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Resumen

El uso de nanoparticulas ha incrementado en los ultimos afios, en areas como la
fisica, quimica, biologia o materiales gracias a la mejora de sus propiedades y a
su relacion superficie/volumen. Sin embargo, al presentar tamafios tan pequefios
(1-100 nm) la recuperacion de éstas particulas para su redso se ha visto afectada
considerdndose como contaminantes secundarios cuando son liberados al medio
ambiente. Ante esta problematica se han propuesto alternativas como el uso de
nanocompuestos hibridos con la finalidad de inmovilizarlas. Las nanoparticulas de
TiO2 y ZnO han sido empleadas en procesos fotocataliticos ya que presentan una
interaccion especifica con algunos contaminantes y microorganismos presentes en
agua. En este trabajo se elaboraron membranas hibridas a base de
polimetilmetacrilato (PMMA) y nanoparticulas de TiO, y ZnO funcionalizadas al
10% y 50% con acido estearico con la finalidad de anclarlas a la matriz polimérica,
disminuir la interaccién particula-particula y aumentar la interaccion particula-
matriz, generando una mejor dispersion de ellas para que el proceso fotocatalitico
se lleve de manera uniforme en toda la membrana. Especificamente los materiales
desarrollados en este estudio fueron usados para inactivar microorganismos
presentes en agua. La caracterizacion de nanoparticulas se llevo a cabo por
técnicas analiticas como FT-IR, TEM ,TGA, XRD,DDL y pruebas antibacterianas
de CMI y CMB, obteniendo un valor de 1.25 mg/mL para las nanoparticulas
individuales, y de 0.31 mg/mL al combinarlas, consiguiéndose una sinergia de sus
propiedades antibacterianas. Las membranas desarrolladas se caracterizaron por
analisis de porosidad, pruebas de angulo de contacto y SEM. A partir de la
funcionalizacién de las nanoparticulas y bajo condiciones fotocataliticas, se
obtuvieron mayores porcentajes de inactivacion de E.coli en comparacién con las
membranas control que no tuvieron alguna modificacién de las nanoparticulas o

en el proceso.

Palabras clave: Nanoparticulas, fotocatalisis, membranas reactivas, inactivaciéon

bacteriana.
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Abstract

In recent years the use of nanoparticles has increased widely in different
disciplines such as physics, chemistry, biology, electronic and materials
development thanks to the improvement of its properties due to its great
surface/volume ratio. However, due to their small sizes (1-100 nm) the recovery of
these particles for reuse is limited; therefore they are considered secondary
pollutants when they are released into the environment. To overcome this problem
the use of hybrid nanocomposites (glass, silica or incorporation in polymers) has
been suggested. The TiO, y ZnO nanopatrticles have been used in photocatalysis
processes since they have a specific interaction with some contaminants and
microorganisms present in water. In this research, hybrid membranes based on
polymethylmethacrylate (PMMA) and TiO, y ZnO nanoparticles were developed.
The TiO, y ZnO nanoparticles were functionalized at 10% and 50% with stearic
acid to anchor them to the polymer matrix, decrease the particle-particle interaction
and increase the particle-matrix interaction. This process generated a better
dispersion of the nanoparticles onto the membrane, thus a uniformly photocatalytic
process throughout the membrane to inactivate microorganisms was generated.
FT-IR, TEM, TGA, XRD, DDL and antibacterial tests of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were used to
characterize the nanoparticles. Values of MIC of 1.25 mg/mL for individual
nanoparticles and 0.312 mg/mL for the combined nanoparticles were obtained
showing a combined effect of their antibacterial properties. Membranes were
characterized by porosity, contact angle tests, and SEM techniques. Based on the
functionalization of the nanoparticles and with photocatalytic conditions, higher
percentages of inactivation of E. coli were obtained compared with the control

membranes without any modification of nanoparticles or in the process.

Keywords: Nanoparticles, photocatalysis, reactive membranes, bacterial

inactivation.
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1. Introduccién

El agua es considerada como uno de los recursos mas importantes en la tierra, sin
embargo la escasez de este recurso causado por el crecimiento poblacional
global, la industrializacion y mayor uso de energia en el siglo pasado, han
generado una preocupacion para abastecer este recurso en un futuro (Ying et al.
2017). Es por lo anterior que se ha incrementado la busqueda de alternativas para
la purificacibn de agua como forma de solucionar dicho problema, entre las
técnicas de purificacion mas eficientes se encuentra la filtracibn por membrana,

especificamente la microfiltracion (Jacangelo et al. n.d.).

La microfiltracion se ha empleado ya que tiene una mejor eliminacion de particulas
y microorganismos, ademas de disminuir la adicion de quimicos en el tratamiento
de aguas (Jacangelo et al. n.d.). Sin embargo, las membranas llegan a presentar
ensuciamiento  principalmente  por coloides, particulas  suspendidas,
microorganismos, sustancias organicas macromoleculares disueltas y compuestos
organicos que llegan a formar una biopelicula (Herrera 2008), la cual disminuye la

eficiencia del proceso ademas de disminuir la higiene del agua.

Una baja eficiencia en el proceso asi como la presencia de diversos
microorganismos, dan como consecuencia suministrar agua insegura para su uso,
la cual es causa del 90% de enfermedades infecciosas en los paises en desarrollo
(van Grieken et al. 2010). Por lo anterior se han empleado diferentes tecnologias
como los procesos de oxidacion avanzada (POA) que generan radicales con un
alto potencial oxidante que permite la inactivacion de microorganismos,
presentando ademas la ventaja de poder llevarse a cabo a temperatura y presion
constante sin generar subproductos que tengan que recibir un tratamiento
posterior. Dentro de los POA se encuentran la fotocatalisis heterogénea, que hace

uso de la luz UV y un fotocatalizador para la generacion de estos radicales.

En los dltimos afios el empleo de la nanotecnologia como herramienta para

tratamientos ambientales ha ido incrementando gracias al uso de nanoparticulas



como fotocatalizadores (TiO, y ZnO) ya que muestran una interaccion especifica
con algunos contaminantes y microorganismos (Zhao et al. 2011). De acuerdo con
la US FDA, el 6xido de zinc (ZnO) es considerado como un 6xido de metal seguro,
ademas que las nanoparticulas de este 6xido tienen grandes propiedades
semiconductoras como su alta actividad catalitica, O6ptica, propiedades de
absorcion UV, ademas de que dichas nanoparticulas presentan fuerte efecto
antibacteriano (Agarwal et al. 2017). Por otra parte las nanoparticulas de éxido de
titanio (TiO,) también actian como absorbentes de UV con mayor estabilidad, sin
embargo se ha demostrado que estas nanoparticulas en su forma anatasa pueden
degradar la matriz organica en la que estan dispersas por lo que se ha utilizado la
modificacion superficial o funcionalizacién de éstas para ajustar sus propiedades

fotocataliticas (Jalili et al. 2016).

Por otra parte uno de los problemas que presentan las nanoparticulas debido
principalmente a su tamafio nanométrico es su recuperacion del medio en el que
se encuentran, lo que conlleva a emplear procesos secundarios en los
tratamientos donde se utilizan. Para evitar esta problematica dichas
nanoparticulas se han soportado en una matriz que ayuda a que estén en contacto
con el microorganismo o0 contaminante por un periodo de tiempo y evitar que
migren a la superficie, perdiéndose y generando otro tipo de contaminacion
(Alvarado et al. 2016).

En los dltimos afos el interés en el desarrollo y estudio de nanocompuestos ha
sido creciente debido a las propiedades mecanicas y estabilidad térmica mejorada
respecto a polimeros puros o compuestos poliméricos convencionales (Dong et al.
2012). Entre las técnicas de procesado de nanocompuestos se encuentra el de
casting-evaporacién-condensaciéon que permite generar peliculas delgadas

porosas a gran escala.

En el presente proyecto se plantea el desarrollo de membranas reactivas por la

técnica de Casting-Evaporacién-Condensacion utilizando polimetilmetacrilato



(PMMA) y nanoparticulas de TiO, y ZnO funcionalizadas, con la finalidad de
emplearse en un proceso fotocatalitico de inactivacion de la bacteria modelo
E.coli. A partir de este estudio se espera generar un proceso que evite el
biofouling en las membranas de microfiltracion generado por la presencia de

microorganismos en el proceso.



2. Marco Teodrico

2.1Problematica por contaminacion del agua
El agua es uno de los recursos considerados con mayor importancia en la tierra,

sin embargo a consecuencia del crecimiento poblacional y la contaminacion

ambiental, el poder suministrar este recurso ha sido cada vez mas complicado, de

acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud dicha escasez podria afectar

hasta cuatro millones de personas para el afio 2050 (Aslan et al. 2016).

Tecnologias para el Tratamiento de Aguas

Residuales
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Tamizado
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Sedimentacion

. Flotacion
Adsorcién
Desorcién
Oxidacién quimica
Filtracidon con membranas
Coagulacion-Floculacién-
Sedimentacion
Precipitacion
Intercambio 16nico.

Tratamiento de
lodos

Composteo
Tratamiento con cal
Digestion anaerobia
Digestion aerobia.

Biolégicos

Aerobios

Anaerobios

Sistemas naturales
construidos

Lodos activados {diversas variantes})
Filtro percolador (varias tasas de
carga)

Discos biolégicos rotatorios

Filtro sumergido

Fosa séptica

Tanque Imhoff

Contacto anaerobio

Filtro anaerobio

Reactor de lecho de lodos (USAB)
Reactor de lecho expandido

Sistemas lagunares (diversas
variantes)

Humedales (wetland)
Escurrimiento/infiltracidn en terreno

Figura 1. Clasificacion de las tecnologias para el tratamiento de aguas
residuales (Noyola et al. 2013).

La contaminacién de cuerpos de agua ha incrementado a consecuencia del uso de

productos cosméticos o antibidticos que llegan a ser recalcitrantes y los cuales

pueden generan un riesgo a la salud. Dentro de los efectos de dicha

contaminacion a nivel ecosistema se encuentran la desaparicion de vegetacion y



muerte de especies acuaticas, lo que conlleva a limitar el uso de éste recurso para
riego, pesca, agricultura o consumo humano (Pefia et al. 2013), por lo que se ha
tenido la necesidad de utilizar tecnologias alternativas para el tratamiento de
aguas como complemento de las ya existentes o bien para reemplazarlas
(Adeleye et al. 2016).

Tabla 1. Caracteristicas generales de etapas en tren de tratamiento de aguas

residuales.
Etapa Pre- Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Tratamient primario secundario terciario
0
Objetivo Eliminaciébn  Eliminacion Eliminacién de Eliminacién de
de objetos de material materia sélidos en
de gran sedimentable organica suspension, materia
tamano, y/o flotante disuelta o organica residual,
arenas 'y coloidal nutrientes y
grasas patdégenos.
Operaciones  Tamizado, Decantacién Degradacion
basicas desarenado, primaria, bacteriana y Floculacion, filtracion,
desengrasa Coagulacion/ decantacion desinfeccion
do Floculacion secundaria
Tipo de Fisicos Fis,,icqs y Biolégicos Fisicqs, ,qgimicos y
proceso guimicos biolégicos.

De acuerdo con la Ley de Aguas Nacionales de México se define a las aguas
residuales como “aguas de composicion variada provenientes de descargas de
usos publico urbano, doméstico, industrial, comercial, de servicios agricola,
pecuario, de las platas de tratamiento y en general de cualquier uso, asi como la
mezcla de ellas”(Noyola et al. 2013), a partir de la definicion anterior se tiene el
registro de 212 m*/s de aguas residuales colectadas de las cuales solo fueron
tratadas 120 m®/s en 2477 plantas registradas para vertidos domésticos en México
para el afio 2016, asimismo para el caso de las aguas residuales industriales se
tuvo un registro de 214.6 m*/s de las que tan solo se trataron 70.5 m*/s en 2832
plantas auto establecidas por las industrias (CONAGUA 2016b). Aunado a lo
anterior, algunas plantas de tratamiento de aguas residuales se encuentran con
baja actividad o fuera de operacién a causa de la falta de mantenimiento o de

instalaciones apropiadas para el caudal que reciben, por lo que encontrar
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alternativas para optimizar el tren de tratamiento de aguas residuales es una de

las alternativas para alcanzar a abastecer a la poblacion del recurso hidrico.

El objetivo final de los trenes de tratamiento de aguas residuales dependera del
origen y uso que se quiere para el recurso hidrico, en la Figura 1 se muestra
algunas de las tecnologias utilizadas como tratamiento. Sin embargo, en la
mayoria de los trenes de tratamiento se busca la eliminacién de contaminantes y
bacterias por lo que existen procesos en conjunto (fisicos, quimicos y bioldgicos)

con la finalidad de cumplir con las regulaciones vigentes

Asimismo dentro de los trenes de tratamiento existen diferentes etapas en las
cuales la eliminacién de ciertos contaminantes es llevada a cabo, en la Tabla 1 se

muestra dichas etapas asi como sus caracteristicas generales.

Tabla 2. Microorganismos patdégenos presentes en aguas que no han sido

tratadas.

Organismo UFC/mL
Coliformes totales 10°-10°
Coliformes fecales 10*-10°

Streptococos fecales 10°-10*

Enterococos 10%-10°

Shigella Presente
Salmonella 10°-107
Pseudomonas aeroginosa 10%-10?
Clostridium perfringens 10'-10°
Mycobacterium tuberculosis Presente

Quistes de protozoos
Quistes de Giardia
Quistes de Cryptosporidium
Huevos de Helmintos

Virus entéricos

Numero de quistes 10'-10°
NGmero de quistes 10'-10°
Numero de quistes 10*
10"
10%-10°




En general entre los procesos utilizados en los trenes de tratamiento de agua
residual estan el cribado, coagulacion, floculacion, sedimentacion, filtracion y
desinfeccién. No obstante la filtracion por membranas se ha empleado ya que
puede separar microorganismos o particulas al pasar por un medio poroso

teniendo una remocion del 99% en el aspecto microbiolégico (Chulluncuy 2011).

Asimismo, en la Tabla 2 se enlistan los principales microorganismos patégenos
presentes en aguas residuales que no han sido tratadas asi como la concentracion
de los mismos (Cardona Gomez & Garcia Galindo 2008), siendo Pseudomonas,
Mycobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli y Salmonella las
bacterias con mayor preocupacion clinica, por ser las causantes de enfermedades
gastrointestinales (Zhang et al. 2006).

2.2 Tratamiento por membranas: Microfiltracion
Las membranas actian como barrera restringiendo o favoreciendo el paso de

alguno de los componentes del fluido al pasar por ella siendo éstas microporosas
a base de polimero en forma de tubos o fibras huecas, este tipo de membranas se
han utilizado en una etapa terciaria en el tratamiento de aguas residuales debido a
gue son capaces de eliminar una gran cantidad de contaminantes (incluyendo
patdgenos o especies idnicas), requiere un gasto de energia bajo, ademas de ser

el proceso mas competitivo a nivel econémico (Herrera 2008).

