la FDA,se
disolvieron 0,6mg de diacetato fluorescente y 0,519 de sacarosa en 3ml de cada uno simple

(control y tratamiento fotocatalitico en solucion).

Los espectros de fluorescencia se observaron después de 24 horas de incubacion a
temperatura ambiente usando un espectrofotometro de fluorescencia LS55 (longitud de

onda de excitacion 450 nm, longitud de onda de emision 480-680 nm).

Las mediciones de autofluorescencia se han llevado a cabo a una longitud de onda de

excitacion de 348 nm y una longitud de onda de emision de 380 a 800 nm.

4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1. Caracterizacion

Tamafio y morfologia de los granos de polen . Las muestras de polen se caracterizaron en

tamario y morfologia por SEM. Como se puede ver en la Figura 4.1, como se esperaba, el
tamano de las particulas fue muy diferente: los granos de platanus tenianalrededor de 20um

y los cedrus eran de 80 um y exhibian flotadores laterales.
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Figura 4.1. Morfologia del Polen.

Mediciones microelectroforéticas. La evolucion del potencial de zeta para ambos tipos de

polen, con y sin catalizador de titanio, se representa en la Figura 4.2, junto con los valores

de potencial zeta obtenidos para una suspension de P25 simple.
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Figura 4.2. Potencial de Zeta obtenido en mediciones microelectroforéticas para
una suspension simple de P25 y para ambos tipos de polen, con y sin catalizador
de titanio.

Con respecto a las muestras de polen sin catalizador, se puede decir que los valores de
potencial zeta son negativos para todo el rango de pH que se comporta de diferente manera,
los valores de potencial zeta para cedrus se vuelven méas negativos al aumentar el pH del
sistema. EI comportamiento de los granos de platanus fue bastante diferente, con un
potencial zeta casi independiente del pH que varia en valores alrededor de -5y -10mv, con
la excepcion del pH neutro, con un potencial zeta que alcanza valores de -23 mv. La
tendencia observada para P25 simple es similar a la descrita previamente para cedrus con

una inversion del potencial zeta a pH alrededor de 6.

Cuando hay P25 presente en la suspension, solo se puede distinguir un tipo de coloide en
el microscopio y se comporta como el P25 solo. Por lo tanto, parece que cuando el polen
entra en contacto con el fotocatalizador, el primero se coloca alrededor de los granos de

polen cubriéndolos; el TiO2 interactda con los granos de poleny parece formar aglomerados
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que lo envuelven. EI mecanismo de esta afinidad todavia no se entiende bien, ya que ocurre
en todo el rango de pH, incluso en la zona alcalina, donde ambas especies tienen potenciales

zeta negativos.

4.2.2 Estudio preliminar.

En la Figura 4.3 se representan los espectros de fluorescencia de todos los reactivos usados

en la reaccion de Fenton, FeSO4-7H20 y H20o.

CEDRUS PLATANUS |

— D 0lle

)
)
Zoomin P
PollansFe
Pollen+H202
~ ‘

Zoomin

S—Pullen+Fe+n202

FLOURES CENCE INTENSITY (w.a.)

380 440 500 550 620 580 740 380 240 500 560 520 680 740

WAVELENGHT (nm) WAVELENGHTInm)

Figura 4.3. Espectros de fluorescencia del estudio preliminar (reaccion de
Fenton).

En los experimentos de control, se confirmé que la inactivacion del grano de polen no es
significativa para el H20, pero la adicion de hierro férrico provocé cambios en los valores
de fluorescencia que podrian estar asociados a la difusion y a las reacciones de Fenton

oscuras intracelulares (16,17).

En el proceso de Fenton, la autofluorescencia se redujo visiblemente o incluso se elimind.
A partir de la intensidad de los espectros, se ha determinado la reduccion de fluorescencia
aproximada del polen, que es del 99% y 77% para cedrus y platanus, respectivamente. Por
lo tanto, los resultados obtenidos respaldan el hecho de que cuando el polen esta expuesto
a radicales hidroxilo, el dafio producido a los granos de polen podria ser semicuantificado

como una disminucion en la intensidad de fluorescencia.

4.2.3. Polen en solucién

Con respecto a los experimentos en solucién, el primer paso que se debe hacer es agregar el
fotocatalizador a la solucion de polen, el polen se expande como lo hace el TiO2, como si

hubiera mas polen (casos Ay B en la Figura 4.4). Después de los tratamientos, la inspeccion
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visual de las muestras indica que después de la irradiacion del polen junto con el
fotocatalizador, hay una pérdida total del color amarillo del polen (caso D). Cuando el polen
se presento solo a la luz sin fotocatalizador (caso C) no se observaron diferencias en
relacion con el caso sin irradiacion (A). La comparacion de los diferentes casos, para

platanus, después de 24h de tratamiento, paralos casos C y D, se da en la Figura 4.

Figura 4.4. Imagen comparativa de los diferentes casos de polen (platanus) en
solucion. (A) pélen + H-0; (B) Pélen + H,O + P25; (C) Pélen + H.O + UV; (D)
Polen + H,O + P25 + UV.
En el caso del cedrus, la viabilidad después del tratamiento se ha estimado utilizando la
tincion de diacetato de fluoresceina (FDA) en las suspensiones tratadas antes de la
centrifugacion. Los resultados, después de 48h de proceso fotocatalitico, se dan en la Figura
4.5. En primer lugar, se puede observar que hay una pequefia disminucion en la intensidad

de fluorescencia del polen debido a la exposicién a la luz ultravioleta (caso C).

CEDRUS

— DO o0

s POl 2N UV

s pollen+TiO2
— 01 2N+TIO2+UV

FLUORESCENCE INTENSTY(3,u)

480 530 580 630 680
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Figura 4.5. Viabilidad del polen: test FDA.
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Tabla 4.1 Cuantificacion de la reduccion de color por el modelo cromético de CIELAB

platanus cedrus
D B D B
before the treatment L 13,45 15,12 88,54 87,18
b 14,06 12,6 22,74 27,39
after the treatment L 92,38 89,13 91,83 89,22
b 4,57 11,23 7,06 19,25

Tabla 4.2 Cualificacion, semicuantificaciony cuantificacion de los resultados

techniques platanus cedrus
characterization SEM 20 um 80 um lateral floats
zetameter zeta potential (—); wrapping of grains by
TiO,
preliminary Fenton affected by ROS re-  affected by ROS
study duced =77% reduced 299%
pollen in solu- liquid + viability decreased =83%
tion solid
solid DRX only peaks from TiO,; characteristic
peaks of pollen points disappeared
SEM reduced =85%
on microscope microscopy reduced 299%
slide
on mortar CIELAB more luminosity de- more luminosity
creased the yellowish  decreased the
color 67% yellowish
color69

Esto sugiere que la luz ultravioleta puede dafar la integridad de la membrana externa, y
luego reduce la viabilidad del polen. Investigaciones previas indicaron que el polen podria
ser sensible a la radiacion UV-B (18). Lo que es sorprendente es que hubo una disminucion
mucho mas significativa en la viabilidad del polen cuando se expuso a TiOz sin luz UV
(75%) (caso B). Estos resultados estan de acuerdo con los del potencial zeta, ya que podrian
deberse a la aglomeracion de particulas de TiO2 que podrian cubrir al menos parcialmente
las membranas de polen. El dafio de las membranas por particulas de TiO2 ha sido reportado
en otros estudios con bacterias E-coli (19). Sin embargo, la extension de los efectos de las
nanoparticulas de titania en la oscuridad depende de la concentracion de fotocatalizador
(20).

Cuando el tratamiento fotocatalitico fue completo (caso D), los resultados mostraron una
disminucion mejorada de la viabilidad del polen hasta un 83%. El efecto de los dos

estresores (TiO2 y luz UV) se incrementd cuando actuaron juntos.

Los patrones de DRX del poleny los solidos resultantes después de la centrifugacion para
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los casos B y C se dan en la Figura 4.6 para platanus y cedrus. Para ambos tipos de polen,
cuando se agrego la fotocatalisis, sus picos caracteristicos desaparecieron, solo teniendo en
cuenta las fases de TiO2 anatasa y rutilo, del P25. Por lo tanto, no se encontraron diferencias
significativas entre los casos By D.

PLATANUS |51] - 7“.!0?075[%3"

Figura 4.6. Patrones de DRX de platanus y cedrus. Lineas negras: granos de
polen, lineas rojas: casos B; lineas azules, casos D.
Al observar las fases sélidas correspondientes a los casos B y D por SEM, se comprobd que
el polen casi desaparecié en los casos D después de 24 h de tratamiento, notandose que se

pudieron ver mas granos de polen en los casos B. La Figura 4.7 muestra un ejemplo de

cedro después de 24 h.

[ B- Pollen + FL,0 + P25 | D- Pollen + H,0 + P25 + UV
¥t & v o - ; 4 . -

-

Figura 4.7. SEM de solucion que contiene polen (Caso B) (Cedrus) en presencia
de TiOzen la oscuridad y (Caso D) de polen después de 24 hde UV en presencia
de TiO..

4.2.4. En elsoporte de cristal

Un acercamiento al desempefio de la fotocatalisis en el polen sobre una superficie solida,
que es mucho mas representativa de los materiales de construccion, ha sido seguido por
microscopia optica, al contar los granos de polen en un area determinada en el foco. En la

parte superior de la Figura 4.8 se presentan los casos Ay C para cedrus en los que no hay
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fotocatalizador y el polen se coloca en el portaobjetos de vidrio. De ellos, se deduce que,

de acuerdo con los experimentos en solucion, la luz UV sola no parece afectar los granos

de polen.
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Figura 4.8. Evaluacion del efecto de la luz UV en los casos Ay C (sin TiOy), y By

D (conTiOy).

Los casos B y D se presentan en la parte inferior de la Figura 44, donde, sin lugar a duda,
la disminucion en el conteo de granos de polen es clara a lo largo de la prueba. Después de
24 horas, menos de un cuarto de los granos estan presentes y han desaparecido casi por

completo después de una semana bajo irradiacion.

4.2.5. En mortero

Los resultados de los experimentos fotocataliticos directamente en mortero (casos B y D)
se presentan en la Figura 4.9, donde se puede ver claramente, aparte de la diferente
distribucion de los dos polenes en los especimenes de mortero, en el caso D, que se ha

iluminado, muestra una desaparicién visual del color amarillo del polen.
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BEFORE AFTER

Figura 4.9. Comparacion de los casos B y D en el mortero.

La cuantificacion de esta disminucion se ha realizado a través del modelo cromatico
CIELAB, midiendo las coordenadas L(brillo) y b(amarillo). Los resultados se dan en la
Tabla 3, donde se puede observar que el brillo aumenta para ambos polenes, principalmente
en el caso del platanus, pero el mas representativo es el parametro b, cuyos valores positivos
indican el amarillo. Se puede observar que la disminucion es significativa en ambos casos

D para este parametro, lo que indica la pérdidade la intensidad en el color amarillo.

Es importante considerar que el pH del mortero es alrededor de 12.5, mientras que el pH de
la capa de catalizador en las laminas de vidrio es neutral. Entonces, la degradacién parece
tener lugar en todo este rango de pH. Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultadosobtenidos
en todos los experimentos para los cuales es posible la calificacidn, semicuantificacion y
cuantificacién, como se presenta en la Tabla 2, se puede decir que la fotocatéalisis con TiO>
es capaz de reducir fuertemente los granos de polen, semicuantificandolo a través de la
viabilidad de polen por fluorescencia, recuento de granos, color y brillo. No ha sido posible
atribuir esta reduccidn al efecto simple de la iluminacion UV. Este es un gran avance, cuyas

implicaciones podrian ser bastante controvertidas y abre todo un campo de investigacion.
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4.3. CONCLUSIONES PARCIALES OP1

Se caracterizaron dos especies de polenes mostrando particulas muy diferentes. Se estudid
el efecto de la fotocatalisis (antes de la irradiacion UV y después) sobre la degradacion del

polen para el Cupressus Arizonica y Platanus Hybrida, respectivamente.

Tras el estudio de FDA se observé una reduccion de la intensidad de fluorescencia tras la
exposicion a la luz UV, lo que sugiere que la luz UV tiene un efecto significativo sobre la
integridad de la membrana, lo que demuestra que hay una reduccién de la viabilidad del

polen.

La Difraccion de Rayos X se observa que los picos caracteristicos del polen desaparecen,
quedando Unicamente los representativos del P25. Gracias al microscopio Optico se
visualiza como los granos de polen desaparecen practicamente en su totalidad tras sufrirel
efecto de la fotocatalisis heterogénea. Por ultimo, la técnica de CIELAB proporciona un

decrecimiento del color amarillo caracteristico del polen.

