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RESUMEN

La creciente necesidad de preservar el medio ambiente ha conducido a los cientificos de
todo el mundo a desarrollar nuevos métodos que aprovechen la energia solar con la finalidad
de eliminar de manera eficiente la mayor cantidad de compuestos que alteran la estabilidad
de nuestros recursos, entre los cuales destaca el agua. A su vez, la creciente aparicion de
resistencia en los microorganismos contra agentes antibacteriales ha impulsado el desarrollo
de nuevos materiales efectivos para el tratamiento de eliminacion de dichos microorganis-
mos. Un problema derivado de este fenémeno es el relacionado con la calidad del agua y las
enfermedades que provoca debido a la presencia de bacterias y parésitos. Recientemente, los
procesos de oxidacion avanzada (POA’s) se han investigado como un tratamiento efectivo
para limpiar contaminantes de los cuerpos de agua. Los POA’s se definen como procesos que
implican la generacion de radicales libres como el hidroxilo ( OH®) con un alto potencial
de oxidaciéon. Estos radicales son capaces de oxidar compuestos organicos. En el caso de
microorganismos, estos atacan la bicapa de lipidos que conforma la pared celular externa,
generando reacciones de peroxidacion lipidica que puede ser letal para el microorganismo.
Entre los POA’s se encuentra la fotocatélisis heterogénea, que implica la absorcion de luz
por un catalizador (semiconductor). Durante el proceso de fotocatalisis, ocurren reacciones
de 6xido-reducciéon que pueden degradar compuestos organicos y reducir iones inorganicos.

En este trabajo, se usaron fotocatalizadores de éxido de bismuto (BixO3) y oxido de zinc
(ZnO) en peliculas delgadas para conocer su efecto antibacterial en la bacteria E. coli. Los
materiales se caracterizaron después de su sintesis y se encontr6 que los depositos de BisO3
presentan una fase beta con estructura tetragonal y un ancho de banda prohibida de 2.42
eV. Los depositos de ZnO presentaron una estructura hexagonal tipo wurtzita y un ancho
de banda prohibida de 3.19 eV; esto nos garantiza que los materiales pueden trabajar en la
region del visible y ultravioleta des espectro solar, respectivamente. El estudio de las propie-
dades antibacteriales mediante procesos de fotocatalisis se llevo a cabo usando las muestras
inmersas en 2 ml de caldo de tripticasa soya (TSB) con dos concentraciones iniciales de
bacteria E. coli (ATCC33780), 1x10* y 1x10® células/mL. Las muestras se irradiaron con
una lampara de luz UV y una de luz blanca por separado en intervalos de tiempo de 4 y 24
horas cada una. Como una muestra control y a modo de comparacion se usaron sustratos
de vidrio bajo las mismas condiciones. El andlisis se realiz6 midiendo la densidad optica del
medio en el que estuvieron inmersas las muestras. La cantidad de posibles bacterias viables
adheridas a las muestras se desprendieron mediante sonicacién y se sembraron para contar
visualmente unidades formadoras de colonias. Para conocer la cantidad de bacterias adheri-
das a la superficie las muestras se analizaron con microscopia electronica de barrido (SEM)
y con microscopia de fluorescencia.
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XII RESUMEN

Las pruebas de laboratorio indicaron que los depositos de Bi,O3 posiblemente tengan
actividad bacteriostatica bajo luz blanca y UV. Las imagenes de SEM muestran que las
bacterias que estuvieron en presencia del ZnO sufren una deformacién en su estructura,
por lo que puede pensarse que el ZnO ocasiona dano en la bacteria. Es decir, el ZnO tiene
un efecto antibacterial. La implementaciéon de estos materiales dentro de un reactor solar
para comprobar su funcionamiento en condiciones mas reales es un proceso muy complejo
ya que se requiere controlar un gran nimero de variables. En primer lugar, se debe eva-
luar el efecto del deposito de los fotocatalizadores en los sustratos de vidrio poroso en la
respuesta antibacterial o bacteriostatica, pues el hecho de tener una porosidad grande im-
plica el paso de las bacterias por dichos canales. Ademaés se debe considerar el factor de la
seguridad, pues el manejo de bacterias sin el debido cuidado puede ser riesgoso para la salud.



INTRODUCCION

La constante actividad humana en todos sus ambitos, ha contribuido a la contamina-
cion de los diferentes cuerpos de agua. Esto ha motivado la bisqueda de nuevos métodos
de limpieza de agua contaminada con microorganismos que son cada vez mas resistentes a
los tratamientos convencionales. Por otro lado, el desarrollo de resistencia de los microorga-
nismos a los antibi6ticos de uso convencional ha implicado la biisqueda de nuevas técnicas
para tratar y erradicar enfermedades infecciosas. Esta resistencia necesita de tratamientos
con dosis cada vez mas elevadas de antibidticos, que a su vez puede generar toxicidad into-
lerable [1]. El uso inapropiado de antimicrobianos es la causa principal del rapido desarrollo
de resistencias especificas en microorganismos causantes de enfermedades. Es facil notar que
cada vez es mas comun cambiar el tipo de antibiotico recetado para combatir una infeccién
concreta por otros distintos; precisamente por el incremento de resistencias desarrolladas por
el microorganismo causante de la enfermedad [2|. Por otra parte, en muchos de los casos las
dosis prescritas no son correctas asi como la duracion de los tratamientos. A todo lo anterior
se le puede agregar la influencia por parte del paciente, pues éste puede incumplir con el
tratamiento y suspenderlo en cuanto nota una mejoria en su estado.

Si bien los génes de resistencia y sus productos son los principales mecanismos de re-
sistencia a los antibidticos, existen otros medios menos explorados, como, por ejemplo, la
produccién de biopeliculas. Una biopelicula es una estructura colectiva de microorganismos
que se adhiere a superficies vivas o inertes y estd revestida por una capaprotectora segregada
por los propios microorganismos. De esta manera, las bacterias que viven como biopeliculas
son capaces de resistir a los biocidas y a los antibioticos de un modo mas eficaz que aquellas
que viven como organismos libres [3-5].

Con la finalidad de reducir y evitar la aparicion de multirresistencia en microorganismos,
se han buscado posibles estrategias o nuevas alternativas de tratamiento [6]. Estas podrian
basarse en la sustitucion y estricto control del uso de antibidticos para impedir el desarrollo
de resistencia, o bien, el empleo de agentes sustitutos o complementarios que posean milti-
ples mecanismos de accion.

Debido a la multirresistencia desarrollada por los microorganismos su presencia como
contaminantes de cuerpos de agua dificulta su remocion. Por lo tanto, se ha desarrollado
una amplia variedad de sistemas de tratamiento, los cuales pueden ser aplicados de manera
individual o en conjunto para alcanzar la calidad deseada en el agua tratada. El sistema de
tratamiento seleccionado depende, en gran parte, del propoésito final para el agua tratada.
Aunque existe una larga lista de sistemas de tratamiento de agua, basados en procesos como
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filtracion, biodegradacion, oxidacion y adsorciéon, un nimero importante de contaminantes
permanecen después del tratamiento; ya sea porque son poco biodegradables, afines a los
lodos residuales o resistentes a los procesos de desinfeccion. Es por eso que se han desa-
rrollado procesos avanzados de tratamiento terciario que sean lo suficientemente agresivos
para transformar, degradar o inactivar los agentes contaminantes de mayor recalcitrancia [7].

Recientemente los procesos de oxidacion avanzada (POA’s) han demostrado ser efectivos
en tratamientos antimicrobianos. Estas tecnologias estan basadas en procesos fisico-quimicos
capaces de producir cambios profundos en la estructura quimica de los microorganismos pues
involucran la generacion de especies oxidantes altamente reactivas capaces de atacar y degra-
dar sustancias organicas. Entre los diferentes POA’s se encuentra la fotocatalisis heterogénea
que se basa en un procesos fisico-quimico que se lleva a cabo gracias a la accion de absor-
cion de radiacion de luz visible sobre un fotocatalizador que se encuentra en fase distinta
al sistema reactivo. El catalizador utilizado es un semiconductor, que al absorber radiaciéon
electromagnética con energia mayor o igual a su ancho de banda prohibida, genera pares
electron-hueco. Estos pares a su vez facilitan la generacion de especies reactivas de oxigeno
para llevar a cabo reacciones de 6xido-reducciéon y poder degradar los contaminantes. La
fotocatalisis heterogénea, ha sido utilizada en los ultimos anos para la eliminaciéon de un
amplio grupo de agentes contaminantes de caracter organico, inorganico y microbiolégico
presentes el agua [8-11].

Se ha encontrado que los procesos de eliminacion o inactivacion de bacterias mediante la
actividad fotocatalitica son ocasionados por la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), como el radical hidroxilo (OH®), peréxido de hidréogeno (HyO2) y superdxido (O5).
Dichas especies reactivas de oxigeno pueden causar: a) interrupcion de la replicacion celular
por dafo en el ADN bacteriano causado por radicales OH® [12], b) dafio estructural en la
membrana y la pared celular por estrés oxidativo [13], lo cual lleva a la fuga de material
intracelular [14], y ¢) decaimiento de la respiracion celular por la oxidacion intracelular de
la acetil coenzima A [15]) producida por los huecos generados (h™).

El objetivo de esta investigacion es evaluar las propiedades antibacteriales de recubri-
mientos de 6xido de bismuto (BizO3) v 6xido de zinc (ZnO) para su posible implementacion
en un reactor solar de tipo colector paraboélico compuesto. La finalidad es utilizar este siste-
ma compuesto para procesos fotocataliticos de desinfeccion de agua. El efecto antibacterial
fue evaluado por la inhibicién de la especie F. coli en presencia de Bi;O3 y ZnO bajo luz
UV y luz visible en pruebas de laboratorio mediante ensayos de viabilidad celular.

JUSTIFICACION

Los procesos de fotocatélisis heterogénea para la eliminaciéon de microorganismos conta-
minantes de agua ha llevado a los investigadores a buscar nuevos materiales con propiedades
antibacteriales, o bien, mejorar sus propiedades. Entre las principales modificaciones se en-
cuentran la presentacion (nanoparticulas o peliculas delgadas), su morfologia, técnica de
deposito, energia de activacion, dopado de materiales, impurezas, etc. Diversos articulos
presentan sus resultados senalando la disminucion de la concentracion inicial de microorga-
nismos al final de las pruebas tomando muestras a diferentes tiempos del volumen a tratar.
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Cuando se usan nanoparticulas la muestra se toma filtrando el agua mediante membranas
especiales de celulosa con un tamano de poro entre 0.25 - 0.45 pm que posteriormente se
transfiere a un medio de cultivo para el desarrollo de bacterias, usar ensayos de viabilidad
celular, o bien, medir la turbidez del medio |[10,{16-19]. También es posible separar las nano-
particulas mediante centrifugacion. Ambas formas se usan bajo el supuesto de que ninguna
nanoparticula queda en el filtro e inhibe el crecimiento en los cultivos o que las velocidades de
centrifugado no afectan a los microorganismos. En algunos casos no se menciona que exista
separacion alguna y simplemente se toma la muestra del medio |20,21]. Cuando el fotoca-
talizador esta en forma de peliculas delgadas el mecanismo puede cambiar. Sin embargo, la
mayoria de los trabajos aplican el mismo procedimiento que con las nanoparticulas tomando
unicamente el sobrenadanteﬂ figura [22|. Los trabajos asi reportados no consideran la
adherencia de las bacterias en la superficie de la pelicula por lo que no contabilizan aquellas
bacterias que son viables, figura [23]. En el trabajo reportado por Contreras y colabo-
radores en donde utilizan una pelicula de TiO,, rasparon la pelicula para intentar separar
las bacterias [24]. Por otro lado, es sabido que las bacterias buscan superficies a las cuales
adherirse, por ser mas adecuada esta condicion para su proliferacion |25]. En este trabajo
consideramos hacer mediciones tanto del sobrenadante como de las bacterias adheridas a los
sustratos de vidrio con y sin pelicula fotocatalizadora. De esta manera se busca entender
mejor la interaccion de las bacterias con el fotocatalizador, asi como encontrar un método
adecuado para su cuantificacion después del tratamiento.

(a) Bacterias en el medio. (b) Bacterias en el medio sin adherirse (C) Bacterias en el medio y adheridas
al sustrato. al sustrato.

Figura 1: Posible distribucion de las bacterias.

El presente trabajo se desarrollo en dos etapas. La primera etapa esta enfocada en evaluar
la actividad bactericida de peliculas delgadas de Bi;O3 y ZnO depositadas en sustratos de
vidrio convencional. La intencién de utilizar el ZnO es porque se ha reportado que presenta
actividad antibacterial como fotocatalizador [26/-29]. Mientras que en el caso del Bi;O3 su
brecha de banda prohibida es de ~ 2.5 eV lo que le permite trabajar en la region del visible
del espectro solar [30,31]. De esta manera se analiza la viabilidad celular en pruebas de
laboratorio usando métodos de turbidimetria, conteo en placa y fluorescencia.

La segunda etapa esta destinada al diseno y construccion de un reactor solar paraboli-
co compuesto para su aplicacion en procesos de purificacion de agua mediante fotocatalisis

Volumen del medio que queda en la parte superior de las peliculas.
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heterogénea. El interés principal para un futuro, es poder aplicar el efecto bactericida de
los fotocatalizadores, estudiados previamente, en un sistema de mayor tamano que pueda
operar fuera del laboratorio para aprovechar la energia solar. Se propone como componente
principal del reactor, el uso de filtros de vidrio poroso como soporte para el BioO3 y ZnO.
La ventaja de usar filtros como sustratos de los fotocatalizadores es permitir el flujo de agua
a través del tubo receptor del reactor y poder mantenerla en circulacion durante todo el
proceso. Con este sistema se busca una alternativa de saneamiento de agua que aprovecha
la radiacion solar disponible en la superficie de la Tierra.
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OBJETIVOS
OBJETIVOS GENERALES

» Evaluar la actividad antibacterial de peliculas de oxido de zin¢ (ZnO) y oxido de bis-
muto (BiyO3) mediante procesos de fotocatalisis.

= Diseno y construccion de un reactor solar de tipo colector paraboélico compuesto para
su implementacion en procesos de fotocatalisis.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Realizar depositos BioO3 y ZnO sobre sustratos de vidrio por spray pyrolysis y realizar
su caracterizacion estructural, morfolégica y optica.

= Evaluar la actividad antibacterial en ambiente controlado de las peliculas de BisO3 y
ZnO (temperatura, radiacion, concentracion de bacterias, etc.) usando la especie F.
coli (ATCC 33780).

= Disenar y construir un reactor solar para procesos fotocataliticos.

= Obtener recubrimientos de Bi;O3 y ZnO sobre filtros de vidrio por bano quimico para
su uso en el reactor.
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CAPITULO 1: MARCO TEORICO

1.1 CONTAMINACION DEL AGUA

De entre todos los recursos naturales disponibles, el agua destaca por ser un elemento vi-
tal para la vida humana. Durante las altimas décadas la contaminacion del agua se ha vuelto
un problema alarmante debido a que su disponibilidad depende tanto de la cantidad como de
la calidad que ésta tenga. La calidad del agua hace referencia a las caracteristicas quimicas,
fisicas y biologicas. Esta es una medida de la condicion del agua en relacién con su impacto
en los seres vivos ya sea para su consumo o uso recreativo. Los estandares mas comunes que
se utilizan para evaluar la calidad del agua se relacionan con la salud de los ecosistemas,
la seguridad del contacto humano y el agua potable [32]. Si el agua estd contaminada, es
imposible darle un uso adecuado acorde al que se desea, provocando que su empleo se limite.
Actualmente existen diversos programas gubernamentales que tienen como objetivo principal
el abastecimiento de agua para uso y consumo humano para asegurar que toda la poblacién
alcance una dotacion adecuada de agua de buena calidad. En México, lamentablemente no
se ha logrado alcanzar esta meta, lo que implica que cada vez mas personas decidan recurrir
a métodos intradomiciliarios para subsanar deficiencias de la calidad del agua suministrada a
nivel municipal. Estos métodos para purificar el agua consisten basicamente en la aplicacion
de equipos potabilizadores y /o sustancias germinicidas, orientados fundamentalmente al as-
pecto bacteriologico, considerado como de riesgo inmediato a la salud y en casos especificos
a la depuracion de caracteristicas fisicas y/o quimicas (NOM-181-SSA1-1998). La contami-
nacion microbiologica es responsable de mas del 90 % de las intoxicaciones y transmision de
enfermedades por el agua. Los principales microorganismos que se transmiten a través del
agua engloban a las bacterias, virus y protozoarios. En el proceso de abastecimiento del agua,
pueden surgir problemas de contaminaciéon microbiolégica tanto en los recursos como en el
proceso de almacenamiento y distribuciéon. La presencia y extension de la contaminacion
fecal es un factor importante en la determinaciéon de la calidad de un cuerpo de agua. La
norma mexicana para la calidad del agua NMX-AA-102-SCFI1-2006 establece que es necesa-
rio hacer un anéalisis a muestras de aguas tratadas para determinar la presencia de miembros
del grupo coliforme, que habitan normalmente en el intestino del hombre y otros animales
de sangre caliente.

