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RESUMEN

Las enfermedades nosocomiales dentro de hospitales, asi como en escuelas,
centros de trabajo y lugares cerrados en general, son un peligro de salud publica y
propicia un uso extensivo de antibidticos, cuyo uso no controlado genera lo que se
llaman super bacterias. La incorporacion de agentes biocidas, como lo son las
particulas de diéxido de titanio y su mecanismo de fotocatalisis heterogénea, a un
material de un uso tan frecuente y generalizado en la industria de la construccion
como lo es el cemento, crea una alternativa en el desarrollo de superficies
antisépticas como medida de prevencion de enfermedades infecciosas. Por lo antes
mencionado, en el presente trabajo de investigacion se realizaron pruebas de
inhibicion de crecimiento y desinfeccion de la bacteria de Escherichia coli Top 10,
en superficies constituidas por mortero con relacion cemento-arena 1:3 modificado
con particulas de diéxido de titanio (TiO2) dopadas con hierro al 1% (1% Fe®*), con
una proporcién masica cemento-TiO2-1%Fe*3 del 10%, expuestas a luz visible en
diferentes intervalos de tiempo. Los resultados mostraron que el mortero modificado
tiene propiedades antisépticas que inhiben el crecimiento e incluso eliminan la
poblacion de bacterias Escherichia coli, con una eficiencia del 100% a los 70
minutos de exposicion a luz visible, colocando a este material como un efectivo

tratamiento antibacterial para superficies.

Palabras clave: Escherichia coli, diéxido de titanio, mortero, fotocatalisis

heterogénea.



SUMMARY

Nosocomial diseases within hospitals, as well as in schools, workplaces, and closed
places in general, are a public health hazard and promote the extensive use of
antibiotics, whose uncontrolled use generates what are called superbacteria. The
incorporation of biocidal agents, such as titanium dioxide particles and their
heterogeneous photocatalysis mechanism, to a material as frequent and widespread
use in the construction industry as cement, creates an alternative in the development
of antiseptics surfaces as a measure to prevent infectious diseases. Thus, in this
research work, growth inhibition and disinfection test of Escherichia coli Top 10
bacteria were carried out in surfaces made of mortar with cement-sand ratio of 1:3,
modified with titanium dioxide particles (TiO2) doped at 1%. iron (1% Fe*3), with a
cement-TiO2-1% Fe*3 mass ratio of 10%, exposed to visible light in different time
intervals. The results showed that the modified mortar has antiseptic properties that
inhibit growth and even eliminate the population of Escherichia coli bacteria, with an
efficiency of 100% at 70 minutes of exposure to visible light, placing this material as

an effective antibacterial treatment for surfaces.

Keyworks: Escherichia® coli, titanium dioxide, mortar, heterogeneous

photocatalysis.
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Introduceion




La contaminacién del aire en espacios cerrados es un serio problema de salud
publica y representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo (Déoux, 2013). La presencia de poblaciones microbianas en
ambientes interiores himedos es de las principales causas de la degradacion de la
calidad del aire en espacios cerrados. En el afio 2006, la Organizacion Mundial de
la Salud, elaboro directrices para evaluar la calidad del aire en interiores y describi6

las tres causas de contaminacion mas relevantes para la salud publica:

e Contaminantes bioldgicos.
¢ Contaminantes quimicos.

e Contaminantes debido a la combustion.

La mala calidad del aire debido a contaminantes biolégicos, en hospitales y centros
de salud provocan infecciones nosocomiales o infecciones intrahospitalarias que
son un problema de salud global que aumenta los costos de atencion médica y
facilita la generacion selectiva de microorganismos (Arias y Vargas, 2016). Debido
a lo antes mencionado son necesarios nuevos-agentes y materiales antibacteriales,
que eviten la proliferacion de microorganismos en ambientes cerrados. La
aplicacion de materiales nanoestructurados ofrece nuevas posibilidades en esta

area.

La fotocatalisis heterogénea ha despertado considerable interés en la Gltima década
debido a sus aplicaciones en procesos de remediacidbn ambiental (Park, et al.,
2014). Muchos semiconductores sometidos a radiacion UV se han utilizado para la
degradacion de  compuestos organicos e inorganicos contaminantes y la
inactivacién de bacterias y virus en diferentes tipos de ambientes (Dizaj, et al.,
2014). Uno de los semiconductores mas estudiados como fotocatalizador es el
dioxido de titanio (TiO2), que debido a sus propiedades fotocataliticas puede lograr
la degradacibn de diferentes compuestos organicos, tiene propiedades
antibacteriales y superhidrofilicas fotoinducidas, haciendo de este compuesto un
candidato ideal para muchas aplicaciones donde las superficies sean inaccesibles
para la limpieza tradicional o deban inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas
(Kihn y Chberny, 2003).



Entre las soluciones para enfrentar los retos de implementar superficies que
contribuyan a mejorar la calidad del aire en entornos cerrados, destaca el uso del
cemento por su versatilidad, ya que se puede combinar con una amplia gama de
materiales, ademas de ser un material de alta disponibilidad en varias partes del
mundo. Por lo tanto, la integracion del didxido de titanio en materiales a base de
cemento, representa una opcién prometedora en el desarrollo de superficies que

impidan la reproduccién de microorganismos.

Dicho lo anterior en el presente trabajo se desarrollé6 un mortero modificado a base
de particulas de dioxido de titanio dopado con hierro, en el que fue probado su
actividad antibacterial contra la bacteria E. coli a través de la inoculacion del mismo

y Su posterior muestreo y conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

En el Capitulo | de esta tesis se dara una pequefia de la introduccion de manera

general del trabajo, hipotesis, justificacion y el objetivo general de la tesis.

En el Capitulo Il se describiran los fundamentos y antecedentes tedricos mas
importantes, tomando en cuanto los de mayor relevancia para la realizacion de esta

tesis.

El Capitulo Il estarda basado en la descripcion de los materiales, reactivos y
métodos que se utilizaron para la elaboracion de probetas de mortero, recubrimiento
de pasta de cemento, la preparacion del inoculo y muestreo de las probetas.
Ademas, de los analisis fisico-quimicos que fueron llevados a cabo al mortero y a

las particulas de diéxido de titanio.

En el Capitulo IV se describirdn los resultados y discusiones a partir del analisis

comparativo entre los datos experimentales y modelos matematicos.

El Capitulo V incluye conclusiones y perspectivas generadas a partir de los

resultados obtenidos, ademas de posibles lineas futuras de investigacion.

Por dltimo, se mencionan la bibliografia consultada para la escritura y ejecucién de

este trabajo.



Capitulo 1

Antecedentes



1.1 Antecedentes

Las infecciones nosocomiales o infecciones intrahospitalarias son un problema de
salud global que aumenta los costos de atencion médica y facilita la generacion
selectiva de microorganismos resistentes a medicamentos. La prevencion y el
control de las infecciones nosocomiales requieren un censo del tipo de
microrganismo presente en hospitales y unidades médicas que causan dichas

infecciones intrahospitalarias.

A pesar de que en México no existe una estadistica nacional oficial, investigadores
como Arias Flores et al. (2016) han realizado estudios de los resultados positivos
de los cultivos de las infecciones nosocomiales reportadas por el sistema de
Vigilancia Epidemiolégica Hospitalaria del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) durante el afio 2013.

En esos estudios se reportaron los microorganismos mas frecuentes y los de mayor
relevancia epidemioldgica, concluyendo con la identificacion de las bacterias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y a la Pseudomonas aeruginosa como los
principales microorganismos que se deben combatir. Al ser el IMMS una institucion
gue provee servicios médicos a casi la mitad de la poblacion mexicana, se puede
inferir que ese estudio se acerca a un comportamiento nacional de la etiologia de

las infecciones nosocomiales.

Fujishima y Honda (1967) descubrieron el fendbmeno de la descomposicion
fotocatalitica cuando se expone un electrodo de dioxido de titanio (TiO2) a una luz
intensa, mas tarde fue llamado el efecto Honda-Fujishima. Actualmente, el llamado
proceso de. fotocatalisis heterogénea ha abierto muchas areas de investigacion y
ubica al TiO2 como un material extensamente aplicado como alternativa en la

remediacion de calidad del aire y agua.