En definitiva, las diferentes técnicas permiten estudiar la viabilidad de la fotocatalisis
heterogénea con TiO2> como técnica de degradacion/eliminacion de granos de polen y

valorar la continuacién de la investigacion como un campo con proyeccion de desarrollo.
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Abstract

BACKGROUND: Photocatalytic degradation of pollen components on titanium dioxide nanofunctionalized materials was studied
for gymnosperm (Cupressus Arizonica) and angiosperm (Platanus Hybrida acerifolia).

RESULTS: Scanning electron microscopy revealed structural degradation of both exine and intine strata. Fourier-Transformed
Infrared Spectroscopy was applied to characterize chemical modification of the pollen grains subjected to photocatalysis. Study
of physical properties modification for the pollen extracts was carried out through spectrophotometry and wettability tests. It
was found that photocatalysis resulted in significant decrease of C-H and C-0 groups and a moderate decrease in C= 0. Also,
chromaticity values of the pollen extract after photocatalysis tended to approach those of the substrate. Contact angle of water
dispersion of the pollen extract was not altered by photocatalysis, but adherence of the components of the pollen extract to Si
substrate considerably decreased.

CONCLUSIONS: Taken together these results provided solid evidence for the degradation of all pollen components including
exine and intine enzymes on nanofunctionalized photocatalytic materials.
© 2016 Society of Chemical Industry

Keywords: photocatalysis; pollen allergen; Cupressus Arizonica; Platanus Hybrida; SEM; spectrophotometry; contact angle
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En este capitulo se presenta con detalle el planteamiento, procedimiento, resultados y
discusion correspondientes al OP2: Evaluacion del rendimiento y mecanismos de

degradacion/eliminacion de los granos de polen en funcion del tipo de especie vegetal.

Para ello, se han estudiado granos completos de polen no hidratados sometidos a
fotocatalisis mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y espectrometria de
infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR). Las técnicas empleadas en esta parte del
estudio fueron la espectrofotometria y el método de la gota sésil. El polen estudiado en este
trabajo fue de dos especies Cupressus Arizonica (Cup.) y Platanus Hybrida (acerifolia)
(Pla.) pertenecientes a grupos de gimnospermas Yy angiospermas de plantas,
respectivamente. Ademas de la comprension de los mecanismos de degradacion
fotocatalitica del polen, este estudio proporciona informacion importante orientada a la
aplicacién ya que, segun la Sociedad Espariola de Alergologia e Inmunologia Clinica, los
recuentos anuales de la Cup. y Pla. en 2012 fue de 4.5x103 y 1.4x104 m-3, respectivamente,
y considerando que solo la superficie de Madrid es de 6.06 x108 m2 con una superficie

pavimentada de 2.2 x 107 m2.

5.1 MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se han utilizado muestras de granos enteros de polen (PG) de dos especies
bien definidas. Algunos de los lotes fueron recolectados en abril de 2012 directamente de
arboles ubicados en el jardin botanico del Departamento de Biologia Vegetal Il de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, mientras que otros fueron
comprados en un laboratorio acreditado (Greerlab). Ademas, los extractos alergénicos de
polen (PAE) comercialmente disponibles de estas dos especies también se adquirieron de
los laboratorios de Greerlab. Los PAE se obtuvieron en forma de laminas selladas en botes
de vidrio bajo una atmosfera inerte. Las laminas se mezclaron con 2,5 ml de agua extra
pura (18 MQ cm) inmediatamente antes de los experimentos. Para comprender el papel de
varios procesos en la descomposicion fotocatalitica de PGs cuatro experimentos se llevaron
a cabo con granos enteros de polen o PAE. En el primero (1), el polen/PAE no se sometid
a ningun tratamiento y se us6 como referencia. En el segundo (1), los PG/PAE se irradiaron
con UV en un sustrato fotocataliticamente inerte. En el tercero (I11), los PG/PAE se
colocaron en un fotocatalizador que no se ha irradiado. Finalmente, en el cuarto
experimento (IV) los PG/PAE colocadas sobre un fotocatalizador fueron irradiadas con

UV. Estas configuraciones de prueba permiten discriminar el efecto de la fotdlisis (I frente
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a l), la reactividad quimica de laPhC no irradiada (I11 frente a l) y la fotocatalisis (IV frente
alll).

Los espectros infrarrojos de los granos de polen, tanto originales como sometidos a
fotocatalisis, se midieron usando el método de pellets de KBr. Los granulos de polen
original (no tratado) se prepararon mezclando 1 mg de granos de polen y 300 mg de KBr
finamente molido. La mezcla se prensé entonces a 8 toneladas de carga durante 2 minutos
al vacio. El polen tratado fotocataliticamente se obtuvo por irradiacion UV de una mezcla
de 50 mg de granos de polen con 125 mg de polvo de fotocatalizador. Después de esta
prueba, el polen no se separd del fotocatalizador. Se usaron 3,5 mg de esta mezcla para

preparar granulos de KBr de la misma manera que para el polen original.

Para el andlisis de SEM, los granos de polen suspendidos en agua se colocaron sobre un
sustrato de Al inerte o sobre un sustrato de Al cargado con fotocatalizador (PhC). Se
extendié una gota de 30 ul de una suspension sobre la superficie del sustrato y se seco
inmediatamente. Los granos de polen depositados sobre un sustrato inerte se sometieron a
las pruebas | y I, mientras que los depositados en un PhC se usaron en los ensayos I11'y
IV. Antes del analisis SEM, las muestras procesadas se recubrieron con una fina pelicula
de Au.

En todos los casos, el PhC utilizado fue TiO2, P25 AEROXIDE® proporcionado por

Degussa-Evonik.

La espectrofotometria y el espacio de color CIELAB se usaron para determinar los cambios
de color de los PAE depositados sobre los soportes de Al inerte (prueba I 'y 1) o los soportes
cargados con PhC (ensayos Il y 1V) en funcion de diversos tratamientos. CIELAB es un
método de representacion del color independiente del dispositivo en un espacio de color
tridimensional que corresponde a los valores del triestimulo CIE que el ojo humano puede
percibir. Las tres coordenadas representan la luminosidad del color (L *), su posicién entre
magenta y verde (a *) y su posicion entre amarillo y azul (b *) seglin 1SO 11664 -4: 2008
(CIE S 014-4 / E: 2007) (30-32).

La irradiacion UV se produjo mediante una lampara LED que emitia a 365 nm. La
irradiancia medida en las muestras fue de 10 W m-2y ¢l flujo de fotones fue de 30.5 umol

m-2s1). La duracion de cada experimento fue de 24 h. Los experimentos se llevaron a cabo
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a temperatura ambiente y presion de aire y la humedad relativa del aire estaba en el rango
de 30 - 40%.

El cambio de la humectabilidad se estudié utilizando el método de gota sésil (SDM) (33).
Este método puede servir como indicador de la modificacion de la energia libre de
superficie de la solucion PAE y su adherencia al sustrato. Para ello, se midié el angulo de
contacto entre una gota de 0,5 uL de las soluciones PAE y una superficie limpia de silicio
monocristalino con una capa de Oxido hidroxilado natural utilizando un procedimiento
estandar (34, 35). Las soluciones PAE se trataron con la PhC en suspension y se utilizado
para el SDM después de filtrar la salida de PhC.

5.2 RESULTADOS Y DISCUSION
5.2.1 Degradacion fotocatalitica de PG

Los PGs sometidos a diversos tratamientos se muestran en la Fig. 5.1. Las muestras de SEM
se prepararon con una gota de 30 uL de una suspension de PG en agua extendida sobre un
soporte de Al simple y se secé. Para las pruebas con tratamiento, se depositd primero una
capa fotocatalitica en una muestra de Al. Una vez seco, se extendio una gota de 30 uL de
una suspension de PG en agua sobre el soporte de muestra de Al cargado con PhC y también

se seco.
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Figura 5.1: Imagenes del microscopio electrénico de barrido del polen de
Cupressus Arizonica bajo diversos tratamientos: (a) sin tratamiento; (b) después
de la irradiacion UV; (c) después del contacto con el fotocatalizador no activado
(sin radiacion UV); (c) después de la fotocatalisis. Ex - exina, In - intina.

Figura 5.2: Imagen del microscopio electrénico de barrido del grano de polen
hidratado de Cup. Se pueden observar estratos de exina rotos por una division
lineal en forma de dos valvulas. Los circulos mas oscuros estan hinchados por la

presion.

Tabla 5.1 Configuraciones

Designation | I [} v

Configuration PAE PAE + UV PAE/PhC PAEPHC 4+ LV

100



CAPITULO 5: OP 2

La exposicion a la luz ultravioleta de los PG sobre un soporte inerte (figura 5.1b), asi como
el contacto de los PG con el fotocatalizador no irradiado (figura 5.1c), no tuvieron un efecto
significativo sobre los PG, que mantuvieron su origen-forma final (Fig. 5.1a). Aunque
después de la irradiacion UV se pudo observar una escamacion de la exina, generalmente
no se modificaron ni la integridad ni la textura superficial de la exina. Por el contrario, los
PG sometidos a fotocatélisis se dafiaron (Fig. 5.1d). Muchos granos se descompusieron
considerablemente. Para los granos restantes, se despegaron grandes partes de la exina,
mientras que las escamas restantes de la exina tenian superficies asperas e irregulares
cubiertas con grietas. Ademas, también se pudo observar cierta degradacion de la intina

subyacente que se agrietd en varias zonas.

Cuando los PG se humedecen o permanecen en aire humedo, la exina se rompe por una
division lineal que lo divide en dos mitades, mientras que la intina, principalmente su capa
media que tiene la naturaleza mucilaginosa fuerte absorbe agua y se hincha (29). La figura
5.2 muestra los PG humedecidos durante 24 h en un experimento separado. El efecto de la
fotocatalisis sobre la descomposicion del ndcleo de polen se analiza en la seccién

"Degradacion fotocatalitica del nacleo de polen™.

La descomposicion de los PG puede inferirse también desde un analisis comparativo de los
espectros FTIR para los PG no tratados y los PG sometidos a fotocatélisis que se muestran
en la Fig. 5.3. Espectros FTIR de los granos de polen de Cup. y Pla. involucran bandas de
estiramiento simétricas y asimétricas de hidroxilo, alquilos y alquenilos (Fig. 5.3(a) y (¢))
asociados con cadenas de hidroxialquilo, grupos metoxi y cetona, asi como con el enlace
éter y ester entre los mondmeros (5). Para el Cup. las bandas de alquilo tenian intensidades
mucho mas altas en comparacion con las de hidroxilo. Para el Pla. las bandas de hidroxilo
son dominantes. En la region espectral de 900 a 1900 cm-? (Fig. 5.3(b) y (d)) se encontraron
varias bandas correspondientes a las vibraciones C-H, C-O, C=C. La asignacion tentativa
de los picos se da en la Tabla 2. El espectro de Cup. es moderadamente similar a la de Pla.
pero difiere en las contribuciones relativas de las bandas de C=0 y C-O/C-H. Estas
caracteristicas podrian ser atribuidas a las diferentes composiciones quimicas de la
angiosperma y gimnosperma esporopolenina (8), mas especificamente, a la mayor
proporcién de grupos aromaticos en la angiosperma Pla. La evidencia de esto proviene de
la mayor intensidad de una banda ancha a 3100 cm- que corresponde a la vibracion de
estiramiento de C-H en compuestos aromaticosy una banda ancha en el rango de 1650-
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1500 cm-1 asociada con C=C estiramiento de compuestos fenolicos compuestos (36), C=0
en cetonas y acidos carboxilicos (37), amida Il de proteinas (38), etc. en el espectro de Pla.
Teniendo en cuenta que el componente aromatico de la exina se asocia principalmente con
la 2-pirona (6) sustituida con polihidroxialquilo que tiene un grupo funcional cetona, la
mayor proporcién de componente aromatico se relaciona con la mayor contribucion de la
banda C=0 (39). El pico en 1744 cm- puede asignarse a la vibracién de estiramiento C=0
del enlace de ésteres de alquilo de mondmeros en una red de biopoliesteres. El pico tenia
aproximadamente la misma intensidad para ambos pélenes (Pla. y Cup.), aunque en Pla. el
pico estd menos resuelto en el componente C adyacente (figura 5.1 b y d). A su vez, la
mayor proporcién de C-O en la esporopolenina de la gimnosperma podria asociarse con
cadenas de hidroxialquilo y, probablemente, con grupos metoxi de unidades de guayacilo
y siringilo (40), ya que podrian identificarse algunas caracteristicas tipicas de la lignina en
los espectros de polen (41). El pico ancho en la regién 1200-1000 cm-1 también tenia una
cierta similitud con los espectros de heteropolisacaridos tales como galactoglucomanano y
arabinogalactorhamnoglicano (42) que pueden asociarse con componentes de la intina.