Para determinar si una sustancia germinicida cumple con las propiedades que le son atri-
buidas es necesario inocular una muestra de agua con un nimero conocido de colonias del
microorganismo seleccionado para probar su eficiencia. Posteriormente el agua se somete a la
accion de dicha sustancia germinicida, bajo las condiciones necesarias. Se analizan muestras
del agua de prueba antes y después de haberse sometido al tratamiento. Después de haber
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transcurrido el tiempo de contacto necesario, se toman tres muestras de agua de prueba sin
tratar y, a continuacion, tres muestras de agua tratada para determinar la concentracion de
organismos mesofilos aerobios mediante el conteo de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) y la concentracion de organismos coliformes totales.

Para que la sustancia germinicida pase la prueba de potabilidad de forma aceptable se
necesita que el porcentaje en reducciéon bacteriana sea igual o mayor al 95 % para organis-
mos mesofilos aerobios (NOM-092-SSA1-1994) e igual o mayor a 99.99 % para organismos
coliformes totales (NOM-112-SSA1-1994).
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1.2 ENTEROBACTERIAS

Las Enterobacterias son un grupo heterogéneo y extenso de ba-
cilos gramnegativos cuyo habitat natural es el intestino del ser hu-
mano y de los animales. La familia comprende muchos géneros (Es-
cherichia, Shigella, Salmonela, Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Proteus y otros més). Algunos microorganismos entéricos, por ejem-
plo, Escherichia coli, son parte de la microflora normal y en forma
incidental producen enfermedades, en tanto que otros, las salmone-
las y las shigelas, por lo regular son patogenos para el ser humano.
Las Enterobacterias son aerobios o anaerobios facultativos, fermen-
tan una amplia gama de hidratos de carbono, poseen una estructura
antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros factores de
virulencia. Estas bacterias también se denominan coliformes. Las Enterobacterias son el gru-
po mas frecuente de bacilos gramnegativos que se cultivan en el laboratorio clinico y junto
con los estafilococos y los estreptococos son las bacterias que més a menudo producen en-
fermedades [33].

Figura 2: Las enterobacte-
rias habitan el intestino del
ser humano.

Las bacterias coliformes forman parte de los deshechos de las aguas negras y no se desa-
rrollan en el agua, de manera que un recuento de las bacterias coliformes constituye un indicio
del grado de contaminaciéon de esas aguas. Se considera que el nimero de microorganismos
portadores de enfermedad en el agua es proporcional al niimero total de microorganismos
y que una cantidad total baja representa un menor riesgo de contraer una enfermedad. Sin
embargo, se han dado casos en que las enfermedades virales han sido transmitidas por aguas
que cumplen estrictamente con las normas de control de bacterias. Para el hombre el efecto
més perjudicial del agua contaminada ha sido la transmision de enfermedades por microor-
ganismos que pueden habitar en ella [34].

1.2.1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio faculta-
tivo de la familia Enterobacteriaceae que forma colonias circulares,
convexas y lisas con bordes distintivos. Es la especie bacteriana mas
comun de la microbiota intestinal; se presenta como un comensal
del intestino humano pocas horas después del nacimiento. Es raro
encontrar cepas comensales asociadas a enfermedad, sin embrago,
hay algunas que pueden ser patogenas y causar dano produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Organizacion Mun- £igura 3: Bacteria E. coli
dial de la Salud). E. coli y otras bacterias son necesarias para el
funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de ser responsables de producir vita-
mina B y K. El tamano promedio de los bacilos es de 0.5 pum de ancho por 3 um de largo.
Algunas especies son moviles por flagelos peritricos, no espuruladas, fermenta la glucosa y
la lactosa, son catalasa positivos, oxidasa negativos y reduce nitratos a nitritos. Hay tipos
especificos de E. coli que pueden causar enfermedades y también hay tipos que no cau-
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san ninguna. Algunos de los tipos daninos de E. coli se clasifican en los siguientes grupos:
Enterotoxigénico (ETEC), Enteropatogenos (EPEC), Enterohemorradgico (EHEC) y Ente-
roinvasivo (EIEC). Estos son transmitidos a través de alimentos y agua contaminada |32,35].

El aumento en la aparicion de microorganismos en el agua potable o en las aguas residua-
les ha generado preocupacion por los efectos sistémicos en la salud humana. Estos microor-
ganismos se eliminan en el material fecal y la ruta de transmision es fecal-oral, por lo tanto,
los alimentos y agua contaminada son las formas mas comunes de ser expuestos a E. coli. En
particular, existen preocupaciones sobre los posibles efectos a largo plazo de la exposiciéon
sistémica a una cierta clase de toxinas, por ejemplo, la liberaciéon de endotoxinas debidas a
E. coli. Es por eso que existe una creciente preocupacion por las enfermedades patogenas
relacionadas con la contaminacion microbiologica del agua. Esto ha provocado el estableci-
miento de estdndares mas estrictos para cumplir con los requisitos existentes en materia de
proteccion y reutilizacion para mejorar la salud publica y proteccion del medio ambiente [19).

La reproduccién de bacterias coliformes fecales fuera del intestino de los seres vivos es
favorecida por la existencia de condiciones adecuadas de materia organica, pH, humedad,
etc. También pueden reproducirse en las biopeliculas que se forman en las tuberias de dis-
tribucion de agua potable. Las bacterias coliformes fecales y E. coli en particular, se han
seleccionado como indicadores de contaminacion fecal debido a su relacién con el grupo
tifoide-paratifoide (causantes de enfermedades infecciosas) y a su alta concentracion en di-
ferentes tipos de muestras de aguas contaminadas [36].

A la contaminaciéon del agua con microorganismos se anade el hecho de la multirresis-
tencia desarrollada por los mismos. Por lo que actualmente se han desarrollado procesos
avanzados de tratamiento para eliminar este tipo de contaminantes [7].

1.3 PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA (POA)

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) se han desarrollado durante los @ltimos treinta
anos desempenando un papel importante en la degradacion de contaminantes del agua. Los
tratamientos se basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir cambios profundos en
la estructura quimica de los contaminantes, lo cual permite degradar compuestos organicos
que no son biodegradables a través de su oxidacion. Estos procesos involucran la genera-
cion y uso de especies transitorias como radicales hidroxilo (OH®) que pueden ser generados
por medios fotoquimicos (incluida la luz solar) o por otras formas de energia. El uso de los
POA’s como tratamiento terciario, puede mejorar la biodegradabilidad de las aguas residua-
les, aumentar la eficiencia del proceso global y al mismo tiempo reducir significativamente
los costos operativos [|37,38].

Recientemente los procesos de oxidacion avanzada (POA’s) también han demostrado ser
efectivos en tratamientos antimicrobianos. Eso se debe a que son capaces de producir cambios
profundos en la estructura quimica de los microorganismos. Esto se debe a que involucran
la generacion de especies oxidantes altamente reactivas capaces de atacar y transformar una
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sustancia compleja en otra méas sencilla (degradar).

Entre los POA se encuentra la fotocatalisis. Se trata de un proceso fotoquimico que se
lleva a cabo gracias a la acciéon de absorciéon de radiacion de luz sobre un fotocatalizador.
El fotocatalizador utilizado es un semiconductor, que al absorber radiaciéon electromagnética
con energia mayor o igual que el ancho de banda prohibida, genera pares electréon hueco
capaces de originar radicales OH. Esto permite que se lleven a cabo reacciones de éxido-
reduccion; oxidando, por ejemplo, materia organica a dioxido de carbono.

Se ha encontrado que los procesos de destruccion completa (eliminacion) o inactivacion de
bacterias mediante la actividad fotocatalitica, son ocasionados por la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como el radical hidroxilo (OH?), peroxido de hidrogeno (H2Os)
y superoxido (O3 ). Dichas especies reactivas de oxigeno pueden causar: a) interrupcion de la
replicacion celular por dafio en el ADN bacteriano causado por radicales OH® [12|, b) dano
estructural en la membrana y la pared celular por estrés oxidativo [13], lo cual lleva a la
fuga de material intracelular [14], y ¢) decaimiento de la respiracion celular por la oxidacion
intracelular de la acetil coenzima A |15]) producida por los huecos generados (h™).

La catalisis puede ser de dos tipos: homogénea y heterogénea. Se llama homogénea cuan-
do el catalizador y el sistema reactivo forman un sistema homogéneo con una sola fase. En
la heterogénea el catalizador estd en una fase distinta al sistema reactivo. El presente tra-
bajo se basa en el uso de fotocatalisis heterogénea utilizando un s6lido semiconductor como
catalizador (fotocatalizador).

Los semiconductores usados en procesos de fotocatalisis son generalmente 6xidos o cal-
cogenuros. Estos materiales tienen algunas caracteristicas eléctricas tnicas que los hacen
especialmente ttiles. El solapamiento de los orbitales atomicos forma una configuracion de
estados deslocalizados muy proximos entre si. Debido a que existen tantos niveles electro-
nicos como atomos en la red (red infinita), la diferencia entre dos estados electronicos es
practicamente nulo. De esta forma, la configuracion electronica s expresa como bandas a
partir de la funcion de densidad de estados electronica (DEE). Esta funcion representa un
conteo de los niveles electronicos comprendidos en un intervalo infinitesimal. Entre las ban-
das existen intervalos de energia en los cuales no hay estados electronicos permitidos (figura
A estos intervalos se les llama brecha prohibida (bang gap) [8].

Figura 4: Niveles electronicos resultantes de enlaces entre dtomos idénticos y aparicion de bandas prohibidas.
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Las bandas que limitan la brecha prohibida son la banda de valencia (BV) y la de con-
duccion (BC), que son la de menor y mayor energia respectivamente.La posicion de las BV y
BC es lo que distingue a los conductores de los semiconductores y los aislantes. Si las bandas
se solapan, son materiales conductores. La diferencia entre el semiconductor y el aislante
esta dada por el ancho de brecha prohibida. En el caso de los semiconductores este anchoes
lo suficientemente pequeno como para poder excitar electrones de la BV a la BC mediante
procesos térmicos, con luz o con descargas eléctricas [39]. Cada electron que se excita a la
BC deja detras un estado electronico vacante en la BV. Esta ausencia se trata como una
particulas cargada positivamente. Por lo tanto tenemos dos portadores de carga, electrones
libres y huecos(e™, ht) [40].

1.4 FOTOCATALISIS HETEROGENEA

En los procesos de fotocatélisis heterogénea, el fotocatalizador estd en contacto con el
contaminante. El procesos inicia cuando el semiconductor se irradia con una luz de longitud
de onda igual o mayor energia que la de su brecha prohibida. Esto ocasiona la fotogeneracion
de pares electron-hueco. Si este par es capaz de migrar a la superficie del material, puede
permanecer ahi en condiciones metaestables y participar en reacciones de 6xido-reducciéon
(redox) con las especies adsorbidas en la superficie (contaminantes) y promover su degrada-
cion. Sin embargo. puede ocurrir que antes de que el par electrén hueco llegue a la superficie
ocurra su recombinacion produciendo energia que serd liberada en forma de calor y, en al-
gunos casos, con emision de fotones [41].

Dentro de los sistemas acuosos a tratar, ademés de tener como constituyentes a los con-
taminantes a remover, se encuentran el agua y el oxigeno molecular. Fn fase acuosa y en
presencia de oxigeno disuelto, los huecos fotogenerados en la banda de valencia del semi-
conductor pueden oxidar a las moléculas de agua o a cualquier otro componente adsorbido
en el catalizador. Esto genera radicales hidroxilo activados OH° que actiian como agentes
oxidantes fuertes [42].

h+ + HQO(ads) — OH(OadS) + H+

N (1)
+ o
W+ OHG,, — OH{ 4y,

ads
Por otro lado, los electrones promovidos hacia la banda de conducciéon del semiconductor
reaccionan con las moléculas de oxigeno adsorbidas para producir el radical superdxido (O3).
Estos radicales son rapidamente convertidos en peréxido de hidrégeno y posteriormente, en
radicales hidroxilo activados. A continuacion, se presenta un esquema de las reacciones des-
critas.

e+ 0y — O (ads)
O;(ads) + 2HT — HQOQ(ads) (2)
e + HQOQ(ads) - OHFads) + OH(Tzds)
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La figura |o| muestra este proceso.
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Figura 5: Esquema del proceso fotocatalitico en un semiconductor.

Para que el fotocatalizador sea eficiente, el valor minimo de la BC tiene que ser mas
negativo que el potencial redox de H'/H, (0 eV vs NHEﬂ). Esto asegura la produccion de
radicales hidroxilo en el proceso de fotocatalisis. Por otro lado, el valor maximo de la BV
debe ser mas positivo que el potencial redox de Oy/H,0 (1.23 €V vs NHE). lo que ocasiona
que se produzcan radicales superoxido [43]. En la figura |§| se muestran los potenciales redox

para diferentes materiales.

L ’
/I'()W KT‘nlOz S:IIU} 7nS
I 1 TOy 1 77 Mo,
- 0 . ' ) [-Cw”:
%) 4
(%[22 3 3|3 ;) Vo
~ o T ] =] '] i L]
w "] m M m om o E
. D " s .
w o~ (] ] L]
r ] . ] M
> ‘ N
[l
4 ]

0

3.2 eV

SnO,

3.5eV

Nd.0

Agrt) Bi.0,

1.2ev

3.49eV

2.8 ev

VO,

2.8 eV

In0

2.8 eV

0/M.0

Figura 6: Posicion de bandas de distintos semiconductores.

La degradacion de contaminantes se puede tratar bajo distintas condiciones de operacion,
pero siempre va enfocada a darle importancia a los factores que influyen en la velocidad de
reaccion, al mismo tiempo, en el desarrollo de estos procesos de degradaciéon se busca que

sean rentables y renovables.

Una opcién es utilizar catalizadores de bajo costo que sean eficientes utilizando luz solar
como fuente de radiaciéon en el proceso de fotocatalisis. Los sulfuros y 6xidos se encuentran

2Electrodo Normal de Hidrégeno como referencia
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dentro de los materiales fotocatalizadores mas usados. El rendimiento fotocatalitico del 6xido
de titanio (TiO;) es el mas ampliamente estudiado debido a sus propiedades como: su alta
actividad fotocatalitica, es estable quimicamente, de bajo costo y no es toxico. Sin embargo,
la desventaja que presenta es que para que funcione como fotocatalizador es necesario irra-
diarlo con luz ultravioleta. Otro material usado e investigado es el ZnO, eficiente y de menor
costo [44,45]).

1.4.1 INFLUENCIA DE LOS PARAMETROS FISICOS

Llevar a cabo reacciones fotocataliticas eficientes puede estar determinado por una gran
cantidad de factores que intervienen directamente en su eficiencia ademas de la energia ne-
cesaria para activar al fotocatlizador. A continuacion se describen dichos factores.

Las caracteristicas del dispositivo en el cual se llevan a cabo los procesos de fotocata-
lisis (fotorreactor) es de suma importancia. Depende de la geometria y de las condiciones
del fotorreactor, donde existe una superficie maxima expuesta que puede estar totalmente
iluminada. [46).

Una concentracion elevada de contaminante puede impedir un desplazamiento de fotones
libres a través de la solucién y una concentracién baja puede provocar una reacciéon lenta
debido a que el contaminante pueden tardar més en interaccionar con el fotocatalizador
debido a su gran espaciamiento. Por lo tanto, una concentraciéon intermedia puede ser la
Optima para una fotodegradacion eficiente. El limite puede estar determinado por la natura-
leza del contaminante. Aunque la fotocatalisis no es normalmente una opcién conveniente si
las concentraciones superan el valor de 1g/L | se puede recurrir a una etapa previa de dilucion.

El pH tiene también una gran influencia en la degradacion debido a que un aumento o
disminucion del pH de la solucién modifica la adsorcion de los contaminantes en la superficie
del fotocatalizador. Esto ocasiona una variacion en la velocidad de reaccion y como conse-
cuencia, un cambio en el porcentaje de degradacién que puede ser alcanzado.

Un parametro importante es la fotolisis (degradacion por luz) que pueden presentar los
contaminantes, es decir, se debe comprobar que no absorben la luz para conservar la fotoac-
tivacion exclusiva del catalizador para un verdadero régimen catalitico heterogéneo.