Dentro de los procesos de filtracibn por membranas podemos encontrar la
microfiltracion (MF), Ultrafiltracion (UF), Nanofiltracion (NF) y Osmosis Inversa
(O). En el caso particular de la microfiltracion, ésta es considerada como la
filtracibn con menor consumo de energia y se ha empleado principalmente en la
industria del agua potable debido a que tiene una mejor eliminacion de particulas y
microorganismos ademas de disminuir la adicion de quimicos en el tratamiento de
aguas residuales (Jacangelo et al. n.d.). Por otra parte al tener las membranas
tamanos de poro de 0.1 a 10 um permite eliminar contaminantes como particulas y
bacterias que pueden ocasionar enfermedades gastrointestinales al transmitirse

en el agua (Wang et al. 2012).



Sin embargo, la inestabilidad de la membrana por soluciones quimicas y el
ensuciamiento o “fouling” generado por microorganismos son problemas que
llegan a disminuir la eficiencia en el proceso. El ensuciamiento en la superficie o
dentro de la membrana puede disminuir la vida y selectividad de ésta generando la
reduccion de su permeabilidad, es decir que disminuye el flujo a presién constante
por lo que el proceso de filtracion se ve afectado, ademas de generar un aumento

en el costo del tratamiento.

Dicha problematica no es facilmente reversible y se genera por la distribucion de
tamano asimétrica y tamafio pequefio del poro en la superficie (Mahdi et al. 2016),
formandose de tres formas en general, restriccion de poros, bloqueo de poros y
formacion de pelicula en la superficie (biofuling), siendo éste ultimo el mas
frecuente en el tratamiento terciario de aguas residuales a causa de los nutrientes

gue contiene (Herrera 2008).

El biofouling es definido como un agregado bacteriano que se une a una superficie
y el cual esta constituido por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS) que son producidas por un conjunto de microorganismos de una o varias
especies(Melian Martel 2015) y de los cuales se han identificado concentraciones
microbiolégicas mayores de 10° UFC/cm? asimismo en la Tabla 3 se muestran los

microorganismos comunmente identificados en las membranas.

Tabla 3. Microorganismos identificados en biopelicula

Bacteria Corynebacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Arthrobacter,Flavobacterium, Aeromonas

Hongos  Penicillium, Trichoderma, Mucor, Fusarium, Aspergillus

2.3Nanotecnologia
Se conoce como nanotecnologia a la comprension, control y manipulacion de

material a nanoescala con nuevas propiedades debido al incremento en su area
superficial que permiten crear nuevos o mejoras en los materiales (Contreras et al.

2017) aplicandose en varias ramas de la ciencia como lo son la electronica, la



catdlisis, la ceramica, el almacenamiento de datos entre otros (Soleimani & Taheri
2017).

La nanotecnologia fue expuesta por primera vez en el afio de 1959, por Richard P.
Feynman en su discurso “There's Plenty of Room in the Bottom" en donde es
descrita como la idea de manipular y controlar material a nanoescala (Contreras &
Rodriguez 2017). Sin embargo, fue en el afio de 1974 que el concepto de
nanotecnologia fue utilizado por primera vez por Norio Taniguchi en el articulo
“Conceptos basicos de Nano-Tecnologia” describiéndose como la tecnologia que

utiliza materiales a escala hanométrica (Zarzycki 2014).

231 Nanoparticulas y nanocompuestos.
A las particulas que se encuentran en el rango de 1 y 100 nandmetros se les

conoce como nanoparticulas (NPs), las cuales poseen altas propiedades
mecanicas, eléctricas, térmicas, y opticas (Espafia Sanchez 2010), ademas de
tener una mayor reactividad catalitica, conductividad térmica y estabilidad quimica
gracias a su gran relacién superficie/volumen (Agarwal et al. 2017). En la
actualidad, podemos encontrar una variedad amplia de nanomateriales, como los
nanotubos de carbono, nanoarcillas, nanofibras o las nanoparticulas de titanio o

zinc. (Espafia Sanchez 2010).

Una de las caracteristicas con mayor relevancia en los materiales nanométricos es
su area superficial, ya que a mayor area superficial se tiene mayor superficie
disponible para interactuar con los materiales que se encuentren alrededor de
éste. Sin embargo, una alta superficie por unidad de volumen de nanoparticulas
puede generar también una interaccion atractiva tan fuerte entre ellas generando
aglomerados y reduciendo de esta manera sus propiedades, por lo anterior es que
se ha optado por estrategias como la modificacion superficial y la compatibilizacién
de las nanoparticulas como forma de minimizar las complicaciones mencionadas
(Zare et al. 2017).

Por otra parte, el tamafio tan pequefio de las nanoparticulas puede ser visto como
un problema ya que trae dificultades para su recuperacion y retso al poder

liberarse en el medio ambiente y ser considerados como contaminantes
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secundarios. Con la finalidad de inmovilizar las nanoparticulas, se han utilizado
nanocompuestos hibridos como soporte incluyendo perlas, fibras de vidrio, silice o

polimeros.

a) Funcionalizacién de nanoparticulas
La modificacion superficial o funcionalizacion en nanoparticulas tiene como
objetivo adaptar éstas en diversos campos con una propiedad especifica como
dispersabilidad en varios medios, compatibilidad y reactividad asegurandose la no
toxicidad en sistemas biolégicos o la alta adsorcion para la descontaminacion
(Jolivet et al. 2010). Ademas se busca minimizar la interaccion particula-particula y

mejorar la interaccion particula-matriz (Rong et al. 2006).

La funcionalizacién en nanoparticulas se ha utilizado debido a que éstas suelen
formar aglomerados con un mayor caracter hidrofilo haciéndose incompatibles con
los polimeros o con matrices hidrofébicas generando la pérdida de su actividad
fotocatalitica (por el incremento en el area superficial). Sin embargo al modificar la
superficie de las nanoparticulas con moléculas organicas se produce una
adecuada dispersion de éstas en la matriz polimérica, reduciendo la energia

superficial sin comprometer el rendimiento fotocatalitico (Alvarado et al. 2016).

b) Tipos de funcionalizacién.
La funcionalizacion se lleva a cabo a partir de un tratamiento superficial o

modificacion de las particulas que les brinde propiedades especificas para
cambiar las propiedades mecanicas, fisicas, quimicas y estructurales de la
superficie. Para realizar este proceso, se utilizan métodos fisicos y quimicos que
pueden provocar una mejor dispersabilidad de las nanoparticulas en diferentes
medios, mejores propiedades Opticas, una disminucién de sus efectos toxicos,
entre otros de acuerdo a la modificacion realizada (Soleimani & Taheri 2017).
Entre las estrategias para funcionalizar dichas particulas (Jolivet et al. 2010) se

encuentra:

¢ Injerto de grupos funcionales en la superficie
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e Formacién de una estructura ndcleo-coraza (al incorporar nanoparticulas
mediante una capa superficial).

e Dopaje en masa de nanoparticulas.

c) Agentes funcionalizantes.
La mayoria de las superficies de las nanoparticulas inorganicas (como metales y

oxidos metélicos) son polares e hidrofilicos por lo que no pueden dispersarse en
medios organicos siendo necesaria la modificacion superficial con moléculas
organicas como acidos grasos, acido flufenamico, glucosa, polimeros, tioles y
aminoécidos (Soleimani & Taheri 2017).

En el caso especifico del tratamiento superficial de nanoparticulas de TiO,, se han
empleados acidos organicos (como el acido estearico) ya que los sitios OH en la
superficie de éstas nanoparticulas pueden reaccionar con los grupos funcionales
carboxilicos (COOH) del agente funcionalizante a partir de una reaccion de
esterificacién (formando un éster y liberando una molécula de agua) provocando
una mejor dispersion en el medio organico (Jalili et al. 2016; Jafarpour et al. 2014)
debido a que la modificacion puede evitar problemas de homogeneidad y
compatibilidad entre ambas fases. Por otra parte, los grupos organicos pueden
proteger las nanoparticulas contra la aglomeracion, ademas de permitir la
interaccion deliberada de las nanoparticulas con moléculas, superficies, sélidos y

otras nanoparticulas (Neouze & Schubert 2008).

d) Efecto antibacteriano de nanoparticulas.
Factores como la temperatura, el estrés mecanico o el originado por las especies
presentes en el agua, (NaHCOs3;, NaCl, CaCO3;, MgSQO,) y el efecto germicida
directo por la irradiacion con luz UV (Marugéan et al. 2010) llegan a influenciar en el
desarrollo de los microorganismos favoreciendo la inactivacibn de estos.
Asimismo, las nanoparticulas llegan a presentar propiedades antibacterianas que
permiten la inactivacion de microorganismos, de manera especifica el TiO, ha sido
ampliamente utilizado desde el afio de 1985 donde se demostré el ataque a un
cultivo de E.coli en medios acuosos (Rodrigues-Silva et al. 2016), mientras que en
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la actualidad es aplicado en superficies de autolimpieza y purificacion de aire y
agua (Abbas et al. 2016).

El mecanismo por el cual el TiO, tiene un efecto antibacteriano es por su

capacidad para producir especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan un

estrés oxidativo (proceso que deteriora las células por la presencia de radicales

libres) en las células por el proceso UV/TiO; en un medio acuoso, siendo el radical

hidroxilo el responsable de la inactivacion de E.coli (Cantarella et al. 2016; Abbas

et al. 2016).
Tabla 4. Estudios previos de uso de nanoparticulas en tratamiento de aguas
residuales.
Medio en el
Autores Afo NPs Prueba Soporte gue se
probo
Cruz-ortiz et al. 2017 Compuestos de E.coli Reactor -
Oxido de de tanque
grafeno agitado
reducido/TiO2
(TiO2-rGO)
Sethi & Sakthivel 2016 TiO, /ZnO E.coli TiO, -
Adéan et al. 2016 TiO, E.coli Acero Agua
metanol inoxidable desionizada
poroso con
(reactor)  contaminante/
Efluente de
agua para
tratamiento
Abbas et al. 2016 Materiales E.coli - -
hibridos de
TiO,-CNT.
Xing et al. 2011 TiO; S.aureusy - PE
E.coli
van Grieken et al. 2010 TiO, en Escherichia Pared de Tratamiento en
suspension y en coli reactor agua
pared de reactor Enterococcus (tubo de desionizada y
faecalis vidrio) simulacion de

efluente de
agua residual
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La inactivacion de las bacterias esta dada segun la complejidad y densidad de su
pared celular segun Rodrigues y colaboradores (2016) quienes indicaron el
siguiente orden de sensibilidad en bacterias: E. coli> bacterias Gram-negativas
(distintas de las coliformes)> coliformes (distintos de E. coli)> Enterococcus spp. >
Otras bacterias Gram-positivas, ya que éstas Ultimas cuentan con una pared
celular gruesa gracias a sus capas de acido peptidoglicano mientras que las
bacterias Gram-negativas tiene una pared mas fina de &cido peptidoglicano,
seguida de una membrana lipidica que contiene lipopolisacéridos y lipoproteinas.
En la Tabla 4, se presentan algunos de los estudios realizados en los que se
emplearon nanoparticulas para la inactivacion de microorganismos en el
tratamiento de aguas residuales, destacandose el uso de E.coli como

microorganismo modelo.

e) Técnicas de procesado de nanocompuestos.
En general un nanocompuesto, se define como un material sélido multifasico, en el

gue por lo menos alguna de sus fases tiene una dimension nanométrica, esta
definicion hace referencia a la combinacién sdlida de una matriz y fases
nanodimensionales que difieren en las propiedades fisicas y quimicas, sin
embargo al unirse generan una sinergia de sus propiedades como las cataliticas,

Opticas y eléctricas (Petronella et al. 2017).

En la actualidad se han desarrollado diversas técnicas para el procesado de
nanocompuestos las cuales se pueden clasificar en dos métodos principales, el

método de composicidn directa y el método por sintesis in situ.

e Meétodo de composicion directa.- Se caracteriza por que las nanoparticulas
forman agregados durante la mezcla con el material que servir4 de matriz,
como ejemplo de este método se encuentran el estiraje, autoensamblaje,
extrusion, inyeccién, rotomoldeo, casting, electrospinning, electrospraying,
evaporacion-condensacion, entre otros (Huang et al. 2003).

e Meétodo por sintesis in situ.- El cual tiene tres formas de sintesis, la primera
los iones metalicos se precargan dentro de la matriz para servir como

precursores de nanopatrticulas, la segunda cuenta con monémeros huésped
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como materiales de partida y en la ultima se mezclan los precursores de
nanoparticulas con los monémeros iniciadores, algunos ejemplos de este

método son sintesis de platillas e inversion de fases (Zhao et al. 2011).

Sin embargo, de acuerdo al uso final de los materiales en ocasiones se hace
uso de la combinacién de diversas técnicas de sintesis para la elaboracion de
nanocompuestos con la finalidad de obtener distintas propiedades, como por
ejemplo el método de Casting-Evaporacion- Condensacion (CEC) el cual busca
generar peliculas delgadas con poros internos y externos para ser utilizados

como membranas en un proceso de microfiltracion.

Método Casting- Evaporacion- Condensacion (CEC)

e Casting

El método de casting se caracteriza por la produccién de laminas planas en un
rango de 10 um a 1 mm de espesor y desde su desarrollo a mediados de 1940, se
ha mejorado y utilizado en la sintesis de materiales multicapa a gran escala para
la fabricacion de materiales porosos. Este se basa principalmente en una
suspension compuesta por un polvo inorganico y un disolvente (Nishihora et al.
2017) con la finalidad de formar un objeto al verter la suspension en una superficie
abierta para completar su solidificacion por la evaporacion del disolvente. En la
actualidad existen algunas variantes en el método de casting las cuales van desde
verter el material directamente en el molde abierto, en plataformas con giro
constante (spin coating), en cinta transportadora (doctor blade) o por precipitacion

en bafio quimico (auto-ensamblaje) (Rosato et al. 2004).

Por otra parte, aun cuando el método por casting es de los mas antiguos para la
elaboracion de peliculas delgadas sigue siendo empleado por su alta calidad, en
especial si es combinado con otro método de sintesis (Krsti¢ et al. 2017). Entre las
condiciones para este método estdn que el polimero debe ser soluble en un
solvente liquido o agua, la viscosidad de la solucién formada debe ser apropiada,
se debe formar una pelicula homogénea y ser facilmente extraible del molde
(Siemann 2005).
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e Separacion de Fases Inducida: Evaporacion-Condensacion

Una de las técnicas que se han utilizado en la actualidad para la produccion de
membranas porosas es el método por separacion de fases, el cual se puede
clasificar en cuatro: la separacion de fases inducida térmicamente, inducida sin
solvente, inducida por vapor y la separacion de fase inducida por evaporacion de
solvente, en éste ultimo el polimero se disuelve en una solvente volatil y uno
menos volatil con la finalidad de generar gotas formadas por el disolvente menos
volatil y que al fusionarse aumentaran de tamafio, por tanto la solucion polimérica
se ve forzada a dividirse en dos fases con mayor o menor concentracion de
polimero para finalmente al eliminar las gotas del solvente menos volatil obtener
una estructura porosa. Entre los factores que influyen en la morfologia y tamafio
de poro se encuentran la concentracion del polimero, tipo de solvente, espesor de
la membrana, tipo y concentracién del solvente menos volatil, temperatura y
circulacién de aire (Zhao et al. 2013). Ademas de la produccion de peliculas
delgadas dicho método ha sido empleado para peliculas delgadas soportadas,

esferas huecas y fibras (Nagamine et al. 2001).