@, " ®)
Zaob\\ /s |V

n A 4 i

(d) ¢ n

Wirvelenpth (cm ) Warwlength (cm

Figura 5.3: Espectros FTIR de granos de polen: (a), (b) Cup. a diferentes tiempos
de onda; (c), (d) Pla. a diferentes tiempos de onda. Las curvas| y IV
corresponden al PGst no tratado y al PGst sometidos a fotocatalisis,
respectivamente.
Los espectros de los PG sometidos a fotocatalisis (trazados rojos en la Fig. 5.3) mostraron
una reduccion drastica en las intensidades de las bandas C=0 y C-H para ambas especies.

Especialmente espectacular fue la disminucion de las bandas C-O. Para Pla. las bandas de
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C-H y C-O casi desaparecieron por completo. Esta disminucion en la intensidad puede
deberse a la rotura del enlace con la eliminacion del mondxido de carbono/dioxido de
carbono. Las bandas restantes correspondieron a vibraciones de estiramiento y deformacion
del grupo hidroxilo y C=0/C=C vibraciones de estiramiento. Esto puede indicar que las
cadenas de polihidroxialquilo son mas propensas a la descomposicion fotocatalitica o puede
Ilevar a una aromatizacion parcial de las cadenas de alquilo. La desaparicién del pico en la
region 1200-1000 cm-1 también implica una degradacion considerable de la capa expuesta.

Estos resultados estan en linea con los datos de la literatura (5).

Tabla 5.2 Espectros FTIR

Peak Wavenumber Assignment Reference
f 1744 v, ([C=0) alkyl esther 4
B 1710 v, (C=0) carboxyl, ketone 537
C 1650-1660  Complex band due to H,0 L
absorption, v(C =C) and
5(CO0 "), viC =0} ketone
conjugated with 2 phenyl,
amide |
D 1560 3(C =C) aromatic, v(C=0C) Jo=38
alkenyl, amide Il protein
E 1520 WC = C) aromatic (lignin) “
F 1460 3(C=Q), 8[CH;, sp? CH,) 94
G 1418 S(C00") 8
H 1383 8(CH), 6(OH) in plane %
J 1348 w(CH) 4245
K 1312 S(CH), 5(OH), amide Il 45
L 1267 wiC-0) alkyl-aryl, gualacyl unit, 843
aliphatic ether, amide |/l
M 1211-1219  w(C-O) phenyl, vynil-alkyl esther, 49
v(C = 0) alkyl-aryl
N 1167 W C-0) esther -
0 1100-1123  5(0H) aromatic, guaiacyl -
P 1073 wC-0) arom,, v{C-C) 36
Q 1050 WC-0) alkyl-aryl 46

103



CAPITULO 5: OP 2

10+

Figura 5.4. Variacion de las coordenadas de cromaticidad de la muestra de PAE
para Cup.y Pla. después de varias pruebas. L* estad representado por el tamafio
de los circulos. Los colores sintetizados correspondientes a las coordenadas de
cromaticidad dadas se muestran en cuadrados. EI PhC simple se muestra con un
circulo negro.

Estos hallazgos son consistentes con el estudio de espectroscopia fotoelectrénica de rayos
X (XPS) de los cambios quimicos en los componentes centrales del polen sometidos a
fotocatalisis (21). La disminucion de C y N en PAE se asocio con la pérdida de materia

organica, incluidos los polisacaridos y proteinas durante la fotocatélisis.

5.2.2 Degradacion fotocatalitica del nucleo de polen

5.2.2.1 Anadlisis espectrofotométrico

La variacién de las coordenadas de cromaticidad de los PAE en diversas pruebas se muestra
en la Fig. 5.4. Las coordenadas de cromacidad de PhC simple también se muestran con un
circulo negro. El tamafio de los circulos representa mediante la coordenada L*. Para los
PAE depositados sobre sustratos inertes, la irradiacion UV (I — II) no tuvo un efecto
significativo sobre Pla., Mientras que dio como resultado una disminucion de b* para Cup.
Cuando los PAE se colocaron en sustratos cargados con PhC, la irradiacion UV condujo a
una disminucion en a* para ambas especies (111 — V). La variacion de las coordenadas de
cromaticidad fue hacia el PhC simple, lo que proporciona evidencia adicional de la
degradacion de los PAE y la posible reduccién de la cantidad de organicos durante la
fotocatalisis. En todos los casos, la variacion en L* fue estadisticamente insignificante con
un valor promedio de 79.5 y un error estandar de 0.95. Los colores sintetizados que

corresponden a varias coordenadas se muestran en cuadrados en la Fig. 5.4. Estos
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resultados contrastan con los datos disponibles en la literatura sobre la degradacion térmica
del polen (5, 46, 47). Bajo degradacion térmica, el color cambid en la siguiente secuencia:
amarillo palido - naranja - marrén - negro que correspondia a variaciones no directas de a*
y b *, mientras que L* disminuia gradualmente de 92 a 32. Esta evolucion cromatica estaba
relacionada con las siguientes transformaciones quimicas: pérdida de oxigeno que contiene
grupos funcionales y un aumento en la proporciéon relativa de grupos alquilo y alquenilo
(de amarillo a naranja); pérdida de cadenas alifaticas y formacion de anillos aromaticos
aislados (de naranja a marrdn); formacion de unidades aromaticas de mdaltiples anillos
(marrdn a negro) (5). En nuestro estudio, el color de los PAE cambid a mas blanco o azulado
(Fig. 5.5), mientras que FTIR reveld pérdida de grupos alifaticos y aromaticos, asicomo de

oxigeno unido por separado.

Pia. Cup
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Figura 5.5: Imagenes de PAE en soportes cargados con PhC antes (111) y después
de irradiacion UV (1V).

5.2.2.2 Método de gota sésil

Los angulos de contacto (CA) para las soluciones PAE tratadas bajo diversas
configuraciones de prueba oscilaron entre 53.9° y 57.7°, muy cerca del CA del agua
destilada 57.4°. La variacion del CA entre el PAE después de varias pruebas fue
estadisticamente insignificante a un nivel de significancia a = 0.05. Por lo tanto, se puede
concluir que el tratamiento de PAE con luz ultravioleta y PhC no tuvo influencia
significativa en la energia superficial. Sin embargo, se observo una variacion considerable
en la adherencia gota a gota al sustrato para mezclas de agua y PAE tratadas y no tratadas.
El PAE no tratado, asi como los PAE tratados en las configuraciones de prueba 11y I1I

contenian polisacaridos hidratados y proteinas que se adsorbieron en la superficie del
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sustrato mediante enlaces de hidrogeno (48, 49). Por lo tanto, la gota no se pudo eliminar
agitando el sustrato. Sin embargo, después de la fotocatalisis, una gota podria eliminarse
facilmente mediante agitacion (Fig. 5.6). Esto indica que la fotocatalisis condujo a una
degradacion significativa de los componentes organicos poliméricos y a la reduccion de la

adherencia de los componentes del polen al sustrato.

(VR | |

Figura 5.6: (a) Imagenes de gotas de Pla. PAE después de tratamientos bajo
prueba configuraciones II, 11y IV. En los casos Il y IV, el PhC se filtr6 antes
la medida; (b) imagenes de depositos formados en la superficie a partir de
las mismas gotas que en (a) después de agitar el sustrato.

5.2.3 Posibles mecanismosde degradacion

La complejidad quimica y estructural de los granos de polen hace que la identificacion de
los mecanismos de su degradacion fotocatalitica sea una tarea bastante dificil. Sin embargo,
algunas conclusiones sobre estos mecanismos se pueden extraer del presente trabajo. Los
resultados experimentales sugirieron que la cantidad total de materia organica disminuyo
durante la fotocatélisis. Lo méas probable es que los productos de descomposicion fueran
CO2y NHz volatiles en lugar de sales o0 moléculas organicas de bajo peso molecular, como
se puede deducir de los espectros infrarrojos y la espectrofotometria. Estos hallazgos estan
en linea con nuestro trabajo previo donde los productos de descomposicion mineral de PAE
no pudieron ser identificados por espectrometria de fotoelectrones de rayos X (21). Por lo
tanto, considerando que el agua adsorbida y absorbida estaba indudablemente presente en
la superficie y en la mayor parte de la organica durante la irradiacién UV como también se
demostrd6 mediante espectros FTIR, los mecanismos mas plausibles tienen que estar
relacionados con la formacion de iones hidroxilo y superoxido (50). Podria esperarse que

las reacciones de descomposicion fotocatalitica propusieran algunos aminodacidos, péptidos
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y carbohidratos, también puede ser valido para los componentes de los granos de polen (15,
27).

5.3 CONCLUSIONES parciales OP2

Se estudio el efecto de la fotocatalisis sobre la degradacion de los componentes del polen,
incluyendo exina, intina, proteinas alergénicas, protoplastos, etc., sobre materiales
fotocataliticos nanofuncionalizados para gimnosperma y especies de angiospermas:
Cupressus Arizonica y Platanus Hybrida (acerifolia), respectivamente. La microscopia
electronica de barrido revel6 una degradacion estructural insignificante de la exina bajo
irradiacion con luz ultravioleta y en contacto con un fotocatalizador no irradiado. Sin
embargo, después del tratamiento fotocatalitico se observé una degradacion grave de los
estratos exina e intina. La modificacién quimica de los granos de polen sometidos a
fotocatalisis se estudio utilizando espectroscopia infrarroja transformada por Fourier.
Mostrd una disminucion drastica en la intensidad de las bandas correspondientes a las
vibraciones C-O y C-H y una disminucién moderada de O-H y C=0. EI comportamiento
de degradacion fue bastante similar para ambas especies. Las propiedades fisicas de los
PAE también cambian significativamente como resultado del tratamiento fotocatalitico.
Los valores de cromacidad de los PAE después de la fotocatalisis tienden a aproximarse a
los del fotocatalizador simple. El angulo de contacto de la dispersion de PAE en agua no se
alter6 mediante fotocatalisis, pero la adherencia de los componentes del extracto de polen
al sustrato de Si disminuy6 considerablemente. Tomados en conjunto, estos resultados
proporcionaron evidencia solida de la degradacion de todos los componentes del polen,

incluidas las enzimas exina e intina en materiales fotocataliticos nanofuncionalizados.
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En este capitulo se presenta con detalle el planteamiento, procedimiento, resultados y
discusion correspondientes al OP3: Estudio de la efectividad de la fotocatalisis heterogénea

como tecnologia de inactivacion de los alérgenos del polen.

Asi, el capitulo que se presenta responde a la pregunta de si la PhC es eficaz para la
degradacion de extractos alergénicos de polen (PAE) compuestos principalmente por el
nucleo de polen, como la intina, mucilago y proteina alérgicas para dos especies: Cupressus
arizonica (Cypress Arizona) y Platanus hybrida (acerifolia). Estas especies se seleccionaron
teniendo en cuenta su importante impacto negativo en la salud humana al causar poliposis
en paises mediterraneos y su amplio uso en medicina con fines de diagndstico e

inmunoterapia.

6.1. PARTE EXPERIMENTAL
6.1.1. Materiales y metodos

6.1.1.1. Materialesy procedimiento

Extractos alergénicos de polen liofilizado (PAE) de C. arizonica y P. hybrida (acerifolia),
en lo sucesivo denominados Cup. y Pla., en frascos herméticamente sellados, fueron
comprados a Greerlab. Inmediatamente antes de los experimentos, se afiadieron 2,5 ml de
agua extra pura (18 MQ-cm) a un vial para obtener un extracto liquido. PAE contenia

granos de polen desintegrados sin exina.