Ahora bien, los fotocatalizadores generalmente son utilizados en forma de polvo debido a
que de esta forma tienen una mayor area superficial, por lo tanto, son capaces de reaccionar
con un mayor niumero de moléculas del contaminante. Esto implica una mayor fotodegra-
dacion. Lamentablemente su uso en esta presentacion implica un proceso adicional para su
separacion una vez que ha sido completada la degradaciéon. Una solucién al problema de
extraccion del fotocalizador al final del proceso de degradacion es el uso de peliculas deposi-
tadas con estos materiales, pues se encuentran adheridos a sustratos y al finalizar el proceso
simplemente basta con retirarlos; la desventaja de utilizar peliculas es que éstas presentan
una menor area de contacto en comparacién con el polvo, causando una disminucién de su
eficiencia. Es por esto que las investigaciones recientes se han enfocado en producir peliculas
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con mayor rugosidad y nanoestructura que incremente el drea efectiva.

1.4.2 OXIDO DE BISMUTO

Un material mas que se agrega a la lista es el 6xido de bismuto (BiyO3), el cual es un
semiconductor que en los tltimos anos ha ido tomando importancia dentro de la fotocatalisis
debido a las propiedades que presenta. La intencién de utilizar el 6xido de bismuto en este
trabajo se debe a sus excelentes propiedades fotocataliticas. Su estructura cristalina en ca-
pas o estructura especial en forma de poliedro permite que los 6xidos de bismuto presenten
gran superficie y puedan funcionar bajo radiacién visible. Esta es la principal ventaja sobre
el 6xido de titanio, ya que este tltimo sblo es capaz de absorber radiaciéon ultravioleta. La
absorcion de luz en el visible representa una gran ventana de oportunidad para el aprovecha-
miento de la energia solar puesto que la radiaciéon solar s6lo proporciona cuatro por ciento
de luz ultravioleta. Los reactores para la degradaciéon de moléculas orgénicas y limpieza de
aguas residuales basados en TiO, requieren de lamparas de luz ultravioleta, pues su eficiencia
bajo radiacion solar no es suficientemente alta. Esto implica un costo que puede evitarse con
el uso de BiyOs.

El 6xido de bismuto tiene un gran potencial en diversas aplicaciones debido a que el
ancho de energia de su banda varfa de 2 eV hasta 3.96 eV. Ademés, presenta un alto indice
de refraccion, permitividad dieléctrica, ademas de una fotoconductividad y fotoluminiscen-
cia caracteristica. Se sabe que el 6xido de bismuto tiene 6 polimorfismos: a-BiyO3, 8-BisOs,
~v-Biy O3, 0-Bis O3, €-BisO3 v w-BisO3. Dos de ellas, la fase de baja temperatura a y la fase
de més alta temperatura 0 son fases estables del compuesto, mientras que las fases restantes,
son fases metaestable [30].

Ademaés de emplearse en soluciones acuosas, es posible utilizarlo pa-
ra purificacién de aire tanto en exteriores como interiores o en la imple- |
., . . . . . .o o0 L
mentacion de sistemas de limpieza hospitalaria con un fin bactericida. ’,'.‘_' f
Un quir6fano podria tener paredes tratadas con 6xido de bismuto que e 8‘ ;‘
L]

impida el crecimiento de bacterias [47]. En particular, la fase 8-BisOj i e | ¢
cuando se encuentra como pelicula delgada presenta una fase estable B-550
a altas temperaturas, una estructura tetragonal y un ancho de banda tetragonal (P-421c)

prohibida de entre 2.4 - 2.8 eV que le permite trabajar en la region del
visible del espectro solar [48|. Una representacion de la estructura del
(-BiyO3 se muestra en la figura [7} Se ha encontrado que cuando se usa
B-BisO3 para la degradacion de colorantes textiles éste solo logra su de-
coloracién. Una posible explicacion es que la posicion de las bandas electronicas permite la
generacion de radicales superoxido (O5) que es capaz de romper los ciertos enlaces en los
colorantes. Sin embargo, la produccion de radicales OH® no se completa. Se ha demostrado
que el radical O% es capaz de producir estrés oxidativo en microorganismos y por lo tanto
causar danos a las células. Es por eso que el uso de (3-BiyO3 puede ser de utilidad para
eliminar microorganismos del agua debido a trabaja en el visible y produce radicales O .

Figura 7: Estructra
Bis O3 tetragonal.

Algunas de las propiedades generales del Bi;O3 se muestran en la tabla (1} [49).
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Propiedades fisicas y quimicas del 6xido de bismuto fase beta
Formula molecular [£-Bis O3

Peso molecular 465.96 g/mol

Apariencia Solido blanco

Punto de fusion 817 °C

Punto de ebulliciéon | 1890 °C

Band Gap 2.4-28¢eV

Estructura cristalina | Tetragonal

Cte. de red (A) a= 8.17, ¢c=8.17y c¢/a = 541
Densidad 8.9 g/cm?

Tabla 1: Propiedades del ézido de bismuto fase beta.

Los minerales de bismuto raramente aparecen en concentraciones que permitan la ex-
traccion del metal como producto primario, la mayor parte de la producciéon mundial de este
metal se obtiene como co-producto del refinamiento metaltrgico de minerales como plomo,
plomo-cobre y en menor medida de tungsteno y estano. En el 2017, México fue el tercer pro-
ductor de este elemento a nivel mundial detras de China y Laos, produciendo 540 toneladas
seguin el portal de la Secretaria de Economia. Se considera el menos toxico de los metales
pesados que se utilizan actualmente en la industria, puesto que el bismuto y sus compuestos
no parecen ser responsables de intoxicaciones.

En Meéxico el bismuto s6lo se vende como materia prima o dentro de la industria far-
macéutica y cosmética a un bajo costo, por lo que no reditiia mucho al pais. Es por eso
que investigadores de diferentes areas tienen gran interés en este mineral con el proposito
de poder emplearlo dentro de los avances cientifico-tecnologicos y asi poder dar un valor
agregado al material favorable para la nacion.
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1.4.3 OXIDO DE ZINC

El 6xido de zinc (ZnO) es un compuesto semiconductor que puede
presentar una estructura ciibica o hexagonal; debido a esto, su natura-
leza de enlace se encuentra en la frontera de un semiconductor covalente
y uno ionico. Las estructuras cristalinas para el ZnO son: cibica (sal de
roca), cubica (blenda de zinc) y hexagonal (wurtzita); esta altima es la
fase termodindmicamente estable en condiciones ambientales. Por otro
lado, la estructura blenda de zinc se puede estabilizar mediante un cre-
cimiento sobre sustratos ciibicos mientras que la estructura sal de roca
puede obtenerse a presiones relativamente altas. Dado que el desarrollo Figura 8: Estructra
de las peliculas delgadas se hace bajo condiciones de presion atmosféri- 7,0 tipo wurtzita.
cas y temperatura moderada la estructura que se espera se forme es la
tipo wurtzita. Una representacion de la estructura de ZnO wurtzita se muestra en la figura

[50].

El 6xido de zinc es conocido como uno de los fotocatalizadores més destacados para el
tratamiento de agua debido a su comportamiento en la degradaciéon de contaminantes orgé-
nicos. Esto es por su fuerte habilidad oxidativa debida a su facilidad para la formacion de
radicales hidroxilo (OH®). Pese a que el 6xido de titanio (TiO3) es el fotocatalizador més
ampliamente estudiado se ha reportado que el ZnO tiene una eficiencia fotocatalitica mayor
atribuida a su habilidad para generar HyOy més eficientemente que el TiO4 [51]. Sin embar-
go, el ZnO sélo puede ser activado bajo radiacion UV.

Algunas de las propiedades generales del ZnO se muestran en la tabla [2] [50].

Propiedades fisicas y quimicas del 6xido de zinc
Formula molecular Zn0O
Peso molecular 81.408 g/mol
Apariencia Solido blanco
Punto de fusion 1975 °C'
Punto de ebullicion | 2360 °C
Band Gap 3.3 eV
Estructura cristalina | Hexagonal wurtzita
Cte. de red (A) a= 3.24, c= 5.28 y ¢/a = 1.63
Densidad 5.62 - 5.78 g/cm?

Tabla 2: Propiedades del ézido de zinc.

En este trabajo se utilizaron peliculas delgadas de BiyO3 y ZnO para realizar pruebas
antibacteriales. El proposito de usar estos dos materiales es poder aprovechar la eficiencia del
Zn0O para producir radicales OH® bajo radiaciéon UV y la capacidad del Bi;O3 para generar
radicales O; bajo luz visible. El estudio de esta combinacion determinaria su eficiencia en
la eliminaciéon de microorganismos contaminantes en el agua en procesos de fotocatalisis.
Ademés, se propone utilizar estos materiales depositados por separado sobre filtros de vidrio
en un sistema mixto para ser usados como componente principal dentro del tubo receptor
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de un reactor solar parabélico compuesto.

1.7 REACTOR SOLAR DE TIPO COLECTOR PARA-
BOLICO COMPUESTO

En las dltimas décadas se ha incrementado el interés por combinar la fotocatalisis he-
terogénea con tecnologias solares para lograr la degradacién de contaminantes presentes en
el agua. El uso de luz artificial requerida durante el proceso de fotocatélisis es una fuente
importante de costos al momento de operar las plantas de tratamiento. En contraste, el sol
es una fuente de luz econémica y ecologica, por eso, la propuesta ha cobrado valor y se ha
convertido en un tema de investigacion actualmente.

Se puede definir la tecnologia fotocatalitica solar como aquella que colecta de forma efi-
ciente los fotones generados por la luz solar y los hace entrar en un dispositivo adecuado para
promover reacciones especificas. El equipo que realiza esta funcién se llama reactor solar o
colector solar.

Existen diversos reactores solares para el tratamiento fotocatalitico del agua que se cla-
sifican de acuerdo a su capacidad para concentrar luz solar (concentracion solar) y la tem-
peratura que es posible obtener con el sistema. La concentracion solar (C) se define como
la relacion entre el area de abertura del colector (que intercepta la radiacion) y el area de
absorcion (del componente que recibe la radiacion solar). La clasificacion se divide en tres
grupos que son: de alta, de mediana y de baja o nula concentracion.El factor de concen-
tracion RC se define como la relacion entre el area de la superficie reflejante (Ai) y el area
de absorcion del tubo reflector (Aa). El factor se mide en soles donde 1 sol equivale a 1000
Watts/ m?. Es decir, un RC = 1 implica que se aprovecha toda la radiacién solar.

Ai
RC = 2= (3)

Los colectores sin concentracion, se caracterizan por ser estaticos y no contar con un
sistema de seguimiento solar. Basicamente consisten en una placa plana que se orienta ha-
cia el sol con una inclinacion determinada que normalmente depende de la latitud del sitio
geografico en donde se ubique. Entre sus ventajas principales se encuentran su simplicidad
y bajo costo. Un ejemplo de este tipo de colectores son los calentadores solares domésticos.

Los colectores de media concentraciéon, por otro lado, logran concentrar la radiacion entre
5 y 50 veces, entre ellos se encuentran los colectores con superficies reflectantes cilindro-
parabolicas. Estos colectores concentran la radiacién sobre un receptor tubular situado en la
linea focal de la superficie cilindro-parabdlica . Adicional a esta caracteristica pueden ser de
seguimiento en un eje (acimutal o altura) o en dos ejes (acimutal més altura).
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Finalmente, los colectores de alta concentracion no usan un receptor tubular (linea focal)
sino que s6lo es un receptor situado en el foco de una superficie parabdlica. Consisten en
un paraboloide con seguimiento solar que concentra la radiaciéon entre 100 y 1000 veces.
Ejemplos de éstos son los discos parabolicos y los hornos solares. Su principal caracteristica
radica en que pueden aprovechar eficazmente la radiacion solar directa y la energia térmi-
ca. Pero, dentro de sus principales desventajas, se encuentra el hecho de que no aprovechan
la radiacion difusa, tienen un alto costo, bajo rendimiento 6ptico y menor eficiencia cuantica.

Puesto que la temperatura no desempena un papel relevante en los procesos fotoquimi-
cos solares, la tecnologia desarrollada para fines de fotocatélisis se basa en colectores solares
sin concentraciéon y de media concentracion. Dichos sistemas pueden aprovechar tanto la
radiacion directa como la difusa. Los componentes basicos de este tipo de colectores son: la
superficie reflectante concentradora, el receptor tubular (donde pasa el efluente) y la estruc-
tura de soporte. Su eficiencia 6ptica se encuentra entre el 50 y 70 %.

Los colectores solares sin concentracion, llamados también colectores de un sol, tienen
la ventaja de ser mas baratos en comparacién con colectores cilindro paraboélicos pues sus
componentes son mas simples, sus estructuras de soporte son mas faciles y baratas de ins-
talar. Ademas, es menor la superficie requerida para su instalacion. Estas propiedades se
traducen en un mantenimiento mas facil y de bajo costo. Para aplicaciones en fotocatalisis,
los colectores sin concentracion se dividen en dos grupos: los reactores planos y los colectores
parabdlicos compuestos.

Los colectores de tipo parabolico compuesto (CPC) son sistemas estaticos con una super-
ficie reflectante enfocada hacia un fotorreactor cilindrico siguiendo una involuta (figura E[)
Estos dispositivos proporcionan una de las mejores Opticas para los sistemas de baja concen-
tracion, pudiendo ademés ser disenados con un factor de concentracion RC = 1, con lo que
se consiguen simultaneamente las ventajas de los cilindro parabolicos y de los reactores sin
concentracion. El disenio de su superficie reflectante, casi toda la radiacion que llega al area
de apertura del colector (no sélo la directa, también la difusa) puede ser recogida y estar
disponible para el proceso fotocatalitico en el reactor. La radiacion UV reflejada por el CPC
es ademas distribuida alrededor de la parte trasera del tubo fotorreactor y como resultado
la mayoria de la circunferencia del tubo fotorreactor se encuentra iluminada.

Figura 9: Radiacion solar reflejada en un colector CPC. Toda la luz que llega a la apertura del colector serd
reflejada sobre el reactor si el dngulo de incidencia es menor del dngulo de aceptacion.
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Algunas iniciativas han tenido como objeto el desarrollo de reactores CPC, sin concen-
tracion solar, para aplicaciones fotocataliticas [52]. Cuando no hay concentracion solar (RC
= 1) ningtn punto del tubo recibe mucho mas de 1 Sol de radiacién UV, debido a la relacion
entre la superficie del tubo fotorreactor y del colector. Como resultado, la radiacion UV in-
cidente en el reactor es muy similar a la de los fotorreactores basados en colectores de placa
plana. La eficiencia maxima de captacion anual, para colectores estaticos sin seguimiento,
se consigue con un angulo de inclinacion del colector sobre la horizontal semejante a la lati-
tud del lugar de emplazamiento. Es importante resaltar también que en estos reactores sin
concentracion se tiene una relacion lineal entre la velocidad de la reaccién y la intensidad
de irradiacion incidente. Todos estos factores contribuyen a un excelente comportamiento de
los colectores CPCs en las aplicaciones fotocataliticas solares.

La ecuacion explicita para un reflector CPC con un reactor tubular se indica en la figura
9; un punto reflector genérico S puede describirse en términos de dos parametros: el angulo

0, sostenido por lineas originadas en 0 (centro del tubo reactor) y los puntos A y R, y la
distancia p, dado por segmento RS, que es tangente al tubo reactor en el punto R:

0 =O0A<OR (4)

p=RS (5)

Figura 10: Construccion de un reactor Cilindro-Parabdlico Compuesto (CPC).

Un parametro importante para la definicion de CPC es el dngulo de aceptacion 26,, que
es el rango angular dentro del cual todos los rayos incidentes en el plano de apertura del
colector van, bien a incidir directamente sobre el reactor, o bien a ser reflejados sobre el, sin
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necesidad de mover el conjunto.

La solucion a la curva del CPC viene dada por dos porciones separadas, una involuta
ordinaria para la curva AB y una porcion exterior para la curva que va desde B a C:

p = roparal < 6, + gparteABdelacurva (6)

0+6,+m—cos(d —6,) T 3
= 0,+-—<0<——40 teB
p=r |+ son(0—0,) paraf, + 5 S0< wparte BC' (7)

El valor de RC del CPC esté dado por:

1
RC = (@ (8)

En el caso especial de 6, = 90°, se tiene una RC = 1 y los puntos B y C son coincidentes.
En este caso 20, = 180°, lo que quiere decir que cualquier fotén que llegue al plano de aper-
tura del colector, sea cual sea su direccion, va a poder ser aprovechado en el reactor. Este
hecho es especialmente importante ya que permite aprovechar la radiacion solar UV difusa.
Ademas, este amplio angulo de aceptancia permite absorber posibles errores de alineacion
y reflexion del conjunto superficie reflectora-tubo reactor, lo que también es una virtud im-
portante para permitir un bajo coste del fotorreactor.