Asimismo recientemente se ha utilizado un método simple para la generacién de
peliculas macroporosas del tipo “panal de abeja” también conocido como “breath
figures” el cual utiliza la condensacion de gotas de agua para preparar peliculas
porosas. EI método se basa en evaporar una capa de solucion polimérica
extendida en una superficie plana bajo un flujo de gas humedo, el vapor de agua
se condensa sobre la superficie de enfriamiento causada por la rapida
evaporacion del solvente y las gotitas quedan atrapada en la superficie por la
tension superficial sirviendo como plantillas dinamicas, teniendo una relacion
inversa la temperatura del fluido con la tensién superficial, es decir que en una
region mas fria se presentara una tension superficial mas alta que en una region
célida (Aw et al. 2015; de Leon et al. 2013; Zhao et al. 2007; Ham et al. 2006;
Peng et al. 2004), de esta manera cuando el disolvente y las gotas de agua se han
evaporado por completo se genera una forma de panal de orificios en la superficie

del polimero solidificado (Peng et al. 2004). Este método depende principalmente
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de la humedad del aire (Wang et al. 2014), sin embargo al variar condiciones
como temperatura, concentracion del polimero o disolvente, se puede modificar el
tamafio forma y distribucidon de los poros (Aw et al. 2015; de Ledn et al. 2013).
Dicha metodologia se ha empleado en técnicas como spin coating, dip coating y
casting (Shin et al. 2018) ya que tiene la ventaja de eliminar con facilidad la

plantilla por gotas de agua al éstas evaporarse al formar la pelicula.

Por otra parte se ha introducido otro método sencillo y efectivo para generar
porosidad basado en la combinacion de la separacién de fases y la ruta de
evaporacion del disolvente en una emulsion, en donde la velocidad de la
evaporacion del disolvente es controlada variando la altura de la capa de agua del
dispositivo de evaporacién, mientras que las gotas de emulsién que contienen el
polimero y el disolvente menos volatil actian como molde para el disolvente
volatil, dichas gotas son generadas por una agitacién constante y vigorosa con un
emulsionante. Por ultimo una vez que el disolvente volatil se ha evaporado el
compuesto polimérico poroso se puede preparar con facilidad a través de la
separacion de fases inducida por la incompatibilidad del polimero y el solvente

menos volatil (Liu et al. 2014).

La sintesis de materiales porosos por emulsiones es un proceso relativamente
sencillo que permite obtener materiales con un tamafio de particula, forma y
composicién controlados, asimismo existen dos tipos de emulsiones en dos fases,
la primera agua en aceite (W/O) conocida como emulsion directa en donde la fase
dispersa es lipdfila y su fase continda hidrofilica y aceite en agua (O/W) conocida
como emulsién inversa donde la fase dispersa es hidrofilica y su fase continua es
lipdfila (Gustafsson & Holmberg 2017).

En la actualidad, no se tienen registros en donde se utilice la combinacion de las
técnicas arriba mencionadas para una mayor generacion de poros, sin embargo
como se sefialé con anterioridad el uso de varias técnicas junto con casting ha

sido uno de los puntos a investigar en la producciéon de membranas.
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2.4Membranas reactivas
Para que las nanoparticulas estén en contacto con los microorganismos un

periodo de tiempo largo y lograr un proceso oxidativo uniforme sin que se liberen
en el medio, es necesaria su incorporaciéon en las membranas (Alvarado et al.
2016). Existen varios estudios en donde se han utilizado diversos materiales como
soporte, por ejemplo esteras de vidrio, telas de carbono inorganico, vidrio, telas
sintéticas, plasticos, telas naturales, polimeros, entre otros, sin embargo una
caracteristica importante para que un material pueda ser utilizado como sustrato
radica en la buena adherencia de las nanoparticulas sobre él sin comprometer la
actividad de éstas (Singh et al. 2013).

24.1 Polimeros utilizados para membrana reactiva.
Debido al espacio de poro controlable, la quimica de superficie y la excelente

resistencia mecanica a largo plazo, los polimeros han sido uno de los soportes

mas empleados en los ultimos afios (Zhao et al. 2011).

En la Tabla 5 se enlista las caracteristicas generales que debe tener un polimero
para ser usado como soporte asi como las caracteristicas que los hacen

adecuados para utilizarse como soportes fotocatalizadores de TiO,

Tabla 5. Caracteristicas generales de los polimeros usados como soporte
fotocatalitico (Singh et al. 2013).

Caracteristicas idéneas que debe Caracteristicas que debe reunir el
reunir un soporte soporte para su uso fotocatalitico
Quimicamente inertes y Fuerte afinidad entre las NPs el soporte
mecanicamente estables. para un anclaje estable
Naturaleza hidrofobica Actividad catalitica no afectada por el
método de fijacion

Bajo costo y disponibilidad Alta superficie especifica
Alta resistencia a rayos UV. Evitar lixiviacién de NPs de la superficie

por condiciones de reaccion.

Densidades entre 0.9-2 g/cm, Fotocatalizador estable para
fotocatalizadores flotantes. operaciones a largo plazo.
Estabilidad frente a la degradacion

El polimetilmetracrilato (PMMA) es un polimero derivado del etileno que se
caracteriza por ser duro y transparente, dentro de sus caracteristicas mecanicas

17



tiene una mayor resistencia a la intemperie, transparencia y resistencia al rayado
respecto a materiales como policarbonato o poliestireno, ademas presenta una
resistencia al impacto de 10 a 20 veces mayor que el vidrio, resiste rayos
ultravioleta y es un excelente aislante térmico (Garcia 2012). En la Figura 2 se

muestra la estructura quimica de dicho polimero.

Por otra parte el PMMA ha sido seleccionado como matriz de eleccion para
aplicaciones en exteriores por su estabilidad ambiental siendo superior a otros
materiales como poliestireno y polietileno (Khanlou et al. 2015). Asimismo es
considerado como un polimero biocompatible y se ha utilizado en forma de fibras
para la evaluacion de sus propiedades mecanicas, ademas es empleado en
diferentes aplicaciones como lo son implantes dentales, suministro de farmacos

(Balen et al. 2016), o como matriz para procesos fotocataliticos.

H CH: H CH; H CH: H CH;

S S S S S

b deo i deom -om oo
l) (‘) (‘) (|)
CIH; (_“Hg C‘H4 Cng

Figura 2. Estructura quimica del polimetilmetacrilato (PMMA)

2.5Procesos de oxidacion avanzada
Se conoce como procesos de oxidacion avanzada (POA) a los procesos que

forman radicales hidroxilo (OH"), entre las principales caracteristicas de ésta
especie se encuentran el tener una corta vida, comportamiento electrofilico y no
ser selectivos (Boczkaj & Fernandes 2017). También es considerada como
altamente oxidante por tener un valor de potencial redox de 2.80 V (Rivera 2011),
siendo capaces de atacar la mayoria de las moléculas organicas con constantes
de velocidad entre las magnitudes de 10° a 10° M*s™. Dichos procesos operan a

temperatura y presiéon ambiente (Andreozzi 1999) y se basan principalmente en
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cambios fisicoquimicos que producen cambios en la estructura del contaminante
(Mufioz Bautista 2015).

Los POA ofrecen diferentes formas para la produccién de iones OH’, siendo las
especies mas reactivas al ataque de iones OH" aquellas que presentan dobles
enlaces de carbono en comparacion con moléculas saturadas. De acuerdo con
Boczkaj & Fernandes, (2017) existen cuatro mecanismos de reaccion del radical
hidroxilo: la adicién, la transferencia de atomos de hidrogeno, la transferencia de
electrones y la interaccion radical-radical, dichas reacciones se desglosan a

continuacion, donde R corresponde a compuestos organicos.
e Reaccién por captura de hidrogeno y formacién de radical organico.

OH*4+R - R+ H, (Ecuacion 1)

Formacion de peroxirradicales por la reaccién de radical organico con
oxigeno atmosférico. Los peroxirradicales formados dan lugar a reacciones
de degradacion oxidativa, pudiendo llegar a la mineralizacion completa de
la materia organica

R*+ 0, —» RO*+ CO, + Productos (Ecuacion 2)

e Mecanismo de reaccion de OH* por adicion electrofilica
OH*+ R — HOR® (Ecuacion 3)

e Mecanismo de reaccion por transferencia de electrones.
OH*+R - R*™ +OH™ (Ecuacion 4)
e Recombinacion entre radicales hidroxilo para formar peréxido de hidrogeno.

OH*®* 4+ OH* = H,0, (Ecuacion 5)

Algunos de los procesos de oxidacion avanzada mas utilizados se pueden dividir
en dos categorias principales: procesos no fotoquimicos y procesos fotoquimicos
(Mufioz Bautista 2015).

> Procesos no fotoquimicos.
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= (Ozonizacion en medio alcalino (O3/OH")

= Oxidacion electroguimica

= Ozonizacién con peroxido de hidrogeno (O3/H205)
» Procesos fotoquimicos

» Fotdlisis de agua

= Reacciones foto-Fenton (y relacionadas con ésta)

= Fotocatalisis heterogénea.

Tabla 6. Ventajas y desventajas del uso de POA(Boczkaj & Fernandes 2017).

Ventajas Desventajas
Transformacién de compuestos Costoso, al utilizar reactivos como Oz y
organicos a compuestos mas sencillos energia al aplicar UV
0acCoO, Yy H,O
No existe produccion de lodos (evita Pueden generar contaminantes
otra etapa de tratamiento) secundarios con mayor toxicidad si no

se llega a la mineralizacion.
Util para contaminantes resistentes a
otros tratamientos
Capacidad para tratar aguas con
cargas organicas muy bajas (ppb) o con
compuestos organicos disueltos
dificiles de eliminar

25.1 Fotocatalisis heterogénea
Se conoce como fotocatélisis heterogénea al proceso fundamentado en la

absorcion de energia en el rango de UV-visible-infrarrojo utilizando un material
sélido por lo general semiconductor de banda ancha que funge como
fotocatalizador (Mufioz Bautista 2015). Generalmente estos procesos hacen uso
de oxidos de metal semiconductores como catalizadores y al oxigeno como
agente oxidante (Andreozzi 1999).

Los semiconductores como los oxidos (TiO,, ZnO, ZrO,, entre otros) o sulfuros
tienen una estructura de bandas, en fotocatalisis existe la banda ocupada
conocida como banda de valencia (BV) y la banda desocupada conocida como
banda de conduccién (BC) las cuales estan separadas por una distancia

energética de bandas conocida como “band gap” (Ebg) ejemplificadas en la Figura
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3b. Para llevarse a cabo la fotocatalisis es necesario la generacion de un electron-
hueco formado a partir de que se ilumine al semiconductor con luz (hv) a una
energia mayor que la de bang gap para provocar de esta manera que un electrén
pase de la banda de valencia a la de conduccion. El funcionamiento del
semiconductor de acuerdo con Muioz Bautista (2015) se muestra en la Figura 3a,
y se basa en que éste done electrones a una especie aceptora para que se
reduzca, por otra parte los huecos generados pueden combinarse con una especie
donadora gque ha sido adsorbida para que quede en su forma oxidada siempre y
cuando las posiciones relativas de los potenciales de reduccidén de cada especie
sea adecuada, sin embargo también existe la posibilidad de que aquellos pares
gue no logran separarse y reaccionar se recombinanen (en la superficie o en el

seno de la pelicula) y la energia se disipe (Laxma et al. 2017).

a) b) Banda de conduccion

Ebg
Excitacién
(hv]

Recombinacion
superficial

Banda de valencia

~

)
J

ae
NS

H,0

Recombinacion en
volumen

OH"

Figura 3. a) Procesos fotocaliticos al absorber luz por el semiconductor. b)
Formacion de electrén-hueco al ser irradiado con luz

Uno de los principales catalizadores empleados en los procesos de fotocatalisis ha

sido el TiO, en forma de anatasa cuando es excitado con luz ultravioleta en un
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rango de longitud de onda de 300-400nm (Leguizamoén et al. 2010) debido a su
area de superficie especifica donde tienen lugar las reacciones (Szczepanik 2017).
Ademas, el TiO; tiene alta estabilidad, buen rendimiento, bajo costo, no téxico
para humanos o el medio ambiente, alta actividad catalitica, fuerte poder oxidante,
estable a la foto-corrosion y resistencia quimica (Andreozzi 1999; Singh et al.
2013). Asimismo, el uso de nanoparticulas de TiO,, se ha empleado para producir
polimeros fotodegradables con la finalidad de reducir la emision de subproductos
toxicos al ser incinerado el polimero (Zhao et al. 2011).

De manera general, el mecanismo propuesto para el TiO; al ser irradiado con una
energia mayor a su energia de banda (3.2 eV) (Szczepanik 2017; Singh et al.
2013), se muestra en las siguientes ecuaciones.
e Generacidn de pares electron-hueco
TiO, + hv - h{y + epc (Ecuacion 6)
e Formacion de radicales hidroxilo (OH") por hueco fotogenerado.
H,0 + h{y —» H* + OH® (Ecuacion 7)
e Formacioén de radical anién superoxido (057)
Oz(ads) + €gc = 03 (Ecuacion 8)
Donde:

02 (ads)= Oxigeno adsorbido.

Ademas, en las superficies de particulas de TiO, existen dos tipos de reacciones
fotoquimicas al ser expuestas a la luz UV, las reacciones redox foto-inducidas de
las sustancias adsorbidas y la conversién hidrofilica foto inducida, es decir que se
vuelve completamente afin al agua por lo que la superficie se mantendra de esta
manera durante varios dias en condiciones ambientales sin ser expuesta de nuevo
alaluz UV (Jalili et al. 2016).

Sin embargo, una de las desventajas que tiene el uso de TiO, es su bajo

rendimiento bajo irradiacion en la region visible, por lo que se ha empleado el
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dopaje con diversos iones metélicos de transicion, recubrimiento metalico,
sensibilizacion superficial y acoplamiento con un semiconductor (Szczepanik
2017).

Por otra parte, el ZnO es considerado un buen fotocatalizador gracias a su
fotosensibilidad y propiedades cataliticas, asimismo que tiene las caracteristicas
de ser de bajo costo, tener una energia de banda de 3.2 eV, gran excitacién a
temperatura ambiente y estabilidad térmica y quimica. Sin embargo, su eficiencia
puede disminuir debido a la alta relacion de combinacién de los pares electron-
hueco, su baja respuesta a la luz visible y la posibilidad de fotocorrosion
(Trandafilovi¢ et al. 2017).
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3. Justificacion

La contaminacion del agua ha ido aumentando considerablemente de manera
global en los ultimos afios, en México se tiene un registro para el 2016 de 3,517
plantas de tratamiento de aguas residuales de las cuales el caudal tratado fue de
tan solo el 61.9% de su capacidad (CONAGUA 2016a). En el tratamiento de estas
aguas se involucran diferentes etapas importantes para la eliminacion de los
contaminantes, sin embargo en el caso particular de la microfiltracion la
inestabilidad de la membrana por soluciones quimicas y el ensuciamiento de ésta
por microorganismos disminuyen su eficiencia en el proceso. Por lo anterior, se
busca elaborar una membrana polimérica modificada con nanoparticulas de TiO, y
ZnO funcionalizadas que permitan inactivar Escherichia coli a partir de la
formacion de iones OH® disminuyendo las incrustaciones en la membrana,
brindando de ésta manera una alternativa ante dicha problematica ademas de
poder obtener la degradacién de contaminantes recalcitrantes sin etapas
posteriores. Aunado a lo anterior se aportara conocimiento acerca del anclaje de
las nanoparticulas a una matriz polimérica para no ser consideradas como
contaminantes secundarios después de su utilizacién. Asimismo, se contribuird
con el conocimiento en la sintesis de membranas a partir de la unién de diversas

técnicas para la generaciéon de porosidad.
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4. Hipotesis y Objetivos.