El polvo de TiO. Aeroxide® P25 suministrado por Evonik se utiliz6 como fotocatalizador
(PhC). Se han llevado a cabo dos tipos de experimentos fotocataliticos en este estudio. En
el primero, se utilizé el fotocatalizador soportado. Con este fin, se extendid una gota de
30uL de suspension de TiO2 P25 (6 g / 100 ml) y se seco sobre la superficie de un soporte
de vidrio dorado o portadores de muestras de aluminio para espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS) y espectroscopia de energia dispersiva rayos X (EDS),
respectivamente. Luego se colocd PAE (30 ul) en la parte superior de la capa de PhC y se
secO. En el segundo, para el analisis con sonda de diacetato de fluoresceina (FDA), se
afiadio el fotocatalizador (0,0033 g) a la solucion de PAE (1 ml) para formar una

suspension.
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En este estudio, se han realizado cuatro configuraciones de prueba, enumeradas en la Tabla
1. Esto permitid estudiar no solo el efecto de la fotocatalisis, al contrastar los casos Il con
IV, sino también la discriminacion de las reacciones fotocataliticas de la fotdlisis (I frente

a Il) y la reactividad quimica de la PhC (I frente a IlI).

En todos los casos, se utilizaron LED con emision fuerte en la region UV a 365 nm y

potencia de 5 W para la iluminacion durante 24 h.

Tabla 6.1 Configuraciones

Designation | It m v
Configuration PAE PAE + UV PAE{PhC PAE/PhC + UV

Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura y presion ambiente y la humedad

relativa del aire en el intervalo de 30-40%.

6.1.2. Técnicas de caracterizacion

6.1.2.1. Composicion quimica

La composicion quimica de PAE en muestras de fotocatalizadores soportados paradiversas
configuraciones experimentales se estudié utilizando XPS y EDS. Teniendo en cuenta que
los granos de polen se desintegraron durante la preparacion del extracto central de polen y
la suspension gque contenia los compuestos del nucleo de polen fue bastante homogénea,
estas dos técnicas sensibles a la superficie son adecuadas para la caracterizacién de cambios
quimicos en una capa delgada de PAE depositada en varios sustrato s. Las mediciones de
XPS se realizaron en un sistema de ultra alto vacio (UHV) con una presién base de 1x10-8
Pa usando una linea de Mg K, (1253,6 eV) de radiacion incidente de rayos X. El angulo
entre el analizador levantamiento se registro con energia de paso de 40 eV y energia de paso
de 0,25 eV. Los escaneos de alta resolucion se midieron para los elementos principales (C 1s,
O 1s, N 1s, Ti 2p y Au 4f) con energia de paso de 15 eV. La escala de energia de enlace
(BE) se calibr6 con respecto a Au 4f a 84eV. Antes de cuantificar la composicion de la
superficie elemental, se restd la contribucion de la linea de satélite Mg K, y se elimindel
fondo utilizando la rutina de Shirley. Las concentraciones elementales relativas se
determinaron a partir de las areas de los picos correspondientes utilizando los factores de

sensibilidad conocidos en la literatura (15 — 17). Mientras que el analisis XPS proporciona
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una composicion elemental promedio del area de superficie de aprox. 5 mm 2, el EDS
acoplado con SEM permite visualizar la distribucion de elementos quimicos en una escala
micrométrica. Para que el PAE sea conductivo para EDS, se depositd una capa de Au en la

parte superior de las muestras.
6.1.2.2. Sonda de diacetato de fluoresceina (FDA) para andlisis de actividad enzimatica

La actividad enzimatica del PAE en funcién de varios factores (Tabla 6.1) se determino
utilizando FDA. La reaccion fluorocromatica produjo un producto de fluorescencia de color
verde brillante, fluoresceina (excitacion Aexc = 450 nm y Aem de emision = 517 nm), que es
el resultado de la actividad enzimatica relacionada con las reacciones de hidrdlisis (figura
6.1) (8,18). Este analisis se llevé a cabo para los experimentos con fotocatalizador en
suspension. Para este proposito, después del tratamiento y la eliminacion de PhC de la
suspension mediante filtracion, se afiadieron 2 mg de diacetato fluorescente y 0,17 g de
sacarosaa 1 ml de la solucion de PAE. Después de 3 h de agitacion a temperatura ambiente,
se midio la intensidad de fluorescencia usando un espectrofotometro de fluorescencia LS55

y se analiz6 en el intervalo de 480 a 680 nm.

6.2. RESULTADOS
6.2.1. SEM-EDS

La Figura 6.2 muestra imagenes SEM (escala de grises) y el correspondiente mapeo de
distribucion C (escala roja) (tomado aqui como indicativo de la presencia de extracto PAE)
sobre las superficies de muestra para ambas especies (Cup y Pla) en las cuatro

configuraciones experimentales (I a V). Cup.

O no Q O

I . ! ' Il Hydrolysis \_COOH
HL™ O 0 0" "CH, H,0 + sucrose =————>
FDA
(Colorless) Fluorescein

(yellow-green fluorescence )

Figura 6.1: Esquema de reaccion de la hidrolisis del FDA
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Plataomus Hibride (acerifeliay  Cupresus Arizowica

Figura 6.2: Imagenes combinadas de SEM (escala de grises) y mapeo de carbono
(escala roja) medidos por EDS para ambos PAESs y cuatro configuraciones
experimentales. (Para la interpretacion de las referencias al color en esta leyenda
de lafigura, se remite al lector a la versién web de este articulo).

PAE tiene una estructura tipo fibra (Fig. 6.2a) que permanecié casi sin cambios después de
la iluminacion UV (prueba Il, Fig. 6.2b). Esta estructura desaparecio cuando se depositd
PAE en un PhC (figura 6.2c), aunque aln se pueden observar zonas ricas en carbono.
Después del tratamiento con PhC, estas zonas casi desaparecieron y la distribucion de C se
volvio similar a la del sustrato de Al.

Pla. PAE tiene una microestructura granular en ambos substratos de Al (Fig. 6.2e) y PhC
(Fig. 6.2g). Después de la iluminacion UV, se formaron algunas zonas sin carbono,
principalmente en la periferia del area recubierta (figura 6.2f). Después del tratamiento
fotocatalitico, la microestructura desaparecidé por completo (Fig. 6.2h), mientras que la
concentracion media de carbono disminuy6 drasticamente.

Al observar la configuracion IV para diferentes elementos, vale la pena mencionar que la
disminucion de carbono se produce claramente en las superficies PhC (ver Fig. 6.3, donde
se da distribucion de elementos en la muestra de Pla después de la prueba V). Se puede ver
que la distribucion C es casi la imagen negativa de la distribucién de Ti. EI carbono se
encontro principalmente en el sustrato de Al descubierto. Se llevé a cabo un analisis similar
tanto en los sustratos de Al como en el recubrimiento de PhC soportado que no mostré
variacion importante en la distribucion de C que fue uniforme en toda la superficie. Se
puede concluir que, sin un PhC, la irradiacién UV practicamente no tiene ningun efecto
sobre la cantidad total de carbono incluso después de 24 h de exposicion. Sin embargo,
cuando un PAE depositado en un PhC es expuesto a radiacion UV durante el mismo periodo
de tiempo, la cantidad total de carbono disminuyo significativamente.
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6.2.2. XPS

Los espectros amplios XPS mostraron la presencia de C, O y N como los componentes mas
relevantes. Ademas, se encontraron Ti y Au del sustrato, y trazas de P, S y Si. El anlisis
de las energias de enlace de los elementos determinados a partir de los espectros de nivel
dendcleo C 1s, O 1s y N 1s se realiz6 mediante deconvolucion de pico utilizando el nimero
minimo de componentes requeridos para obtener un ajuste de datos de calidad. Se considerd
que la constancia razonable en la posicion del pico y el ancho completo a la mitad del
méaximo (FWHM) permitieran realizar una comparacion entre las muestras. A partir de
ahora, estos componentes serdn referidos con nimeros secuenciales para aumentar la

energia de enlace del elemento correspondiente.

Para la asignacion correcta de estos componentes a las funciones quimicas, debe estar
disponible el conocimiento sobre la estructura quimica de los constituyentes. Sin embargo,
con la excepcion de varias proteinas que podrian identificarse en este trabajo mediante
analisis protedmicos, los datos de la literatura sobre los constituyentes de los PAE son
escasos. En general, el extracto central de polen desengrasado estd dominado por dos clases
principales de compuestos: (A) proteinas y péptidos, y (B) azucares y polisacaridos (13,14).
Por lo tanto, los componentes pico se asignaron a los grupos de las funciones quimicas

presentes en estos compuestos.

La Fig. 6.4 muestra los espectros finos XPS de referencia ajustados, la concentracion total
integrada de C, O y N y las concentraciones de los diferentes estados de union de cada
elemento medidos en sustratos simples. La Fig. 6.4(a), (c) y (e) corresponden al vidrio,
mientras que la Fig. 6.4 (b), (d) y (f) se refieren a un vidrio cargado con PhC. Figs. 6.5- 6.7
presentan espectros finos XPS para C, N y O, respectivamente, para los casos | a IV para

Cup.y Pla.

Para C se identificaron cuatro componentes principales con las energias de enlace en
aproximadamente 284.5(C1), 285.7 (C2), 287 (C3) y 289 eV (C4). Componente C1 debido
al carbono solo unidoa C, Hy S[19,20]. El componente C2 correspondia al carbono unido
individualmente a O 0 N (C-N-C=0, C=C-N, C-COO0) (20,21). C3 se asigno al carbono
haciendo un doble enlace o dos limites simples con O 0 N (N=C-N, O=C-NH-C, C-OH, C-

0O-C, C-0-C=0) (19) como en histidina, triptofanoy otros aminoacidos. Otros grupos como
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C-N, C-NH*, C-O con la energia de enlace a aproximadamente 286.35 eV (20) pueden
contribuir tanto a C2 como a C3. Finalmente, C4 se debio a que el carbono formaba un
doble enlace con O en ésteres, acido carboxilico y enlace peptidico (C-O-C=0, O=C-OH,
O=NC).

Aungque la asignacion de caracteristicas especificas en el pico O 1s ha sido intensamente
debatida en la literatura (22), todavia hay mucha controversia. En general, se acordd la
discriminacion de dos especies de oxigeno organico con la energia mas baja: el oxigeno
con doble enlace a energias de enlace inferiores (=531 eV) y el oxigeno unido
individualmente a energias de enlace superiores (=533 eV). Ademas, una tercera especie a
energias de union mas altas se asigna cominmente al agua u oxigeno adsorbido (23, 24).
Por lo tanto, los espectros de O 1s se ajustaron con tres componentes organicos O 2-Oa. Se
afiadié un componente inorganico adicional O1 a 530,4 eV en las pruebas 111y 1V, asociado
al fotocatalizador (TiO). EI componente de O2 a 532.4 eV se debe a los grupos C-OH,
0=C-0, 0=C-N, C-O-C-O-C y oxigeno quimisorbido en el oro. EI componente O3 a
533.4eV correspondio a O=C-OH y O=C-0O-C de proteinas y péptidos (19, 25).

&3
DPL 2
MAG: 1900 x MV 200V WD 445 mn

AG. 1008 HV 20,0 AV WD: 448
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Figura 6.3. Imagenes combinadas de SEM-EDS que muestran distribuciones de
varios elementos para Platanus hybrida (acerifolia) después de la prueba
(configuracioén IV: PAE / PhC + UV): (a) C (rojo), (b) Ti (magenta), (c) Al
(verde).
El componente O4 a 534 eV se asocié a O unido solo de ésteres ciclicos (25) o de carbonato

(O-(C=0)-0) y anhidrido de &cido carboxilico (C=0)-0-(C=0) (26).

Para el nitrdgeno se identificaron tres componentes principales: un componente débil N1 a
398.9 eV debido al nitrégeno adsorbido en oro, nitrégeno de amina e imidazol (N=C-NH)
(20) como en la histidina, triptéfano, etc. Componente N2 en 401.0 eV correspondié a
amidas en enlace peptidico, amina protonada y nitrégeno protonado (19, 21). El
componente N3 a 402.5 eV fue asignado a amonio cuaternario que, en parte, podria estar

asociado con la naturaleza zwitteriénica de aminoacidos.