Uno de los componentes importantes a considerar en un sistema fotocatalizador es el
receptor. Este debe ser tubular para que el agua pueda ser facilmente recirculada; debe de
transmitir eficientemente los rayos UV con una perdida minima de carga a través del siste-
ma hidraulico y ademéas debe poder soportar suficiente presion como para manejar un gran
volumen de agua en una planta de tratamiento. Existen pocos materiales que cumplen las
caracteristicas antes mencionadas y que ademaés sean inertes a los quimicos agresivos que
podrian circular a lo largo del receptor. Entre los materiales que cumplen estas condiciones se
encuentran algunos plasticos y varios tipos de vidrios. Sin embargo, algunos de los plasticos
solo pueden soportar bajas presiones. El vidrio es una buena alternativa, aunque cuando se
trata de vidrio normal, resulta insatisfactorio porque su alto contenido de hierro absorbe una
parte importante de la luz UV incidente. Es por eso que el vidrio con baja concentracion
de hierro (i.e. Pyrex o Duran) es el material apropiado para reactores fotocataliticos [53].
Ademés del material, un factor importante es el didmetro del tubo receptor. Se necesita que
dentro, el flujo se mantenga uniforme en todo momento, ya que un flujo no uniforme puede
provocar una deficiencia comparada con la ideal. La turbulencia dentro del tubo implica una
disminucién de la presion. Este en un parametro importante que puede condicionar el diseno
del reactor especialmente para el caso de las plantas industriales con tubos de longitudes
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grandes. Después de varios experimentos en diferentes fotorreactores se ha concluido que los
didmetros no pueden ser menores a 20-25 mm y el didmetro ideal debe estar en el rango de
25 - 50 mm.

En el caso de aplicaciones fotocataliticas, la reflexion en la superficie reflejante de longitu-
des de onda que se encuentren entre los 300 y 400 nm es de especial interés. Las condiciones
ideales de una superficie reflejante para ser utilizada en un reactor son: una alta reflexiéon
en el rango UV, resistencia al clima y un costo razonable. Los espejos basados en aluminio
son claramente la mejor opcion debido a que este metal es altamente reflejante en la parte
ultravioleta del espectro solar; es mas, su eficiencia de reflexion es del 83 % en el rango de
295 - 387 nm. Sin embargo, las superficies de aluminio metalico son muy fragiles y se oxidan
rapidamente, por lo que es necesario protegerla. Actualmente la solucion mas apropiada es
la de electropulir y anodizar las superficies de aluminio. El proceso de anodizar consiste en
crear una capa muy delgada de 6xido de aluminio sobre el aluminio depositado electrolitica-
mente para hacerlo més resistente a la abrasion y a los quimicos.

En el presente trabajo se disen6 y construyd un reactor solar de tipo colector parabélico
compuesto para llevar a cabo procesos fotocataliticos. Como componente principal dentro
del tubo receptor se propone usar filtros de vidrio con recubrimientos de BisOzy ZnO como
fotocatalizadores. Esta es la principal aportacion de la tesis al desarrollo de la tecnologia
de los procesos de oxidaciéon avanzada mediante fotocatalisis. El interés en utilizar Bi;O3 y
Zn0O depositados en filtros radica en que el BisO3 tiene un rango de absorciéon en el visible
mientras que el ZnO lo tiene en el UV. Esto implicaria el uso de gran parte de la radiaciéon
que llega del sol. Como beneficio adicional se tiene que los filtros permiten el flujo de agua
a través de ellos y al mismo tiempo pueden impedir el paso de particulas s6lidas dentro del
efluente.



CAPITULO 2: MATERIALES Y
METODOS DE ANALISIS

2.1 DIFRACCION DE RAYOS X

La difracciéon de rayos X es la técnica utilizada para identificar las fases cristalinas pre-
sentes en el material y conocer las propiedades estructurales. Para esto, se hace incidir un
haz de rayos X sobre un cristal, éste interacciona con los &tomos provocando que los electro-
nes que se encuentran en su trayectoria vibren con una frecuencia igual a la de la radiaciéon
incidente. A su vez, los electrones actian como fuentes secundarias de nuevos frentes de onda
de rayos X con las mismas propiedades.

Figura 11: Diagrama de difraccion de un haz de rayos X en un cristal.

En el diagrama anterior dos rayos atraviesan puntos distintos del cristal, cada uno con
diferente camino optico. Se considera que los planos paralelos estan separados entre si una
distancia d. Si las longitudes de onda que salen del cristal estan en fase, la amplitud de la
onda resultante es la suma de cada una de las amplitudes de las ondas. Esto quiere decir que
existe interferencia constructiva que resulta en un haz lo suficientemente intenso para ser
medido con un detector de rayos X. Si la diferencia de caminos 6pticos es un ntimero entero
n de la longitud de onda A, entonces la diferencia en la trayectoria correspondiente a los
rayos reflejados en planos adyacentes es 2dsenf. 6 se mide a partir del plano. Este fenomeno
es conocido como la Ley de Bragg.

23
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2dsenf = nA 9)

En este caso la reflexioén se produce tinicamente para longitudes de onda A < 2d. Es por
eso que no es posible usar luz visible para esta prueba.

La prueba de rayos X para los filtros depositados con Bi,O3 se llevo a cabo con el equipo
Rigaku-Ultima IV System (CuKa 1.5496 A, 40 kV, 44 mA). La intencion fue identificar el
compuesto presente (y la posible existencia de impurezas de otro compuesto) y determinar
la fase cristalina en que se encuentra.

2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La microscopia electronica de barrido (Scanning electron microscope) proporciona imé-
genes y datos fisicoquimicos de la superficie de cuerpos generalmente opacos a los electrones.
Las muestras son barridas por un haz delgado de electrones que recorre la superficie. Las
senales que resultan son captadas por detectores que las transforman en corrientes eléctricas
para formar una imagen en un monitor. El microscopio (ﬁgur esta constituido por las
siguientes partes: circuito de dptica electronica y sus circuitos de alimentacion, camara de
espécimen, generador de alto voltaje y produccion de barrido, detectores de electrones se-
cundarios emitidos por la muestra y retrodispersados, y dispositivo de observacion y registro
de iméagenes [54].

Con esta técnica es posible realizar el analisis de espectrometria de energia dispersada
(EDS). Este procedimiento sirve para identificar y cuantificar la composicion elemental de
areas de muestra con tamano de hasta micrémetros ctibicos. La muestra es bombardeada con
electrones del SEM que colisionan con electrones de capas internas del &tomo para excitarlo y
dejar una vacante. Cuando el &tomo excitado vuelve a su estado de minima energia, desplaza
un electron de un orbital méas energético a la vacante que dejo el electron expulsado. Cuando
el electrén libera la energia excedente permite la creaciéon de rayos X que son medidos con un
espectroscopio. Como cada elemento posee una energia caracteristica es posible identificarlo
con solo saber la energia.
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Microscopio electrénico de barrido
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Figura 12: Diagrama del microscopio electrénico de barrido.

Los filtros con depoésito fueron caracterizados con el microscopio JEOL 7600F para co-
nocer la morfologia de la pelicula y la composicion quimica por energia dispersada [55].

2.3 PROPIEDADES OPTICAS

2.3.1 REFLECTANCIA DIFUSA

Es posible realizar un andlisis optico de los materiales midiendo la reflexion de la luz
por la superficie de una sustancia en funcion de la longitud de onda. Principalmente estas
mediciones se realizan en longitudes de onda para las que un material es fuertemente absor-
bente y no es posible obtener un espectro de absorcion. Medir la reflectancia R en funcién
de A\ proporciona informacion acerca de la estructura electronica de los solidos y el estado
de la superficie del material. En general, se utilizan longitudes de onda visibles en el caso de
semiconductores y ultravioleta en el caso de aislantes. Existen dos técnicas diferentes para
medir la reflectancia: especular y difusa.

La reflectancia difusa consiste en medir la luz que ha sido dispersada por la superficie
del material en todas direcciones. Para esto se utiliza una esfera integradora (figura [L3|) que
se encarga de recoger y enviar a un detector toda la luz que provenga de la muestra sin
importar su direccion de salida (Martin, 1993).
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ESPECTED FOTOMETED

Figura 13: de una esfera integradora.

La esfera integradora se acopla a los espectrofotometros para aprovechar la fuente lumi-
nosa y todo el equipo electronico. Es posible usar los espectros de reflectancia para calcular
la energia del band gap especialmente de materiales que dispersan mucho la luz.

Es posible describir el comportamiento de la luz que viaja en el interior de un material
que dispersa la luz con las siguientes ecuaciones:

—di = —(S + K)idx + Sjdx (10)

dj = —(S + K)jdx + Sidx (11)

En las ecuaciones i y j son las intensidades de luz que viaja en el interior de la muestra
hacia sus superficies iluminadas, y no iluminadas respectivamente; dx es el segmento diferen-
cial a lo largo de la trayectoria de la luz; S y K se llaman coeficientes K-M (Kulbelka-Munk)
de dispersion y absorciéon. Los coeficientes K-M no tienen un significado fisico directo. El
modelo anterior se conserva cuando el tamano de la particula es comparable o menor que la
longitud de onda incidente. La reflexion difusa no permite separar las contribuciones de la
reflexion, refraccion y difraccion.

Si tuviéramos una superficie infinitamente gruesa, el espesor y soporte no tendrian nin-
guna influencia sobre el valor de R. Por lo tanto tendriamos la ecuacion de Kulbelka-Munk
para cualquier longitud de onda como:

K (1—-Ry)?

g 2R = F(ROO) (12)

Donde F(R.) es la funcion de Kulbelka-Munk, R.. = Rpuestra/ Restandar [96]-

La energia de la banda prohibida representa la minima diferencia de energia entre la par-
te superior de la BV y la parte inferior de la BC. En un semiconductor la banda prohibida
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directa tiene un valor igual al del momento de los electrones. Cuando el valor con respecto
al momento de los electrones no es el mismo se trata de la banda prohibida indirecta. Es
posible representar las BV y BC parabolicamente y obtener una relacion de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

ahv = A(hv — E,)? (13)

Donde « es el coeficiente lineal de absorcion del material, hv es la energia del foton y A
es una constante de proporcionalidad. Cuando la dispersiéon del material es perfectamente
difusa, el coeficiente de absorcion K es igual a 2a. Si tomamos como constante el coeficiente
de dispersion de K-M con respecto a la longitud de onda y usamos la funcion de Kulbelka-
Munk en la ecuacion 19 obtenemos:

[F(Ry)w)? = A(hv — E,) (14)

De esta forma es posible obtener F(R,,) de la ecuacion 18 y graficar [F/(Ry)hv)* contra
hv para encontrar el valor de £, [56].

En un semiconductor de banda prohibida indirecta, la parte superior de BV no tiene el
mismo valor de momento que la parte inferior de la BC. En este caso las bandas se relacionan
de la siguiente manera:

[F(Roo)hw]? = A(hv — E,) (15)

Las mediciones de reflectancia difusa se realizaron con un espectrofotémetro Shimadzu
2600 al que se le acopld una esfera integradora y se usé un blanco de BaSO, como referencia.

2.4 PERFILOMETRIA

Es posible medir el espesor y rugosidad de las peliculas delgadas utilizando un perfilo-
metro mecanico. Este consiste en una punta moévil que se pone en contacto con la muestra y
recorre la superficie aplicando sobre ella una fuerza constante. La punta estd conectada a un
sistema de medicion que registra los movimientos verticales que sufre en su recorrido. Para
esto, es necesario que la muestra tenga un escalon y posicionar la punta un poco antes de
la frontera entre el escaléon formado por la pelicula y la parte sin pelicula para determinar
los cambios en el espesor. La rugosidad y el espesor de las muestras se determiné usando un
Perfilometro Mecanico Dektak 150.
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2.5 BANO QUIMICO

El depésito por bano quimico es una técnica para preparar materiales en peliculas del-
gadas a presion atmosférica y temperatura moderada. Con este método es posible fabricar
peliculas delgadas en &reas a bajo costo. Se ha utilizado para preparar peliculas semicon-
ductoras de calcogenuros, principalmente sulfuros y seleniuros, los cuales tienen importantes
aplicaciones relacionadas con energia solar.

La técnica consiste basicamente en una serie de reacciones quimicas que se llevan a cabo
sobre un sustrato solido sumergido en la mezcla de reacciéon. La mezcla tipica contiene solu-
ciones acuosas diluidas de una fuente de iones metélicos (generalmente una sal), un agente
acomplejante (anion o molécula que se une a un atomo de un metal para formar un ion
complejo) y una fuente de iones calcogenuro. Los compuestos ionicos cuando se disuelven en
agua se disocian en sus iones correspondientes, de manera que en soluciéon los iones metalicos
se encuentran libres. El agente acomplejante (que puede ser un compuesto organico), tiene la
funcion de atrapar a los iones metélicos en la mezcla de reaccion y liberarlos lentamente [57].
Esto ocurre mediante una reaccion de equilibrio como la siguiente:

M"™ 4 A s M(A) (16)

Donde M representa al ion metélico de valencia n y A al agente acomplejante. M (A)"" se
denomina ion complejo. La concentracion de los iones metdlicos libres a una temperatura
dada estd determinada por la constante de equilibrio de la reaccién representada por la
ecuacion anterior. Esta constante de equilibrio se denomina constante de estabilidad del ion
complejo. Para que los iones metélicos se liberen lentamente es necesario escoger un agente
acomplejante adecuado que forme un complejo con el metal con un valor alto de constan-
te de estabilidad. Por otra parte, el anién calcogenuro se genera mediante la hidrolisis del
compuesto que lo contiene. Los iones metélicos y calcogenuros producidos de esta manera
reaccionan ya sea en el volumen de la soluciéon obteniendo un precipitado del producto, o
bien, en la superficie del sustrato mediante un proceso heterogéneo que permita la formacion
de la pelicula.

El uso de agentes acomplejantes para la liberaciéon lenta de los iones metélicos en la
mezcla de reaccidon es un factor importante debido a que los compuestos depositados son
altamente insolubes. Si los iones metalicos no se encuentran acomplejados, existird una alta
concentracion de éstos en la mezcla de reaccion, y por el principio del producto de solubilidad
se tendra una precipitacion espontanea y no gradual. Otro factor que se debe considerar es
la disponibilidad de niicleos sobre la superficie del sustrato. Para que ocurra la reaccién en
la superficie del solido, ésta debe contener nicleos. Estos se forman cuando especies metal-
hidroxilo se adsorben en la superficie y se combinan con otras especies adsorbidas formando
pequenos aglomerados. Al proceso de formacion de estos aglomerados se le llama nucleacion.
Los grupos hidroxilo se sustituyen por iones sulfuro o seleinuro formando una capa inicial de
metal-calcogenuro. El depoésito de la pelicula ocurre por la condensaciéon de iones metalicos
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y calcogenuros sobre la capa inicial.

La composicién, estructura y morfologia de las peliculas depositadas por bano quimico
son altamente sensibles a las condiciones del proceso tales como: las condiciones quimicas,
temperatura y naturaleza del sustrato.

2.5.1 SUSTRATOS

Para los depoésitos por bano quimico se usaron filtros cir-
culares (30 mm de didmetro y 5 mm de grosor (+.05mm)
de vidrio (sintered disc) de poro 1 (100-160um, (figurald)
de la marca PYREX. Este vidrio contiene boérax entre sus
ingredientes fundamentales, junto con silice y 4lcali. Desta-
ca por su durabilidad y resistencia a los ataques quimicos
y las altas temperaturas, por lo que se utiliza mucho en
utensilios de cocina, aparatos de laboratorio y equipos pa-
ra procesos quimicos. Para las pruebas en el reactor se uti- Figura 14: Filtro de vi-
lizaron los filtros con una perforacion de 3 mm en el cen- gpo.
tro.

La limpieza de los filtros se llevo a cabo con un bano ultrasénico BRANSON 1800 para
eliminar residuos de fabrica dentro de los poros como restos de vidrio producidos durante el
corte y suciedad ocasionada por la perforacion. El proceso consistio en 3 ciclos de 5 minutos
con tricloroetileno, acetona y metanol respectivamente. Después se secaron con Ny compri-
mido.

2.5.2 SOLUCIONES PRECURSORAS Y DEPOSITO

Para la solucion precursora de acetato de bismuto se pesé acetato de bismuto (Bi(CH3COO);
Sigma-Aldrich 99.99 %), segun la cantidad necesaria para obtener una disolucién con una
concentracion de 0.05 M y se disolvié en un 25 % v/v de acido acético. Se mantuvo en agi-
tacion y a temperatura constante (50°C) hasta obtener una solucién transparente. Pasado
el tiempo se agregd poco a poco agua desionizada (75 % v/v) bajo las mismas condiciones
durante 15 min. Al final la solucién precursora tuvo un pH cercano a 3.

La soluciéon precursora de acetato de zinc se obtuvo pesando acetato de zinc dihidratado
(Zn(CH3COO),-HO Sigma-Aldrich 98 %), segin la cantidad necesaria para obtener una
disolucién con una concentracion de 0.2 M y se disolvid en agua desionizada en agitacion
constante a temperatura ambiente por unos minutos hasta tener una solucién transparente.
Se agregaron unas gotas de acido acético para evitar la formaciéon de hidréxidos y precipita-
dos. Al final, la solucién presentd un pH cercano a 6.