4.1Hipotesis

Las nanoparticulas de TiO, y ZnO funcionalizadas con &cido esteérico se
anclaréan a la matriz polimérica evitando su liberacion al medio y previniendo
el ser consideradas como contaminantes secundarios, ademas a menor
grado de funcionalizacién la inactivacion de Escherichia coli sera mayor
debido a que se tendran mas sitios activos disponibles y mejor dispersion
en la matriz, disminuyendo de esta manera el biofuling en un proceso de

microfiltracion.

La membrana reactiva a base de Polimetiimetacrilato (PMMA) vy la
combinacion de nanoparticulas de TiO, y ZnO potencializara la propiedad
antibacteriana de éstas disminuyendo el ensuciamiento por Escherichia coli
en comparacion con las membranas reactivas con nanoparticulas

individualmente.
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4.2 Objetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano de membranas hibridas con diferente grado
de funcionalizacion de TiO, y ZnO para un proceso de microfiltracion,

utilizando Escherichia coli como organismo modelo.

4.30bjetivos especificos

Evaluar el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de TiO, y ZnO sin
funcionalizar a partir de pruebas de adsorcion, fotolisis y fotocatalisis.
Desarrollar la técnica de casting-evaporacion-condensaciéon para la
produccion de membranas porosas a base de polimetiimetacrilato con
nanoparticulas de TiO;, ZnO y TiO,/ZnO.

Evaluar el anclaje de las nanoparticulas sobre el soporte en un medio
acuoso utilizando la Espectrometria de emision 6ptica de plasma (ICP).
Evaluar el efecto antibacteriano de las membranas hibridas a partir de
pruebas de fotocatalisis.
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5. Materiales y Métodos

5.1Materiales
Para la elaboracion del trabajo se utilizaron dos diferentes tipos de nanoparticulas

una de TiO, Tiona Active G5 (100% anatasa, area especifica 370 m?/g), y la otra
de ZnO obtenido de un proceso fisicoquimico de molienda en via humeda
(Sunprep 100, Zincita, area especifica ND), las cuales fueron funcionalizadas con
acido estearico (Sigma-Aldrich 95%). Por otra parte, el polimero que se empled
para la elaboracion de la membrana fue el polimetiimetacrilato (PMMA, Sigma-
Aldrich, Mw~350,000), utilizandose como disolvente cloroformo (Jalmek 99.8%) y
Tween 20 (Sigma-Aldrich) como surfactante, mientras que el microorganismo
modelo fue Escherichia coli (ATCC 25922), y el colorante prueba fue azul de
metileno (BAKER ANALYZED® Reagent)

5.2Funcionalizaciéon e hidrofobicidad de nanoparticulas
La funcionalizacion de las nanoparticulas se realizo a partir de la modificacion en

la metodologia seguida por Alvarado et al.(2016) con la finalidad de disminuir el
uso de solventes clorados asi como de residuos generados. La funcionalizacion se
basé en una reaccién de esterificacion (Figura. 4) al 10% y 50% (p/p), utilizando

acido estearico como agente funcionalizante.
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Figura 4. Reaccion de esterificacion de TiO, con acido esteérico

Se coloco el acido estearico para cada reaccion junto con 10 mL de cloroformo y

se agité hasta que se homogenizd, después se agregaron las nanoparticulas
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(TiO,/Zn0) y posteriormente el disolvente se elimind por evaporacion. La muestra
se coloco en la estufa a 125°C por 16 horas para llevarse a cabo la reaccion de
esterificacion. Por ultimo se hicieron 3 lavados de 10 mL cada uno con cloroformo
con ayuda de papel filtro, a continuacién se llevé a la estufa por 2 horas a 60 °C

para eliminar residuos de cloroformo.

Después de realizarse la reaccion de esterificacion, se llevé a cabo una prueba de
hidrofobicidad que consistidé en colocar 10 mL de agua en viales junto con 100 mg
de las diferentes nanoparticulas, aplicandose agitacion y observandose la

dispersion de éstas en el medio.

5.3Elaboracion de membrana hibrida por método casting-
evaporacion-condensacion.
Se realizaron membranas poliméricas a una concentracion de 5% y 10% (p/p) sin

particulas para analizar la formacion de poros por la técnica de casting-
evaporacién-condensacion y a partir de los resultados obtenidos se realizaron las

membranas hibridas.

Las membranas hibridas se integraron a partir de la formacion de nano-
emulsiones O/W usando Tween 20 con la finalidad de generar porosidad interna,
la metodologia seguida fue disolver el polimero y dispersar las nanoparticulas (la
concentracion empleada se obtuvo a partir de los resultados obtenidos por CMI
gue se muestran en la seccion 5.5) en cloroformo (5% p/v), para posteriormente
agregarse 0.5 g de surfactante, (ya que su concentracién micelar critica (CMC) es
de 60 mg/L). Una vez alcanzada la homogeneidad en la solucién se agregaron 0.1
g de agua desionizada gota a gota con agitaciébn constante hasta que no se

observo una separacion de las fases.

Por otra parte, para el método de casting-evaporacién-condensacién, se mantuvo
una humedad de 50-60% en el sistema para hacer el vaciado en cajas Petri de 1.5
mL de la solucién previamente elaborada, se dejé evaporar el solvente en el

sistema con humedad y después se llevo a secar a 60°C por una hora.
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5.4 Caracterizacion de los materiales (nanoparticulas y membranas)
5.4.1 Dispersion Dindmica de Luz (DDL).

Para caracterizar el tamafio y distribucién de las nanoparticulas sin funcionalizar
(TC: TiO; sin funcionalizar y Zn: ZnO sin funcionalizar) se llevo a cabo el analisis a
partir de Dispersion Dinamica de Luz (DDL) en el equipo Microtrac-Zatatrac, sin
embargo ya que era necesaria su buena dispersién, se utiliz6 Trietanolamina
(TEA) como dispersante (que sirvi6 ademas para ajustar el pH entre 9-10), las
muestras se dispersaron en agua desionizada y después se dejaron sonicando por
30 min. La prueba se realiz6 con corridas de 30s segundos cada una con un

rango de medicion entre 0.8 nm y 6540 nm.

5.4.2 Difraccién de Rayos X (XRD)
El tamafio de cristal de las nanoparticulas sin funcionalizar fueron obtenidos a

partir del uso del Difractbmetro de Rayos X Bruker D8 Advance, con radiacion
monocromatica Cu Ka (A=1.5818 A) a un voltaje de 44 KeV y una corriente de 25
mA en un intervalo de 26 de 5 a 100°. El analisis de los resultados se realiz6 a

través del Software Material Analysis Using Diffraction (MAUD).

5.4.3 Espectrometria Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR)
La identificacién de la composicién organica e inorganica de las nanoparticulas

funcionalizadas (TC10: TiO, al 10%, TC50: TiO, al 50%, Zn10: ZnO al 10% y
Zn50: ZnO al 50%) y sin funcionalizar se realiz6 por Espectrometria Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR), utilizandose la modalidad de reflexién total
atenuada (ATR) en un rango de 4000 a 600 cm™ con 64 escaneos de una
resolucién de 4 cm™ con el equipo ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection-Fourier
Transform Infrared) Thermo-Nicolet, Nexus 470 FT-IR E.S.P, de acuerdo con Cao
et al.(2017).

5.4.4 Método Brunauer-Emmett-Teller (BET)
Para estimar el area especifica de las nanoparticulas funcionalizadas y sin

funcionalizar, se hizo uso del método de Brunauer-Emmett-Teller (BET) el cual dio
la informacion a partir de la medicién de las superficies disponible y dentro de las

particulas utilizando el analizador ASAP 2020 (Micrometrics).
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5.4.5 Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)
La caracterizacion de la morfologia y tamafio de las nanoparticulas

funcionalizadas y sin funcionalizar asi como de sus aglomerados se realiz6 a partir
de imagenes de Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM) obtenidas con el
equipo HR-TEM FEI Tecnai F30 (300 keV). Las nanoparticulas se dispersaron en

isopropanol y se sonicaron por 10 min.

5.4.6 Porosidad
La evaluacion de la porosidad de las membranas, se llevé a cabo a partir de la

metodologia seguida por Aslan et al. (2016) midiéndose los pesos mojados vy
secos de éstas y haciéndose uso de la Ecuacion 9. Las mediciones se hicieron por
triplicado para disminuir el error.

(mw - md)/pw

My, — Mg | Mg
Pw Pm

x 100%

porosidad (&) = [
(Ecuacion 9)

Donde:

my= Masa seca de la membrana
my= Masa humeda de la membrana
p,,= Densidad del agua (1.0 g/cm?®)

pm= Densidad del polimero en solucién (1.17 g/cm?®)

5.4.7 Angulo de contacto
Para determinar la naturaleza de la superficie de las membranas se llevaron a

cabo pruebas de angulo de contacto con el gonidémetro (Theta Lite) en donde se
utilizé agua desionizada y una aguja de cromatografo, las mediciones se tomaron
cada 12 fentosegundos por 5 segundos, se tomd un promedio y desviacion

estandar para disminuir el error (Karimi et al. 2016; Aslan et al. 2016).

5.4.8 Analisis termogravimétrico (TGA)
La pérdida de peso en funcion de la temperatura de las nanoparticulas

funcionalizadas y sin funcionalizar asi como las propiedades térmicas de las
membranas se hicieron a partir de un analisis termogravimétrico con un rango de

temperatura ambiente a 600°C con flujo de calor de 10°C/min en una atmosfera de
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nitrégeno (Espafia Sanchez 2010), utilizando el equipo TGA Thermo Cahn-Versa

Therm High Sensivity.

A partir de los datos obtenidos, se calculé la funcionalizacion real de las
nanoparticulas en porcentaje, asi como el contenido de agente funcionalizante

utilizando la siguiente ecuacién (Alvarado et al. 2016):

N 10%AMs

po 10°AMs
ms Ss MWsa (Ecuacion 10)

Donde:

ny= Contenido de agente funcionalizante (umol/m?)

ms= Masa final (g)

Ss= Area especifica (m?)

Mwsa= Peso molecular del acido estearico (267.48 g/mol)
Ams= Diferencia de peso

5.4.9 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
La caracterizacion por microscopia electronica de barrido (SEM), se realiz6 para la

dispersién de las nanoparticulas en la membrana asi como para el tamafio del
aglomerado de estas, determinandose con el equipo FEI Quanta 250 con BSD,

con las condiciones 120 Pa, 10.0 Kv a bajo vacio y recubiertas con Au.

5.5Caracterizaciéon antibacteriana de nanoparticulas
La caracterizacion antibacteriana de las nanoparticulas se realiz6 por medio de la

técnica de concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracibn minima
bactericida (CMB) solo para las muestras que no estan funcionalizadas debido a
gue uno de los requisitos para esta prueba, es que las muestras sean hidrofilicas.
En la Figura 5, se observa el esquema general de la celda para las pruebas de
CMI. El caldo Muller Hinton se coloc6 en los pozos 2-12, mientras que la bacteria

en todos los pozos.
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Figura 5. Esquema general de celda para prueba CMI

Para preparar el inéculo tanto para la prueba de CMI como CMB, se tom6 con un
asa bacterioldgica la bacteria (E.coli) y se dispersé en 10 mL de solucion salina
hasta alcanzar un valor entre 0.200 y 0.215 a una longitud de onda de 568 nm en
una prueba de colorimetria con el equipo SMART 3 colorimeter con la finalidad de
obtener una concentracién de 1x10® UFC de acuerdo con la escala de McFarland.
Después se tomé una muestra de 20 pL y se depositaron en 20 mL de solucién

buffer de fosfatos.
Controles:

e Control negativo (pozo 1). Consistié en 50 uL de la muestra (nanoparticulas
TiO2/Zn0O) y 50 uL de bacteria.

e Control positivo (pozo 12). Consistié en 50 uL de Caldo Muller Hinton y 50
uL de bacteria.

En el pozo 2 se colocaron 50 pL de muestra y 50 yL de bacteria, las diluciones de
los pozos se llevaron a partir de éste tomandose 50 pL para pasarse al pozo 3y
hacer las diluciones sucesivamente, por lo que la concentracion va disminuyendo
a la mitad en cada pozo. Las celdas se colocaron en incubacion por 24 horas a
37°C.

Para las pruebas de CMB se tomaron los resultados de las pruebas de CMI, y se
selecciond el pozo de corte en donde auln se observaba concentracion de bacteria,
sembrandose por estria en cajas con Agar Muller Hinton dos pozos arriba y uno

abajo del seleccionado y se incub6 por 24 horas a 37°C.

32



En el caso de las nanoparticulas funcionalizadas, se llevo a cabo la prueba Kirby
Bauer, para estudiar de manera cualitativa su efecto inhibitorio, primero se hizo
una siembra invasiva de la bacteria en Agar Muller Hinton y posterior a esto se
colocé la muestra en forma de polvo asegurandose que estuviera en contacto con
el agar, finalmente se dejoé en incubacién por 24 horas a 37°C. Se evaluaron las

nanoparticulas en individual asi como la combinacién entre ellas.

5.6Evaluacion de la liberacion de nanoparticulas.
La evaluacion de la liberaciéon de nanoparticulas de TiO, y ZnO de las

membranas, se realizé siguiendo la metodologia llevada por Bi et al. (2018) que
consistié en colocar en incubacion las membranas en 50 mL de agua desionizada
a dos condiciones diferentes, la primera a 100 rpm a una temperatura de 60°C, y
la segunda a 60 °C sin agitacidn con la finalidad de evaluar éstas dos variables en
la liberacion de las nanoparticulas. La evaluacion se llevo a cabo por 8 dias para

finalmente analizarse por Espectrometria de emision ¢ptica de plasma (ICP).

5.7Evaluacion fotocatalitica de nanoparticulas y membranas
5.7.1 Degradacion azul de metileno
Para la evaluacion fotocatalitica de las nanoparticulas se utilizé azul de metileno
en una concentracion inicial de 3.0 M, las pruebas se realizaron para las
nanoparticulas individuales funcionalizadas y sin funcionalizar y la combinacion
entre TiO, y ZnO funcionalizadas. La concentracion agregada de nanoparticulas
fue de 0.625 mg/mL (la mitad del valor obtenido de CMI), en el caso de la

combinacion la cantidad fue dividida entre dos para obtener el peso original.