Sobre la base de la comparacion de los espectros C 1s de los PAE en sustrato de Au
(Fig.6.5ay e) con el espectro de referencia de sustrato de Au (Fig. 6.4a), los componentes
C2, C3 y C4 se atribuyeron principalmente a los PAE, mientras que C1 podria tener
contribuciones tanto del carbono de PAE como de la contaminacion adventicia de
hidrocarburos del sustrato. De manera similar, a partir de la comparacion entre la Fig. 6ay
e con la Fig. 6.4c y d, respectivamente, los componentes O3 y O4 se correspondieron de
forma no ambigua con los PAE, mientras que O1 se asigné a oxigeno inorganico desde un
PhC. O2 puede tener contribuciones tanto del PAE como del sustrato. Para ambos PAEs
(Fig. 6.7iyj), la concentracion de N fue varias veces mayor que en ambos sustratos simples

(Fig. 6.4gy h).
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6.2.3. Actividad enzimatica

Los resultados de la caracterizacion de la actividad enzimatica de Cup. y Pla. EI PAE tratado
con el PhC en forma de suspension se da en la Fig. 6.8. La Fig. 6.8 (a) muestra los espectros
de fluorescencia para Cup. tratado bajo las diferentes configuraciones de prueba.Para ambas
especies, los espectros de fluorescencia correspondientes a las configuracionesde prueba I-
I11 tienen una forma similar que es idéntica al espectro de fluoresceina, aunquecon diferente
intensidad. Por el contrario, no se pudo encontrar un pico de fluoresceina en los espectros
de fluorescencia en la configuracién IV. Estos resultados sugieren que la actividad
enzimatica de ambos PAE se suprimi6 por completo. La Fig. 6.8(b) muestra la intensidad
relativa de fluorescencia (%) a una longitud de onda de emision de 517 nm para ambos PAE.
La intensidad de la fluorescencia bajo irradiacion UV o reactividad quimica PhC disminuyé

casi el doble, pero en la fotocatalisis disminuy6 casi dos 6rdenes de magnitud.

6.3. DISCUSION

Los resultados de SEM, XPS'y FDA coincidieron en el experimento 1V. En todos los casos,
se observd una gran degradacion de los materiales organicos asociados con el polen. Sin
embargo, hubo cierta discrepancia entre los resultados sobre la actividad enzimatica y los
datos de XPS y EDS-SEM en los experimentos Il y I1l. De hecho, aunque la actividad
enzimatica de los PAE se redujo en ambos experimentos, la morfologia de XPS y SEM no
mostro variacion significativa en comparacion con los PAE no tratados (prueba 1). Estas
diferencias se pueden explicar al considerar que las técnicas XPS y FDA brindan
informacidn complementaria sobre las diferentes caracteristicas de los componentes de los
extractos de polen. La FDA se us0 para caracterizar la actividad enzimética de las proteinas
alérgicas del polen que esta estrechamente relacionada con su organizacion estructural en

cuatro niveles:
e [1] orden de aminoacidos en la cadena polipeptidica
e [2] estructura de alfa y beta-hélice

e [3] estructura plegada de hélices alfay beta
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e  [4] estructura tridimensional global.

A su vez, XPS es sensible solo al entorno quimico de los elementos, es decir, el primer nivel
estructural. Ademas, el analisis de las estructuras de union para los espectros XPS finos de
C, Oy N permitio distinguir entre las especies asociadas con PAE y otras relacionadas con
los sustratos. En el analisis posterior de los datos de XPS, nos centraremosen la evolucion de

los componentes que se han atribuido inequivocamente a los PAE: C2 -C4, 03-04 y N2.

6.3.1. El efecto de la irradiaciéon UV en los PAEsS

Para Pla. las concentraciones totales de C y O casi no se modificaron entre las pruebas | y
Il (Figuras 5j y 6j).

Para la Cup. C aumentd ligeramente, y O disminuy6 ligeramente (Fig. 6.5i y Fig. 6.6i). De
la Figura 6.5 (a), (b) y (i) se evidencia que el aumento de C bajo la fotolisis de Cup. (prueba
I1) se debid principalmente a C2 asociado con polipéptidos. Concentraciones relativas de

varios componentes C y O de Cup. PAE en las pruebas |y Il se muestran en la Tabla 6.2.

La disminucién en O se asocio principalmente con O4 y no fue compensada por un cierto
aumento en O2 (Fig. 6.6a, b y i). Como ya se publicd, dialdehidos y ésteres de carbonato
asociados con O4 se puede formar durante la oxidacion parcial de heteropolisacaridos de la
intina (27, 28), pero los productos de oxidacion son relativamente inestables y se
descomponen a traves de la hidrolisis catalizada por agua (29). Esto podria dar como
resultado la descomposicion parcial de dialdehidos y ésteres de carbonato y la disminucién
del pico de O4 en las pruebas 11y I11.
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Figura 6.4: Espectros de referencia XPS finos de los sustratos simples: (a), (c) y
(e) corresponden a un vidrio dorado (Au); (b), (d) y (f) se refieren a un vidrio
dorado cargado con PhC (PhC). La cuantificacion de los componentes se muestra
en los gréficos (g), (h) y (i) paraC 15, 0 1sy N 1 s, respectivamente. Las alturas
totales de las barras representan la concentracion superficial (at.%) De los
elementos correspondientes. Las barras de color muestran las concentraciones
superficiales (at.%) De los componentes con diferentes estados de union.
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Figura 6.5: XPS C 1s finos espectros de las muestras de Cup. (a-d) y Pla. (e-h) en
un sustrato de oro (ay e), después de la irradiacion UV (b yf), enun PhC
inactivado (cy g) y en PhC activado por UV (d y h). Las concentraciones (at.%)
De componentes C con diferentes energias de enlace a la concentracion total de
C con respecto a la suma de elementos organicos (C, O y N) se muestran por
bandas de color: (i) Cup.y (j) Pla.
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Figura 6.6: XPSO 1s espectros finos de las muestras de Cup. (a-d)y Pla. (e-h)
en un sustrato de oro: sin irradiacion UV (a y €) y después de la irradiacion UV
(b y f); en una PhC: sinirradiacion UV (c y g)y después de la irradiacién UV (d
y h). Las concentraciones (en%) de los componentes O con diferentes energias de
enlace a la concentracion total de O con respecto a la suma de los elementos
organicos (C, O y N) se muestran por bandas de color: (i) Cup.y (j) Pla.
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Figura6.7: XPSN 1s finos espectros de las muestras de Cup. (a-d) y Pla. (e-h)
en un sustrato de oro (ay €), después de la irradiacion UV (b y f), en un PhC sin
irradiacion UV (cy g) y en PhC después de la irradiacion UV (d y h). Las
concentraciones (at.%) De N componentes con diferentes energias de enlace a la
concentracion total de N con respecto a la suma de los elementos orgénicos (C, O
y N) se muestran por bandas de color: (i) Cup. y (j) Pla.
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Figura 6.8: (a) Espectros de emision de intensidad de fluorescencia de Cup. para
cuatro configuraciones de prueba; (b) intensidad relativa de fluorescencia (%) a
una longitud de onda de emisién de 517 nm.

Tabla 6.2 Porcentaje relativo de los componentes C2-C4 y 02-O4

C2 C3 Ca 02 03 o4
BE (eV) 285.7 287.7 289.0 532.4 533.0 534.0
Enlaces | C-N-C=0 | N=C-N | C-0-C=0 | C-OH O=C-OH | O-(C=)-0
posibles C=C-N | O=C-NH-C | 0=C-OH 0=C-0 | 0=c-0-c | (C=0)-0-

C-C00 C-OH O=CN 0=C-N (C=0)

c-0-C C-0-C-0-C
C-0-C=0

Prueba | 38.1 40.0 158 8.9 35.3 55.7
Prueba 1 43.9 36.8 158 19.4 438 36.3

Otros componentes de C1s y O1 asociados con polipéptidos y polisacaridos permanecieron
generalmente inalterados después de la irradiacion UV. La concentracién de N que esta
directamente asociada con las proteinas casi no se vio afectada por la irradiacion UV en el
caso de la Cup. (Fig. 6.7i) y solo disminuy6 ligeramente para Pla. (Fig. 6.7j). Todos estos
factores parecen indicar que la estructura primaria de las proteinas no se vio
significativamente afectada en esta prueba. Sin embargo, la actividad enzimatica ensayada
en la prueba de la FDA disminuyd notablemente. De acuerdo con Neves-Petersen et al.
(30). La radiacion UV podria ser absorbida por cadenas laterales de triptofano, tirosina y
fenilalanina, lo que da como resultado su fotoionizacion y generacion de electrones
solvatados. Los electrones solvatados generados pueden sufrir posteriormente
recombinacion rapida con su molécula original, o pueden ser capturados por especies

electrofilicas (O2, H3O*) (31). Se sabe que el superdxido generado (O2") causa degradacion

128



CAPITULO 6: OP3

pronunciada de proteinas y desnaturalizacion de enzimas (32). En caso de que el electron
solvatado sea capturado por cistina, el resultado también puede ser la rotura del puente de
disulfuro ya que el triptopano es el vecino espacial preferido del puente de disulfuro. La
interrupcion de los enlaces disulfuro puede afectar significativamente la actividad
enzimatica ya que contribuyen a las estructuras proteicas terciaria y cuaternaria. Del analisis
de los espectros finos de S 2p que se muestran en la Fig. 6.9 para Pla. (para Cup. el pico S
2p fue insignificante), es razonable sugerir que la fotooxidacion de tioles parece ocurrir.
Los componentes S1 y S2 se asociaron con tiol ilimitado (33) y sulfonato (34),
correspondientemente. Después de la irradiacion UV de PAE (prueba I1), el componente
S1 disminuyd mientras que la relacion de S2 a S1 aument6 de 0,4 (prueba 1) a 0,6 (prueba
I). Este resultado esta en linea con los estudios de literatura (35).

S1

S2

(b)

175 ———— 1;0 ———— 1%5 ——— 160
BE (eV)

Figura 6.9: Espectro fino XPS de S 2p: (a) inicial; (b) después de la irradiacion
uv

6.3.2. El efecto de PhC inactivado en los PAEs

No se pudieron encontrar variaciones importantes en la estructura del pico de N1 después
de la prueba 11, pero N2 se desplazo ligeramente hacia las energias mas bajas. Para la Cup.
La concentracion de N fue casi la misma en ambas pruebas. Para Pla. N disminuyé
significativamente, pero aln era mucho mas alto que en el PhC simple. En la prueba 1ll, la
relaciéon N/ Ti fue de 0,4 y 0,6 para la Cup. y Pla., respectivamente, mientras que solo fue
0,03 en el PhC simple.

El C disminuy6, mientras que el O aumentd para ambos PAE. Para Pla. esta variacién fue
mas significativa. Debe sefialarse que para los PAE depositados en una concentracion de

PhC el O fue menor que en el PhC simple, pero el C fue mas alto. Esto puede ser una
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indicacion de gque, aunque podria producirse cierta degradacion quimica de los PAE en la
PhC inactivada, los PAE no se descompusieron en la medida en que lo hicieron en PhC,
como se mostrard a continuacion. La estructura de los componentes de C1 fue casi la misma
que en la prueba I, aunque C2 para ambos PAEs y C3 para Cup. ligeramente desplazado
hacia energias mas bajas (Fig. 6.5 ¢y g). Ademas, se encontraron dos componentes débiles
de agitacion a energias mas altas: 294 eV (C5) y 297 eV (C6). Majumdar et al. asocio estos
picosa O-CO-0Oy C-CO-NHo>, respectivamente (36). Los componentes C5 y C6 localizados
a energias superiores a 294 eV fueron insignificantes en las pruebas | y I, pero crecieron
en las pruebas I11'y IV. En contraste con C 1s, los espectros de O1 experimentaron cambios
significativos (Fig. 6.6 c y g vs. Fig. 6.6 a y e, correspondientemente): O3 se convirtié en
componente organico predominante, mientras que O4 disminuyd. La relacion O3/04
aumento de 0,63 (prueba 1) a 4,30 (prueba I11) para Cup. y de 1,03 (prueba 1) a 1,85 (prueba
I11) para Pla. Ademas, aparecié un componente inorganico O1, es decir, O un ido a Ti.
Ademés, O3 y O4 se desplazaron ligeramente hacia energias méas altas. Los cambios
observados en algunos componentes pueden indicar cambios en el entorno quimico debido
a algun tipo de interaccion quimica entre los componentes PAE y el PhC, por ejemplo,

adsorcion quimica, etc.

Los cambios conformacionales en las estructuras de proteinas secundarias y terciariasy / o
la proteodlisis parcial asociada con la adsorcion en TiO2 podrian explicar la disminucién
significativa de la actividad enzimatica (37). Esta disminucion fue mas significativa que
después de la irradiacion UV ya que el grado de distorsién conformacional deberia ser
mayor en la prueba 11l que en la prueba Il. Bouhekka et al. demostraron que los cambios
significativos de la conformacion proteica (disminucién del porcentaje de hélice alfa y
aumento de la hélice aleatoria) podrian ser inducidos por la irradiacion con luz visible de
las proteinas en los soportes de TiO2 (38). Por otro lado, los polisacaridos que son los
constituyentes principales de la insulina podrian adsorberse irreversiblemente en TiO;
debido a las fuerzas de Van der Waals altamente atractivas segun lo informado por Jucker
etal. (39). El cambio de los picos XPS en la prueba 111 podria explicarse, en parte, por esta

interaccion.
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Figura 6.10: Esquema provisional de posibles mecanismos de degradacion del
alergeno del polen. La estructura geométrica del alergeno del polen esta
representada por la pectato liasa (41).