Ahmad y Sardar (2013) encontraron que las nanoparticulas (NP) de TiO:2
suspendidas en el caldo o medio Luria-Bertani (LB) muestran efectos inhibitorios

contra el crecimiento de la bacteria E. Coli luego de ser inoculados e incubados por



un periodo de 20 horas. Considerando asi, al TiO2 como un potente compuesto

antibacteriano con aplicaciones industriales y médicas.

Si bien se ha estudiado los efectos de la actividad antibacterial en dilucion de NP de
TiO2 con diferentes tipos de dopaje, muy pocos estudios se han realizado a
superficies compuestas de la combinacion de concreto y TiO2z a fin de evaluar sus

propiedades antisépticas.

Algunas de esas evaluaciones se llevaron a cabo por parte de Janus et al. (2019)
encontrando que placas de concreto tratadas con TiO2 con diferentes tipos y
proporciones de dopaje, bajo radiaciéon de luz visible, presentan propiedades
antibacteriales contra la bacteria de E. Coli. Ademas, se concluyé que el proceso de
inhibicién de las bacterias se debe a la destruccion de la membrana celular lo cual
es tipico de la inactivacion fotocatalitica de las células de los microorganismos.
Identificando al concreto modificado con TiO2 como una superficie que puede ser
utilizado en lugares con altos niveles necesarios de esterilizacion como, hospitales,

construccion de tanques de almacenamiento, escuelas, etc.

1.2 Planteamiento del problema

La presencia de microorganismos patégenos en lugares cerrados, como hospitales,
centros de trabajo, escuelas, tanques de agua y clinicas de salud, causan
enfermedades infecciosas que a su vez pueden trasmitirse de manera directa o
indirectamente a otras personas, siendo la bacteria Escherichia coli una de las

bacterias mas comunes en la etiologia de enfermedades infecciosas en México.

El avance en la ciencia de los materiales en los ultimos afios ha llevado al desarrollo
de la nanotecnologia ofreciendo, con la aplicacion de NP, soluciones en diversos
campos como en el de la electronica, quimica, Optica y medicina. Debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas las NP tienen la capacidad de interactuar con
sistemas biolégicos, lo que en algunos casos se traduce en una actividad

antimicrobiana.



Los materiales tratados con NP abren una alternativa en la busqueda de nuevos
agentes antibacteriales con nuevos mecanismos de accion que tienen el potencial

de reducir la resistencia antibidtica y el uso extensivo de antibidticos.

En todo el mundo el cemento participa de manera significativa en diversos sectores
y es la materia prima para la elaboracién del concreto que, actualmente, es el
material de construccion mas ampliamente utilizado en el mundo con una
producciéon mundial cercana a los 13,000 millones de m3afio (Ceballos Arana,
2016). De ahi el interés de afadir NP al cemento para combinar las propiedades
mecanicas del producto destino, ya sea concreto o mortero, con las propiedades
desinfectantes de las NP de 6xidos metalicos, como el TiOz, y evaluar la actividad

antimicrobiana de esa combinacién del cemento con particulas de 6xidos metalicos.

1.3 Justificacion

A la fecha se han utilizado NP para modificar el .concreto y evaluar la capacidad que
esta mezcla tiene para controlar el crecimiento de microorganismos causantes de
enfermedades infecciosa (Janus et al., 2019). No obstante, su uso para la
construccion de estructuras demandaria una gran cantidad de NP, lo que podria

llegar a encarecer su fabricacion.

El desarrollo de un recubrimiento tipico, como lo es el mortero, con el potencial de
inhibir el crecimiento-e incluso eliminar una bacteria causante de enfermedades
infecciosas ; como lo es la Escherichia coli, representa una ventana de oportunidad
para realizar estudios posteriores con diferentes tipos de microorganismos e incluso
implementar el mortero modificado con TiO2-1%Fe*3 en la construccion de
superficies antisépticas que ayuden en la prevencion de enfermedades infecciosas
nosocomiales causadas por esta y otros tipos de bacterias, en centros de salud,

escuelas, centros de trabajo y espacios cerrados en general.



1.4 Hipotesis

El mortero modificado con particulas de TiO2-1%Fe™*3 tiene propiedades antisépticas

que le permiten inhibir el crecimiento de la bacteria E. coli.

1.5 Objetivo general

Fabricar un mortero con tratamiento fotocatalitico mediante particulas de TiO2-
1%Fe*3 para inhibir el crecimiento de la bacteria Escherichia coli, medido a través

de su conteo en placa, después de un periodo de exposicion a luz visible.
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2.1 Generalidades del concreto, cemento y mortero

El concreto es un material estructural con agentes reforzadores constituidos por un
medio aglutinante inmerso en agregado fino (tipicamente arena) y en agregado
grueso (tipicamente grava). En el concreto fabricado con cemento hidraulico, el
aglutinante es la pasta de cemento, es decir una mezcla de cemento hidraulico y
agua; el cemento hidraulico que méas se usa es el cemento Portland. (Mather y
Ozyildirim, 2002).

El concreto es comunmente utilizado en la elaboracion de elementos estructurales,
tales como columnas, vigas, muros, cimentaciones, dinteles, cerramientos, losas
etc. El concreto debe tener la suficiente resistencia como para sopartar las acciones
a la que la estructura esta expuesta, por lo tanto, las caracteristicas del concreto

dependeran de las solicitaciones del proyecto.

Sin embargo, las Normas Técnicas Complementarias Para Disefio Y Construccion
De Estructuras De Concreto 2017 (NTC-2017) establece que la resistencia minima
a la compresién a los 28 dias no serd inferior a 200 kg/cm? para elementos
estructurales de concreto ni 150 kg/cm? en muros de concreto reforzado de vivienda

de hasta dos niveles.

A diferencia del concreto, el mortero se compone de cemento Portland mezclado
con arena y agua. Su aplicacién del mortero va desde la elaboracion de plantillas,
acabados, aplanados, junteo de mamposteria, firmes etc. Su resistencia minima a
la compresion a 28 dias especificado por la norma mexicana NMX-C-061 es de 79

kg/cm?.

Las propiedades mecanicas y endurecimiento del concreto y del mortero, son
causadas por un proceso quimico, el cual tiene lugar cuando el cemento hidraulico
se mezcla con el agua para formar una pasta, las fases del cemento reaccionan con
el agua (hidratacion) para formar una estructura cementante de desarrollo lento que
se adhiere a las particulas finas y gruesas y las aglutina entre si para formar un
concreto endurecido. El producto de hidratacion mas importante es el hidrato de
silicato de calcio. (Mather y Ozyildirim, 2002).
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2.1.1 Cemento Portland

El cemento Portland es un producto obtenido mediante dos materiales principales:
un material con alto contenido de carbonato de calcio, como puede ser piedra caliza,
greda, conchas o0 marga, y un material con alto contenido de silice y aluminato como
lo es la arcilla, pizarra o escoria de fundicion de alto horno. También se necesita
una pequefia cantidad de hierro.

Los materiales basicos se muelen finamente, se mezclan perfectamente y se
calientan hasta que empieza la fusién (a una temperatura cercana a los 1480 °C),
generalmente en hornos rotatorios, que pueden llegar a alcanzar mas de 210 m de
longitud y 5 m de diametro. El material parcialmente fundido que se extrae del horno

constituye el Clinker de cemento portland.