Las nanoparticulas se mantuvieron en agitacion constante y se tomo muestra cada
20 min las primeras 3 horas, posterior a éstas se hicieron mediciones a las 5, 24,
31, 48, 55 y 72 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 14 000 rpm para
eliminar la interferencia de las nanoparticulas en la medicion. La evaluacion se
hizo por Espectrometria ultravioleta-visible a una longitud de onda de 666 nm (que
se obtuvo de un barrido de absorcion) y con el uso de la Ecuaciéon 11 (generada a

partir de la curva de calibracion).
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abs (666nm)

[Azul de metileno]:ln% (Ecuacion 11)

5.7.2 Inactivacion de E.coli.
Se utilizoé E.coli (ATCC 25922), la cual sembré en una caja Petri con Agar Muller

Hinton y se dejo6 en incubacion por 24 horas a 37°C. Por otra parte para el in6culo
se prepard una solucion 1:10, colocando 1 mL de caldo Agar Muller y 9 mL de

buffer de fosfatos.

Una vez que la bacteria crecid, se tomé con un asa bacterioldgica y se disperso en
10 mL de solucion preparada (inéculo), hasta alcanzar un valor de 0.24 a una
longitud de onda de 635 nm en una prueba de colorimetria con el equipo SMART
3 colorimeter con la finalidad de obtener una concentracién de 3x10° UFC de
acuerdo con la escala de McFarland. Para la preparacion de las cajas se tomaron
10 mL de la prueba anterior y 90 mL de buffer de fosfatos, por lo que la

concentracion final de bacterias con las que se trabajo fue de 3x10’ UFC.
e Preparacion de las muestras

Las pruebas con nanoparticulas (TC y Zn) se realizaron en cajas Petri a las cuales
se les colocaron 20 mL de la soluciéon con una concentracion de bacterias de
3x10" UFC, mientras que la concentracién de nanoparticulas fue la misma que

para el azul de metileno (0.625 mg/mL).

La evaluacién para las membranas se realizd6 por 1 cm® con nanoparticulas sin
funcionalizar (TC, Zn), funcionalizadas (TC10, TC50, Zn10) y la combinacién entre
ellas (Zn10TC10 y Zn10TC50), en tubos de ensayo con 1 mL de la solucion con

bacterias.
e Preparacion de blancos.

Se prepararon dos blancos para las pruebas con nanoparticulas con las mismas
condiciones que en la preparacion de las muestras, sin embargo uno no fue
irradiado con luz UV (blanco en oscuridad), y en el segundo las nanoparticulas no

fueron agregadas (fotdlisis).
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En el caso de las membranas, el blanco que se utiliz6 fue a partir de una

membrana de PMMA sin nanoparticulas irradiado con luz UV.
e Evaluacion fotocatalitica

Se montd el sistema fotocatalitico tanto para nanoparticulas como para
membranas de acuerdo con el utilizado por Kim y colaboradores (2003), el cual se

observa en la Figura 6.

a) Lampara UV |_ —l
b) Caja Petri a)
(muestra)
c) Agitador b)
magnético E——
c) @

Figura 6. Sistema Fotocatalitico

Una vez montado el sistema se tom6 una muestra cada 15 min por 2 horas (5
muestreos en total, incluyendo en tiempo cero) de las cuales se hicieron diluciones
en solucién salina de acuerdo a los tiempos evaluados, para el tiempo cero se hizo
una sola dilucién y siembra de 10', mientras que para los 4 tiempos restantes
fueron de 10, 10%y 1.

e Siembra en cajas Petri

De las diluciones antes mencionadas se sembraron en Agar Muller Hinton en
cajas Petri mezclandose y dejandose hasta que se solidificaran y dejandose en
incubacion a 37°C por 24 horas. La cuantificacion de colonias se realizo

transcurridas las 24 horas con ayuda de un cuenta colonias.
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6. Resultados y discusion

6.1Funcionalizacién e hidrofobicidad de nanoparticulas

Una de las formas de comprobar de manera general que la funcionalizacion de
las nanoparticulas de TiO, y ZnO se efectud, es a partir de una prueba de
hidrofobicidad como se muestra en la Figura 7, en donde podemos observar como
en el primer vial de todas las muestras (que corresponde a las nanoparticulas sin
funcionalizar) existe una buena dispersion de éstas en medio acuoso al presentar
un aspecto lechoso. Asimismo, se observa que la dispersion de las NPs disminuye
cuando el grado de funcionalizacibn aumenta, por lo que permaneceran en la

superficie del agua sin dispersarse en ella.

Figura 7. Prueba de hidrofobicidad. a) TiO, b) ZnO

La poca dispersion que presentan las muestras al ser funcionalizadas es
ocasionada por la formacién de esteres por los enlaces covalentes de los grupos
OH de las NPs con el grupo COOH del &cido estearico por lo que no pueden
formar enlaces de puentes de hidrogeno, es decir que presentan mayor
hidrofobicidad (SINORG 2016). Por otra parte para comprobar la modificacion
realizada a las nanoparticulas de manera analitica, en los siguientes apartados se
muestran los resultados de las técnicas de caracterizacion a las que se sometieron

antes y después de ser funcionalizadas.



6.2 Caracterizacion de nanoparticulas de TiO, funcionalizadas y sin
funcionalizar.

6.2.1 Dispersion Dindmica de Luz (DDL)

La técnica de dispersiéon dindmica de luz (DDL o DLS), es utlizada para
determinar la distribucion de los tamafios de aglomerados de las
nanoparticulas en una dispersion (Pimentel & Martin-martinez 2014). Esta
técnica muestra la “distribucion en volumen” (MV) que representa el centro de
gravedad de la distribucion y el cual se ve influenciado por un cambio en la
cantidad de volumen de las particulas grandes, asimismo también muestra la
“distribucion numérica” (MN) que se pondera con las particulas mas pequeias
en la distribucion, este tipo de promedio esta relacionado con la poblacion o el

conteo de particulas (Plantz 2009).

Para el caso especifico de las nanoparticulas TC, se tiene un valor de MV= 470
nm y de MN= 403 nm, por lo que se considera que para conocer el tamafo
promedio de los aglomerados puede tomarse de manera indistinta alguno de
los dos valores. Por otra parte, en la Figura 8 se muestra el gréafico de
distribucion de tamarfio para TC, en donde se tiene un indice de polidispersidad
(PDI) de 0.1130, es decir que es una muestra polidispersa con tamafo de
aglomerados entre 289-818 nm, siendo el tamafio de 486 nm el que representa

la mayor proporcion del total con un 30.54%.

Asimismo otro de los parametros que nos permite identificar la estabilidad de
las NPs en el medio es su potencial Z ya que mide la magnitud de la repulsion
0 atraccion entre las particulas, si éste valor es mayor a 61 mV o menor que -
61 mV se dice que la dispersion tiene excelente estabilidad (Plantz 2009), en el
caso particular de TC se tuvo un valor de 112.58 mv considerandose con la
clasificacion anterior, por lo que las NPs se dispersaron de manera favorable

en agua.
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Figura 8. Gréafico de distribucion de tamafio de TC.

A partir de los datos anteriores y de acuerdo con lo reportado por Baek et al.
(2017), la alta estabilidad de las particulas se ve ligada al tamafio pequefio y la
gran area superficial que éstas presentan (secciones 6.3.3 y 6.3.5), ya que le
otorgan un alto caracter hidrofilico y por lo tanto una gran afinidad entre ellas para
formar aglomerados. Ademas dicha aglomeracion y estabilidad dependeran de la
carga superficial de las NPs, asi como del pH del medio, ya que en el caso de
TiO, en condiciones alcalinas se tendra una carga negativa de las particulas,
mientras que en condiciones acidas la carga sera positiva (Haque & Muneer
2007).

6.2.2 Difraccion de Rayos X (XRD)

La Difraccién de Rayos X, es una técnica no destructiva que ha sido utilizada para
la caracterizacion estructural de los cristales en una muestra y se basa
principalmente en la interaccion de la estructura cristalina con una fuente de rayos
X.

El TiO, tiene polimorfos naturales como brookita, anatasa y rutilo, sin embargo se
conoce que la estructura de anatasa presenta una mayor actividad fotocatalitica al
contar con mas grupos OH, por lo que es capaz de oxidar y descomponer
diferentes tipos de compuestos (Kim et al. 2003). Asimismo en el caso de la

inactivacién de bacterias existen registros que han demostrado la inactivacion de
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bacterias con mayor eficiencia por la fase anatasa respecto a rutilo (Vargas &
Rodriguez-paez 2017). A partir de lo anterior, la Tabla 7 muestra los valores
obtenidos para la muestra TC en donde se observa que el 100% del cristal
corresponde a la fase anatasa teniendo un tamafio de cristal de 10.7 nm,
igualmente los valores de parametros de celda obtenidos concuerdan con algunos
estudios realizados en la sintesis de NPs deTiO, en fase anatasa por Jafarpour et
al. (2014) que reportan valores de , a =b = 3.782 A, ¢ = 9.502 A con un tamafrio de
cristal de 20 nm, ademas otros autores como Saucedo (2009) y Ouzzine (2014)
reportan un tamano de cristal en fase anatasa de 21 nm y de 7-21 nm
respectivamente. Por lo anterior se comprueba que las NPs de TiO, empleadas en
el proyecto se encuentran dentro del rango de tamafos y parametros de celda

reportados para la fase anatasa.

Tabla 7. Resultados de parametros y tamafio de cristal para TiO,.

Anatasa  Rexp (%) Tamarno de Longitud de Longitud de
(%) cristal (A) celda a celdac
100 4.637 107.460 3.798 9.521

+ 0.435 +3.591E-4 +0.001

De este modo el tener un tamafio de cristal menor de 140 A nos indica que la
estructura anatasa sera termodinAmicamente mas estable que una estructura de
rutilo (Torres-Guerra & A. 2011).

6.2.3 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La Microscopia Electronica de Transmision es una técnica que hace uso de un haz
de electrones que se transmiten e interactian con una muestra fina al pasar por
ella, ésta técnica nos permite obtener imagenes que ofrecen informacion sobre la

estructura amorfa o cristalina de la muestra.
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Figura 9. Micrografias TEM de TiO,. TC: (@) y (b); TC10: (¢c) y (d); TC50: (e) y
(f) a diferentes magnificaciones.
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En la Figura 9 se presentan las micrografias para las muestras funcionalizadas y
sin funcionalizar de TiO, observandose que a medida que el grado de
funcionalizacibn aumenta, la interaccibn particula-particula disminuye al
presentarse zonas mas claras en los aglomerados (sefialadas con naranja) o la
posibilidad de observar una sola nanoparticula, lo anterior se debe al aumento de
contenido del agente funcionalizante presente en las NPs (seccion 6.2.5) el cual
disminuye la atraccion entre ellas al presentar un caracter hidrofébico. Respecto al
tamafio y morfologia de las NPs se observa que éstas son cuasi-esféricas y el
tamafio en general se encuentra en el rango de 4.20- 7.56 nm, razén por la cual

presentan un caracter hidrofilico y una gran area superficial (seccion 6.2.5).

De igual manera la modificacién superficial de las nanoparticulas también influye
en el tamafo de aglomerado observado, ya que a medida en que el grado de
funcionalizacion aumenta el tamafio de aglomerado disminuye presentando
valores de 128.67-105.01 nm para las muestras de TC, de 178.23-74.94 nm para
TC10y de 61.62-49.31 nm para TC50.

Sin embargo como se menciondé con anterioridad (seccion 6.2.1), el rango de
tamafos de aglomerado de TC presentados de entre 289-818 nm, por lo que la
diferencia entre una y otra técnica puede deberse a la forma en como son
evaluadas las muestras, de acuerdo con lo reportado por Pimentel & Martin-
martinez (2014) quienes explican que en la técnica de DDL se evalta de forma

hidratada, por lo que el tamafio puede aumentar.

6.2.4 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier
(FT-IR)

La espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR), es una de la
técnicas que se han utilizado para caracterizar los materiales ya que permite la
identificaciébn de compuestos organicos e inorganicos a partir de la vibracion de las
moléculas (vibraciones de tension, flexion en el plano, oscilacion en el plano,
balanceo fuera del plano y torsién fuera del plano) al ser irradiadas con un haz de

luz (Pine, Hendrickson, Cram, & Hammond, 1991).
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Figura 10. Espectro de FT-IR TC, TC10 y TC50

En la Figura 10 se observan los espectros para TC, TC10 y TC50, asi mismo en la
Tabla 8 se presentan las bandas principales identificadas en cada espectro. En la
muestra TC se distingue una banda 3400-3200 cm™ que pertenece a grupos OH,
correspondientes al agua adsorbida en la superficie o a los grupos hidroxilo de la
muestra (Jafarpour et al. 2014) , por otra parte para las muestras TC10 y TC50 se
exhiben bandas similares entre ellas, distinguiéndose bandas entre 2880 y 2970
cm™ caracteristicos para los grupos funcionales metilos (CH3), metilenos (CH)
con diferentes tipos de vibracion de sus moléculas (simétrica o asimétrica),
ademéas se localizan bandas con valores de 1550-1610 cm™ para éster
(carboxilato) y de 1670-1900 cm™ para grupos carbonilos, lo que demuestra la

funcionalizacién de las nanoparticulas.

La presencia de CH3z y CH,, nos hace referencia a la cadena larga de carbonos
representativa del acido estearico, asi mismo al contar con los grupos éster y
carbonilos en general nos demuestra que la reacciéon de esterificacion se llevo a
cabo al formar parte de la composicion de las nanoparticulas funcionalizadas a

diferencia de aquellas que no se les realiz6 la esterificacion.
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Tabla 8. Bandas caracteristicas de FT-IR para espectros de TC,TC10 Y TC50

Muestra Numero de onda Tipo de vibracion Grupo Funcional
(cm™)
TC 3102 Estiramiento O-H (alcohol)
1977 Vibracién O-H ROH y fenoles
TC10 3275 Estiramiento OH (alcohol)
2919 Estiramiento CHjs (metilos)
asimétrico
2409 Estiramiento CH; (metilenos)
simétrico
1541 Vibracion C=0 Ester (carboxilato)
TC50 3276 Estiramiento OH (alcohol)
2921 Estiramiento CHjs (metilos)
asimétrico
1642 Estiramiento Grupo carbonilo
(C=0)
1540 Vibracion C=0 Ester (carboxilato)
1425 Vibracién O-H ROH y fenoles

6.2.5 Analisis Termogravimétrico (TGA) y Método Brunauer-
Emmett-Teller (BET)

En andlisis termogravimétrico es una de las técnicas que se emplea para conocer
las propiedades térmicas de los materiales ya que mide la cantidad y rapidez del
cambio en el peso de una muestra en funcién de la temperatura o del tiempo en
una atmosfera controlada, por lo tanto esta técnica puede caracterizar materiales
gue presenten perdida o ganancia de peso ocasionada por la oxidacién,
deshidratacion o descomposicion. Por otra parte el Método Brunauer-Emmett-
Teller (BET) nos permite estimar el area superficial de un material a partir de la
cantidad de gas adsorbido que fue necesario para formar una monocapa y el area
ocupada por éstas moléculas adsorbidas, los resultados para las muestras TC,

TC10y TC50 por éstas técnicas se presentan de manera resumida en la Tabla 9.