6.3.3. El efecto de la fotocatalisis en los PAE

Los cambios més notables de las estructuras de C1 y O1 se produjeron en el ensayo IV, es
decir, después del tratamiento con PhC. Para ambos PAEs C3 y C4 disminuyeron
significativamente y C2 se convirtié en el componente dominante (Fig. 6.5d, h, iy j). Estos
cambios fueron especialmente pronunciados para Cup. Es digno de mencién que C 1s era
muy diferente de la PAE original, pero a excepcién de pequefias diferencias en los
componentes de agitacion era casi idéntico al espectro de la referencia PhC desnuda (Fig.
4b). También se pudo observar una tendencia similar para los O 1 (Fig. 6.6d, h, iy j). La
relacion de componentes organicos / inorganicos, es decir (02+03+04)/01, disminuy6 de
1.75 (prueba 111) a 0.32 (prueba V) para Cup. y de 1.64 (prueba I11) a 0.68 (prueba 1V) para
Pla. Los valores finales de la relacion fueron cercanos a los del sustrato de PhC simple:0,23.
Con respecto a los N 1, se observé una disminucién significativa en la cantidad total, pero
no en la forma del pico. La relacion N/ Tien la prueba IV disminuyé a 0.05 y 0.1 parala Cup.
y Pla., correspondientemente, que es mucho mas bajo que en la prueba 11y solo ligeramente
mas alto que en la PhC desnuda.

Las variaciones observadas en los espectros del nicleo C 1s, O 1s y N 1 dieron fuertes
evidencias de descomposicién de PAE bajo fotocatalisis. Aunque la emision de gases de
los PAE durante la fotocatalisis no se midi6 en este estudio, sugerimos que los productos
de la degradacion fotocatalitica eran moléculas volatiles bastante pequefias como CO2, NHs,
alcoholes, etc. que podian dejar los PAE durante la prueba. Esta conclusion se basa en el

hallazgo de que C y O mineralizados en forma de carbonatos (C4 y O2 (21)) y / o nitratos
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(componente de N1 a 408 eV (40)) no fueron significativos en los espectros XPS después
de PhC, mientras que no puede haber lixiviacion durante la prueba. Estos resultados estan
en linea con las vias de reacciones generales de los aminoéacidos y la degradacion
fotocatalitica de los sacaridos (1) que demostraron que los gases y los volatiles en lugar de
sales son los principales productos de la descomposicion fotocatalitica de aminoacidos,

péptidos y sacaridos.

Por lo tanto, los resultados de XPS fueron consistentes con el mapeo SEM-EDS y mostraron
la disminucion de la cantidad total de carbono. Ademas, XPS evidencié una reduccion
significativa en las especies C, O y N asociadas con los PAE. Se debe recordar que XPS
proporciona informacién quimica para todos los componentes del extracto de nucleo de

polen, mientras que la FDA es especifica para las proteinas enzimaticas.

Sobre la base de estos hallazgos, se ha propuesto un esquema general de posibles procesos

asociados con la degradacion / descomposicidn enzimatica de proteinas (Fig. 6.10).

6.4. CONCLUSIONES parciales OP3

Se estudio el efecto de la fotocatalisis en extractos de nucleo de polen que contienen
proteinas alergénicas de polen de dos especies: C. arizonica y P. hybrida (acerifolia). Los
resultados de XPS mostraron que las concentraciones de carbonoy nitrégeno asociadas con
los PAE disminuyeron drasticamente después del tratamiento con PhC. ElI mapeo de
elementos quimicos que se llevd a cabo utilizando EDS corroboré este hallazgo. Los
resultados de XPS proporcionaron una fuerte evidencia de que la cantidad total de materia
organica disminuy0 significativamente como resultado de PhC. La desactivacion completa
de la actividad enzimatica del extracto de alérgeno después del tratamiento con PhC se
confirmé mediante andlisis con sonda de diacetato de fluoresceina. Con el fin de
discriminar la degradacion fotocatalitica de la fotdlisis y las reacciones quimicas entre PAE
y PhC sin irradiacion UV, se llevaron a cabo cuatro pruebas diferentes. Estas pruebas
mostraron un comportamiento diferente para la Cup. y Pla., aunque para ambas especies
los efectos de la irradiacion UV y la reactividad quimica de PhC fueron mucho menos
significativos que la fotocatalisis. La disminucion de la actividad enzimatica después de la
irradiacion UV y la adsorcion en PhC se asociaron tentativamente con cambios
conformacionales de enzimas inducidas por procesos fotoquimicos o fuerzas de Van der
Waals.
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Abstract

In previous studies, it was demonstrated that photocatalysis by TiO, nanoparticles can be effective for decomposition of pollen
grains and pollen allergen extracts (PAEs) for Cupressus arizonica and Platanus hybrida species. In this work, the chemical and
photochemical processes of five types of PAEs belonging to tamily Asteraceae, tribe Astereae. and family Poaceae. tribes Poeae
and Triticea, were studied. It was confirmed that the PAEs suffered almost complete decomposition, which likely led to gaseous
final products. For the species of Poeae tribe, i.c., Poa pratensis, Festuca pratensis, and Avena sativa, an unusual surface
chemical modification of the photocatalyst consisting in the appearance of new bands on fine core level spectra of Ti 2p, C
Is, and O Is was observed. These changes were associated with possible doping of TiO, with C and N by pollen extracts. This
was accompanied by a red shift of absorption spectra. The results suggest that some components of Poeae pollen can be grafted
on TiO, surface and they can activate the photocatalyst in the visible range. These findings can open a new pathway to eco-
friendly chemical engineering of photocatalysts using organic biological compounds.

Keywords Pollen - Enzymatic extract - TiO, - Photocatalyst - Chemical modification
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En este capitulo se presenta con detalle el planteamiento, procedimiento, resultados y
discusion correspondientes al OP4: Analisis de la interaccion quimica semiconductor TiO»-
alérgeno y potenciales aplicaciones.

Para ello, a diferencia de los capitulos anteriores, que se centraron especificamente en la
degradacion de los granos de polen y alérgenos, en este trabajo, nuevos hallazgos indican
modificaciones quimicas superficiales inusuales en el fotocatalizador P25 (TiO2) para los

extractos de especies de Poeae, que abre la puerta a aplicaciones todavia insospechadas.

7.1 Materialesy métodos

7.1.1 Extractos alergénicos de polen y configuraciones experimentales

Se obtuvieron extractos alergénicos de polen que contenian enzimas de polen de Greerlab
en forma de tortas liofilizadas selladas en viales de vidrio en atmoésfera protectora.
Inmediatamente antes de los experimentos, se agregaron 2.5 ml de agua extra pura (18 MQ-
cm) al vial para obtener un extracto liquido. Se estudiaron cinco especies pertenecientes a
dos familias de Angiospermae: Asteraceae y Poaceae, y tres tribus: Astereae, Poeae y
Triticeae (Fig. 7.1).

Gyrnnospernmae —— Cupressaceas — Cuprossus Arsonics
Spc.mmm{ Flalanacess — Platanus acorifolz

L i Asteracess — Astareas— Aosisia Vilgars (AV))

Faoacsas —— Poeae—— Ppa Fratansis (PP} !
—E Festuca Pratensiz (FF i

L Avena Sative (A5 [

Triticeas — Sacate Corsale (SC) E

Figura 7.1: Clasificacion de las especies que se estudiaron en este trabajo (de la familia Asteraceae, tribu
Astereae y familia Poaceae, tribus Poeae y Triticeae) y en trabajos anteriores (Cupressus y Platanus)
(Jimenez-Relinque, 2016)

El Aeroxide® TiO.-P25 de referencia comunmente utilizado de Evonik se utilizd como
fotocatalizador (PhC) en forma de suspension de 6 g de polvo P25 en 100 ml de agua extra
pura. En aras de la simplicidad, el fotocatalizador no fue compatible en este estudio
exploratorio. Se realizaron cuatro pruebas de acuerdo con la metodologia descrita
anteriormente (Jimenez-Relinque et al. 2016). El disefio del experimento se desarrollé de
tal manera que el efecto de la fotocatalisis, la irradiacion UV y la reactividad quimica no
fotocatalitica entre los PAE y el PhC pueden calcularse de forma independiente. Para
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preparar las muestras de prueba (disefios de prueba Iy I1), se extendio una gota de extracto
de PAE de 30 uL sobre la superficie del soporte (soporte de vidrio dorado para anélisis XPS
y soporte de aluminio para caracterizacion SEM) y se secoO. En los ensayos Il 'y IV, en
primer lugar, se colocaron 30 ul de la suspension de P25 sobre el soporte, y después el
extracto de PAE se colocd en la parte superior de la capa de fotocatalizador (PhC) y se seco.
En los casos 11y 1V, la irradiacion de la muestra se realiz6 durante 24 h utilizando leds con
emision nitida en la region UV a 365 nm y potencia 5 W. Los disefios de pruebay el

etiquetado adoptados se dan en la Tabla 1.

Tabla 7.1 Nomenclatura y significado

Cddigo | Nomenclatura Significado
' PAE Extracto alergénico de polen sobre un sustrato inerte
T PAE + UV Extracto alergénico de polen irradiado con UV sobre un

sustrato inerte

Extracto alergénico de polen no irradiado sobre un
Il PAE+PhC

sustrato activo™

\V; PAE+PhC+UV | Extracto alergénico de polen irradiado con UV sobre un
sustrato activo*

*El sustrato activo se refiere a una capa fotocatalitica sobre el sustrato inerte

7.1.2. Métodos

La composicion quimica de la superficie de las muestras, asi como la union de los
principales elementos quimicos, se estudiaron mediante espectroscopia de rayos X de
dispersion de energia (EDX) y espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS). En
comparacion con otras técnicas de espectroscopia convencional como FTIR, que se han
utilizado ampliamente para el analisis de la degradacion quimica organica de los
componentes del polen en diversas circunstancias ambientales y condiciones
experimentales (Cravanzola 2017, Depciuch et al.2016, Sapifia et al.2017), XPS puede
proporcionar informacion sobre el entorno quimico elemental tanto en fases organicas

(Martinez et al. 2011) como en el fotocatalizador adecuado (Mohamed 2018).
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La microscopia electronica de barrido (SEM) y el analisis elemental de resolucién espacial
EDX se realizaron después de cada una de las cuatro pruebas (Tabla 1) utilizando un
microscopio electronico Hitachi S-4800, con una aceleracion electrénica de 0,5 - 30 kV. El

microanalisis se realizd con un detector de Si, 167 XFlash Detector 5030, Bruker.

Para el analisis XPS, se utiliz un sistema de vacio ultra alto con una presion base de 1 x
10-8 Pa. Una fuente de radiacion de rayos X fue Mg Ka (1253,6 ¢V). El plano de la superficie
de la muestra estaba a 60° a la entrada del analizador hemisférico. Los amplios espectros se
registraron con una energia de paso de 40 eV y un paso de energia de 0,25 eV. Se midieron
los espectros de alta resolucion para los elementos principales (C 1s, O 1s, N 1s, Ti 2p y Au
4f) con un paso de energia de 15 eV. La escala de energia de enlace (BE) se calibrd con
respecto al Au 4fa 84 eV. Se resto la contribucion de la linea Mg Ka y se elimind el fondo
utilizando la rutina de Shirley antes del céalculo de la composicion elemental. Las
concentraciones elementales relativas se determinaron a partir de las areas de los picos
correspondientes obtenidos por deconvolucion de los espectros medidos utilizando factores
de sensibilidad de referencia (Briggs & Seah 1990) y siguiendo el procedimiento y las
limitaciones, que se explicaron con detalle anteriormente (Jimenez- Relinque et al.2016). ).
Se llevd a cabo un anéalisis XPS de PAE de diversas especies sobresustratos de PhC
irradiados y no irradiados con el fin de determinar la unién quimica de los elementos
principales. Se prestd especial atencidn al analisis de espectros de Ti que sonde6 una posible

interaccion entre los PAE y el sustrato.