Para determinar la concentracion del depdésito se usé la siguiente formula:
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m=PMxCxV (17)

Donde m es la masa del soluto (en g), PM es el peso molecular (g/mol), C es la concen-
tracion deseada y V es el volumen de la solucion (L).

Los filtros (figura|b3(a)) se introdujeron en vasos de precipitados con 10 ml de la solucion
precursora respectivamente, y posteriormente se metieron en una mufla OMEGA CN370 a
150° por 20 min. Pasado el tiempo la temperatura se aumentd a 250°C por un periodo de
10 minutos. Finalmente la temperatura se elevo a 450°C durante 30 minutos.

2.6 ROCIO PIROLITICO

La técnica de deposito por rocio pirolitico permite depositar peliculas delgadas por me-
dio de la atomizaciéon de una solucién precursora sobre una superficie caliente. Esta solucion
reacciona con la superficie para formar el compuesto quimico deseado. Es posible dividir el
proceso en tres etapas principales: atomizacion de la soluciéon precursora, el transporte del
aerosol generado y la descomposicion del precursor en la superficie del sustrato.

1. La atomizacion de la solucién precursora puede hacerse con dispositivos neumaticos o
ultrasonicos. En el caso del dispositivo neumatico la forma de atomizar la solucién impli-
ca dos fluidos en donde la solucién liquida pasa junto con un gas presurizado y, de esta
forma, las fuerzas de presion superan la tension superficial del liquido. El resultado es la
formacion de gotas que son arrojadas instantaneamente hacia la superficie. En el caso de
la atomizacion ultrasoénica el principio béasico se basa en la vibracion y efectos de cavi-
tacion inducidos por la explosion de una solucion liquida a un ultrasonido de frecuencia
entre 1 kHz y 1MHz. El aerosol es dirigido con ayuda de un gas portador y/o director
hacia el sustrato.

Los depdésitos, por lo general, son el resultado de las gotas que llegan al sustrato y tienen
un tamano que va desde los micrometros hasta los sub-micrémetros. Es posible obtener
una distribucion de gotas méas uniforme atomizando la solucién por medio de nebulizacion
ultrasonica.

2. El transporte del aerosol se lleva a cabo con ayuda de un gas portador. Es posible que
las gotas puedan experimentar evaporacion del disolvente durante el transporte hacia el
sustrato. Esto implica una reduccion del tamano de las gotas por lo tanto un gradiente de
concentracion. El precursor precipita en la superficie de la gota, cuando la concentracién
de superficie excede el limite de solubilidad. Esto resulta en la formacién de una costra
porosa y particulas huecas, que aumentan la rugosidad de la pelicula.
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3. La descomposicion del precursor (deposito) ocurre cuando las gotas golpean la superficie
del sustrato. En esta etapa se llevan a cabo varios procesos simultAneamente como: eva-
poracion del disolvente residual, difusion de las gotas y descomposicion del precursor. Los
procesos que se llevan a cabo debido al aumento en la temperatura del sustrato son:

a) En el régimen més bajo de temperatura las gotas llegan y se difunden sobre el sustrato,
donde se evapora el disolvente, se descompone el precursor y se forma el compuesto. Si
la temperatura es muy baja puede ocurrir que no todo el disolvente se evapore y no se
obtenga el compuesto deseado en su totalidad o se presenten problemas de adherencia.

b) A temperaturas mayores a la de ebullicion, el disolvente se evapora durante el tras-
porte de las gotas y el precursor incide sobre el sustrato en forma de un precipitado
seco, donde se produce su descomposicion.

¢) A temperaturas incluso superiores el disolvente también se evapora antes de que la
gota llegue al sustrato. A medida que se aproxima al sustrato, el precursor en forma
de precipitado seco se funde y vaporiza, pero al llegar a la superficie, se difunde y
descompone formando los compuestos deseados. Esta es una reaccion clasica de CVD
(chemical vapor deposition), lo que resulta en una pelicula de alta calidad y una alta
probabilidad de adherencia.

d) A temperaturas méas altas se sigue el mismo proceso anterior, s6lo que la formacion
del compuesto deseado se da atin en la fase vapor, llegando éste en forma solida al
sustrato donde solo se deposita.

El equipo o camara de rocio pirolitico estd compuesto por un sistema de rocio y atomi-
zacion, un calentador del sustrato con controlador de temperatura, un compresor de aire o
tanque del gas portador y rotdmetros para medir el flujo de la solucién precursora y del gas.
Es necesario optimizar los pardmetros de depoésito para obtener peliculas delgadas de buena
calidad como: la concentracion de la solucién precursora, la temperatura y los flujos de aire
y de solucién.

La solucién precursora afectara principalmente la morfologia y propiedades de la pelicula
depositada; el soluto debe ser compatible con el disolvente, de este modo la solucién sera
més estable a presion y temperatura ambiente. Es posible agregar aditivos o modificar el
pH a la solucién precursora. Por otro lado, la temperatura de evaporacion del disolvente y
de descomposicion del soluto deben ser bajas comparadas con la temperatura del pirodlisis,
asegurando que la reaccion quimica de los materiales precursores se lleve a cabo.

La concentracion de la solucién determina la cantidad del compuesto precursor que reac-
ciona sobre la superficie del sustrato. Si la concentracion es baja, menor a 0.01 M, la cinética
de deposito es muy lenta y las peliculas son muy delgadas. Por el contrario, si es muy alta,
(del orden de decenas de mol/L) la soluciéon se vuelve muy viscosa reduciendo la eficiencia
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del rociado. Ademas, es posible que la energia proporcionada pudiera no ser la suficiente
para la descomposicién de los precursores, incorporandose éstos a la pelicula depositada.

El tamano de las gotas esté determinado por la tasa de flujo, mientras mayor sea la tasa
de flujo, menor serd el tamano de las gotas que se produzcan. Por lo general, no se excede
de los 15 L/min pues la turbulencia generada provocaria inestabilidad y un aumento en el
tamano de las gotas, lo que a su vez provocaria una baja calidad de las peliculas depositadas.

Al mismo tiempo, la tasa de flujo determina la cantidad de solucién que incide sobre la
superficie del sustrato por unidad de tiempo. Si la tasa de flujo es grande, entonces, es po-
sible que se provoque una evaporacion lenta del disolvente generando una pelicula formada
principalmente por los compuestos precursores sin que hayan alcanzado a reaccionar. Si la
tasa de flujo es pequena, los tiempos de depoésito tendran que aumentar considerablemente
para obtener una pelicula de espesor adecuado.

Se ha encontrado que para el caso de las peliculas de ZnO por rocio pirolitico es posible
usar acetato de zinc como precursor con una concentracion de 0.2 M y una temperatura de
450°C. De esta forma es posible obtener peliculas uniformes formadas por granos pequeiios.

También se ha estudiado la incorporacion de otros elementos en peliculas de ZnO para
investigar el cambio en sus propiedades fisicas y quimicas. Entre los elementos utilizados se
encuentra el Al que puede incrementar la conductividad eléctrica y eficiencia fotocatalitica
sin afectar la transparencia 6ptica. El Mg es capaz de incrementar el valor de la banda prohi-
bida y por lo tanto incrementar la actividad fotocatalitica [58|. Es posible utilizar otro tipo
de elementos dependiendo de las propiedades que se quieran mejorar o cambiar para fines
especificos. El deposito de peliculas delgadas por rocio pirolitico proporciona, por lo antes
mencionado, un método de sintesis sencillo, con un alto grado de reproducibilidad y también
un bajo costo.

2.6.1 SISTEMA DE DEPOSITO POR ROCIO PIROLITICO

Ambos sistemas (0xido de zinc y 6xido de bismuto) estén instalados en camaras de acri-
lico independientes conectados a un compresor de aire. Este se distribuye a un rotametro de
aire y un rotametro de solucion precursora, ambos conectados a una boquilla de atomizacion.
La boquilla se encuentra a una distancia vertical de 30 cm y 26 cm del sustrato, respectiva-
mente. El bano de estano se encuentra en una placa de calentamiento que usa 5 resistencias
de 500 W a 120 V y esta conectado a un termopar y un controlador de temperatura. Ambas
camaras cuentan con un sistema extractor de gases.

2.6.2 SUSTRATOS

Las peliculas de ¢xido de zinc y 6xido de bismuto por rocio pirolitico fueron depositadas
en sustratos cuadrados de vidrio Corning de 1 cm x 1 cm. Previamente, los sustratos se lim-
piaron en un bano ultrasénico por 10 minutos con los siguientes disolventes: tricloroetileno,
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acetona y metanol. Una vez limpios, se secaron con nitrégeno comprimido. Sobre una de las
caras del sustrato de coloco grafito disuelto con isopropanol. Esta capa fue la que estuvo en
contacto con el bano de estanio y la finalidad del grafito fue evitar que el estafio se adhiriera
al sustrato. Los depositos se realizaron por lotes de 8 sustratos.

2.6.3 SOLUCIONES PRECURSORAS Y DEPOSITO

La solucién precursora de de acetato de zinc se obtuvo pesando acetato de zinc dihidrata-
do (Zn(CH3COO),-H20 Sigma-Aldrich 98 %), segtn la cantidad necesaria para obtener una
disoluciéon con una concentracion de 0.05 M y se disolvid en agua desionizada en agitacion
constante a temperatura ambiente por unos minutos hasta tener una solucién transparente.
Se agregaron unas gotas de 4cido acético para eliminar particulas que no se disolvieron. Al
final, la solucién presenté un pH cercano a 6.

Para la solucion precursora de acetato de bismuto se pesé acetato de bismuto (Bi(CH3COO);
Sigma-Aldrich 99.99 %), segun la cantidad necesaria para obtener una disolucién con una
concentracion de 0.05 M y se disolvié en un 25 % v/v de acido acético. Se mantuvo en agi-
tacion y a temperatura constante (50°C) hasta obtener una solucién transparente. Pasado
el tiempo se agregd poco a poco agua desionizada (75 % v/v) bajo las mismas condiciones
durante 15 min. Al final la solucién precursora tuvo un pH cercano a 3.

Los sistemas de spray (zinc y bismuto) se pusieron en funcionamiento con las soluciones
precursoras respectivas para inundar el sistema y se calenté el bano de estano a una tem-
peratura de 400°C. La intencion de inundar el sistema con las soluciones es asegurarse que
el primer rocio que llega al sustrato es de la solucién precursora y no del agua de lavado.
Se cerraron los flujos y se colocaron los sustratos sobre el bano de estano y se dejaron un
par de minutos para asegurar el equilibrio térmico. Después, se aumento la temperatura y
una vez que se llegd a 450°C se realizo el deposito con un flujo de aire de 80 psig (1028
mL/min) y un flujo de soluciéon de 20 psig (8mL/min) para el depésito de 6xido de zinc. El
deposito de o6xido de bismuto se realizo con un flujo de aire de 85 psig (1028 mL/min) y un
flujo de solucion de 30 psig (8mL/min). Los tiempos de deposito fueron de 15 y 12 minutos
respectivamente.

Las peliculas se caracterizaron mediante las técnicas de:

» Difraccion de rayos X (DRX) con un equipo Rigaku Ultima IV XRD system con una
fuente de radiacion de Cu Ka.

» Espectrometria UV /Vis usando un equipo Shimadzu UV 2600 con una esfera integra-
dora usando un blanco de BaSO, como referencia.

= Microscopia electronica de barrido (SEM) con un equipo JEOL JSM-7600F.
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= Perfilometria usando un perfilometro mecénico Dektak 150.

Las muestras se esterilizaron por lote en autoclave por una hora.

Figura 15: FEsterilizacion de las muestras.

2.7 ANGULO DE CONTACTO

Como ya se mencioné antes, para que los procesos de fotocatdlisis heterogénea se lleven a
cabo, es necesario que el fotocatalizador y el medio a tratar se encuentren en fases distintas.
En este caso se trata de un fotocatalizador s6lido sumergido en un medio liquido. Por lo
tanto, este proceso se trata de un fenémeno de superficie, pues es donde se llevan a cabo las
reacciones. Para conocer qué tanto entra en contacto el medio liquido con el fotocatalizador,
se midi6 el angulo de contacto que se forma entre la superficie de la pelicula y una gota
de agua y una de medio TSB por separado. El valor de dicho dngulo variard segin sea la
relacion existente entre las distintas fuerzas de adhesion y cohesiéon entre la fase liquida y la
solida. Cuando las fuerzas de adhesion del sélido en su superficie son bastante grandes, en
comparacion con las fuerzas de cohesion en el liquido, el &ngulo de contacto tendra un valor
entre 0 y 30°. Esto implica que el liquido se ve atraido por la superficie del sélido y se exten-
dera. En el caso del agua se denomina superficie hidrofila. Cuando las fuerzas de adhesion
son muy bajas, la superficie tendera a repeler el liquido y el dngulo serd mayor de 90°. En
el caso del agua se le llama se denomina superficie hidr6foba. En el caso de encontrar estos
comportamientos muy acentuados ( > 120°) se anade el prefijo super. La figura [16{ muestra
este fendémeno.
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Figura 16: Esquema del dngulo de contacto de una gota sobre una superficie.

Una forma de entender este comportamiento es con los siguientes pardmetros:

= Kl tipo de liquido y por lo tanto su tensioén superficial.
= Kl tipo de superficie y su composiciéon quimica.

» La rugosidad de la superficie (figura . Por ejemplo, si se tienen protuberancias a
escala micro o nanométricas en la superficie, la gota queda apoyada entre los picos de
las protuberancias, lo que ocasiona que el contacto total sea menor y su forma sea mas
esférica (mayor angulo de contacto).

Figura 17: Influencia de la rugosidad en el dngulo de contacto.

Conocer el angulo de contacto sirve para conocer la interaccion entre el medio de cultivo
TSB (Trypticase Soy Broth) que se utilizara en los experimentos y las peliculas delgadas.
Para llevar a cabo las mediciones se colocod una gota (200 L) de medio de cultivo sobre la
superficie de las peliculas y de un sustrato de vidrio.
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2.8 PRUEBAS DE VIABILIDAD CELULAR

Las pruebas de viabilidad celular tienen la finalidad de dar a conocer la magnitud de la
poblacién bacteriana. Estas pruebas se basan en la determinacion de las bacterias capaces de
replicarse o de transferir material genético (viables). Para determinar el tiempo de duracion

de las pruebas antes de la medicién se tomoé en cuenta la curva de crecimiento de la bacteria
E. coli.

La curva normal de crecimiento poblacional bacteriano presenta 4 fases que se pueden
ver en la figura . La fase de latencia representa un periodo de transicién para los micro-
organismos cuando son transferidos a una nueva condiciéon. En esta fase no hay incremento
de células pero hay gran actividad metaboélica. En la fase exponencial las bacterias recupe-
ran el ciclo celular e incrementan su nimero exponencialmente debido a que hay suficientes
nutrimentos. En la fase estacionaria las limitaciones de crecimiento ocurren ya sea por agota-
miento de algin nutriente o que el nimero de células sea elevado para el espacio disponible.
Por 1ltimo, si la incubacién contintia después de que una poblacién alcanza la fase estacio-
naria, la poblacion comenzara a disminuir debido a la falta de nutrientes. A esta fase se le
conoce como de muerte. En la bacteria E. coli 1a fase exponencial empieza aproximadamente
a las dos horas de incubaciéon y entre las 4 y 5 horas comienza un periodo de transicion entre
la fase exponencial y la fase estacionaria (figura [59].
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(a) Curva de crecimiento poblacional. (b) Fases de crecimiento E. coli.

Figura 18: Curva de crecimiento bacteriano.

Las pruebas que se utilizaron en el trabajo fueron las siguientes: turbidimetria, conteo
en placa y microscopia de fluorescencia. Se determiné que los tiempos de mediciéon serén a
las 4 y 24 horas de haber comenzado al prueba. La medicién a las 4 horas tiene el propoésito
de medir el cultivo en el periodo de transicién entre la fase exponencial y estacionaria. Esta
hora también se eligié por cuestiones de horario del laboratorio. Se decidi6 medir a las 24
horas para dar seguimiento al proceso.



MATERIALES Y METODOS DE ANALISIS 37

2.8.1 TURBIDIMETRIA

La turbidez se define como la reduccién de la transparencia de un liquido causado por
la presencia de particulas no disueltas de material distinto al propio liquido. Puesto que es
un indicador de apariencia 6ptica ocasionado por la dispersion y la absorciéon de la energia
luminica a través del liquido, la turbidez s6lo puede ser medida usando técnicas 6pticas. Este
fenomeno se fundamenta mediante la ley de Lambert-Beer (ecuacion , en a que la turbidez
es proporcional a la concentracion C de particulas. Un haz de radiacién monocromaética con
intensidad I, llega al medio absorbente perpendicular a la superficie. Luego, pasa a través de
la longitud X del medio, que contiene particulas absorbentes que bloquearan la transmision
de la luz. La intensidad de la luz disminuye (I) como resultado de la absorcion y la disper-
sion. Si el material se compone de particulas con diferentes coeficientes de absorcion (oA y
FB), es igual a la suma de los coeficientes de absorcion y de dispersion de todas las particulas.