El Clinker se enfria y se muele hasta formar un polvo muy fino, que es el cemento
portland. Durante la molienda se agrega una pequefia cantidad (del orden del 2% al
5% en peso) de sulfato de calcio (yeso) para controlar las propiedades de fraguado.
(Mather y Ozyildirim, 2002)

El cemento portland consta de cuatro fases primarias: silicato de calcio (CsS),
silicato dicélcico (C2S), aluminato tricalcico (CsAl) y ferroaluminato tetracalcico
(CsAlFe). La resistencia y las propiedades del concreto derivan fundamentalmente
de la hidratacién de los silicatos tricélcico y dicalcico. (Mather y Ozyildirim, 2002)

2.1.2 Mortero

El mortero es una mezcla de pasta de cemento con agregado fino y su utilizacion
se limita al pegado de mamposteria, recubrimiento de muros y detalles de
albafileria. Es el material formado por un cementante hidraulico finamente
pulverizado que, al agregarle agua y arena, tiene la propiedad de fraguar tanto en
el aire como en el agua y formar una masa endurecida que adquiere resistencia

mecanica con el paso del tiempo hasta un punto maximo. (IMCYC, 2011)
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El material finamente pulverizado puede contener uno o mas de los siguientes
materiales: Clinker Portland, cualquier tipo de cemento especificado en la Norma
Mexicana NMX-C-414-ONNCCE, piedra caliza, arcilla, puzolana, escoria granulada

de alto homo, ceniza volante y yeso.

A criterio del productor puede incorporarse, ademas, como auxiliar de la molienda
o para impartir determinadas propiedades al mortero, otros materiales en proporcién
tal que no sean nocivos para el comportamiento posterior del producto. (IMCYC,
2011)

Las especificaciones fisicas para caracterizar la calidad del mortero se establecen
de acuerdo con la determinacion de la sanidad, tiempo de fraguado inicial, tiempo
de fraguado final, resistencia a la compresion a siete y 28 dias, contenido de aire y
retencién de agua. (IMCYC, 2011)

o Sanidad: Es la ausencia de un cambio volumétrico excesivo después del
fraguado, provocado por la reaccién de hidratacion (6xido de calcio libre y éxido
de magnesio libre). La expansion o contraccion se determina con especimenes
elaborados de una pasta de cemento hidraulico y tratados en autoclave, a la
diferencia entre la longitud de la probeta antes y después de tratamiento en la

autoclave se le designa como expansion o contraccion del cemento.

o Tiempo de fraguado inicial y final: El fraguado es el proceso de endurecimiento
y pérdida de plasticidad del mortero, producido por la desecacion y
recristalizacién de los hidroxidos metalicos procedentes de la reaccion quimica
del-agua con los Oxidos metalicos presentes en el Clinker que compone el
cemento. Esta prueba se debe de efectuar de acuerdo con la norma técnica
mexicana NMX-C-059-ONNCCE, la cual establece los métodos de ensayo bajo
el cual se efectia la determinacion del tiempo de fraguado de las pastas
cementantes hidraulicos midiendo su resistencia a la penetracion de la aguja del

aparato de Vicat.
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o Resistencia a la compresion a 7 dias y 28 dias: Esta prueba se debe efectuar de
acuerdo con la Norma Mexicana NMX-C-061-ONNCCE. Esta nhorma mexicana
establece el método de ensayo bajo el cual se determina la resistencia a la
compresion de cementantes hidraulicos, por medio de especimenes cubicos de
50 mm o 2 in de longitud por lado. Esta norma mexicana aplica a todos los
cementantes hidraulicos que se comercialicen en México. Las probetas deben
permanecer en sus moldes durante 50 h £ 2 h antes de desmoldarse;
posteriormente se almacenan en el gabinete a cuarto humedo por cinco dias
mas hasta su ruptura para la prueba de resistencia a siete dias; las probetas
restantes se sumergen en agua, hasta la edad de prueba de 28 dias (IMCYC,
2011).

o Contenido de agua: Esta prueba determina la capacidad del mortero elaborado
con el cemento para albafiileria para generar burbujas de aire dentro de la masa

de mortero durante la operacion de mezclado (IMCYC, 2011).

o Retencion del agua: Esta prueba tiene como objeto determinar la capacidad que
tiene el mortero para retener el agua de mezclado como parte integral de la masa
cuando ésta es sometida a una fuerza de succién que trata de separarla del resto
de los materiales (IMCYC, 2011).

2.2 Conceptos basicos del TiO2> como catalizador en el proceso de
fotocatdalisis heterogénea

Las particulas de 6xidos metélicos tienen un papel importante en la investigacion de

nuevos materiales y sus aplicaciones debido a sus propiedades fotocataliticas. Para

entender los mecanismos de desinfeccién se tiene que describir los conceptos

basicos que participan en la fotocatélisis heterogénea.
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2.2.1 Fotocatalisis heterogénea

La fotocatalisis se puede definir como una reaccion de oxidacion que se produce
cuando la radiacién solar activa un catalizador en presencia de oxigeno. Este
proceso propicia la descomposicion y eliminacion de los contaminantes y evita la
acumulacion de especies o particulas indeseables en el material (Faraldos, 2012).

Véase la Figura 1.

La fotocatdlisis heterogénea se genera a partir de la iluminacién con un foton de un
catalizador semiconductor (6xidos o sulfuros). El fotébn debe tener una energia %v,
igual o superior al valor de la energia de banda prohibida (Eg) o “bandgap” (que es
la energia minima necesaria para convertir el material en un conductor) del
fotocatalizador para que un electron de su banda de valencia se promueva hacia la
banda de conduccion. La energia de banda prohibida es la diferencia energética
entre la banda de valencia y la banda de conduccion del fotocatalizador (Lisbona y
Haurie, 2016).
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Figura 1.Esquema del mecanismo de fotocatalisis.

Fuente: Elaboracion propia.
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Este hecho conlleva a la formacién de dos portadores de carga: electrones en la
banda de conduccion y un electron vacio positivo en la banda de valencia conocido
como “hueco”. Es decir, cuando un electron deja la capa de valencia y se convierte
en un electron libre, se crea un “hueco”. Este fendmeno se conoce como par

electron-hueco (Lisbona y Haurie, 2016).

Los huecos electrénicos (k') reaccionan con moléculas de agua para crear los
radicales hidroxilos (OH") que son altamente reactivos (Zamudio, 2014). El oxigeno
por su parte se comporta como receptor de electrones, al reaccionar con los
electrones y crear aniones radicales superoxidantes (O2) (Zamudio, 2014). Las
siguientes ecuaciones corresponden a las reacciones mencionadas de generacién

de especies reactivas, las cuales toman a las particulas de TiO2 como catalizador:

TiO, + hv — TiO,(e” + h™) (1)
TiO,(h™) + H,0 - TiO, + OH*+ H (2)
TiO,(e™) + 0, » Ti0, + 05~ (3)

Ambos radicales, hidroxilos y los aniones radicales superoxidantes, se generan
sobre la superficie del material, degradando todo tipo de microorganismos y
contaminantes organicos ademas de algunos compuestos inorganicos (Melo y
Triches, 2011).

2.2.2 Semiconductores en el mecanismo de la fotocatélisis heterogénea

Los semiconductores son materiales que poseen una conductividad eléctrica
variable .en funcién de la temperatura. De igual forma, los semiconductores
presentan propiedades eléctricas intermedias entre los conductores y los aislantes

eléctricos, lo que posibilita la implementacién de éstos. (Cohen, 2015)

Las caracteristicas de los semiconductores se deben principalmente a la estructura
de bandas de energia que éstos presentan (Cohen, 2015). Una banda de energia
se puede definir como el solapamiento de orbitales atdbmicos de una red de atomos

en la cual se permite el transito de electrones. Existen dos bandas energéticas de
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interés para los semiconductores que son la banda de valencia (BV) y la banda de

conduccion (BC).