La banda prohibida aparente se calcul6 a partir de los coeficientes de absorbancia
determinados por espectroscopia de reflectancia difusa (DRS) realizada en un
espectrofotometro Shimadzu UV-2600 UV-vis.

7.2. Resultados y discusion
7.2.1. SEM-EDX

Las Figuras 7.2 y 7.3 muestran las imagenes SEM (escala de grises) combinadas con los
mapas elementales para C (rojo) o Ti (azul). El carbono esta asociado con los componentes
organicos, que desaparecen debidoa la degradacion fotocatalitica sin dejar residuos solidos.

La descomposicion de fases sélidas de PAE en compuestos volatiles de bajo peso molecular
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concuerda con los mecanismos de fotodegradacion de aminoacidos con dos pasos
principales que conducen a productos finales de NHz y CO. (Hidaka et al. 1997). En
consecuencia, surge un fotocatalizador desnudo que es evidente por el aumento de la
intensidad del Ti. En las pruebas | (punto de referencia) y I, no se encontrd variacion
significativa en la distribucion de C sobre la superficie (Fig. 7.2). Esto indica que la
radiacion ultravioleta sin material fotocatalitico no provoco la volatilizacion de los
componentes organicos solidos. Esto estd en linea con nuestro estudio anterior sobre el
polen de Cupressus y Platanus (Jimenez-Relinque et al. 2016). Cuando los PAE se
colocaron en la superficie de PhC sin exposicion a la luz ultravioleta (prueba IlI), la
concentracion de carbono para la tribu Poeae (AS, FPy PP) disminuy0, pero para las otras
dos especies (SC y AV) permanecid casi sin cambios. En la prueba IV (PAE irradiado con
UV en la parte superior del PhC), la concentracion de carbono disminuy6 sustancialmente
para todas las especies. Para las especies de la tribu Poeae, la disminucion de C en la prueba
IV fue mas significativa que en la prueba Il1. Es de destacar que el mapa de distribucion de
C es casi la imagen negativa del mapa de distribucion de Ti, lo que significa que la

descomposicion de PAE ocurrio principalmente en la superficie de PhC.
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Figura 7.2: Imagenes de SEM (en gris) y mapeo de carbono (en rojo) medido por
EDS para PAE de diferentes especies en los disefios de prueba 1y I1.
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Figura 7.3: Imagenes de SEM (en gris), mapeo de carbono (en rojo) y mapeo de
titanio (en azul) medidos por EDX para los PAE de varias especies en los disefios
de prueballl y IV
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7.2.2 Resultados XPS

7.2.2.1 Concentracion elemental total

La Figura 7.4 muestra las concentraciones atomicas superficiales de C y N, que estan
relacionadas con los componentes organicos de los PAE. De acuerdo con nuestros estudios
anteriores, la disminucion més importante de C y N se observo en la prueba 1V, cuando el
PAE fue sometido a fotocatalisis. En la prueba Il también se encontrd cierta disminucion

en la concentracion de C de acuerdo con los resultados de EDX.

a) b)
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Figura 7.4: Concentracion total de a) C, y b) N en las superficies de PAE de
varias especies en funcion del disefio de la prueba.

7222 Ti2p

Antes de profundizar en el analisis de espectros finos de XPS para varias muestras de polen,
se midi6 cuidadosamente el espectro de la muestra de PhC desnuda. Este espectro se utiliz6
como punto de referencia para rastrear posibles modificaciones de la superficie del
fotocatalizador debido a reacciones con PAE. La Figura 7.5 muestra el espectro fino de Ti
2p con dos bandas a 459,4 y 465,1 eV correspondientes a Ti 2p3 / 2 y 2pl / 2,
respectivamente. La posicion de la banda y la separacion (5,7 eV) corresponden al estado
de oxidacion de Ti4+ (Mayer et al. 1995, Moulder et al. 1995) (Tabla 7.2).

Cuando se aplicaron PAE en la parte superior del PhC (sin irradiacion UV), los espectros
de Ti 2p fino no cambiaron para todos los PAE, excepto para PP, que mostré un

ensanchamiento del componente Ti 2p3 / 2, cuyo ancho total en la mitad del maximo
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(FWHM) aumento de 1,3 eV a aproximadamente 2,0 eV. Segun (Mayer et al. 1995) esto
puede estar asociado con la reduccion de especies de Ti4* superficiales a estados de

oxidacion intermedios.

Poeae

465 460 455
Binding energy (eV)
Figura 7.5: Espectros de nivel de nicleo fino de Ti 2p para el fotocatalizador
cargado con PAE antes de la irradiacion UV (lineas continuas negras y

sombreadas) y después de la irradiacién UV (linea roja). El espectro de PhC
simple se muestra como referencia mediante una linea azul discontinua.
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Tabla 7.2 Bandas XPS y sus correspondientes enlaces quimicos posibles

Element Componen Energia Enlaces

0 te (eV)
Ti2psz  Til 459.3 O-Ti-O
(Ti*")
Ti2 458.3 N-Ti-O, C-Ti-O
O1s 01 530.4 O-Ti-O
02 531.8 C-OH, 0=C-0, 0=C-N, C-0-C-0-C
03 533 O=C-0OH, 0=C-0-C
04 534 O enlace simple de ésteres de carbonato de O- (C
= Q) -O ciclicos
(C=0) -0- (C =0), anhidrido de acido
carboxilico
05 529.3 O vacantes en TiO2
Cls Cl 284.5 C-C,C-H,C-S
C2 285.7 C-N-C=0, C=C-N, C-CO0O
C3 287.3 N=C-N, O=C-NH-C, C-OH, C-0-C, C-0-C=0
C4 289 C-0-C=0, 0=C-0OH, O=CN
C5 282.8 Carburo de Ti?
N1s N1 399.0 Amina C-N-H, C-N-C; imina C=N-C
N2 400.5 Imida (C=0)-N-(C=0)
N3 4030 INILI IV I\IU2_
7223 01s

Los espectros de O 1s de nivel de nucleo fino se muestran en la Fig. 7.6. La banda a 530,6
eV (0O1) en el espectro de referencia se asocio con O de titania. La cola a energias de unién

mas altas podria deberse a grupos hidroxilo, agua y carbonosos adsorbidos.

Para todos los PAE no irradiados colocados en el PhC (prueba 111), hubo una banda ancha
asimétrica en el rango de 530-535 eV debido a los componentes orgéanicos del PAE. El
centro de esta banda era 2 a 2,3 eV mas alto que para O1. Una vez irradiadas, las muestras
exhibieron comportamientos diferentes. Para los PAE que no son de Poeae (SC y AV), la
banda "organica" desaparecio por completo y el espectro resultante se volvio casi idéntico
al espectro de PhC desnudo. Esto respalda nuestros hallazgos anteriores sobre la
degradacion fotocatalitica completa de PAE que conduce a productos volatiles y gaseosos.
Sin embargo, para las tres especies de Poeae, la banda "organica” no se desvanecio por

completo. Ademas, surgio una nueva banda O5 de baja energia a 529,3 eV. Esta banda se
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puede asociar con las vacantes de oxigeno en titania. Previamente Wang et al. informaron
que la banda de O 1s cambia a 529,5 eV después del tratamiento de nanocinturones de TiO>
con NHz a 600 ° C (Wang et al. 2009). En este estudio, se logroé un efecto similar sin
calentamiento, solo mediante procesos quimicos y fotoquimicos a temperatura y presion

normales.

535 530 525
Binding energy (eV)

Figura 7.6: Espectros de nivel de nicleo fino de O 1 para el fotocatalizador
cargado con PAE antes de la irradiacion UV (lineas continuas negras y
sombreadas) y después de la irradiacion UV (linea roja). El espectro de PhC
simple se muestra como referencia mediante una linea azul discontinua.

7224 N1s

En el espectro de referencia, una banda débil de N 1s a unos 400,6 eV podria deberse a la
contaminacion del aire (Fig. 7.7 a). Cuando se aplico PAE en la parte superior de PhC,
surgi6 una banda fuerte a 401 eV y FWHM 1.8 eV (N2) asignado a grupos amino NH o
NH: (Rouxhet & Genet 2011). Ademas, PP PAE mostro un cambio descendente en 0,7 eV
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y un ensanchamiento (FWHM 2,6 eV) de la banda N1. Después de la irradiacion UV, las
tres especies de Poeae se comportaron nuevamente de manera diferente a las especies que
no eran de Poeae: aparecié una nueva banda fuerte a 399.0 eV (N1) y una banda debil a 403
eV. La asignacion de la banda N1 a un enlace especifico aln no esta clara. En la literatura,
las energias de unién 396,9 eV y 398,1 eV se asociaron generalmente con el enlace N-Ti de
TiN y TiCN (Cheng y Zheng 2007). Se encontraron dos o tres bandas en elrango de 398 a
402 eV para el TiO. dopado con N, que se obtuvo por calcinacion a 450- 700 ° C de TiO>
previamente sumergido en soluciones organicas (El-Sheikh et al. 2014). Sin embargo,
cuando se emple6 un proceso hidrotermal para dopar TiO. nanoparticulado usando
pequefias moléculas de amina a una temperatura mas baja, solo se encontré una banda a
399.5 eV (Bao et al. 2013). En el caso de SC, el espectro de N 1s no presentdé cambios

significativos excepto por la variacion en la intensidad total de la banda.

b)

PP

/ | %4:%7\:@;;
Gy ar

400 299 285
Binding ensngy (V) Binding energy (V)
Figura 7.7: Espectros de nivel de nicleo fino de N 1s (a) y C 1s (b) para el
fotocatalizador cargado con PAE antes de la irradiacion UV (lineas continuas
negras 'y sombreadas)y después de la irradiacion UV (linea roja). El espectro de
PhC simple se muestra como referencia mediante una linea azul discontinua.
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7225 Cls

En el espectro de referencia, una banda de carbono asimétrica con su maximo en 285,7 eV
(Fig. 7.7 b) se atribuy0 a la contaminacion de PhC en el aire. Se deconvoluciond utilizando
tres bandas: C2, C3 y C4 (Tabla 2). Cuando se colocaron PAE en el PH, la intensidad de
C3y C4 aumento, pero no los hizo cambiar. En el caso de Poa Pratensis, un ensanchamiento
del espectro con respecto al punto de referencia podria deberse a la banda C1 a 284,5 eV,

que suele atribuirse a los enlaces sp3 C, grafito y C-C, C-H (Diaz et al. 1996).

Después de la exposicion a la luz ultravioleta, los espectros sufrieron cambios
significativos. Para FP, la relacién C1 / C2 aument0 a casi una unidad que sugiere una
posible interaccion quimica fuerte entre los componentes del PAE y PhC y/o formacién de
carbono amorfo. Para todas las especies de Poeae, aparecio un nuevo componente a 282,8
eV (C5) que no se encontrd para SC y AV. Ni los compuestos de carbono organico ni el
carbono alotrépico (nanotubos, fullerenos, grafeno, grafito, etc.) tienen enlaces con la
energia de enlace inferior a C1. Aunque los carburos y oxicarburos de titanio pueden tener
una banda de alrededor de 282 eV (Zhang y Koka 1998), la ausencia de banda de Ti a 455

eV no respalda la asignacion de C5a TiC.

7.2.3 Ancho de banda

Los valores espectroscépicos de reflectancia difusa (DRS) para el caso IV para los
diferentes PAE asi como para P25 puro se muestran en la Fig. 7.8. Los coeficientes de
absorcién éptica de Kubelka-Munk se determinaron a partir de la ecuacion de Tauc. Este
método es Util para la caracterizacion de materiales semiconductores de pelicula finay a
granel, incluidos fotocatalizadores de 6xido (Cravanzola 2017, Murphy 20 07). En
comparacion con el P25 puro, todas las especies mostraron un desplazamiento hacia el rojo
de los bordes de absorcidn. Los intervalos de banda aparentes se calcularon de acuerdo con
la extrapolacion lineal al eje x de los coeficientes de absorcion (F (R) hv) 0,5 frente a hv.
Todos los gréaficos de las muestras de PAE coincidieron casi perfectamente y arrojaron un
intervalo de banda promedio de 2,93 + 0,79 eV, mientras que para P25 puro fue 3,25 *
0,087 eV. Estos datos estan muy cerca de los resultados informados para TiO2 dopado con
C y S, que mostraron un cambio de aproximadamente 3,25 a 3 o incluso 2,8 eV (Kim &

Jang 2018, Mohamed et al. 2017). Ademas de la banda prohibida principal, habia una
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secundaria con un efecto mucho menor. Para P25 cargado con los PAE, la banda prohibida
secundaria también sufrié un cambio significativo hacia el rojo a alrededor de 1.8 eV para
todas las especies. La banda prohibida secundaria se ha observado generalmente para el
TiO2 dopado y se ha atribuido al efecto de los niveles electronicos de los dopantes extrafios
(Bai et al.2018, Gharaei et al.2018, Mohamed 2018).