La pérdida de peso de TC, TC10 y TC50 se presenta en la Figura 11 en
complemento con la Tabla 9, donde se observa que para el caso de TC existe una
pérdida alrededor de los 100 °C de 6.65% ocasionada por la humedad adsorbida

por la nanoparticula a causa de a su gran area superficial de 272.02 m?g.
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Asimismo a una temperatura de aproximadamente 300°C se observo una pérdida
de peso de los materiales funcionalizados la cual es atribuida a la degradacion del
acido esteérico de acuerdo a la concentracion en la que se encuentra en cada

muestra.
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Figura 11. Termograma de TiO; funcionalizado y sin funcionalizar.

Por otra parte, en la muestra TC10 se observé una funcionalizacion de tan solo el
1.81% del 10% esperado con 4.18 pmol/m?* de agente funcionalizante
disminuyendo su area superficial a un 32.25 % de la inicial a razon de la reaccion
de esterificacion. Asimismo para la muestra TC50 se presentdé una
funcionalizacion real de 3.82% del 50% esperada con un contenido de agente
funcionalizante de 7.40% disminuyendo en este caso su area superficial a un
21.59%. De acuerdo con lo reportado por Alvarado et al. (2016), la razén de que
no se llevar4 a cabo la reaccion de esterificacion en su totalidad se debe al
impedimento estérico presentado por las cadenas largas de carbono del acido
estedrico que ocasionaron el impedimento para que la reaccion quimica se
realizara de forma mas répida (al ser largas cadenas de carbono pueden lentificar
la reaccién) con mas grupos OH presentes en la superficie de la nanoparticula de

TiO,, ya que como se sabe las reacciones de esterificacion se llevan bajo catélisis
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acida y en usencia de acidos fuertes, la reaccion se lleva de manera muy lenta. Es
asi que tanto el efecto estérico como la ausencia de acidos fuertes provocaron que

la reaccién de esterificacion no se llevara en la proporcion deseada.

Tabla 9. Resultados de contenido de agente funcionalizante y area
superficial especifica de TiO;

Muestra Grado de Funcionalizacion  Contenido de Area
funcionalizacion Real (%) agente superficial
tedrico. funcionalizante especifica
(umol/m?) (m2/g)
TiO, 0 - - 272.02
10 1.81 4.18 87.73
50 3.82 7.40 58.75

Sin embargo como se observé con la prueba de hidrofobicidad (seccién 6.1) aun
cuando la reaccion de esterificacion no se complet6 en los porcentajes esperados,
se presentd una buena hidrofobicidad de las particulas de TiO, al no dispersarse
en el medio acuoso y se disminuyé la interaccién particula- particula (seccién
6.2.3).

6.3Caracterizacion de nanoparticulas de ZnO funcionalizadas y sin
funcionalizar

6.3.1 Dispersion Dindmica de Luz (DDL)

El tamafio promedio de aglomerado obtenido por DDL para la muestra Zn fue de
MV= 270.6 nm y MN= 151.2 nm, que al igual que para TC ambos pueden
considerarse para reportar el tamafio de aglomerado ya que el rango de tamafnos
detectado fue de 72.30-578 nm (Figura 12) por lo que se present6 un valor de
PDI=0.460, lo que nos indic6 una muestra con mayor polidispersidad en

comparacion con TC.

Por otra parte el valor obtenido de potencial Z para Zn fue de -30.93, lo que
corresponde a una inestabilidad incipiente de acuerdo con la clasificacién
reportada por Plantz (2009), por lo que pueden formar aglomerados con mayor

facilidad al no ser estables. Existen registros Baek et al. (2017) para ZnO donde el
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potencial Z se encuentra entre valores de -15.56 mV y -2.77 mV que varian de
acuerdo al tamafo de particula, siendo el tamafio mas pequefio aquel que
presenta mejor estabilidad, es por lo anterior que al presentar la muestra Zn un
tamafio de particula de entre 20-50 nm (seccion 6.3.3) se exhibid una mayor

variabilidad de tamafio de aglomerados en comparacién con TC.
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Figura 12. Grafico de distribucion de tamafio de Zn.

6.3.2 Difraccion de Rayos X (XRD)

Se conoce que las estructuras cristalinas del ZnO son zincblenda, halita y wurtzita
siendo ésta ultima la mas estable con una estructura cristalina tipo hexagonal con
parametros de malla de a= 3.25 A y de c= 5.21 A (Rivera 2011), en base a lo
anterior y de acuerdo con los resultados obtenidos para Zn que se presentan en la
Tabla 10, se comprueba que se trabajé con un cristal con la estructura

anteriormente mencionada.

Tabla 10. Resultados de parametros y tamafio de cristal para ZnO

Wurtzita  Rexp (%) Tamaiio de Longitud de Longitud de
(%) cristal (A) celda a celdac
100 2.911 303.340 3.252 5.211

+1.433 +1.202E-4 +2.152E-4
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Respecto al tamafio de cristal para Zn se obtuvo un valor de 30.33 nm, que se
encuentra dentro de los obtenidos por varios autores (Rangel et al. 2016; Saucedo
2009) que reportan tamafos para ZnO entre 17 y 55nm, sin embargo un tamafo
de cristal menor es mas recomendable para utilizarse en procesos fotocataliticos
debido a que incrementarda la superficie del catalizador y por lo tanto los sitios
activos para la oxidacion catalitica, por lo que las NPs de ZnO con las que se

trabajo en el proyecto presentan la caracteristica anteriormente mencionada.

6.3.3 Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)

En el caso de ZnO, la caracterizacion por TEM solo se realiz6 para Zn y Zn10
debido a los resultados obtenidos por la técnica de Kirby Bauer para la inhibicion
de bacterias (seccién 6.4.2), ademas se decidié trabajar con la muestra que
presentaba un valor mas cercano a los obtenidos para TC en cuanto a la
funcionalizacién real y que no se alterard en gran medida el area superficial

(seccion 6.3.5).

La Figura 13 muestra las micrografias para Zn y Znl0 en donde se puede
observar que al ser funcionalizadas existié una disminucién en la aglomeracion de
las NPs lo que permiti6 conocer el tamafio de éstas al presentarse en una

tonalidad més clara de grises como en el caso para TC (Figura 13c).

Respecto a la morfologia (sefialadas en naranja) y tamafio de particula para ZnO
se obtuvieron NPs amorfas con un rango de tamafios de 12.28-55.88 nm, valores
gue se encuentran entre los registrados por algunos estudios realizados con ZnO
con tamafos de particula entre 12.7 y 50 nm (Baek et al. 2017; Kumaran &
Muraleedharan 2017; Rivera 2011), mientras que para el tamafio de aglomerado
para Zn los resultados fueron entre 116.78 y 206.51 nm, los cuales coinciden con
los obtenidos por la técnica DDL (seccidn 6.3.1), ademas como se presento para
las NPs de TC, existe una pequefia disminucién del tamafio de aglomerado al ser
funcionalizadas al 10% con tamafos entre 72.46 y 231.28 nm ocasionada por
reduccion en la interaccion particula-particula. Sin embargo, la disminucién tan
pequefia en los tamafios de aglomerados también puede deberse a que por su
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gran tamafio (respecto a TC) y su alto contenido de agente funcionalizante de
331.421 pmol/m? (seccién 6.3.5) ahora exista una afinidad hidrofébica entre las

NPs lo que las aglomerd nuevamente.

Figura 13. Micrografias de ZnO. Zn: (a) y (b); Zn10: (c) y (d) a diferentes
magnificaciones.

6.3.4 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier
(FT-IR)

Los espectros obtenidos por FT-IR para Zn, Zn1l0 y Zn50 se presentan en la
Figura 14 en complemento con la Tabla 11 que presenta las bandas principales

identificadas en cada muestra.

De igual manera que para el TiO,, para la muestra Zn se distinguio una banda de

3750 cm™ que pertenece a grupos OH, posiblemente por presencia de humedad
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en la muestra o por la presencia de grupos hidroxilos en la NPs y los cuales
desaparecen para Znl10 y Zn50 debido a la reaccién con los COOH del &cido
estearico. Por otra parte para las muestras Zn10 y Zn50 se exhibieron bandas
similares entre ellas, distinguiéndose bandas entre 2846 y 2920 cm™
caracteristicos para los grupos funcionales metilos (CH3), metilenos (CH;) con
diferentes tipos de vibracién de sus moléculas (simétrica o asimétrica), ademas se
localizaron bandas con valores de 1530 cm™ para éster (carboxilato) y de 1390

cm?® para grupos carbonilos, lo que demuestra la funcionalizacion de las
nanoparticulas.
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Figura 14. Espectro FT-IR Zn, Zn10y Zn50

Como se menciond para los espectros de TiO,, la presencia de CHz, CH, y C=0
nos hace referencia a la presencia del acido estearico por lo que se comprueba
gue la reaccion de esterificacion se llevo a cabo. Asimismo en la Figura 14, se
observé una mayor intensidad de las sefales en proporcion al aumento en el
grado de funcionalizacién, lo cual es comprobable de acuerdo a la funcionalizacién

real presentada en los resultados de TGA (seccion 6.3.5).
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Tabla 11. Bandas caracteristicas de FT-IR para espectros de Zn, Zn10 Y Zn50

Muestra Numero de onda Tipo de vibracion Grupo funcional
(cm™)
Zn 3750 Estiramiento OH (alcohol)
Zn10 2917 Estiramiento CHs; (metilos)
asimétrico
2846 Estiramiento CH; (metilenos)
simétrico
1538 Vibracion C=0 Ester (carboxilato)
1454 Estiramiento CHjs (metilos)
asimétrico
1396 Torsion Grupo carbonilo
(C=0)
735 Estiramiento C-H (CH2)n
en el plano
Zn50 2912 Estiramiento CHj3 (metilos)
asimétrico
2846 Estiramiento CH2 (metilenos)
simétrico
1532 Vibracién C=0 Ester (carboxilato)
1455 Estiramiento CHj3 (metilos)
asimétrico
1396 Torsion Grupo carbonilo
(C=0)
733 Estiramiento C-H (CH2)n
en el plano

6.3.5 Analisis Termogravimetrico (TGA) y Método Brunauer-
Emmett-Teller (BET)

La pérdida de peso para las nanoparticulas de ZnO funcionalizadas y sin
funcionalizar se presenta en la Figura 15 en complemento con la Tabla 12 que

ademas muestra el area especifica de Zn, Zn10 y Zn50 obtenidos por BET.

Como se observa en la Figura 15, existe una pérdida de peso después de los
300°C en Zn10 y Zn50 ocasionada por la degradacion del agente funcionalizante,
asimismo ésta pérdida es mayor para la muestra Zn50 respecto a Zn10 debido a
que presentd una funcionalizacién del 35.52% con 561.21 umol/m? a diferencia de
Znl0 que presentd 8.52% de funcionalizacibn con un contenido de agente

funcionalizante de 331.42 pmol/m® Por otra parte en comparacién con los
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resultados mostrados para TC se observé que se obtuvo en ambos casos (Zn10 y
Zn50) una funcionalizacion mas cercana a la esperada lo que se le atribuye al
tamafio mas grande de nanoparticula (12.28-55.88 nm), que ayudo a que no se

presentard el efecto estérico como con el TiO,.
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Figura 15. Termograma de ZnO funcionalizado y sin funcionalizar.

No obstante como se muestra en la Tabla 12, él area superficial especifica de Zn
fue muy pequefia al presentar un valor de 7.25 m?/g y el cual se reduce hasta un
62.23% y un 78% para Znl0 y Zn50 respectivamente, considerando dicha
disminucién aunado al acortamiento de sitios activos por el agente funcionalizante
lo que puede tener como consecuencia una baja eficiencia en la inactivacion de
microorganismos. Sin embargo, existen reportes en donde se ha empleado el ZnO
con areas de entre 32.22 - 2.29 m?/g para la inactivacién de E.coli (Baek et al.
2017).
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Tabla 12. Resultados de contenido de agente funcionalizante y area
superficial especifica de ZnO.

Muestra Grado de Funcionalizacion Contenido de Area
funcionalizacion Real (%) agente superficial
funcionalizante especifica

(umol/m?) (m2/g)

Zn0O 0 - - 7.252

10 8.522 331.421 2.739

50 35.633 561.219 1.608

6.4Efecto antibacteriano de nanoparticulas de TiO, y ZnO

Con la finalidad de evaluar efecto antibacteriano sin ningun proceso o factor que
interviniera se hicieron pruebas de las nanoparticulas de TiO, y ZnO
funcionalizadas y sin funcionalizar asi como del polimetilmetacrilato (PMMA) y de

las cuales se presentan los resultados en las siguientes secciones.

6.4.1 Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)/Concentracién
Minima Bactericida (CMB).

Entre las pruebas que se emplean para la evaluacion antibacteriana de algunos
materiales, se encuentra la prueba de concentracion minima inhibitoria (CMI) en
donde se evalla la concentracion mas baja en la cual existe inhibicién de
crecimiento del microorganismo después de su incubacién, la cual se
complementa con la prueba de concentracibn minima bactericida (CMB) que
evalla la concentracion en la que el material es capaz de destruir el 99.9% de la

muestra previamente incubada.

En la Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos de CMI y CMB para la cepa
de E.coli en las muestras TC, Zn y la combinacién entre ellas, donde se observé
gue para los resultados de CMI la concentracion en el que se inhibe el crecimiento
de la bacteria es de 1.25 mg/mL para TC y Zn siendo mas elevada a la que se ha
reportado por Noriega Trevifio (2015) de 0.5 mg/mL para compositos de plata y

TiO,, sin embargo se pudo distinguir una sinergia de los materiales al combinarse
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las NPs, pues la concentracion disminuyé a 0.31 mg/mL, es decir que se

disminuyo la concentracion hasta 4 veces respecto a las NPs individuales

Tabla 13. Resultados CMI y CMB para muestras sin funcionalizar.

E.coli
CMI CMB
Muestra Pozo Concentracion Pozo de Concentracion
de (mg/mL) corte (mg/mL)
corte sembrado

Zn 4 1.25 4 1.25

TC 4 1.25 2 5
TC+Zn 6 0.31 6 0.31

En el caso de las pruebas de CMB, se observé que de igual manera existe una
disminucién de concentracion de 2 mg/mL reportados por Noriega Trevifio (2015)
a 0.3125 mg/ mL obtenido para la muestra TC+Zn, por lo que se demostro que los
materiales tienen propiedades antibacterianas. Tanto los resultados de CMI como
CMB nos dieron un indicativo de la concentracion en la que las NPs pueden inhibir
el crecimiento de microorganismos, mas sin embargo para el objetivo de este
trabajo la concentracion que se empled fue de 0.625 mg/mL (la mitad de CMI
presentados en las NPs individuales) ya que se busca evaluar la inactivacion de

E.coli por un proceso fotocatalitico.