Ambas bandas surgen del solapamiento de los niveles atdmicos de los electrones
de valencia, y segun su grado de ocupacion, contienen los niveles ocupados mas
altos y los niveles desocupados mas bajos. Por otra parte, existen intervalos de
energia donde no estan permitidos estados electronicos. Dichos intervalos se
denominan banda de energia prohibida (Eg) (gap en inglés), siendo esta la
diferencia de energia entre el punto mas bajo de la banda de conduccion'y el mas

elevado de la banda de valencia. (Cohen, 2015)

2.2.3 Dioxido de titanio

El didxido de titanio (TiO2) es un mineral natural también conocido como titania. Este
elemento es de gran importancia y es muy utilizado en varios sectores por sus
propiedades de dispersion, su estabilidad bioldgica y quimica, su no toxicidad, su
costo reducido y por ser apto para trabajar en un amplio rango de pH. De hecho, es
el pigmento inorganico mas importante en términos de produccion mundial.
Ademas, también es utilizado como bloqueador solar (en cosmética), como material

de relleno en comprimidos vitaminicos, etc. (Lisbona y Haurie, 2016)

El TiO2 se presenta en tres formas cristalinas (Figura 2): anatasa (estructura
octaédrica), rutilo (estructura tetragonal) y broquita (estructura ortorrombica), siendo
las dos primeras las mas comunes y la anatasa la mas abierta y efectiva en el
proceso de fotocatdlisis para el tratamiento de aire contaminado (Lisbona y Haurie,
2016). La distancia energética entre bandas es de aproximadamente 3.2 eV para la
anatasa y de 3.0 eV para el rutilo.
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rutilo
anatasa brukita

Figura 2. Fases cristalinas.del TiO2.

Fuente: Tomada de
http://asesorias.cuautitlan2.unam.mx/inorganica/profes/asp/apuntes/estruct crist.p
df

El rutilo es la estructura mas comun y densa, la cual refleja muy bien la luz y se
utiliza como pigmento y la brukita es extremadamente rara e inestable, por lo que
no se utiliza comercialmente (Lisbona y Haurie, 2016). La anatasa es
termodinamicamente menos estable que el rutilo, pero su formacién se ve

cinéticamente favorecida a temperaturas mas bajas (Lisbona y Haurie, 2016).

2.3“Efecto antimicrobiano del TiO>»

Las particulas del TiO2 y los 6xidos metélicos en general, poseen propiedades
fisicas y quimicas que permiten su interaccion con sistemas bioldgicos, por lo que
se han convertido en una alternativa para combatir bacterias resistentes a la accién
de antibidticos. Se han informado sobre diversas teorias acerca del efecto

bactericida de los 6xidos metalicos. El estrés oxidativo que actia como mecanismo
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antiséptico debido a la generacién de radicales hidroxilos libres (OH") y superoxido

(O2) durante el proceso de fotocatalisis heterogénea del TiO2.

2.3.1 Estrés oxidativo por formacién de especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) o radicales libres son aquellas moléculas
que tienen un electrén desapareado en su orbital mas externo. Esto les confiere una
capacidad de reaccion muy elevada, por lo que son capaces de actuar en los
sistemas biolégicos produciendo cambios en la composicion quimica o en la
estructura de los elementos celulares que los hace incompatibles con la vida
(Vazquez et al., 2018).

Los Oxidos metalicos son capaces de producir distintas especies reactivas de
oxigeno y pueden participar en distintos tipos de reacciones en las que pueden sufrir
procesos de oxidacién o reduccion (Vazquez et al., 2018).

El OH- es el radical més reactivo que se conoce en quimica. Puede interactuar con
las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos (ADN y ARN) y alterar la informacién
genética de las células o estimular la peroxidacion lipidica, en la que el OH" ataca a
los &cidos grasos poliinsaturados, convirtiéndolos a su vez en oxidantes (Paredes y
Roca, 2002), siendo los é&cidos grasos un componente fundamental en la
elaboracion de bloques de fosfolipidos que componen la membrana celular
bacteriana.

La alteracion del balance en los mecanismos de produccion y eliminacién de las
ERO, en favor de la produccion, origina el estado de estrés oxidativo en la célula
(Vazquez et al., 2018).

Un solo radical OH" puede transformar cientos de moléculas de acidos grasos en
hidroperoxidos, que al descomponerse producen aldehidos, auténticos venenos
para las membranas celulares (Paredes y Roca, 2002). Siendo el mecanismo de
fotocatalisis el proveedor de especies reactivas de oxigeno se identifica al
semiconductor TiO2 como un agente inhibitorio en el crecimiento de

microorganismos.
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2.4 Escherichia coli

La Escherichia coli o E. coli fue descrita por primera vez por Theodor Escherich, en
el siglo XIX, es la especie bacteriana mas comun del microbiota intestinal; se
presenta como un comensal del intestino humano a pocas horas después del
nacimiento (Molina y Eslava, 2015). La Escherichia coliy otras bacterias son
necesarias para el funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de ser
responsables de producir vitaminas B y K. El tamafio promedio de los bacilos es de

0.5 um de ancho por 3 um de largo.

La E. coli es una bacteria gramnegativa lo que significa que cuando se utiliza la
tincion de Gram se tifien de rojo (Molina y Eslava, 2015). Se sabe que la mayoria
de las cepas de E. coli son capaces de crecer a temperaturas de entre 7 °Cy 46 °C
siendo la escala de crecimiento 6ptimo 35 °C — 40 °C (Agantagelo y Mora, 2007).
Ademas de la temperatura, el pH es un factor-importante en el desarrollo de la
bacteria, deteniendo su crecimiento en limites inferiores de 3.8 y superiores a 9.5,

siendo 7.1 a 7.2 sus valores 6ptimos de proliferacion.

Por lo general, son comensales inofensivos, que constituyen el 1% de la poblacion
microbiana del tracto gastrointestinal; pero algunas E. coli son patégenas y pueden
contaminar los alimentos, el agua y el medioambiente. Diferentes cepas de E. coli
patbgenas que causan enfermedades humanas, se clasifican segun el tipo de
sintomas que producen (Anaya et al., 2013), algunas de las cuales se presentan en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Grupos patdgenos de la bacteria Escherichia coli.

Sindromes clinicos Escherichia coli patégenas
Enteritis/ enfermedad diarreica . coli enteropatogénica- EPEC
. coli enterohemorragica- EHEC
. coli enterotoxigénica- ETEC
. coli enteroagregativa- EAEC
. coli enteroinvasiva- EAEC
. coli adherente difusa-DAEC?2
Infecciones del tracto urinario . coli uropatogénica- UPEC
Sepsis/meningitis MNEC

Fuente: Anaya et al. (2013)

mimim{mm|m|m

Dentro de las infecciones causadas por cepas patdgenas de E. coli, la enfermedad
diarreica aguda (EDA) es una de las causas mas importantes de morbilidad en
paises en via de desarrollo y paises desarrollados (Gomez, 2014). Las cepas
causantes de infecciones entéricas son nombradas E. coli diarreogénicas (ECD),
un grupo que incluye patdgenos emergentes de importancia en salud publica a nivel

mundial (Nataro y Kaper, 1998).

En base a sus factores de virulencia especificos y 6 caracteristicas fenotipicas, las
cepas de E. coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica
(ETEC), enterohemorragica, también conocidas como productoras de toxina Vero
o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC)
(Torres y Kaper, 2005).

2.5/ Materiales de construccidon antibacteriales

Historicamente se ha usado la cal como acabado por sus propiedades fungicidas y
desinfectantes, al ser la cal una sustancia sumamente alcalina, le dota de una buena
efectividad contra los microorganismos, afectando a las paredes exteriores de las

bacterias. Sin embargo, sus propiedades mecéanicas y de solubilidad, la hacen ser
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incompatible con los procesos de limpieza y desinfeccion que se realizan en

cualquier superficie (De la Pefia'y Garcia, 2016).

Actualmente existen numerosos tipos de superficies que ofrecen caracteristicas
antibacteriales y antifungicidas, estos materiales utilizan diversos mecanismos y
compuestos quimicos entre los cuales destacan, el ion plata, metales en estado
puroy el grafeno. Algunas de estas superficies son los acabados elaborados a partir
de metales, vidrio, pinturas, plastico, ceramica, superficies a base de cemento etc.