I — [Oe—[aAJrﬁB]XC (18)

En el caso de bioprocesos, las muestras que se miden son los medios de cultivo donde la
turbidez producida se debe al crecimiento de microorganismos. L.as muestras a determinar
son generalmente traslucidas cuando no presentan crecimiento microbiano. La proporciona-
lidad entre la intensidad de la luz incidente y la luz dispersada por el medio depende del
tamano y la forma de las células que se encuentren en el medio que se esté analizando.
También puede ser afectada por las condiciones ambientales. La correlacion entre la concen-
tracion de particulas y la turbidez, depende, en el caso de cultivos bacterianos, de las especies
analizadas, y en ocasiones, incluso de la cepa especifica utilizada. En soluciones diluidas, la
absorbancia es directamente proporcional al peso seco de los microorganismos. Para esti-
mar el nimero de microorganismos totales o el nimero de microorganismos viables de una
suspension bacteriana debe realizarse una curva de calibracion con cada tipo de microorga-
nismo. So6lo de esta forma es posible relacionar la absorbancia o densidad optica (O.D.) con
el niimero de microorganismos totales o con Unidades Formadoras de Colonias (UFC’s). La
medicion de la turbidez se usa para estimar los indicadores de crecimiento de bacterias como
una alternativa a los recuentos de las placas tradicionales; si bien es un método de medi-
cion mas rapido presenta varias desventajas como problemas asociados al medio de cultivo,
homogeneidad, la presencia de particulas ajenas o microorganismos muertos [60]. Su utiliza-
cion se ha incrementado como nueva tendencia en la microbiologia predictiva. La unidad de
medicion es la Unidad Nefelométrica de Turbidez (UNT). Para las mediciones de densidad
Optica se utilizéo un biofotometro Eppendoif D30 (longitud de onda de 600 nm) con una cali-
bracion O.D. = 1 que es directamente proporcional a una concentracion de 1x10%cel /mL [60].
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DETECTOR
FUENTE DE LUZ CUBETA DE MEDICION DENSIDAD OPTICA

Figura 19: Esquema medicion de turbidez.

Previo a las pruebas se obtuvieron 1.5 mL de suspension de bacterias ajustada a una
0.D. = 1. Posteriormente se tomaron 100 ul. de la suspension, se agregd en un nuevo tubo
de centrifugado y se adicionaron 900 puL. de medio TSB enriquecido para disminuir la con-
centracion de bacterias. Este procedimiento de repiti6é para obtener diluciones hasta llegar a
una concentracion de 1x10°cel /mL.

2.8.2 CONTEO EN PLACA

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en una muestra, la
técnica cominmente utilizada es la cuenta en placa. La técnica se basa en contar las unidades
formadoras de colonias (CFU’s) presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se considera
que cada colonia que se desarrolla en el medio de cultivo de eleccién después de un cierto
tiempo de incubaciéon a la temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de un
agregado de la muestra bajo estudio. Ese microorganismo o microorganismos son capaces de
formar una colonia.

Spread-plute method

i Surface
Incubation colonies

'\ oo — —_— N — | .:

Sampleispipetted  Sample s spread evenly over Typical spread-plate

ontosurface of agar  surface of agar using sterile results

plate(0.1 mlorless)  glassspreader

Figura 20: Vaciado y extendido en placa.

Para que las colonias puedan contarse de manera confiable, se hacen diluciones decimales
necesarias de la muestra antes de ponerla en el medio de cultivo. Este método se utiliza
principalmente para la cuantificacion de bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Para
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ver el procedimiento paso a paso puede consultarse [61].
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Figura 21: Diluciones y cuenta en placa.

El método permite numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas controlables, pero
sujetas a la influencia de diversos factores. Es muy importante apegarse a la técnica y con-
trolar cuidadosamente las condiciones.

2.8.3 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es un proceso de interacciéon entre la radiaciéon y la materia en el cual un
material absorbe radiacion de una fuente especifica y muy rapidamente emite luz cuya ener-
gia es menor (de mayor longitud de onda) que la de la radiacién que ha absorbido. Cuando
la florescencia es ocasionada por la absorcién de fotones se llama fotoluminiscencia, donde
la energia de excitacion absorbida es inmediatamente emitida como radiacién luminosa. La
molécula responsable de este fenémeno se llama fluorocromo. El proceso se puede ver en la

figura

1. La absorcion de la luz de excitacion eleva la molécula de fluorocromo a un estado de
excitaciéon con un mayor contenido de energia, S1.

2. En este estado de excitacion se mantiene un tiempo determinado, en el cual, la molécula
sufre cambios conformacionales e interacciona con las moléculas de su entorno. Como
consecuencia, parte de la energia del estado S1 se disipa, creandose un estado S1’ de
menor energia.

3. Pasado este tiempo de excitacion, la molécula emite luz de menor energia, regresando a
su estado fundamental, SO.
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Figura 22: Diagrama del prosceso de fluorescencia.

Las bacterias se tifieron con el fluorocromo calceina acetoximetilada (calceina-AM) que
tifie las células y emite una fuerte fluorescencia verde (A, 494 nm, A\, 517 nm). La ob-
servacion se llevo a cabo con un microscopio Nikon Eclipse N¢ conectado a una lampara de

mercurio de alta presion Nikon y una camara DS-Ril también Nikon.



CAPITULO 3: DESARROLLO
EXPERIMENTAL

Antes de poder utilizar el reactor solar, fue necesario caracterizar los materiales (ver
la seccion Caracterizacion de los Depositos) y por supuesto, estudiar su interaccion con el
microorganismo seleccionado mediante pruebas de laboratorio. Las pruebas se realizaron en
el laboratorio de Biologia Periodontal ubicado en la Unidad de Posgrado en Odontologia
dentro de Ciudad Universitaria, México. Las pruebas se realizaron utilizando las peliculas
de oxido de bismuto y 6xido de zinc depositadas por spray pyrolisis para evaluar su efecto
antibacterial usando la especie E. coli.Como se mencioné antes, el objetivo de utilizar peli-
culas delgadas es tener un mejor control al momento de cuantificar células vivas durante el
procesos de fotocatélisis.

La especie E. coli (ATCC33780) fue descongelada, transferida y purificada en placas de
Tripticase Soy Agar (TSA) por periodos de 24 horas a 35°C respectivamente y previo a cada
prueba. Se utilizo un Biofotémetro (600 nm) para obtener una concentracion de bacterias
de 1x10° ( con una densidad 6ptica O.D. = 1). A partir de dicha concentracion se realizaron
diluciones dependiendo la prueba.

Para los experimentos se usaron dos lamparas diferentes por separado; una lampara de
luz UV (365 nm) y una lampara de luz blanca (A >400 nm). La intencién a futuro es
usar un reactor solar, el uso de las dos lamparas mencionadas podria darnos una idea del
comportamiento de los materiales bajo la region UV y la region del visible del espectro elec-
tromagnético de radiacion solar. De esta forma se podran escalar los resultados y determinar
si es posible usar los materiales bajo las condiciones de iluminacion del reactor solar. Como
va se menciond las mediciones se realizaron a las 4 y 24 horas de iniciada la exposicion de las
muestras a la radiacion. Durante las pruebas antibacteriales se contrastaran los resultados
entre las muestras con y sin pelicula para garantizar que las bacterias estén bajo los mismo
parametro o posibles errores sistematicos.

3.1 PRUEBAS ANTIBACTERIALES

3.1.1 MONTAJE EXPERIMENTAL

Una vez que las muestras fueron esterilizadas se colocaron individualmente en placas de
24 pozos con la siguiente configuracion que se muestra en la figura En los pozos Al, Bl
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y C1 se colocaron sustratos con depdsito de BisOs; en los pozos A2, B2 y C2 se colocaron
sustratos con depdsito de ZnO; en los pozos A3, B3, C3 se colocaron sustratos de vidrio sin
deposito como control. Esta configuracion se utilizo para facilitar la inoculacién y se repitioé
en otras tres placas més para tener un total de 4 con las mismas caracteristicas.

Zn0o CTRL

(a) Muestras Bi2O3, ZnO y vidrio (ctrl). (b) Posicion de las muestras dentro de los pozos.

Figura 23: Disposicion de las muestras para las pruebas antibacteriales.

A cada pozo se le adicionaron 200 L. de suspension de bacteria ajustada a una concen-
tracion de bacterias de 1x10° cel/mL més 1800 uL de medio TSB (Trypticase Soy Broth)
para obtener un volumen total de 2000 L con una concentracion final de 1x10* cel/mL. Dos
de las placas se colocaron bajo radiacion de la lampara de luz UV de forma aislada (figura
24(a)) y con agitacion constante (240 rpm), las otras dos placas se colocaron bajo radiacion
de la lampara de luz blanca también de forma aislada (figura 24(b))) y con agitacion cons-
tante (240 rpm). La temperatura de mantuvo a 36°C'+ 2°C.

(a) Muestras bajo luz UV. (b) Muestras bajo luz blanca.

Figura 24: Configuracion del sistema experimental.

Después de 4 horas se tom6 una placa de cada sistema para ser analizado mientras que
las otras dos placas restantes se analizaron pasadas 24 horas. Este mismo procedimiento se
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repiti6 pero usando una concentracién final de 1x10% cel /mL.

3.2 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD BACTE-
RIANA

Después del tiempo de exposicion se toméd 1.8 mL del sobrenadante de cada pozo y se
analiz6 la densidad o6ptica de cada uno en un biofotémetro como se muestra en la figura

25(a) -

MEDICION
SOBRENADANTE

f,=>

MEDICION
SOEI RENADANTE
SONICADO

| SONICADOR
- MEDICION DENSIDAD OPTICA

CUBETA DE MEDICION - CONTED EN PLACA

ANALISIS i
ANALISIS

BACTERIAS - SEM SUSTRATO - SEM

ADHERIDAS _ ELUORESCENCIA SIN BACTERIAS

AL SUSTRATO ADHERIDAS

(a) Analisis al término de la exposicién a la luz. (b) Analisis después del desprendimiento de bacterias adhe-
ridas.

Figura 25: Diagrama del proceso experimental.

Pensando en que posiblemente existan bacterias adheridas a la superficie de las muestras
y que éstas ain sean viables, todas las muestras se sometieron a tres lavados con 1 mL de
medio TSB respectivamente. Después de los lavados las muestras se cambiaron a pozos de
cultivo nuevos como se muestra en la figura
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Bi,O; Zno CTRL

bl

Figura 26: Lavado de peliculas.

A cada pozo se anadieron 2 mL de medio TSB y cada placa se cubri6 (sin tapa) con
plastico KleenPack. Cada pozo se sonico con ayuda de un sonicador ultrasénico (Ultrasonic
Processor, 1 watt a pulso continuo) para desprender cualquier bacteria que haya quedado
adherida en la superficie de las muestras (figura [25(b))). Se limpi6 el aparato después de
usarse con cada pozo con cloro, alcohol y agua bi-destilada para evitar contaminaciéon de un
pozo a otro. Al término de la sonicacion se tomo 1.8 mL del sobrenadante de cada pozo para
medir la densidad 6ptica y los 0.2 mL restantes de cada pozo se usaron para medir unidades
formadoras de colonias CFU’s mediante sembrado en placa agar (Tripticase Soy Agar, TSA)

(figura 27).

3 lavados con T
1 1l de TSB ¢/ |

oeceee INTTIN N eocese | NN
secooe MELILIN eoco0e | I oV

e TSA efu = 3
000000 | TN —
200000 T%JJ

Figura 27: Procedimiento para el sonicado de las muestras.

200000
200000

Previo al sembrado se realizaron diluciones para facilitar el conteo de CFU’s y cada una
se sembro (figura El Todas las placas se dejaron incubar por un periodo de 24 horas a

3Cuando se us6 la concentracion inicial de 1x10* cel/mL se realizaron 2 diluciones para al prueba de 4
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una temperatura de 35°C antes de realizar los conteos. Todos los resultados se graficaron y
se compararon con los resultados de la caracterizacion de cada material a fin de relacionarlos.

Figura 28: Diluciones para el sembrado en placa TSA.

3.3 PRUEBAS DE ADHESION BACTERIANA
3.3.1 ANALISIS DE FLUORESCENCIA

Por ultimo, se realizé la prueba de fluorescencia para contabilizar el niimero de bacte-
rias adheridas en las muestras al término de cada tiempo de exposicion. Después del lavado
de cada muestra se le agregaron 3 ul. del reactivo calceina-AM preparado segtn las espe-
cificaciones del fabricante. Las muestras se dejaron reaccionar en completa oscuridad por
15 minutos y posteriormente se enjuagaron con agua bi-destilada para quitar el exceso de
reactivo. Se colocd una gota de aceite de montaje entre la muestra y el cubreobjetos. Las
muestras se analizaron con microscopia de fluorescencia (Microscopio Nikon Eclipse Ni) a
40x y 100x. También se analiz6 una posible reaccion entre en reactivo y los depositos de ZnO
y BisO3 para descartar cualquier efecto de interferencia.

60 w0 §
i

|

Agregar 3l y ‘*

O ‘ C' . . ‘ 3lavadoscon L ooitivo calceina-aM 15 minutos en oscuridad
1mlde TSB ¢/u
’ . U . . . \ Bacterias adheridas
000000 o
@

Figura 29: Procedimiento prueba de fluorescencia.

horas y 3 para la de 24 horas. Para la concentracién inicial de 1x10% cel/mL fueron 5 y 6 respectivamente.
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3.3.2 ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BA-
RRIDO

El analisis del estado de las bacterias que pudieron quedar adheridas a las peliculas se
realizo con un microscopio de barrido (SEM). Para preparar las muestras, las peliculas se
lavaron y se fijaron las posibles bacterias adheridas agregando a cada pozo 1 mL de gluta-
raldehido al 2%, se sell6 la placa con parafilm y se mantuvo en refrigeracion durante 6 dias.
Pasado este tiempo, se retir6 el glutaraldehido y realizaron 3 lavados de 0.05 mL con una so-
lucion buffer de fosfato (7.2 pH y 0.1 M); se deshidrataron con una serie gradual de 2 lavados
de etanol a diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100 por ciento respectivamente). Una
vez que las muestras estuvieron deshidratadas se introdujeron al microscopio para su analisis.
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3.4 FABRICACION DEL REACTOR

El disenio del reactor se realizo con el programa INVENTOR para poder maquinar las
piezas necesarias con un torno CNC.

Figura 30: Diseno del reactor con el progama INVENTOR.

Para las piezas de metal se utilizd acero 316 para asegurar que fuera inerte con el agua.
La superficie reflejante se fabricé con hierro colado y una capa de aluminio usado para hornos
solares. La base se fabrico en madera; los conectores, contenedor y mangueras se eligieron
de acuerdo a su grado de resistencia para ser esterilizados con autoclave. El tubo receptor
estd hecho de vidrio de boro silicato.

4 cm !e !iémetro externo

TAPAS DEL TUBO RECEPTOR ACERO 316 3 ¢m de didmetro interno
(£ 0.01 mm) ]
SUPERFICIE REFLEJANTE | HIERRO COLADO, ALUMINIO | Superficie parabdlica compuesta

con un éngulo de aceptacion 1
34 mm de diametro externo
32 mm de didmetro interno

TUBO RECEPTOR VIDRIO
25 cm de largo
(£ 0.0001 mm)

BASE MADERA Angulo de inclinaciéon de 19°
CONECTORES NPTF Un cuarto de pulgada
i 120 volts
BOMBA PLASTICO 341 L/hr
0.8 m de altura
MANGUERA PLASTICO 50 ¢cm por tramo
3 Titros
CONTENEDOR Vidrio Hermético

Vi-Lab
Esparrago

SOPORTE FILTROS ACERO 316 25 c¢m de largo
3 mm de didmetro

Tabla 3: Especificaciones de las piezas del reactor.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y
ANALISIS

4.1 CARACTERIZACION DE LOS DEPOSITOS

Para las peliculas de ZnO el patron de difraccion de rayos X (ﬁgura muestra refle-
xiones en los planos (100), (002), (101), (102), (110), (103) y (112) que son caracteristicas de
la fase hexagonal tipo wurtzita del ZnO segtn la carta cristalografica PDF 00-036-1451. Se
observa que la pelicula de ZnO tiene un crecimiento preferencial a lo largo del plano (002).
Asi mismo, las peliculas presentan un ancho de banda prohibida de 3.19 eV (ﬁgura. La
masa promedio de la pelicula de ZnO fue de 23.0 + 0.1 mg. Las mediciones de perfilometria
mostraron que las peliculas presentan un espesor promedio de 1524 4+ 5 nm y una rugosidad

(Ra) de 233 £ 5 nm (figura [31(c)) .
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[l Band Gap = 3.19 eV
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(b) Bang Gap

(d) Pelicula ZnO

Figura 31: Caracterizacion de la pelicula de ZnO

Las pruebas de SEM muestran que la topografia de las peliculas de ZnO no presentan
irregularidades significativas y se aprecia que el deposito es bastante homogéneo. Es posible
que esto no afecte a la adhesion de las bacterias en la superficie. Un posible comparativo
entre el tamano de las bacterias y la superficie de la pelicula de ZnO se muestra en la figura

32(F)
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(a) 1000x

(c) 10000x

(e) 50000x

(b) 2500x

(d) 25000x

wrl g

.
lpm  ITM-UNAM
SEM WD #.5mm

(f) Comparativo entre el tamano de una bacteria y la super-
ficie de la muestra de ZnO

Figura 32: SEM de la pelicula de ZnO
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El patron de difraccion de las peliculas de BiyO3 (figura [33(a))) muestra que el material
presenta fase beta con una estructura tetragonal segin la carta cristalografica PDF 01-078-
1793. También se encontr6 que las peliculas presentan un ancho de banda prohibida de 2.42
eV (figura . La masa promedio de la pelicula de BiyO3 fue de 12.4 4+ 0.1 mg. Las
mediciones de perfilometria mostraron que las peliculas presentan un espesor promedio de

426 £+ 5 nm y una rugosidad (Ra) de 92 + 5 nm (figura [33(c)).