6.4.2 Prueba Kirby Bauer.

La prueba de Kirby Bauer se realizé principalmente para identificar la propiedad
antibacterial de las muestras funcionalizadas de una manera cualitativa, sin
embargo el experimento también se corrid para aquellas NPs sin funcionalizar

teniendo como resultado positivo solo para Zny Zn10.
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La Figura 16 muestra los halos de inhibicion generados de 0.46 mm para Zn
(Figura 16a) y de 0.36 mm para Znl10 (Figura 16b). Aunque se conoce que la
técnica de Kirby Bauer es utilizada para detectar la sensibilidad de los
microorganismos a los antimicrobianos (enfocados méas en el area de farmacos)
como sensibles o resistentes a partir de la longitud del halo generado, para las
nanoparticulas ain no existe un registro con el que pueda ser comparado. Sin
embargo basandonos en los resultados obtenidos, se pudo observar una
disminucién de longitud de halo de Znl0 a comparacion de Zn, lo que se le
atribuye a la presencia del agente funcionalizante que evita el contacto directo de
ZnO con la bacteria.

Asimismo en la Figura 16a también se muestra el triplicado de PMMA en donde no
hubo generacion de halos de inhibicion, teniendo el mismo comportamiento en la
Figura 16b para las NPs de TC y Zn50. Es por lo anterior que para la elaboracion
de las membranas y evaluacién fotocatalitica se decidié trabajar solo con Zn y

Zn10 que son las que presentaron un efecto inhibitorio desde el inicio.
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6.5Elaboracion y caracterizacion de membranas hibridas

La técnica de casting-evaporacion-condensacion es una técnica que permite la
formacion de poros en los materiales de manera interna y en la superficie de
éstos.

200 ym 0 & [ —1 L

0 det HV spot WD mag B
P10T-H (LINAN-IPICYT) LFD | 12.50 kv | 5.0 | 10.1mm | 500 x PST-H (LINAN-IPICYT)

b t D ag @B —————1 L.

LFD | 12.50 kv | 5.0 | 10.1 mm 000 x PST-H_(LINAN-IPICYT)

Figura 17. Micrografias SEM de membranas poliméricas a) 10 % (p/p) a 500x.
b) 5% (p/p) a 500x. c) 5 % (p/p) a 20 000x

En la Figura 17 se presentan las micrografias para los tratamientos al 5% y 10 %
(p/p) en la evaluacién de la técnica de casting-evaporacién-condensacién con
PMMA, en donde se pudo observar que existe una mejor formacion de poros al
5% (Figura 17b) al presentar textura en comparacion del 10 % (Figura 17a) y la
cual se pudo corroborar de mejor manera a una magnificacion de 20 000x (Figura

17c) ya que se observo el efecto de la condensacion de las gotitas de agua en la
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superficie que generaron la morfologia conocida como “panal de abeja”. Los
resultados observados para la muestra al 5% se debieron a que el aumento de la
concentracion del polimero en la solucion aceler6 el proceso de inversion de fases
que recorta el tiempo para el crecimiento de las gotitas (Zhao et al. 2007), por lo
gue a menor concentracion permitié la deposicion de las gotitas en la superficie

con un mayor tamafio.

Sin embargo, de acuerdo con lo reportado por algunos autores (Aw et al. 2015;
Wang et al. 2014; Phillip et al. 2010; Zhao et al. 2007) la evaporaciéon lenta del
solvente ocasiond la precipitacion lenta del polimero, por lo que existi6 una
pequefia concentracion de solvente teniendo menor probabilidad de formar poros
como se observa en la Figura 17c. Aunado a lo anterior, se considera que una
evaporacion rapida del solvente es llevada a partir de los 5 min, no obstante las
muestras se dejaron en un ambiente humedo por 5 horas, por lo que al
presentarse una evaporacion lenta se observd una formacion de gotitas de

aproximadamente 26 nm.

En las siguientes secciones se presentan los resultados obtenidos para la
caracterizacion de las membranas hibridas con TiO; y la combinacion TiO, y ZnO,
ya que para las muestras de ZnO se espera un comportamiento similar a TiO, de
acuerdo a los resultados obtenidos en la caracterizacion previa de las NPs.

6.5.1 Porosidad

La porosidad en volumen, es definida como la fraccion de volumen total de la
membrana que esta ocupada por los poros o huecos presentes(Herrera 2008), por
lo que de acuerdo con la finalidad del proyecto nos permitid6 caracterizar el
porcentaje de porosidad que tienen las membranas y por lo tanto su posible

aplicacion.

La Tabla 14, muestra los porcentajes de porosidad obtenidos para las membranas
hibridas, en donde se observd que se tiene una porosidad en volumen entre

73.02% y 82.82%, razon por la cual son consideradas para aplicarse en
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microfiltracion al tener un alto porcentaje de poros, haciendo posible de esta
manera el paso de flujo sobre ella. Asimismo, se dedujo que al presentar valores
similares entre todas las membranas la presencia de nanoparticulas en la
membrana no modifica su porosidad, y ésta solo se ve influenciada por la técnica
de CEC.

HV spot WD mag (3 40 pm
10.00kV | 5.5 | 9.7 mm | 2 500 x Zn10TC10-1 (LINAN-IPICYT)

Figura 18. Micrografia SEM con poros en membrana hibrida.

Por otra parte por la técnica de porosidad en volumen no es posible obtener el
tamafio de poros internos de la membrana, por lo que se complementaron los
resultados obtenidos con micrografias en SEM. La Figura 18 muestra resaltado en
rojo algunos de los poros generados internamente teniendo un tamafio
aproximado de 42 nm, siendo menor al esperado para un proceso de
microfiltracion, sin embargo al presentar dicho tamafio se asegura la separacion
de los contaminantes por exclusion de tamafo ademas de poder inactivar
microorganismos Yy virus que sean retenidos en este rango considerado como de

ultrafiltracion.
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Tabla 14. Resultados de porcentaje de porosidad para las membranas de

TiO,, ZnO y la combinaciéon TiO,/ZnO

Muestra Porosidad (%)
TC 82.80+6.99
TC10 73.01+13.11
81.62+1.869
Zn10TC10 76.72+9.82
Zn10TC50 82.82+ 3.65

6.5.2 Angulo de contacto

El angulo de contacto es una propiedad de los materiales que nos permite conocer

su tendencia a la hidrofobicidad asi como la interaccion de una fase sélida con una

liquida(Neira & Cafias 2007). En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos
para las membranas de PMMA (P5), PMMA con TiO; y la combinacién PMMA con

TiO2 y ZnO, donde se observé que en todos los casos se tienen membranas con

una tendencia hidrofilica al presentar valores menores de 90°, por lo que se estimé

gue la propiedad hidrofébica del polimero fue modificada en primer lugar por la

alta presencia de poros (seccion 6.5.1) al observar una disminucién del angulo de

contacto al transcurrir los 5 segundos de la prueba(valor inicial y final en la Tabla

15), lo que demostré el paso de agua a través de la membrana y que también se

pudo observar en la Figura 19 para cada una de las membranas.

Tabla 15. Resultados de angulo de contacto para membranas.

Muestra Angulo de contacto
Inicial Final Promedio
P5 23.66 5.69 14.86+0.76
TC 23.57 7.26 8.88 +3.13
TC10 45.34 14.42 22.95+8.04
Zn10TC10 32.79 14.54 14.87 + 4.46
Zn10TC50 21.5 15.2 9.79 + 4,97

Aunado a lo anterior, también se le atribuy6 la disminucién de la hidrofobicidad de

la membrana a la presencia de NPs en la superficie de ésta (Figura 21), que como

se observo para la muestra TC es la que menor angulo present6 atribuido a que
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es aquella que presenta 5.73% de contenido de NPs de TiO; (seccién 6.5.3) con la
probabilidad de que éstas se encuentren en la superficie de la membrana e
incrementen su propiedad hidrofilica, de manera contraria la muestra que presento
mayor angulo de contacto es TC10 y lo cual se le atribuyé a la presencia del
agente funcionalizante en su superficie que la convirti6 en parcialmente
hidrofobica. Por otra parte, para las membranas con NPs combinadas se observo
gue a mayor grado de funcionalizacion el angulo de contacto disminuye, ya que
existe una interacciéon entre las NPs (Figura 22) ocasionada por el agente
funcionalizante, por lo que éste no intervino en la hidrofobicidad como en la

muestra TC.
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Figura 19. Imagenes de angulo de contacto. a) P5, b) TC, ¢) TC10 d)
Zn10TC50y e) Zn10TC50

Sin embargo como se conoce cuando el soporte presenta propiedades
hidrofébicas asegura el contacto con contaminantes organicos, caso contrario con
los microorganismos en el que se es necesario propiedades hidrofilicas, por lo
anterior al contar con una membrana que presenté ambas propiedades (debido a
gue su tendencia hidrofilica esta dada por las NPs y alta porosidad) es una ventaja
en el tratamiento de aguas residuales al poder degradar contaminantes organicos

e inactivar microorganismos sin que sea necesario otro tipo de tratamientos.
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6.5.3 Analisis Termogravimétrico (TGA)

La caracterizacion de las membranas respecto a su estabilidad y contenido de
nanoparticulas se llevd a cabo a través del andlisis termogravimétrico,
mostrandose los resultados en la Figura 20 en donde se pudo observar la
gasificacion del material (PMMA) alrededor de los 400 °C, asimismo se observé
gue en las membranas TC10 (Figura 20a) y la combinacién Zn10TC10(Figura 20b)
se incrementd su estabilidad en comparacién con el PMMA sin nanoparticulas
debido a que éstas quedaron atrapadas entre las cadenas poliméricas por lo que
interfieren en la degradacion del polimero, esto de acuerdo con lo reportado por
Espafia Sanchez (2010). Por otra parte para las muestras TC y Zn1l0TC50 se
observo que existe una disminucion de la estabilidad de la membrana al presentar
una pérdida a partir de los 250 °C, para TC causada debido a que no presentd
modificacion por lo que el agente funcionalizante no intervino como ayuda en la

incorporacion de las NPs en las cadenas poliméricas.
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Figura 20. Termograma de membranas a) Nanoparticulas de TiO; b)
Combinacion TiO,/ZnO

Por otra parte, a partir de los termogramas obtenidos, fue posible conocer el
porcentaje de nanoparticulas presentes en la matriz polimérica haciendo la
comparacion con el polimero sencillo, en la Tabla 16 se muestran dichos

porcentajes en donde se observo que todas cuentan con un 5% aproximadamente
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de NPs, por lo que se puede comprobar que la técnica para la incorporacion de

éstas a la matriz se llevé de manera homogénea para todas las membranas.

Tabla 16. Porcentaje de nanoparticulas en la membrana.

Muestra Nanoparticulas
(%)
TC 5.736
TC10 4971
Zn10TC10 4.78
Zn10TC50 4.854

6.5.4 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM), es una de las técnicas que se han
utilizado en la caracterizacion de materiales ya que permite conocer su morfologia
al utilizar un haz de electrones para formar una imagen ampliada de la superficie
de un objeto, sin embrago en éste caso la técnica fue empleada con la finalidad de

observar la mejora en la dispersion de las NPs sobre la matriz polimérica.

En la Figura 21 se presentan las micrografias de las membranas de TC (Figura
21a), TC10 (Figura 21b), Zn10TC10 (Figura 21c) y ZnTC50 (Figura 21d), en donde
se observd que en las membranas con nanoparticulas sin funcionalizar, no se
presentd una buena dispersion de éstas en la matriz al no observarse una
distribucion homogénea en toda la superficie como en el caso de TC10, ademas
de presentar tamafio de aglomerados de 1.230 um-537.6 nm. Mientras que la
membrana TC10 presentd tamafio de aglomerados de 664.3-426.6 nm, es decir
gue la funcionalizacion permitid que éstas se dispersaran en la matriz y formaran

aglomerados de menor tamafio en comparacion con las que no se modificaron.
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Figura 21. Micrografia de membrana. a) TC, b) TC10, ¢) Zn10TC10y d)
Zn10TC50

De igual manera en las membranas con NPs combinadas se observé una mejor
dispersion que para TC y TC10, sin embargo la membrana Zn10TC50 present6
tamafio de aglomerados de 1.38 um-358.4 nm en comparacién con la membrana
Zn10TC10 con tamafos de 635-228.9nm.

Por otra parte en la Figura 22, se muestra uno de los aglomerados en la
membrana Zn1l0TC50 en donde se pudo apreciar la uniébn de ambas
nanoparticulas, esto se debio a la afinidad del agente funcionalizante permitiendo
gue las NPs se mezclen proporcionando de esta manera una mayor area
superficial expuesta de las nanoparticulas de TiO,. Ademas se pudo observar que
existe mayor presencia de ZnO de acuerdo con el EDS de la muestra, razén por la
cual el tamafio del aglomerado incremento al presentar mayor tamafio las

nanoparticulas de ZnO (seccion 6.3.3).
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Figura 22. Aglomerado de nanoparticulas en membrana

6.6Evaluacion de la liberacion de nanoparticulas.

La evaluacion de la liberacion de NPs se hizo a partir de la técnica de
Espectrometria de emision Optica de plasma (ICP) ya que se ha utilizado para el
analisis de diversos elementos de manera simultanea en concentraciones muy
bajas, pudiéndose detectar en el rango de partes por millén (ppm) o partes por
billén (ppb). En la Tabla 17 se presentan los porcentajes de liberacion de titanio y

zinc en las diferentes membranas evaluadas.

La concentracion inicial para la evaluacion de membranas fue de 230 ppm para
aquellas con nanoparticulas individuales (TC, TC10, Zn y Zn10), mientras que
para la combinacion se estimé que para cada tipo de nanoparticula (TiO, o ZnO)
fue de 114.96 ppm.

A partir de los porcentajes presentados, se pudo observar que ninguna de las
membranas en individual o en combinacion con TiO, presenté una liberacion
mayor al 1% lo que indico que la funcionalizacibn ayudo a que éstas se

mantuvieran ancladas al polimero. En el caso de la muestra TC que no tuvo
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modificacion se atribuyé que su anclaje se vio influenciado por su tamafo tan
pequeiio permitiéndole quedar entrelazadas con las cadenas poliméricas por lo
gue no se liberaron. Asimismo, para el caso de ZnO se present6 una liberaciéon de
0.24-7.62% aun cuando el grado de funcionalizacién de éstas NPs fue mayor que
en TiO,, sin embargo debido al gran tamafio de aglomerado de ZnO la liberacién

de alguno de ellos pudo generar una mayor concentracion detectada.

Tabla 17. Porcentaje de liberacién de nanoparticulas en membranas.
Liberacion (%)

Muestra Con agitacion Sin agitacién
Elementos

Ti Zn Ti Zn
Blanco 0 0 0 0
TC 0.008 0 0 0
TC10 0.008 0 0 0
Zn 0 3.16 0 0.93
Zn10 0 1.55 0 0.24
Zn10TC10 0.008 0.68 0.008 0.82
Zn10TC50 0.09 5.44 0.060 7.62

Por otra parte, la agitacion también fue un factor importante en la libracién de
nanoparticulas, se observé que en la mayoria de las membranas el porcentaje de
liberacion de TiO, o ZnO aumento respecto aquellas que no tuvieron agitacion, a
excepcion de Zn10TC50 en donde para ambas NPs el porcentaje de liberacién fue
mayor sin agitacion. Lo anterior gracias a que a 60°C existi6 una pequefa
relajacion de las cadenas poliméricas que en conjunto con el movimiento
impulsaron a los aglomerados a unirse al polimero, a diferencia de aquellas donde
no se tuvo agitaciéon y la relajacién de las cadenas poliméricas solo facilitaron la
liberacién de los aglomerados.