Dentro de las superficies de concreto o mortero se han sugerido ciertos materiales
como aditivos para afadir propiedades fungicidas, germicidas e insecticidas. El
proposito principal de estos aditivos es inhibir y controlar el crecimiento de bacterias
y hongos en pisos y paredes de concreto. Los materiales que han resultado mas
eficaces son los fenoles polihalogenados, emulsion de dieldrin y compuestos de
cobre. Las tasas de adicion varian de 0,1 a 10% en masa de cemento, dependiendo

de la concentracién y composicion de la sustancia quimica. (ACI 212.3R-16).
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3.1 Revision bibliografica

Se busco informacion acerca de la situacion actual de México en cuanto a las
enfermedades infecciosas en lugares cerrados. Dentro de la literatura, se buscé
articulos cientificos que detallaran la etiologia de las enfermedades nosocomiales
dentro de hospitales en México, encontrando que la bacteria Escherichia Coli es la
principal causante de ellas. Posteriormente se realiz6 la basqueda de informacion
en libros, articulos cientificos y proyectos de investigacion, acerca de las
caracteristicas, condiciones Optimas para la reproduccion y supervivencia, manejo
y manipulacion de la bacteria E.coli asi como la identificacion de una sepa

representativa y segura para la experimentacion.

Al mismo tiempo se investigaron las propiedades que tenian algunas NP de éxidos
metélicos, dentro de las cuales destacan caracteristicas antisépticas que tiene la
titania debido al efecto de fotocatalisis que estas provocan. De manera general,
dentro de la literatura, el uso de la titania como agente biocida contra
microorganismo se limitaban en afadir el TiO2 a peliculas delgadas de vidrio, por lo
que fue necesario investigar proyectos mas especificos en los que se hubieran
combinado particulas de TiO2 con materiales comunes para la construccion, que de
manera particular se eligié al mortero ya que se utiliza regularmente en aplanados

de muros, pisos, pega de mamposteria etc.

Se encontré con la revisién de diferentes articulos, que el proceso de fotocatalisis
en el dioxido de titanio no se llevaba a cabo en entornos de luz visible, solo
funcionaba en el espectro de luz ultravioleta a menos que se dopara con algun otro
elemento _para reducir su ancho de la banda de energia gap. Con la anterior
condicionante se encontr6 que las particulas de TiO2-Fe son capaces de producir el
fenomeno de fotocatalisis en entornos de luz artificial, como habitaciones alumbras
por focos, lamparas etc. De esta manera se comenzd a investigar la sintesis y
dopaje de las particulas, ademas de proveedores locales que pudieran elaborarlas

con las especificaciones que se requerian.
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Una vez establecidas las distintas técnicas, mecanismos y materiales que se utilizan
para obtener superficies antibacteriales a base de cemento Portland, asi como el
proporcionamiento con el dioxido de titanio con el cementante en cuestion, se
investigaron en manuales y normas mexicanas la metodologia para realizar las
pruebas de inhibicion de la cepa de Escherichia Coli Topl0 en superficies
conformadas por el mortero modificado. En la figura 3 se ilustra el proceso de
revision de la literatura, que fue necesario para la elaboracion del proyecto de

investigacion.

3.2 Adquisicién y caracterizaciéon de las particulas.de TiOz-1%Fe*3

Las particulas de TiO2-%1Fe*3, se obtuvieron mediante el acercamiento al
CINVESTAYV campus Juriquilla — Querétaro, las particulas fueron sintetizadas en su
Laboratorio Nacional de Proyeccion Térmica (CENAPROT). Asi mismo, el
CENAPROT extendi6 un certificado de calidad del material, en donde se realizé la
caracterizacion fisicoquimica del material por medio de difraccion de rayos X (XRD)
de 20° < 28 < 60° para determinar su estructura cristalina, ademas de una
granulometria para determinar la distribucion de tamafio del material en un
analizador de particulas de polvos finos con dispersor y alimentador vibratorio. El

equipo utilizado se muestra enla Figura 4.

25



Figura 4. Estudio de la granulometria del material.en-elanalizador de particulas.

3.3 Elaboracién de probetas de mortero

3.3.1 Elaboracion de mortero y colado de probetas

Para la realizacion del mortero 3:1 cemento-arena, se us6 cemento Portland, agua
a una proporcion de 250 I/m3y arena de material de banco, que a su vez fue cribada
en la malla No. 20 (Figura 5), desechando el material retenido, esto con el fin de
obtener una superficie menos rugosa de lo que obtendriamos con el cribado
convencional de la arena con la malla No.4. Se colaron 2 probetas por ensayo, de
dimensiones de 9 cm de didmetro simulando las dimensiones de una caja de Petri

utilizadasen la literatura, en frascos de vidrio de boca ancha (Figura 6).

26



Figura 6. Probetas coladas con mortero 3:1 cemento-arena.

3.3.2 yProporcionamiento y elaboracion de recubrimiento con pasta de
cemento

Luego de 28 dias de curado de las probetas, se realizaron dos mezclas de pasta

cemento a base de agua, cemento Portland y particulas de TiO2-1%Fe, en tubos de

Eppendorf de 1.5 ml con el proporcionamiento correspondiente (Tabla 2), cabe

mencionar que se utilizd la proporcion masica maxima (10% aditivo-cemento) que
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se indica en la norma ACI 212.3R16 para aditivos antisépticos y antifungicidas.
Luego se agitaron ambas mezclas durante 15 segundos en un agitador vortex a
2500 rpm.

Tabla 2. Proporcionamiento del recubrimiento.

Mezcla Agua Cemento Portland | TiO2-1%Fe
(ml) (9) (9)
Control: Mortero 1 0.6 0
Modificada:
Mortero + TiO2-
1%Fe 1 0.6 0.06

Se vertieron las mezclas de mortero en su respectiva probeta, para posteriormente
agitar en circulos cada probeta con el fin de esparcir-homogéneamente la mezcla
sobre la superficie (figura 7). Luego se envolvié cada probeta con papel aluminio

para evitar el proceso de fotocatalisis por el contacto con la luz (figura 8).

Figura 7. Aplicacion del recubrimiento a las probetas.
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Figura 8. Probetas con el recubrimiento y envueltas.

3.4 Esterilizacion de materiales, equip@’y.probetas

El agua destilada, el agar bacteriolégico, el medio de cultivo LB, las probetas, asi
como los instrumentos que se utilizaron de manera directa en el experimento, fueron
esterilizados en autoclave de calor humedo a 15 psi de presion (figura 9) y a una

temperatura de 121 °C durante 15 minutos.

o
o

Figura 9. Esterilizacion con autoclave.
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3.5 Tomade pH de las probetas

Para la toma de pH, luego de la experimentacion anterior y de esterilizarlas, se tomo
cada probeta junto con su recubrimiento y se pulverizo (figura 10). Del mismo polvo
se extrajeron 2 muestras de 10 g cada una, se vertieron en 75 ml de agua
desionizada, se homogenizo6 la solucion mediante agitacion continua 5 minutos y se
dej6 reposar durante otros 5 minutos (figura 11), repitiendo este procedimiento 3
veces por cada probeta. Con ayuda de un electrodo de pH se procedio a tomar las
lecturas por triplicado de cada muestra extraida de cada una de las probetas (figura

12) y se realizo el registro de los resultados.

Figura 10. Pulverizacion de probetas.
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Figura 11. Homogenizacion de la solucion en agitador.magnético.

Figura 12. Lectura del pH de la solucién con un equipo multiparamétrico.

3.6%.- Obtencion del Cultivo de Escherichia coli

Con ayuda de la Facultad de Ciencias Naturales y la ATCC (por las siglas en ingles
de American Type Culture Collection) como proveedor, se adquirié un cultivo de la
bacteria Escherichia coli top 10, que se identifica como no patdgena por la ATCC.
En el anexo 1 se presenta la ficha técnica proporcionada por la ATCC, en la que se

indica que esta bacteria tiene un nivel de bioseguridad de 1, en la escala de 1 a 4,
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lo que significa que es un microorganismo del que se sabe que no provoca
enfermedades en adultos sanos y que presenta un minimo riesgo para el personal

de laboratorio y para el ambiente en general.

3.7 Siembrade lacepa

Con el fin de aislar una porcion de la cepa adquirida de Escherichia coli Top 10 para
su desarrollo y multiplicacion, se utilizé la técnica de siembra por estria, la cual
consistié en cargar un ansa con la muestra de bacterias y a manera de lineas las
estrias se extendieron sobre un area pequefia de la superficie de la placa con agar.
Se retiro el ansa, se quemo a la llama, y luego se dejo enfriar, se hicieron nuevas
estrias por otra zona tocando ligeramente la muestra sembrada anteriormente. Se
repitié este proceso sucesivamente, flameando y enfriando el ansa al comienzo de
las sucesivas siembras en estria. Tras una incubacién de 18h a 37° C se obtuvieron

las colonias aisladas en algunas regiones de la placa.