40
1.0 —p-Bi,0,
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0.8+ 304
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Figura 33: Caracterizacion de la pelicula de Bis Os

Para las peliculas de Bi;O3 las pruebas de SEM muestran que éstas presentan irregulari-
dades en la superficie. Se aprecian pequenos cumulos formados debido a la técnica de deposito
(figuras y B4(a)). Si tomamos en cuenta que el tamafio de las bacterias es de 0.5 ym
de ancho por 3 pum de largo, es probable que dichas irregularidades sean significativas en
cuanto a una posible adhesion de las bacterias en la superficie. Un posible comparativo entre
el tamano de las bacterias y la superficie de la pelicula de Bi;O3 se muestra en la ﬁgura
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(a) 1000x (b) 2500x

(c) 10000x (d) 25000x

05pum
‘ | |
t
3
1pm IIM-UNAM
SEM WD 8. Tmm
(e) 50000x (f) Comparativo entre el tamano de una bacteria y la super-

ficie de la muestra de Bi2Os3.

Figura 34: SEM de la pelicula de Bis O3
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Los valores del ancho de banda prohibida de cada material indican que las peliculas de
oxido de zinc son capaces de absorber radiacion UV (3.19 eV), mientras que las peliculas de
oxido de bismuto lo hacen mejor en la region del visible (2.42 eV). Por lo tanto, el conjunto
de ambos materiales permite trabajar en toda la region del UV-Vis, misma que es capaz de
proporcionar la radiacién solar.

La superficie de la muestra de ZnO se aprecia mas homogénea con respecto a la de BiyOs,
esta ultima parece tener elevaciones de forma irregular. Es decir, la topografia es més lisa
en las peliculas de ZnO mientras que en las de Bi;Oj3 el relieve podria ser un factor para su
interacciéon con las bacterias debido a su tamano (ﬁgura. Ademas de que el espesor de
las muestras de BipO3 es mucho menor (un orden de magnitud), la masa depositada también
lo es (12.4 mg vs 23.0 mg).

4.1.1 RESULTADOS ANGULO DE CONTACTO

Los resultados del angulo de contacto entre el medio de cultivo (200 pL) y las peliculas
se muestra en la figura 35y en la tabla [

(a) Pelicula ZnO (b) Pelicula BizO3 (c) Sustrato de vidrio

Figura 35: Angulo de contacto entre medio TSB y las muestras.

Zn0O TSB 61.85°
BiyOg3 TSB 91.03°
VIDRIO TSB 16.12°

Tabla 4: Angulo de contacto.

El &4ngulo de contacto que forma el medio TSB con la pelicula de BiyO3 es mayor a
90°, mientras que en el vidrio es menor a 30°. Es posible que la morfologia de la pelicula
de BiyO3 afecte a la fuerza de adhesion aunado a la fuerza de cohesiéon presente en la gota
de medio TSB y esto provoque un mayor angulo de contacto. Este comportamiento puede
afectar al inicio de las pruebas por la metodologia que se usa al inocular las bacterias en
los pozos. El proposito de colocar 200 ulb de suspension de bacteria sobre las peliculas y



RESULTADOS Y ANALISIS %)

después ajustar el volumen adicionando 1800 uL es para asegurar que las bacterias estaran
sobre la superficie deseada. Sin embargo, el 4ngulo de contacto formado sobre la pelicula de
Bi; O3 podria afectar esta afirmacion debido a que el volumen que se adiciona desplazaria a
la suspension de bacterias previamente colocadaﬁ Lo contrario sucederia para el vidrio, pues
como el angulo es menor a 30°la interaccion entre el volumen adicionando y la suspension
no seria significativa. Puesto que el ZnO presenta un adngulo de 60°podemos esperar que el
comportamiento sea intermedio.

4Esto debe ser considerado entonces como un error sisteméatico
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4.2 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE VIABILIDAD
BACTERIANA

4.2.1 RESULTADOS DENSIDAD OPTICA Y SEMBRADO EN PLA-
CA

Los resultados de la densidad ¢ptica usando una concentracion inicial de 1x10*cel /mL al
término de 4 y 24 horas de exposicion y después de sonicar las muestras fueron los siguientes:

DENSIDAD GPTICA PRUEBA 4 HORAS
CONCENTRACION 1x10* cel/mLE. coli
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(b) después de 24 horas

Figura 36: Resultados O.D. con una concentracion inicial de 1x10*cel/mL

En la figura [36(a)| se muestra que la densidad optica del sobrenadante después de 4 ho-
ras es practicamente cero tanto para luz UV como para luz blanca, con excepcion del ZnO
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que muestra un valor de 0.288 que es mayor en comparacién con la muestra control. Este
resultado muestra la sensibilidad del biofotémetro al medir la densidad 6ptica, pues el valor
puede deberse a pequenas particulas desprendidas de la pelicula. Después de 24 horas de ex-
posicion se aprecia que el sobrenadante de las muestras de Bi;O3 es menor en comparacion
con las otras muestras (figura El hecho de que en el vidrio haya una disminucion en
la mediciéon cuando se usa luz UV implica que ésta tiene un efecto sobre las bacterias.

Los resultados de la densidad 6ptica usando una concentracién inicial de 1x10%cel /mL al
término de 4 y 24 horas de exposicion y después de sonicar las muestras fueron los siguientes:

DENSIDAD OPTICA PRUEBA 4 HORAS
CONCENTRACION 1x108 cel/mLE. coli
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Figura 87: Resultados O.D. con una concentracion inicial de 1z10°cel/mL

En la figura [37(a)|se muestra que la densidad 6ptica del sobrenadante después de 4 horas
es menor para el BioOz y el ZnO en comparacion con el vidrio. El valor para el ZnO bajo luz
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blanca puede ser de nuevo un reflejo de la sensibilidad de la mediciéon. Después de 24 horas,
el Bi;Og3 sigue presentando un valor menor en comparacion con las otras dos muestras para
ambas luces. De nueva cuenta existe una disminucién debido al hecho de usar luz UV.

La densidad optica ocasionada por las bacterias desprendidas después de sonicar las
muestras siempre fue cero para ambas concentraciones iniciales. Eso no necesariamente sig-
nifica que no haya bacterias adheridas sino que posiblemente no son detectables debido a su
cantidad. Es por eso que el sobrenadante después de sonicar las muestras se sembré para su
posible conteo en placa.

Los resultados del conteo en placa fueron los siguientes:

CFU's 4 Y 24 HORAS
CONCENTRACION 1x10° cel/mL E. coli
250

232

175

&
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B Luz UV 4h

114 BluzUV24h

@ Luz Blanca 4h
88 | @LluzBlanca 24 h
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32
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Biz03 InD CTRL
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Figura 38: CFU’s con una concentracion inicial de 110" cel/mL .
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i

62

60

50
-
20

4
g @4H UV
5 B24HUY
N3
2 Dm4HB
v W24HB

=
=1

s
(=1

Bi203 Zn0 CTRL
MUESTRA

Figura 89: CFU’s con una concentracion inicial de 1z10° cel/mL .
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Analizando los resultados para las muestras con Bi,O3 (figura se puede observar que
al tratar con una concentracion inicial de 1x10* células/mL después de 4 horas se adhieren
muy pocas bacterias viables tanto para luz UV como para luz blanca (10 y 19). Pasadas 24
horas el ntimero aumenta considerablemente a 232 y 114 respectivamente. En presencia de
luz UV las bacterias se adhieren mas a la superficie del BioO3 después de 24 horas. Ocurre un
fenomeno contrario cuando la concentracion inicial de bacterias es 1x10° células/ml (figura
pues al término de las primeras 4 horas hay més bacterias viables adheridas cuando
se usa luz blanca en comparacion con la luz UV (42 y 25). Al pasar 24 horas este nimero
disminuye a 13 y 11 respectivamente. Esto puede significar que el nimero de bacterias via-
bles adheridas a la superficie disminuyen porque existe un limite en la cantidad de posibles
bacterias que se pueden adherir.

Para el caso de las muestras con ZnO los resultados son muy distintos. Cuando se tra-
baja con una concentracién inicial de 1x10* células/mL la densidad 6ptica disminuye muy
poco en comparacion con los sustratos de vidrio después de 4 y 24 horas bajo ambas luces
(figura [36(b)]). Al contar CF'U’s el nimero de posibles bacterias viables adheridas bajo luz
UV alas 4 y 24 horas es 7 y 2, mientras que para luz blanca es de 7 y 186 respectivamente
(figura . Esto implica que hay muy pocas bacterias viables adheridas a estas muestras en
comparacion con las de BisO3z. Ademas, el nimero disminuye después de 24 horas bajo luz
UV. Esta disminucién puede significar dos cosas: que las bacterias se adhieren muy poco a la
pelicula de ZnO o que sufren algtin dano. Hay que recordar que el ancho de banda prohibida
del ZnO es de 3.19 eV, que significa que esperamos que estas muestras trabajen mejor bajo
luz UV que con luz blanca. Cuando se usa una concentracion inicial de 1x10°® células/ml la
tendencia es muy similar a la anterior pero con una mayor cantidad de bacterias; después de
24 horas hay menos que después de 4.

Para los pozos donde sélo se encontraba el sustrato de vidrio las mediciones de densidad
Optica siempre tienen valores mayores en comparacion con los pozos donde hay muestras con
pelicula (figura . Eso es algo que se espera pues el vidrio es inerte y no tendria por qué
tener alglin efecto en la disminucién de la cantidad de bacterias sin importar la concentracion
inicial, el tipo de luz o el tiempo. Cuando se usa una concentracién inicial de 1x10* células/ml
el conteo de CFU’s es menor después de 24 horas en comparacion con las muestras de Bi; O3
para ambas luces (figura . La posible respuesta a este fenémeno es que las bacterias se
adhieren al sustrato de vidrio al igual que como lo hacen con las muestras de Bi;O3 pero
al momento de sonicar las muestras las bacterias no se despegan del todd?’] Para el caso en
el que se usa una concentracion inicial de 1x10® células/ml el conteo de CFU’s muestra que
a las 4 horas bajo luz UV hay mas bacterias viables adheridas con respecto a las demaés,
mientras que después de 24 horas de nuevo parece haber menos bacterias viables despren-
didas (figura . De nueva cuenta la posible respuesta es que los sustratos de vidrio atraen
a las bacterias o que se cree una biopelicula y éstas no se desprenden después de ser sonicadas.

Esta hipotesis se discutira mas adelante
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4.2.2 RESULTADOS ANALISIS SEM

A continuaciéon se muestran las imégenes més representativas del analisis hecho con SEM:

Para los sustratos de vidrio sin deposito.

(a) Luz UV / 24h / 1x10* cel/mL (b) Luz Blanca / 24h / 1x10* cel/mL

(¢) Luz UV / 24h / 1x10% cel/mL (d) Luz Blanca / 24h / 1x10® cel/mL

Figura 40: SEM de sustratos de vidrio sin depdsito.

Hay que recordar que para preparar las muestras que seran analizadas en SEM, la mues-
tra se debe lavar tres veces, mas, todo el procedimiento para fijar las posibles bacterias
adheridas. En la figura [I0] se aprecia que sobre los sustratos de vidrio sin depésito existe una
cantidad apreciable de bacterias. La forma y medida de cada bacteria es la caracteristica de la
especie E. coli, es decir, no se ve ninguna variacion en su morfologia. Se aprecia que hay méas
bacterias adheridas para la muestra bajo luz blanca con una concentracion de 1x10% cel/mL
(figura que cuando se usa una concentracion inicial de 1x10° cel/mL (figura
después de 24 horas. Es posible que este fenémeno se deba a un posible limite en la cantidad
de bacterias adheridas al cual se llega al usar una concentracion de 1x10* cel/mL. Por otro
lado, es posible que al usar una concentracion de 1x10® cel/mL este limite sea superado y
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no sea posible una cantidad mayor de bacterias adheridas. Lo mismo pasa para luz UV. Se
esperaria que al sonicar los sustratos de vidrio se desprendan mas bacterias después de 24
horas usando una concentracion inicial de 1x10* células/mL. Esta afirmacién confirmaria los
resultados obtenidos durante el conteo de CFU’s de la seccion anterior (figuras 38y B9).

Para los depositos de ZnO las imagenes fueron las siguientes:

(b) Luz Blanca / 24h / 1x10* cel/mL

(c) Luz UV / 24h / 1x10* cel/mL (d) Luz Blanca / 24h / 1x108 cel/mL

Figura 41: SEM de sustratos con depsdsito de ZnO.

Para estas imégenes fue més complicado encontrar las bacterias puesto que no habia
tantas como en las muestras de vidrio. Ademas, las pocas bacterias encontradas presentan
una deformacién clara en su estructura cuando se usa luz UV, lo cual puede ser un indicio
de un posible dano estructural debido a alguna interacciéon con el ZnO, la cual esperariamos
que fuera por la activacion de este fotocatalizador debido a la luz usada.

Para los depositos de BisO3 las imagenes fueron las siguientes:



62 RESULTADOS Y ANALISIS

(a) Luz UV / 24h / 1x10* cel/mL (b) Luz Blanca / 24h / 1x10* cel/mL

(¢) Luz UV / 24h / 1x108 cel/mL (d) Luz Blanca / 24h / 1x10® cel/mL

Figura 42: SEM de sustratos con depsdsito de Bis Os .

Al igual que con los depositos de ZnO no fue tan sencillo encontrar las bacterias pero
las pocas encontradas no presentaron una deformaciéon considerable como las anteriores. Sin
embargo, estas imégenes no son de ayuda para entender el comportamiento de la gréafica
de CFU’s pues muestra un ntimero mayor de colonias con respecto a las muestras de vidrio
sin pelicula después de ser sonicados. Una posible hipotesis puede ser que las bacterias se
adhieren fuertemente al vidrio en comparacion con las otras muestras; o bien, después de
la sonicacion las bacterias se vuelven a adherir al vidrio. Es por eso que se decidi6 analizar
nuevamente las muestras pero después de que estas fueron sonicadas. La intencién fue saber
si al momento de sonicar despegamos por completo a las bacterias adheridas en la superficie
de las muestras. Para esto se us6 una muestra de ZnO, una de BiyO3 y un sustrato de vidrio.
Se colocaron dentro de pozos diferentes y se incocularon 2 mL de bacteria con una concen-
tracion de 1 x 10% cel/mL. La placa se dejo durante 24 horas con agitacién constante y a 35
°C. Pasado el tiempo las muestras se lavaron y posteriormente se agregaron 2 ml de TSB y
se sonicaron. Después, se retird el TSB y las muestras se fijaron siguiendo el procedimiento
para el andlisis con SEM.
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(a) Bi203 1000x (b) ZnO 1000x (¢c) Vidrio 1000x

(d) Bi20O3 5000x (e) ZnO 5000x (f) vidrio 5000x

Figura 483: SEM de muestras después de ser sonicadas.

Es posible ver que en las figuras y que corresponden a los sustratos de vidrio
sin deposito aun hay bacterias adheridas después de ser sonicadas. En las muestras de BisO3
y ZnO no se encontraron bacterias adheridas. Esto puede confirmar que las bacterias se ad-
hieren més fuertemente al vidrio que las muestras con pelicula y por eso al al contar CFU’s
es posible que el niimero sea menor en comparacion con las demés.

Una cosa mas que se puede observar, es que en la ﬁgura hay zonas donde la pelicula
de BiyO3 se desprende después de ser sonicada, cosa que no ocurre con la muestra de ZnO.
Eso implica que las peliculas de Bi;O3 no pueden ser sometidas a este tratamiento con la
intencion, por ejemplo, de limpiarlas de bacterias y posiblemente volver a usarlas.