Sin embargo, de manera general la liberacion de NPs en las membranas fue
menor del 10% del total agregadas en un inicio, por lo que la funcionalizacion con

acido estearico asi como el tamafio de particula beneficiaron su anclaje en el
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polimero, permitiendo de igual manera dejar mas del 90% de NPs disponibles para

realizar el proceso de fotocatdlisis para inactivar E.coli o degradar contaminantes

6.7Evaluacion fotocatalitica de nanoparticulas y membranas.

Antes de llevarse a cabo la evaluacion de las membranas para la inactivacién de
E.coli, se realiz6 una prueba con azul de metileno (AM) con la finalidad de
asegurar la actividad fotocatalitica de las NPs. Ambas pruebas se presentan en las

siguientes secciones en donde se normalizaron los resultados
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Figura 23. Influencia en proceso fotocatalitico. a) Con tapa y b) Sin tapa

En la Figura 23, se muestran los resultados obtenidos de la prueba fotocatalitica
montada para identificar la interferencia ocasionada por la presencia de la tapa de
la caja Petri en la evaluacion antibacteriana de NPs, ya que como se sabe, si bien
el polietileno puede permitir el paso de la luz UV, la degradacion del material en el
tiempo expuesto puede interferir en el proceso. De esta manera se obtuvo que
existe una diferencia del 8.29% cuando se tiene la tapa favoreciendo al proceso
fotocatalitico, sin embargo a partir de las 3 horas de evaluacion se observé una
degradacion del material al perder su propiedad de transparencia y luciendo un
aspecto de un amarillo mas opaco, lo que puede interferir en la evaluacion

después de éste tiempo.
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Por lo anterior, se decidi6 realizar las pruebas fotocataliticas con AM sin la
presencia de la tapa, mientras que para la evaluacion con E.coli se utilizo la tapa
con la finalidad de no perder la esterilidad del sistema y poder tener un mejor
control en las mediciones, ya que la evaluacién en este caso solo se realizé por 3

horas.

6.7.1 Degradacion de azul de metileno

Para evaluar la actividad fotocatalitica de las NPs se ha utilizado colorantes como
el azul de metileno o naranja de metilo (Kumaran & Muraleedharan 2017), ya que
aungue la luz UV puede transformar algunos compuestos organicos, ésta no es

efectiva para otros que no son fotosensibles (Warsinger et al. 2018).
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Figura 24. Evaluacién fotocatalitica parala degradacion de AM por NPs. a)
Sin funcionalizar y b) Funcionalizadas

Asimismo, antes de llevarse la prueba fotocatalitica se evalué que no existiera la
adsorcién del colorante por las NPs para asegurar que la disminucion de la
concentracion fue provocada por la fotocatdlisis, por lo que las NPs se dejaron por
72 h en oscuridad (sin presencia de luz UV) y en contacto con el colorante.
Después del tiempo mencionado la concentracion del colorante se mantuvo
constante, por lo que se concluyé que no existe una interaccion entre los

materiales que pueda interferir en la evaluacion.
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La Figura 24 muestra los resultados obtenidos para las nanoparticulas sin
funcionalizar (Figura 24a) y funcionalizadas (Figura 24b) en individual asi como la
combinacion entre ellas, donde se observé que en el caso de las primeras la que
muestra mejor actividad fotocatalitica es TC que desde los 20 min presenté una
disminucién en la concentracion de AM degradandolo por completo después de 7
h, seguida por la combinacion TCZn que presenté una degradacion a partir de 5.3
h para degradarse completamente después de 31 h y por ultimo Zn que se activl
en un tiempo de 4 horas, sin embargo la degradacion completa de AM es mas
lenta al presentarse hasta un tiempo de 72 h esto se debe ya que la eficacia
fotocatalitica con ZnO se vio frenada por la alta relacion de recombinacion de los
pares de electrones y huecos fotoinducidos asi como a la posible fotocorrosion
(Trandafilovi¢ et al. 2017). A partir de lo anterior se pudo observar que existe una
sinergia de los materiales al disminuir el tiempo en el que el AM se degrado
completamente en comparaciéon con las NPs de ZnO individual, ya que la
presencia de ambos materiales aumento la eficiencia de ZnO, asi mismo como se
observé en las pruebas de CMI y CMB el ZnO beneficio al TiO, al unir sus

propiedades antibacterianas e inactivacion al sistema.

Por otra parte, para las NPs funcionalizadas se observo que en todas las muestras
se presentd una disminucion de la concentracién de AM a partir de los 20 min, sin
embargo son las muestras Znl10TC10 y Znl10TC50 las que presentaron una
degradacion total del colorante a las 24 h, siendo Zn10TC10 la mas efectiva ya
gue a las 7 horas degrado el 63.46% mientras que Zn10TC50 tan solo el 37.53%.
De acuerdo con estudios realizados (Kumaran & Muraleedharan 2017), se
comprueba que el ZnO en unidn con otros materiales presentan mejores
propiedades fotocataliticas que de manera individual. Por otra parte también se
pudo observar que para las NPs individuales existi6 una disminucion en su
actividad fotocatalitica del 10.64%(TC10) y 20.4% (TC50) para TiO, y 4.44% para
ZnO respecto aquellas NPs sin modificacion ocasionada por la baja de sitios

activos causada por la reaccion de esterificacion.
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La degradacion de AM se llevé a partir de la reaccion fotocatalitica en el medio
acuoso en donde los huecos generados fueron usados por el agua para la
produccion del radical OH* mientras que los electrones generaron el superoéxido,
siendo ambas especies las responsables de la oxidacion del colorante (Kumaran &
Muraleedharan 2017) a partir de la N-desmetilacion del azul de metileno haciendo
gue el color se vuelva méas débil al degradarse sus grupos metilos y produciendo
un desplazamiento hipocrémico para finalmente tener especies como H,0, CO, y

otras moléculas inorganicas (Dariani et al. 2016).

6.7.2 Inactivacion de E.coli

Entre los indicadores de contaminacion fecal mas utilizados, se encuentra la
bacteria Escherichia coli (E.coli) que pertenece a la familia Enterobacteriaceae y
se caracteriza por ser una bacteria Gram negativa y anaerobia facultativa, la cual
es de las méas abundantes y se tiene un registro de excreta diaria entre 10° y 10°

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de heces.

En la Figura 25 se presentan los resultados obtenidos para el andlisis de
adsorcion, fotdlisis y fotocatélisis de las NPs de TiO, (Figura 25a) y ZnO (Figura
25b) en donde se observé que para ambas nanoparticulas se tiene el mismo
comportamiento tanto por adsorcion como por fotolisis al no existir una
inactivacion de la bacteria y mantener de manera constante la concentracion de
bacterias iniciales. Lo anterior fue originado por el efecto bactericida que la
lampara de UV genera para el caso de la fotolisis en un tiempo de evaluacion de
1.45 h, mientras que en la prueba de adsorcion para las NPs de TiO, se sugiere
gue presentd un efecto antibacteriano por los posibles mecanismos que implican
la interaccion de los nanomateriales con las macromoléculas biolégicas, ya que se
piensa que los microorganismos tienen una carga negativa mientras que los
oxidos metdlicos tienen una carga positiva creandose de esta manera una
atraccion electromagnética entre ellos, por lo que al estar en contacto el
microorganismos se oxida y muere(Xing et al. 2012). Aunado a lo anterior se

sugiere que la inactivacion de E.coli por las NPs de ZnO se atribuyé a la disolucién
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de ZnO, teniendo la presencia del ion Zn?** que tiene la caracteristica de afectar el
trasporte activo y metabolismo de los aminoacidos de la bacteria siendo capaz de
reducir el crecimiento celular de 107 a 10° (Sethi & Sakthivel 2017), por lo que no
es capaz de inactivar totalmente a la bacteria E. coli, pero pudo contribuir en la
disminucién de ésta. Aunado a lo anterior también se puede atribuir su inactivaciéon
por el dafio en la membrana celular que podria provocar la penetracion celular y
dafo al ADN (Baek et al. 2017).

Por otra parte para la prueba de fotocatalisis en ambas nanoparticulas se presento
el mismo comportamiento observandose que existi® un aumento en la
concentracion de células iniciales que van desde 10’ hasta 10° para TiO, y 10°
para ZnO. Dicho aumento fue ocasionado por la alta aglomeracién de las NPs que
provocé que la concentracion agregada de éstas no generaran los suficientes
radicales hidroxilo para dafiar la membrana bacteriana (Cantarella et al. 2016).
Aunado a lo anterior, el contar con las condiciones aptas para su desarrollo como
lo son los nutrientes y temperatura (ocasionada por la lampara) fueron factores
que pudieron provocar el aumento celular. Igualmente la diferencia que existe
entre ambas NPs fue ocasionada por la propiedad antibacteriana que se mencioné
antes de ZnO.
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Figura 25. Evaluacién de NPs para inactivacién de E.coli por adsorcion,
fotolisis y fotocatalisis. a) TiO, y b) ZnO
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La evaluacion fotocatalitica de las membranas se presenta en la Figura 26 donde
se muestra que al igual que con las NPs sin funcionalizar existi6 un aumento en la
concentracién de células iniciales para TC de 4.4x10° hasta 7.5x10°, mientras que
para Zn fue de 8.1x10" hasta 4.1x10%, por lo que de esta manera se comprobé que
la concentracibn de NPs agregadas asi como la aglomeracion entre ellas
disminuyeron la eficiencia en un proceso fotocatalitico para inactivar E.coli al ser
menor la generacion de OH® respecto a la cinética de crecimiento de las bacterias.
Lo anterior también se complementé con los resultados obtenidos para las
muestras TC10 y Zn10 en donde se observé que al disminuir la interaccion
particula-particula de las NPs se incrementé la posibilidad de que los sitios activos
generaran un mayor numero de radicales hidroxilo que atacaron a las bacterias de

E.coli y por lo tanto las inactivé deteniendo su crecimiento.

De igual manera se observo que en la membrana TC10 el inicio de la inactivacion
se presentd a partir de los 15 min con el 12.12% de bacterias inactivadas,
mientras que para Znl0 la inactivacién inici6 a los 45 min con el 5.1%, sin
embargo en ambas NPs la muerte celular se completé a los 105 min, por otra
parte para las membranas combinadas (Figura 25c) en este mismo tiempo de
evaluacion solo existio una inactivacion completa en la membrana Zn10TC50, en
cuanto para Zn10TC10 se obtuvo tan solo el 47% en 105 min. Como se menciono
antes la inactivacion de E.coli por el proceso fotocatalitico fue ocasionado por las
especies de oxigeno reactivo (ROS) como lo son el peroxido de hidrogeno, el
radical hidroxilo y los aniones superéxido generados una vez que fueron irradiadas
las NPs que promovieron la peroxidacién de los componentes de los fosfolipidos
poliinsaturados de los lipidos en los microorganismos (Xing et al. 2012). Asimismo,
la inactivacién de E.coli se volvié mas lenta debido a la competencia por los ROS
entre las células activas y los materiales celulares intermediarios provocados por

el proceso de fotocatalisis (Warsinger et al. 2018).

70



810° 4
x10°
Bx10° o
GMOS—-

10”

UFC/mL

3x10° 1
2x10° 4

15010°

a)

UFC/mL

—o— PMMA
—e—TC
—o—TC10

T T T T T
20 40 60

Tiempo (min)

UFC/mL

80

1 2x10°
1.0%10°
80107
6 0x107
400107
2.0x107

3x10°

2x10°

1%10°

T
100

—8— PMMA
—e— Zn10TC10
—8—Zn10TC50

710" 4

6x10°

5x10°

4x10° o

3x10°

210"

Tiempo (min)

T T T
20 40

T T T T T
60 80 100

Tiempo (min)

Figura 26. Evaluacion de membranas para la inactivacidon de E.coli a) TiO, b)
ZnOy c¢) combinacién

La inactivacion completa de E.coli por la membrana Zn10TC50 brindé una ventaja

frente a otros materiales reportados como por ejemplo los nanotubos de TiO,

incorporados en PMMA de los que se obtuvo un 85% de inactivacion de E.coli a

una concentracion de NPs mayor a la empleada en la membrana (Cantarella et al.

2016).
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7. Conclusiones.

La funcionalizacion de las nanoparticulas con acido esteéarico disminuyo su
dispersion en el medio acuoso debido a que éstas se volvieron mas
hidrofébicas con un grado de funcionalizacion de 1.8% y 3.8% (p/p) para
TiO, y de 85 % (p/p) para ZnO, asi mismo el agente funcionalizante
permitié disminuir la interaccién particula-particula haciendo que el tamafio
de aglomerado disminuyera, ademas de provocar la separacion entre las
nanoparticulas dejando expuestos mayor nimero de sitios activos para la

generacion del radical OH".

El tamafio de nanoparticula asi como la funcionalizacion con acido
estedrico fueron factores que favorecieron a que éstas se mantuvieran
ancladas a la matriz al presentar menos del 10% de liberacion en el medio,
siendo las NPs de TiO, las que presentaron mejor anclaje en individual o

combinacion al presentar menos del 1% de liberaciéon

En las membranas con las nanoparticulas funcionalizadas de TiO; y ZnO
(en individual o en combinacién) se potencializé la inactivacion de E.coli en
comparacion con las membranas con nanoparticulas sin funcionalizar,
presentando una inactivacion de bacterias al 100% a diferencia de otros

materiales.

La técnica de CEC permiti6 generar membranas con porosidades en
volumen de entre 73.02%-82.82% con tamafios de poros de
aproximadamente 42 nm, asegurando de ésta manera la separacion de los
contaminantes como bacterias o particulas por exclusion de tamafo.
Ademas se logré obtener un tamafo de poro para ser considerado en la
clasificacion de ultrafiltracién, teniendo la posibilidad de poder separar virus

ademas de los contaminantes antes mencionados.
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e La union de la técnica de CEC con las nanoparticulas asi como la
naturaleza del PMMA, le brindo a la membrana propiedades hidrofilicas e
hidrofobicas, permitiendo la inactivacion de E.coli y una ventaja en el

tratamiento de aguas residuales.
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8. Perspectivas.

Para poder comprender de mejor manera la inactivacion de E.coli por procesos

fotocataliticos se sugieren las siguientes alternativas para trabajos futuros:

e Realizar la evaluacion por adsorcién, fotolisis y fotocatalisis para
nanoparticulas funcionalizadas para observar el comportamiento cuando se
disminuye la interaccion particula- particula.

e Identificar especificamente las especies que generan la inactivacion de
E.coli en el sistema, con la finalidad de comprobar que en el sistema no
intervienen otros factores como liberacion de iones, pH o salinidad del
medio.

e Realizar la evaluacién con diferentes microorganismos que presenten una
mayor resistencia, ademas de evaluar el proceso en un sistema real con el
fin de conocer el comportamiento de la membrana en diferentes
condiciones y tiempo evaluado.

e Identificar el mecanismo de inactivacién ocasionado por las ROS en los
microorganismos.

e Evaluar el tiempo de inactivacion de las nanoparticulas con la finalidad de
evaluar el tiempo en el que el proceso fotocatalitico puede llevarse a cabo,

ademas de identificar los ciclos de vida que puede tener la membrana.
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