3.8 Preparacion de medio«de‘eultivo Luria Bertani

Se elabord un medio de cultivo llamado Luria Bertani o medio LB, el cual sirve para
aportar los nutrientes necesarios para el desarrollo de la bacteria Escherichia coli.
Se obtuvo un medio deshidratado (figura 13) con la siguiente proporcion de

compuestos por-litro de agua destilada:

e 5 gde cloruro de sodio.
e 5 g de extracto de levadura.

e 10 g de peptona caseina.

Se rehidraté 20 g del medio por cada litro de agua destilada, se dejo reposar 15
minutos, se distribuyd en frascos de vidrio (figura 14) para posteriormente esterilizar
en la autoclave a una temperatura de 121° C y a 15 psi de presion durante 15

minutos.
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Figura 13. Medio de cultivo Luria Bertani deshidratado.

Figura 14. Medio de cultivo LB hidratado.

3.9 Preparaciéon de placas con medio LB y agar

Para la elaboracién de placas, se rehidrato medio de cultivo LB, a una proporcion
de 20 gramos por litro de agua destilada y se le afadié agar bacteriolégico (figura
15) con una misma proporcion que el medio LB. Se distribuy6 en frascos de vidrio
para posteriormente esterilizar en la autoclave a una temperatura de 121° Cy a 15

psi de presion durante 15 minutos. Una vez estéril y aun en forma liquida, se vertié
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en cajas de Petri estériles (figura 16), se dejaron enfriar y se sellaron con plastico

adherible para utilizarlas posteriormente en el plagueo de las muestras.

Figura 15. Agar bacteriol0gico.

Figura 16. Distribucion de medio LB y agar en cajas Petri.
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3.10 Preparacion del preinoculo e inoculacion del recubrimiento de

mortero

Se pico una colonia de Escherichia coli top 10 del cultivo previamente aislado (figura
17), con un palillo de madera, se introdujo dentro de un tubo centrifuga con 15 ml
de medio LB y se incubo durante 1 hora y 30 minutos a una temperatura de 37 °C

sin agitacion.

Figura 17. Preparacion del preinoculo.

A cada probeta de concreto con recubrimiento de mortero, estandar o modificado,
se le afiadié 20 ml de medio LB, para luego ser inoculadas con 100 pl de in6culo

previamente agitado (figura 18).
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Figura 18. Inoculacion de probetas.

3.11 Muestreo

3.11.1 Valoracion del inoculo

Del inoculo se extrajo 100 pl para hacer-una diluciéon 1x10° con agua destilada
estéril, después se plaqueo 100 ul de la dilucion (Figura 19) y se incubé a 37 °C por
18 h. Después se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) para

determinar el nUmero de células viables presentes en el inoculo.

Figura 19. Plaqueo de la dilucién 1x10° del inoculo.
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3.11.2 Muestreo

Una vez inoculadas las probetas, estas se dejaron incubando a una temperatura de
37 °C sin agitacion y expuestas a la fuente de luz visible, producida por un foco Led
convencional de 9 W de luz blanca usado regularmente para alumbrar espacios
cerrados reducidos, durante los tiempos ti= 10 min, t2= 30 min, ts3= 50 min, ta= 70

min y ta= 90 min (tiempos de incubacion y exposicion a la luz).

El muestreo consistié en la toma de 100 pl de cada probeta en los tiempos ti, t2, ts,
t4 y ts formando las diluciones Di1= 1x10! y D2= 1x102 con agua destilada estéril
(figura 20); de cada dilucion se plaque6 100 pl en cajas Petri con agar bacteriolégico
y medio LB (previamente preparadas) esparciendo homogéneamente la dilucion en

toda la placa con ayuda de un esparcidor de células.

Figura 20. Muestreo y preparacion de las diluciones.
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Figura 21. Incubacion de las probetas:

3.11.3 Recuento bacteriano

Realizado el plagueo de las muestras y del inoculo, las muestras se dejaron en
incubacion a 37 °C durante 18 h (figura 22), luego de esto, se realiz6 el conteo y
registro del numero de UFC que presento cada una de las muestras después de la
incubacion conforme a la Norma. Oficial Mexicana NOM-092-SSA1, Bienes y

Servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa (Figura 23).

Figura 22. Incubacion de las muestras de los tiempos t, t2, t3, t4 y ts de las
probetas de mortero modificado y de control.
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Figura 23. Conteo en placa de UFC en muestra de prebeta-de mortero de control
luego de incubacién de 18-h.

3.12 Pruebas ciclicas

Con el fin de verificar la eficacia del tratamiento fotocatalitico a través del tiempo
con exposiciones repetitivas a la bacteria en cuestion, se realizaron 4 ensayos
ciclicos que consistieron en la repeticion del procedimiento descrito en la seccién
3.11, con la diferencia de que se utilizaron las mismas probetas terminado el primer
ensayo Y sin residuos de medio LB. Las probetas fueron expuestas y ensayadas a
4 ciclos de inoculacién sin haber sido esterilizadas entre ciclos.
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Capitulo 4

Resultados y
Discusion




4.1 Caracterizacion de particulas de TiO2 — 1%Fe™*3

En la Figura 25 se presentan los resultados de la difraccion de rayos X de las
particulas de dioxido de titanio dopadas con hierro, se pueden observar picos que
se asignaron a la fase rutilo y anatasa segun las difracciones observadas en el
intervalo 20 de 20° a 60°

. s s TiO, Rutilo
Eodl TiO, Anatasa

Ti,O,,

Figura 25. Difractograma de Rayos X de las particulas de TiO2 dopado al 1% de
hierro.
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Figura 26. Curva granulométrica de las particulas de TiO2 dopadas al 1% de
hierro.

La Figura 26 constituye el estudio-granulométrico del tamafio de particulas del
dioxido de titanio, donde se muestra la curva de funcion distribucién de frecuencia,
asi como su curva acumulativa. Encontrando que el valor medio del diametro de las

particulas de la muestra es de 37.4 um.

Tahla 3. Especificaciones fisicas del TiO2-1%Fe*3

Especificacidn Resultado
Compuesto TiO,-1%Fe*?
Presentacién Polvo color obscuro
Estructura Rutilo/Anatasa/Magneli
Pureza del reactivo 99.99%
Granulometria 37.4um
Temperatura de fusion 1843 °C

A manera de resumen la Tabla 3 muestra las especificaciones fisicoquimicas de las

particulas de TiO2-1%Fe*®* que se utilizaron durante la experimentacion,
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especificaciones que extiende el CENAPROT en el certificado de calidad de la

adquisicion del compuesto.

4.2 pHdelas probetas

La toma de pH de las probetas pulverizadas, resultaron en lecturas altamente
alcalinas, los valores que se presentan a continuacién son el promedio de las
mediciones del potencial de hidrogeno de las probetas utilizadas durante el

experimento luego de ser esterilizadas:

e Mortero convencional=12.58 + 0.14.
e Mortero modificado= 12.57 + 0.04.

Con los datos anteriores podemos acreditar que el-mortero convencional inhibi6 el
crecimiento de la bacteria debido a sus altos niveles de pH en su composicion, los
cuales resultan perjudiciales a la reproduccion de la bacteria E. coli que detiene su

desarrollo a pH extremos (inferior a 3.8 y superior 9.5).

4.3 Observaciones generales del recubrimiento

Durante el desarrollo de la experimentacion se pudieron hacer anotaciones
cualitativas generales acerca de algunas caracteristicas del recubrimiento
compuesto por la pasta de cemento y particulas de diéxido de titanio, de las cuales
se destaca que el proceso de fraguado se vio sustancialmente acelerado alrededor
de 10 minutos, una consistencia mas espesa en comparacion con el recubrimiento
de cemento-agua. Ademas, debido a la coloracién negra de las particulas de TiO2-
1%Fe*3, la mezcla se torn6 a un color gris mucho mas obscuro. Por Ultimo, durante
la pulverizacion de las probetas de mortero, se pudo constatar que el recubrimiento

tubo una alta adherencia a la superficie de mortero (figura 27).
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Figura 27. Acabado de la superficie de martero,convencional (izquierda) y
acabado con recubrimiento,(derecha).