Q —
gL
— 7
5 P25+PAES
s6
T4t Band gap 3.25£0.087
Lal A
5[ Band gap 2.93+0.079
F. 1
1 o
U 1 . L II 1
2 3 4
By (€V)

Figura 7.8: Ancho de banda para varias muestras fotocataliticas cargadas con
PAE y brecha de banda para P25 simple.

7.2.4 Discusion

El analisis XPS confirm6 que los componentes organicos solidos de los cinco extractos
alergénicos de polen se degradaron a productos volatiles y gaseosos debido a la oxidacién
fotocatalitica. Esto proviene de una disminucidn significativa en las concentraciones de C
y N en los PAE colocados en la parte superior del PhC después de la irradiacion UV. Esto
no es sorprendente, ya que el conocimiento mecanicista de la degradacion fotocatalitica de
aminoéacidos en sus formas cationicas o bipolares revel6 que los pasos principales conducen
a la formacion de NHz o CO2 como productos finales, mientras que solo uno de los cuatro
pasos secundarios puede producir nitratos (Hidaka et al. 1997, Kim y Choi 2002, Tran et
al.2006). La degradacion esta relacionada con procesos fotocataliticosy no con irradiacion
UV, ya que para los PAE colocados sobre sustratos inertes no se encontraron variaciones

significativasen Cy N.

Los PAE de la tribu Poeae de la familia Poaceae exhibieron un comportamiento singular
en sustratos fotocataliticamente activos tanto bajo como sin irradiacion UV. Las

caracteristicas de los espectros de nivel de nucleo fino de XPS sugieren que los PAE
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interactian quimicamente con el fotocatalizador. Se observaron nuevas bandas a energias
mas bajas para Ti, O, N y C después de la irradiacion UV. En el caso del PP, estas bandas
aparecieron incluso sin irradiacion UV. Las nuevas bandas no pertenecian a los
componentes organicos de PAE ni al puro PhC. El cambio de energia de Ti 2p y O1 1s
sugiere la creacion de vacantes de oxigeno en titania. También puede apuntar a una posible
incorporacion de Ny / o C en la posicion intersticial de PhC o al injerto de una capa
carbonosa en la superficie de PhC. Anteriormente, se informé de enlaces covalentes entre
titania y varias moléculas organicas como arginina, lauril sulfato y éacido salicilico
(Makarova et al. 2000). En el caso de la arginina adsorbida, condujo electrones desde la
banda de valencia del TiO2 a las moléculas contaminantes objetivo, pero la arginina no se
vio afectada por las reacciones fotocataliticas. Otros estudios (Kavil et al.2017, Lo Presti et
al.2014, Smith et al.2015, Wang et al.2014, Zou et al.2012) exploraron el uso de polianilina,
glicina, aminas alifaticas, péptidos, etc. para la modificacion de TiO2 y mejorael

rendimiento cuéntico parala fotodegradacion de diversas sustancias organicas.

La hipotesis de un posible dopaje de P25 por elementos no metalicos y / o su autodopaje
por Ti 3+ por PAE esta respaldada ademas por el desplazamiento hacia el rojo observado en
los espectros de absorcion. Cabe sefialar que, debido a limitaciones metodoldgicas obvias,
la banda prohibida en el disefio de prueba Ill, es decir, sin irradiacion UV, no se pudo medir
mediante el método de reflectancia difusa UV-vis. Los hallazgos extraidos del analisis XPS
que mostraron la modificacion quimica de P25 por especies de Poeae y la ausencia de dicha
modificacion para otras especies estudiadas sugieren que las especies de Poeae causaron
una disminucién méas pronunciada de la banda prohibida aparente que otras especies. Sin
embargo, no se observaron diferencias entre los graficos de Tauc para PAE de Poeae y no
Poeae. Esta aparente contradiccion puede explicarse considerando las diferencias de
profundidad de andlisis caracteristica de XPS y métodos de reflectancia difusa. El primero
proporciona informacion sobre la union quimica en una capa superficial muy delgada con
un grosor tipicamente inferior a 10 nm (Ray & Shard 2011). A su vez, en la medicion de la
reflectancia, la profundidad de penetracion de la luz del TiO es del orden de varias decenas
de nandémetros (Mo & Ching 1995, Stevanovic etal. 2012). Por lo tanto, la banda prohibida
aparente determinada por el método de reflectancia difusa proporciona un valor promedio
en toda la capa superficial y es virtualmente insensible a la capa superior adsorbida /

modificada.
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Aunque se desconoce la composicion exacta de los extractos alergénicos de polen, es
probable que los tres extractos pertenecientes a la tribu Poaea tengan componentes
comunes, desconocidos pero que fueron injertados en la superficie del TiO2 que redujeron
la banda prohibida de la misma manera que muchas tecnologias. hacer mediante autodopaje
con Ti3* (Li et al. 2015b), dopaje con elementos no metalicos (Bengtsson et al. 2009,
Cravanzola 2017, Li et al. 2015a), etc. para activar el fotocatalizador en rango visible. Esto
puede tener implicaciones importantes para las futuras tecnologias ecoldgicas de ingenieria
de fotocatalizadores mediante la modificacion del fotocatalizador nativo mediante un

simple tratamiento de superficie.

7.3. Conclusiones parciales OP4

Ademas de las dos especies estudiadas en el estudio anterior, este trabajo demostro que la
fotocatélisis es eficaz para la degradacion de las enzimas alergénicas al polen de cinco
especies pertenecientes a las familias de plantas Poaceae y Asteraceae. La fotocatalisis
provoco la descomposicion casi completa de sustancias organicas en productos volatiles de
bajo peso molecular gque concuerda con los mecanismos de fotodegradacion de
aminoacidos. Para las especies de la tribu Poeae, es decir, Poa Pratensis, Festuca Pratensis
y Avena Sativa, se observo una modificacion quimica superficial inusual del fotocatalizador
P25. Aparecieron nuevas bandas en espectros de nivel de nucleo finode Ti2p, C1sy O 1s
y se atribuyeron a la formacion de vacantes de oxigeno y posibles reacciones entre TiO2 y
componentes organicos. Las modificaciones quimicas observadas fueron similares a las que
se persiguen habitualmente mediante la ingenieria quimica del fotocatalizador, p. Ej.
autodopaje por Ti 3+, dopaje con elementos no metalicos, etc., buscando reduccion de band
gap y sensibilizacion del fotocatalizador en rango espectral visible. Sin embargo, la
determinacion de la banda prohibida aparente utilizando un método de reflectancia difusiva
no reveld diferencias significativas entre las especies. Esto se atribuyo al hecho de que el
método de reflectancia difusiva es practicamente insensible a la capa adsorbida superior,
donde debe producirse la modificacion quimica. Las modificaciones quimicas observadas
ocurrieron sin ningin calentamiento u otro procesamiento tecnoldgico del fotocatalizador,
justo a temperatura y presion normales y en presencia de radiacion ultravioleta. Estos
hallazgos pueden ser Utiles para la ingenieria quimica ecoldgica de fotocatalizadores que
utilizan compuestos bioldgicos organicos. Se necesitan mas estudios interdisciplinarios

centrados en la quimica de superficies, la identificacion de los componentes activos del
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polen de Poeae, los aspectos mecanicos de la modificacion quimica del TiO2 y las

propiedades fotocataliticas de los materiales modificados.
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Esta investigacion ha permitido estudiar la potencialidad del efecto de la fotocatalisis
heterogénea sobre materiales de construccion como una tecnologia viable para
disminuir o inactivar la cantidad de granos de polen y alérgenos en el aire , que es el

objetivo global que perseguia este trabajo de investigacion.

El presente trabajo ha demostrado la capacidad de los materiales fotocataliticos como
posible método de degradacion de los principales componentes del nucleo del polen como

intina y proteinas alergénicas para distintas especies.

En primer lugar, se demostraron los objetivos parciales 1y 2 (viabilidad de la fotocatalisis
heterogénea como posible método de degradacion de los granos de polen) mediante
evidencias significativas usando diferentes técnicas de anélisis (DRX, SEM, XPS, etc).
Estos resultados fueron corroborados en granos de polenes recogidos directamente de la
especie vegetal en época de polinizacion como también en granos de polen adquiridos de
forma comercial para un total de 7 especies/familias vegetales diferentes. Los resultados
demostraron que la luz ultravioleta puede a dafiar la integridad de la membrana externa, v,
por tanto, la viabilidad del polen. Ademas, la perdida de viabilidad aumenta cuando el polen
entra en contacto con el fotocatalizador TiO2. Se observa que el TiO: interactta con los
granos de polen dando lugar a aglomerados que lo envuelven. La comparativa entre distintos
casos permitid establecer que el efecto de la fotocatalisis con TiO: y radiacién UV es el

Unico sistema capaz de eliminar de forma masiva los granos de polen.

En una segunda fase, se abordé el objetivo 3 (efectividad de la fotocatalisis heterogénea
como método de inactivacion de la capacidad alergénica del polen). Un estudio detallado
permitié demostrar la rotura de la exina tras el efecto de la fotocatalisis o la reduccion
dréstica de la intensidad de las bandas de C=0 y C-H, lo que puede deberse a la rotura del
enlace por la eliminacion del monoxido/dioxido de carbono. La fotocatalisis conduce a una
degradacion significativa de los componentes organicos poliméricos y a una reduccion de
la adherencia de los componentes del polen al sustrato. Es posible confirmar la
desactivacion completa de la actividad enzimatica del extracto de alérgeno después del
tratamiento con PhC y el efecto de la fotocatalisis en la degradacion de los componentes
del polen, incluyendo exina, intina, proteinas alergénicas, protoplastos, etc., sobre
materiales fotocataliticos nanofuncionalizados. Los mecanismos de degradacion se

describieron en detalle paralas 7 especies vegetales estudiadas en esta tesis.
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Por ultimo, en cuanto al objetivo parcial 4, OP4 (estudio de la interaccion fotocatalizador-
polen), se ha comprobd que es posible que exista una interaccion entre los extractos de
nucleo de polen que contienen proteinas alergénicas de dos especies: C. arizonica y P.
hybrida (acerifolia) tras el proceso de degradacion fotocatalitica y el fotocatalizador TiOo.
Las modificaciones quimicas observadas son indicativas de posibles efectos similares al
dopado por los aminoacidos procedentes de la degradacion de los extractos de polen. Se
observa incluso un desplazamiento de la banda de absorcién del TiO hacia el espectro
visible. Estos aspectos requieren un estudio mas detallado de este TiO2 modificado y sus

implicaciones en la actividad fotocatalitica resultante.
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ANEXOS

Abreviaturas Definicion

AC Angulo de contacto

AS Avena sativa

Au Oro

AV Artemisia vulgaris

BC Banda de conduccion

BE Energia de enlace

BV Banda de Valencia

CA Cupressus arizénica
CEN Comité Europeo de Estandarizacion

Sistema que mide la luminosidad (L) y el rango de tonos

CIELAB
verde-rojo (a*) y azul-amarillo (b*)
e Electron

EDS Espectroscopia energia dispersiva Rayos X
FDA Fluoresceina diacetato

FP Festuca pratensis
FTIR Espectrometria de Infrarrojo Transformada de Fourier
H,O Agua
H.0; Agua Oxigenada

PhC Fotocatalisis Heterogénea

HR Humedad Relativa

168



CAPITULO 10: ANEXOS

IR Infrarrojo
ISO International Organization for Standardization
NaOH Hidroxido sédico
NO Oxido nitrico
NO; Dioxido de nitrégeno
NOXx Dioxidos de nitrégeno (NO'y NO;)
OH- Radical hidroxilo
oll Naranja 11
P25 Fotocatalizador TiO2
PAE Extractos de alergeno del polen
PG Granos de polen
PH Platanus hybrida
PP Poa pratensis
RhB Rodamina B
RMN Resonancia Magnética Nuclear
SC Secale Cereale
SEM Microscopio Electronico de Barrido
TiO; Dioxido de Titanio
UHV Ultra alto vacio
uv Luz Ultravioleta
XPS Espectroscopia de fotoelectrones de Rayos X
DRX Difraccion Rayos X
) Longitud de onda (nm)
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