Ademas hay un fen6meno que se presenta en las siguientes figuras:
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(a) 1000x (b) 2500x (c) 25000x

Figura 44: SEM de la pelicula de Biy O3 después de 24 horas con luz UV / 1210" cel/ml

(a) 2500x (b) 5000x (c) 10000x

Figura 45: SEM de la pelicula de BiyOs después de 24 horas con luz UV / 1z10° cel/ml

En las figuras [44] y [45| se puede apreciar un cambio en la estructura de la pelicula después
de 24 horas. Al parecer existe una reaccion entre el Bi;O3 y el medio de cultivo TSB. Esta
reaccion podria impedir que el depdsito pueda interactuar con las bacterias de la manera en
que se espera, es decir, produciendo dano en ellas. También puede suceder que estos nuevos
agregados que aparecen oculten a las bacterias que se adhieren a la superficie y al momento
de la sonicacion éstas de desprendan y por lo mismo se encuentre un mayor nimero de uni-
dades formadoras de colonias.

4.2.3 RESULTADOS PRUEBA FLUORESCENCIA

La prueba de florescencia se realizé para conocer el nimero de posibles bacterias adheri-
das en la superficie de las muestras. A diferencia de las analizadas con SEM éstas no fueron
sometidas a ningtun tratamiento de fijaciéon y eso podria suponer un aumento en el niimero
de bacterias observables.

Como se mencion6 antes, previo a la prueba con bacterias se colocaron 3 uL del reactivo
sobre una muestra de ZnO y una de Bi,O3 para descartar cualquier posible reacciéon con las
muestras que pudiera interferir con la medicién. Se encontré que al momento de analizar las
muestra de Bi;O3 hubo una reaccion que emitia en color verde (ﬁgura. Este ruido de
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fondo puede interferir al momento de ver las bacterias. Para la pelicula de ZnO este efecto

no ocurrié (figura [46(b))).

(a) Bi203 (b) 7no

Figura 46: Posible reaccion entre el reactivo y las peliculas Bix O3 y ZnO (100z).

Después de cada prueba las muestras se sometieron al mismo proceso de lavado con me-
dio TSB para eliminar las bacterias adheridas més débilmente a la superficie. Se analizaron
varias zonas de las muestras con la finalidad de cuantificar el nimero de bacterias adheridas.
A continuacién se muestran los resultados del ntimero promedio observado y una imagen
representativa de cada muestra.

(a) Bi203 100x (b) ZnO 100x (c) Vidrio 100x

Figura 47: Fluorescencia - Prueba de 4 horas bajo luz blanca
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(a) Biz03 100x (b) ZnO 100x (c) Vidrio 100x

Figura 48: Fluorescencia - Prueba de 4 horas bajo luz UV
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Figura 49: Promedio de bacterias encontradas en cada superficie después de 4 horas.

Como se mencion6 antes, en la figura [46(a)| se observa una posible reaccion entre el reac-
tivo v la pelicula de BiyO3 que provoca un ruido de fondo. Este efecto se observa en todas
las imagenes después de 4 y 24 horas.

Pasadas las primeras 4 horas se aprecia que hay mas bacterias en los sustratos de vidrio
que estuvieron bajo luz UV, seguido de las muestras de Bi;O3 y ZnO. Se puede ver en la
figura [I9 que para algunos valores la incertidumbre es muy grande y esto es porque al hacer
los promedios existen zonas de las muestras donde hay mas bacterias. Posiblemente por de-
fectos en los depositos. En las imagenes y correspondientes a las muestras con
Bi,O3 se aprecian mas bacterias que en las imigenes de SEM lo cual significa que durante
el tratamiento de fijacién deben desprenderse bacterias. La imagen muestra que en la
superficie de la pelicula de ZnO existen bacterias adheridas y esto sigue concordando con los
resultados de CFU’s.
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(a) Bi203 100x (b) ZnO 100x (¢) Vidrio 100x

Figura 50: Fluorescencia - Prueba de 24 horas bajo luz blanca

(a) Bi203 100x (b) ZnO 100x (c) Vidrio 100x

Figura 51: Fluorescencia - Prueba de 24 horas bajo luz UV
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Figura 52: Promedio de bacterias encontradas en cada superficie después de 24 horas.

Para las muestras analizadas después de 24 horas se pude notar que para ambas luces
el Bi;O3 presenta una mayor cantidad de bacterias en su superficie, es decir, las atrae més.
Parece ser que el BiyO3 sirve como un atractor de bacterias pese a que presenta un angulo
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de contacto grande para el TSB; pero es un fen6meno comprensible si se toma en cuenta la
morfologia de la superficie de las peliculas, pues ésta no es homogénea y la topografia que
presenta podria ser favorable para la adhesion de bacterias. Ademas, otro posible parametro
que puede influir es el cambio en la estructura de la superficie del Bi;O3. Por otro lado, se
puede notar que en las peliculas de ZnO hay menos bacterias en comparacion con las otras
dos y que al hacer el conteo de CFU’s el ntimero también es menor. Es més, es posible que
exista un dano segun lo visto en las imagenes mediante SEM.

En los sustratos de vidrio las bacterias se adhieren en todo momento y lo hacen fuerte-
mente pues a pesar de ser sonicadas éstas siguen estando presentes.

Todos los resultados anteriores hacen ver que una prueba en el reactor implicaria tomar
en cuenta diversos factores como el medio donde se encuentran las bacterias, pues se us6
medio TSB y lo que se busca es poder hacer pruebas en cuerpos de agua. Es posible que
el medio TSB no sea el mas indicado para los procesos de fotocatalisis. Un detalle mas que
se debe anadir es el hecho de una posible influencia entre el medio de cultivo y el BiyOs.
También, es necesario conocer el mecanismo de dano que produce el ZnO sobre FE. coli; es
decir, saber si el dano es debido a la produccion de radicales libres en el medio TSB o si es
por otro mecanismo propio de la superficie de la pelicula de ZnO [28]. Por otro lado, usar
una solucién acuosa como medio de cultivo implicaria establecer un protocolo para cuan-
tificar la sobrevivencia de las bacterias con el tiempo. Esto tiene la finalidad de descartar
posibles efectos de estrés y por lo tanto, inactivaciéon de las bacterias que se confundan con
la actividad de los fotocatalizadores.

Otro parametro importante que se debe tomar en cuenta es la adherencia de las bacterias
con el Bi;O3 que en este caso fue depositado en una pelicula delgada. Si ahora tuviéramos
un sustrato poroso, es mas probable que se adhieran dentro de los poros y que influya en los
resultados pues podrian contabilizarse menos bacterias viables de las que realmente existen.
Una posible conclusion es que el Bi;O3 en pelicula podria provocar su adhesiéon en la super-
ficie y atraparlas.

4.3 REACTOR SOLAR

En el marco teérico del presente trabajo se hizo menciéon de como la fotocatalisis he-
terogénea puede ayudar a la degradacion de contaminantes presentes en el agua. En este
caso, los contaminantes que nos interesan son los microorganismos coliformes, por ejemplo
las bacterias E. coli. Caracterizar los materiales y su interacciéon con las bacterias sirve para
tener en cuenta los diversos parametros que intervienen antes de realizar las pruebas en el
reactor solar. Es por eso que la aplicacion en el reactor serd un trabajo futuro dada la com-
plejidad del estudio. Un parametro més que debe ser considerado, es el de seguridad, pues es
necesario establecer mecanismos y protocolos para trabajar con bacterias fuera del labora-
torio. Actualmente, me encuentro trabajando en el diseno y adaptacion del reactor para ser
utilizado dentro del laboratorio y comprobar su funcionabilidad en procesos fotocataliticos.
Una forma de comprobar su funcionamiento es realizar pruebas con la finalidad de degradar
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colorantes. Esto nos garantizaria que efectivamente podemos activar los fotocatalizadores
de manera controlada para posteriormente intentar eliminar microorganismos. Aun asi, la
intencion de usar el reactor bajo radiacion solar sigue presente.

4.3.1 CARACTERIZACION DE LOS FILTROS

Al término del proceso de depoésito por bano quimico los filtros presentaban una colora-
cién amarillenta para los depositos de oxido de bismuto (figura [53(b))) y una color blanco
grisdcea para los depositos de 6xido de zinc . Los depositos se realizaron por ambas
caras y se sonicaron con agua desionizada para eliminar excesos del deposito que se adhirie-
ron correctamente al sustrato.

(a) Filtro sin deposito (b) Filtro con BizO3 (¢) Filtro con ZnO

Figura 53: Depdsitos sobre filtros de vidrio.

También se caracterizaron los filtros de vidrio para obtener sus anchos de banda prohi-
bida y la topografia del deposito.

(a) 1000x (b) 2500x (c) 10000x

Figura 54: Imdgenes de SEM de filtros de vidrio recubiertos con Biy Os.

Las pruebas de SEM muestran que ambos compuestos se depositan sobre los filtros de
vidrio, en ambos casos los depositos fueron analizados con EDS, con lo cual se confirmé
la presencia del Bi;O3 v ZnO. Mediante reflectancia difusa se encontré que los materiales
presentan un ancho de banda prohibida de 2.62 eV y 3.31 eV respectivamente. De nueva
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(a) 1000x (b) 2500x (c) 10000x

Figura 55: Imdgenes de SEM de filtros de vidrio recubiertos con ZnO.

cuenta, esto nos permite utilizar nuestros materiales bajo el espectro UV-Vis solar.

Los filtros de vidrio se perforaron por el centro (previo al dep6sito) con una broca de
diamante de 3 mm de didmetro. Los filtros se colocaron a lo largo del esparrago con una
separacion de 2.5 cm entre cada uno. De esta forma se logr6é colocar un total de 6 filtros,
3 por cada compuesto. Dado que existia una separaciéon de 1 mm entre el filtro y la pared
del tubo, se cubri6 la orilla de cara filtro con cinta teflon. Esto permitié que cada filtro se
amoldara a las imperfecciones del tubo sin maltratarse y también, sirvi6 como empaque.
Con esta configuracion y las especificaciones mencionadas en la tabla [3] se obtuvo un flujo
de 5 ml £+ 0.5 ml por segundo. La inclinacién de la base fue de 19 °; se tomo con respecto al
piso en direccion al dngulo cenital y tomando en cuenta la ubicaciéon geografica de Ciudad
Universitaria, México. El dispositivo final quedé de la siguiente forma:

Figura 57: Reactor final.

Como trabajo previo se realizaron pruebas en un reactor similar con las mismas caracte-
risticas para limpieza de agua contaminada con colorantes . Para las pruebas se utilizo6 el
colorante indigo carmin (IC) con un pH de 11.66 - 12 y filtros de vidrio recubiertos con ¢xido
de bismuto mediante la técnica de bano quimico con una solucién precursora de acetato
de bismuto con una concentracion de 0.025 M. Los resultados mostraron que el dispositivo
logro la decoloracion de 833.33 mL de IC con una concentracion de 30 ppm en menos de dos
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BOPM T Electron Image 1 20um Electron image 1

(a) Bi203 (b) ZnO

Spectrum 4 Spectrum 1

ull Scale 1155 cts Cursor: 9.554 (0 cts)

(c) Bi20O3 (d) zZno

Figura 56: Andlisis EDS de los filtros con deposito.

71
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horas bajo radiacion solar (ﬁgura. Las pruebas futuras enfocadas a la caracterizacion del
reactor consistiran en conocer la eficiencia de éste para degradar diferentes colorantes. Para
ello se usaran los filtros de vidrio con recubrimiento de BisO3z y ZnO para conocer su efi-
ciencia de forma conjunta y separada. Todo lo anterior servird como parametro fundamental
para continuar la investigacion de implementar el reactor como un dispositivo util para la
eliminacion de microorganismos contaminantes de agua.
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Figura 58: Prueba en el reactor solar con indico carmin.

4.4 TRABAJO A FUTURO

Tomando en cuenta todas las posibles variables a considerar durante todo el trabajo y
pensando en la implementacion del reactor para la eliminacion de microorganismos mediante
procesos de fotocatalisis, se propone se propone el siguiente protocolo:

» Trabajar con la bacteria F. coli en una solucién acuosa.

= Medir viabilidad celular en intervalos de tiempo mediante conteo en placa para conocer
el grado de sobrevivencia en la solucion.

= Realizar pruebas de fotocatdlisis en laboratorio usando los mismos materiales en peli-
culas delgadas usando E. coli en solucion.

» Realizar las pruebas de laboratorio con y sin agitacion.

= Medir la adherencia bacteriana a las peliculas delgadas mediante pruebas de viabilidad
y SEM.
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= Realizar pruebas en el reactor para conocer el grado de sobrevivencia sin fotocataliza-
dores.

= Realizar pruebas en el reactor con los fotocatalizadores de Bi,O3 v ZnO depositados
en filtros de vidrio de manera independiente.

= Realizar pruebas en el reactor con los catalizadores en un sistema mixto, es decir, con
filtros intercalados de BisO3 y ZnO.

= Repetir todas las pruebas anteriores en oscuridad para descartar estrés por la presencia
del material.

= Medir la adherencia bacteriana a los filtros mediante pruebas de viabilidad y SEM.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

= Fue posible obtener Bi;O3 y ZnO por las técnicas de rocio pirolitico y bano quimico
con caracteristicas semejantes.

= Los depositos en pelicula sobre vidrio mostraron un ancho de banda prohibida de 3.19
eV para el ZnO y 2.42 eV para el BiyO3, mientras que para los depositos en filtro fue
de 3.31 eV y 2.62 eV respectivamente. Esto garantiza que los materiales pueden ser
activados con radiacion del espectro UV-Vis.

= Las pruebas de densidad 6ptica muestran que las peliculas de BiyO3 siempre presentan
un valor menor en comparaciéon con las otras dos muestras.

= El analisis por microscopia electréonica de barrido a las peliculas después de las pruebas
antibacteriales mostro que:

e Las bacterias se acumulan en los sustratos de vidrio sin depoésito.
e Se encuentran pocas bacterias sobre las peliculas de BiyOs.

e Sobre las peliculas de ZnO las bacterias aparecen deformadas, lo cual puede indi-
car un posible dano estructural a las bacterias.

e Las bacterias se adhieren fuertemente a los sustratos de vidrio y estas permanecen
atn después de sonicarlas.

= Las superficies de las peliculas de BiyO3 atraen a las bacterias en concentraciones altas
de E. coli.

= Fue posible ensamblar el reactor solar de tipo parabolico compuesto y colocar los filtros
con recubrimiento de BisO3 v ZnO dentro de él como componente principal.

I6)
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CONCLUSIONES

» Es necesario realizar pruebas de viabilidad bacteriana para conocer el estado de las
bacterias adheridas a la superficie.
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ANEXOS

ANEXO A: ESPECIFICACIONES APARATOS

RAYOS X (DRX) - Rigaku Ultima IV XRD System.

ESPECTROFOTOMETRO - Shimadzu UV 2600
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM) - JEOL JSM - 7600F.

PERFILOMETRO MECANICO - Dektak 150.
BIOFOTOMETRO - BioPhotometer eppendoif D30 (600 nm).

MULTILECTOR DE PLACA F5 - Molecular Devices FilterMax F5, Multi-Mode
Microplate Reader.

SONICADOR - Ultrasonic Processor, 1 watt, pulso continuo.

ENTRECRUZADOR UV - BioRad GS GENE LINKER, Sterilization UV Resistant
Medical, Str 90 sec.

AUTOCLAVE - Cristofoli, 120°- 21 libras - 300 ml de agua, 1 hora.
INCUBADORA - Felisa a 35°.

AGITADORA - Cleaver Scientifics Lid a 35%y 100 rpm.

VORTEX - Daigger Vortex Genie 2.

MICROSCOPIO - Nikon Eclipse N7 con una camara adaptada Nikon DS. Ril y una
lampara de mercurio de siiper alta presion.

TUBOS DE CENTRIFUGADO - Costar de 2.0 mL y Corning CentriStar de 50 ml.
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ANEXO B: ESPECIFICACIONES DE LOS
COMPUESTOS Y MATERIAL

Formulas Buffer

Buffer A (Sodium phosphate monobasic
0.48g - Sodium phosphate monobasic
20 ml ddH,O

Buffer B (Sodium phosphate dibasic)
2.84g - Sodium phosphate dibasic
100 ml ddH,O

Buffer C
19 ml - Buffer A
81 ml - Buffer B
Ajustar pH a 7.4

Buffer para fijar (gutaraldehido 2%
1 ml - glutaraldehido al 20 %
9 ml - Buffer C

Buffer para lavar
25 ml - ddH,O
75 ml - Buffer C

AGAR DE SOYA TRIPTICASEINA (TSA) - BD BIOXON, Medio de cultivo
deshidratado.

CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA (TSB) - BBL, Becton Dickinson suplemen-
tado con 0.3 pg/mL de menadiona y 5 pg/mL de hemina.
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