4.4 Morfologia macroscopicade laE. coli

La descripcién morfoldgica de las colonias de E. coli aisladas en agar con medio LB
se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Morfoelagia macroscopica de las colonias de E. coli.

Mracterl’stica Resultado
Forma Circular
Tamafho I1mmal.tmm
Color Blanco
Superficie Brillosa
Densidad Opaca
Elevacion Convexa
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Figura 28. Medicion del didmetro de las colonias.

45 Cinética microbiana

4.5.1 Efecto inhibitorio del mortero modificado con TiO2-1%Fe*® contra la
bacteria Escherichia coli
Después de realizar el conteo de las UFC para las muestras obtenidas por triplicado
de mortero modificado con diéxido de titanio y la muestra de control con mortero
convencional, en la Figura 29 se muestra el resultado del promedio del nimero de
células por mililitro presentes en cada muestra respecto al tiempo de exposicion a
luz visible, que fue de 0 a 90 minutos. La concentracion de bacterias por ml del
inoculo tuvo un valor estimado de 1x107 células/ml, dado que cada probeta se
inoculd con 100 pl se puede estimar que la poblacion inicial de bacterias en el tiempo
t= 0 min fue de 5x10* células/ml. Es preciso sefialar que las placas que presentaron
un crecimiento de mas de 250 UFC se consideraron como una poblacion incontable.
Con base en los resultados se puede afirmar que el mortero modificado con TiO2-
1%Fe*? exhibe un comportamiento inhibitorio mayor sobre la poblacién de la
bacteria Escherichia coli respecto al mortero sin el tratamiento. Sin embargo, el
mortero por si solo presenta una importante actividad inhibitoria en el crecimiento

de la bacteria.
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Figura 29. Actividad antibacterial del mortero modificado con TiO2-1%Fe*3 contra
la bacteria Escherichia coli.

Se puede observar que la diferencia del nimero de células entre una muestra y otra
es evidente desde los primeros 10 minutos de exposicion a luz visible, continuando
con el mismo comportamiento de ambas muestras, hasta llegar a una poblacién de
0 células/ml a los 70 minutos en el mortero modificado y una poblacién de 100

células/ml a los 90 min en el mortero de control.
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4.5.2 Ajuste al modelo de Malthus

De los resultados anteriores, se realizé un ajuste de ellos al modelo matematico de
Malthus, que permite representar el crecimiento de una poblacion de organismos
gue habitan en un ambiente ilimitado y favorable, cuya variable independiente es el
tiempo. Es importante mencionar que el modelo se ajust6é a un comportamiento de
disminucién de la poblacion de la bacteria de Escherichia coli como resultado de
una tasa intrinseca de crecimiento negativa. Dado que el modelo de Malthus resulta
del ajuste de los datos experimentales en un grafico con curvas exponenciales y
tasas de decrecimiento constante durante todo el tiempo “t”, es posible estimar el
namero de células/ml presentes para tiempos inferiores de t=10min y posteriores a
t =90 min. En la figura 26 se puede apreciar que la tasa de decrecimiento para las
muestras obtenidas del mortero modificado es mayor que el de las muestras
obtenidas de la probeta de control, para los primeros 5 minutos transcurridos luego
de la inoculacion de cada probeta, se estima con el modelo de Malthus que hay un
29.7% mas células/ml en el mortero de control que en la de mortero modificado con
una diferencia de 17,865 células/ml. La poblacion de la bacteria Escherichia coli de
acuerdo con el modelo de Malthus es igual a 0 células/ml a los 85 minutos para el

mortero modificado y a los 100 minutos para el mortero convencional.
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Figura 30. Ajuste al modelo de Malthus de la actividad antibacterial del mortero
modificado con TiO2 -1%Fe™*3 contra la bacteria Escherichia coli.

4.5.3 Ajuste al modelo Logistico
De igual manera se realizé un ajuste de los datos experimentales al modelo
matematico logistico, que en general es una modificacion del modelo de Malthus,

dando como resultado la informacion presentada en la Figura 31.
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Figura 31. Ajuste al modelo logistico de la actividad antibacterial del mortero
modificado con TiO2 ~1%Fe*3 contra la bacteria Escherichia coli.

Las curvas del modelo logistico describen mejor la representacion matematica de
los datos experimentales debido a que, a diferencia del modelo de Malthus, el
modelo logistico. supone que la tasa intrinseca de crecimiento o en este caso
decrecimiento, esta en funcion de la densidad de poblacion de células en un tiempo
“t”, de tal forma que, a medida que la densidad poblacional de bacterias disminuye,
la tasa de crecimiento disminuye de igual manera, resultando asi una curva en forma

de “S” invertida.

La ecuaciéon 1 es la representacion matematica de la cinética de la poblacion de
células por mililitro presentes en la muestra de control de acuerdo con el modelo

logistico.
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N = 282.33
() = 4e(-2:945+0.093(D)) (1)

Asimismo, la ecuacion 2 es la expresion matematica en la que se ajustan los datos
experimentales de las muestras de mortero modificado con diéxido de titanio
dopado con hierro, en la cual el coeficiente de correlacion de los datos calculados,
respecto a los datos experimentales, es de r? = 96.5%.

N — 220
(t) = 11e(=3.177+0.103(t)) (2)

La representacion de los datos experimentales al modelo logistico nos ayuda a
estimar el numero de células por mililitro presentes en las muestras para diferentes
tiempos de exposicion a luz visible. De acuerdo con la Figura 31y a la aplicacion de
las ecuaciones 1y 2 podemos estimar los efectos del tratamiento fotocatalitico en
el mortero modificado desde los primeros 5 minutos, en los cuales la poblacion de
bacterias E. coli es 21% mayor en el mortero de control que en el modificado, mismo
comportamiento se sigue acentuando hasta llegar a un 57% antes de que el mortero
modificado llegue a una poblacion de 0O células/ml a los 84 minutos

aproximadamente.

4.5.4 Efecto inhibiterio del mortero modificado con TiO2-1%Fe*3 contra la
bacteria\Esecherichia coli en ensayos ciclicos
En la Figura 32 se muestran los resultados de los ensayos ciclicos, en la cual se
puede observar que en el ciclo 1 el mortero modificado tiene una remocién completa
de la bacteria en 70 minutos, y el mortero de control tiene el mismo efecto a los 90
minutos. En el ciclo 2 cambia el sentido del punto de inflexion de la curva de
crecimiento, ademas, el mortero modificado sigue eliminando en su totalidad las
células de la bacteria, a diferencia del mortero convencional que a los 90 min
presenta una concentracion de 1200 células/ml. En el ciclo 3 observamos que el

mortero modificado casi elimina en su totalidad la concentracion de células de la
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bacteria dejando una concentracién de 100 células/ml a los 90 min, por otra parte,

la probeta de control presenta una concentracion de 6000 células/ ml a los 90 min.

Cicle 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5

- TIO2-1%Fe eje inquierdo
—u fe g

| ] Control eje izqulerds
b | B TIO21%Fe eje derecho

=
B control eje derscho

No.Cel im| x 100

Tletmpo de expasieldn a luz visible (min)

Figura 32. Actividad antibacterial del'mortero modificado con TiO2-1%Fe*3 contra
la bacteria Escherichia coli en ensayos ciclicos.

Para el ciclo 4 observamos un crecimiento en la poblacién en el mortero de control,
que va desde los 0 minutos hasta los 50 minutos con un maximo de 116000
células/ml para luego disminuir hasta 35000 células/ml para el minuto 90, este
comportamiento se debe a la acumulacion de bacterias provenientes de los ciclos
anteriores. En el mortero modificado la alta concentracion de bacterias en el ciclo 4,
no permite su remocion total. Sin embargo, presenta una alta tendencia a inhibir el

crecimiento de la Escherichia coli.

En el dltimo ciclo el mortero modificado presenta un crecimiento en la poblacion de
células/ml en los primeros 50 min hasta llegar a una poblacién pico de 42000

células/ml, a partir de ahi su poblacion va decreciendo en las muestras siguientes
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hasta tener una poblacién final a los 90 min de 31000 células/ml. Un
comportamiento muy similar ocurrié con el mortero de control, la poblacién crecié
en los primeros 50 minutos para luego disminuir su poblacion hasta llegar a una

concentracion final de 58000 células/ml a los 90 min.

Con los resultados mostrados en la Figura 32, es posible observar que la probeta
de control, a partir del ciclo nimero 3, no logra inhibir el crecimiento de bacterias de
manera inmediata como sucedia en ciclos previos. Mas aun, para los ciclos nUmero
4y 5 se registré un incremento en el numero de células por mililitro, para luego
disminuir, muy probablemente debido al agotamiento de los nutrientes presentes en

el medio.

Para el mortero con tratamiento fotocatalitico observamos la tendencia a disminuir
la poblacion de E. coli de manera constante dentro delos primeros 4 ciclos, para el
ultimo ciclo debido a la acumulacion de bacterias, se observo un crecimiento y una
disminucién posterior de la poblacidn, lo cual no significa que no tenga propiedades
antisépticas importantes, si comparamos las concentraciéon de células/ml del
mortero modificado con el de control'a los 90 minutos del ultimo ciclo, encontramos
que el mortero modificado disminuye en un 53.4% la presencia de Escherichia coli

en su superficie.
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Figura 33. Plaqueo de muestra de probeta de mortero cenvencional a los 70
minutos de exposicidn a luz visible en cicle numero 4.

Figura 34. Plaqueo de muestra de probeta de mortero modificado con dioxido de
titanio a los 70 minutos de exposicién a luz visible en ciclo nimero 4

A manera de evidencia, las Figuras 33 y 34 son fotografias del crecimiento en placa
de la bacteria E. coli luego de ser muestreadas las diluciones correspondientes a
los 70 minutos transcurridos del inicio del experimento en el cuarto ciclo de las

probetas de mortero convencional y el mortero con tratamiento fotocatalitico. Como
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se puede apreciar a simple vista, la placa correspondiente al mortero convencional
(Figura 33) presentd un crecimiento visiblemente mayor de unidades formadoras de
colonias de Escherichia coli respecto al de la placa de mortero modificado (Figura
34).

4.5.5 Efecto inhibitorio del mortero modificado con TiO2-1%Fe*® contra la
bacteria Staphylococcus aureus

Adicionalmente se prob6 la eficacia del recubrimiento contra la bacteria

Staphylococcus aureus mediante el método de muestreo por raspado con hisopo,

el cual consistié en inocular la superficie de las probetas con un inoculo de S.

aureus, para luego raspar la superficie de la probeta con un hisopo en diferentes

intervalos de tiempo de exposicion a luz visible. Para estos ensayos se obtuvieron

los siguientes resultados.
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Figura 35. Actividad antibacterial del mortero modificado con TiO2-1%Fe*3 contra
la bacteria Staphylococcus aureus

55



En la Figura 35 se muestra que el mortero modificado al igual que con la bacteria E.
coli tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de la bacteria S. aureus, eliminando
la presencia de este dentro de los primeros 60 a 80 minutos de exposicion a luz
visible. En el mortero de control se encontrd a los 80 minutos una poblacion de 100
células/ml presentes en la superficie de estudio. Tomando en cuenta que la bacteria
S.aureus fue inoculada directamente sobre la superficie de mortero y no.en un
medio nutritivo, es de destacar que la poblacién de bacterias de S. aureus haya sido
de mayor de 0 células/ml hasta tiempos similares a los de la bacteria de E. coli
inoculadas sobre un medio nutritivo en contacto con el mortero. (60 a 80 min), lo
gue sugiere que la bacteria de S. aureus presenta una mayor resistencia al mortero

convencional y modificado y a un medio mas limitado de nutrientes.

4.6 Analisis de costos

4.6.1 Andlisis de costo por m?% de ‘aplanado con mortero modificado con
di6éxido de titanio.

En las Tablas 5y 6 se muestra el andlisis de los costos para construir un m? de

aplanado con espesor de 1.5 cm con mortero cemento-arena con una proporcion

3:1 modificado al 10% cemento- TiO2 y también mortero sin TiO2. Los precios de los

materiales y mano de obra corresponden a un estudio de mercado local en la ciudad

de Querétaro, México, para el afio en curso.

Para las particulas de diéxido de titanio se consideré el precio de la titania degussa
P25 utilizado como materia prima en la sintesis de dioxido de titanio dopado con
hierro utilizado durante el experimento, cuyo precio promedio fue de $376.00 MXN

por kilogramo.
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Tabla 5. Precio Unitario por m2 de aplanado de 1.5 cm de espesor, acabado fino
en muros con mortero cemento-arena 1:3, modificado con TiO2 proporcion 10%

cemento-TiO2.

1.-MATERIALES

Descripcion Unidad | Cantidad | Precio Unitario Importe
Agua de Toma municipal m3 0.0038 23 0.09
Arena m3 0.0165 330 5.45
Cemento Portland gris en saco kg 6.8100 3.4 23.15
Particulas de TiO2 kg 0.6810 376 256.06
Total materiales $ 284.74
2.- MANO DE OBRA
Descripcién Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Oficial albaiill jor 0.1 398 39.8
Ayudante de oficial jor 0.1 249 24.9
Total mano de obra $ 64.70
3.- EQUIPO, MAQUINARIA Y HERRAMIENTAS
Descripcion Unidad | Cantidad | Precio Unitario Importe
Herramienta menor 5% 3.24
Total equipo, maquinariay
herramientas $ 3.24
Total Precio Unitario por m2 de aplanado de 1.5 cm de espesor, acabado
fino en muros con mortero cemento-arena 1:3, modificado con TiO2
proporcion 10% cemento-TiO2, incluye: preparacion de la superficie,
elaboracién de mezcla de mortero y aplicacion. $ 352.68
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Tabla 6. Total Precio Unitario por m2 de aplanado de 1.5 cm de espesor, acabado
fino en muros con mortero cemento-arena 1:3.

1.-MATERIALES
Descripcion Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Agua de Toma municipal m3 0.0038 23 0.09
Arena m3 0.0165 330 5.45
Cemento Portland gris en saco kg 6.8100 3.4 23.15
Total materiales $ 28.69
2. MANO DE OBRA
Descripcién Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Oficial albadil jor 0.1 398 39.8
Ayudante de oficial jor 0.1 249 24.9
Total mano de obra $ 64.70
3.- EQUIPO, MAQUINARIA Y HERRAMIENTAS
Descripcién Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Herramienta menor 5% 3.24
Total equipo, maquinariay
herramientas $ 3.24
Total Precio Unitario por m2 de aplanado de 1.5 cm de espesor, acabado
fino en muros con mortero cemento-arena 1:3. Incluye: preparacion de la
superficie, elaboraciéon de mezcla de mortero y aplicacion. 3 96.62

El costo total por m? de los materiales para aplanado con mortero modificado
indicado en la tabla 6 fue $352.68 MXN lo cual es un costo 3.6 veces mayor en
comparacion al costo mostrado en la tabla 5 de un aplanado con mortero
convencional que fue de $96.62 MXN.

4.6.2 “Andlisis de costo por m? de superficie tratada con pintura
antimicrobiana

En la tabla 7 se presenta el andlisis de costos necesarios para cubrir un m? de muro

con pintura antibacterial disponible en el mercado. En el andlisis se considera dos

manos de sellador vinil-acrilico previo a la aplicacion de dos manos de pintura

antibacterial. Se considerd un rendimiento del sellador de 9 m? por litro (diluido 3 a
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1) y un rendimiento de 6 m? por litro de la pintura antibacterial. Los precios que se

muestran Corresponden al afio en curso.

Tabla 7. Precio Unitario por m2 de pintura acrilica antibacterial, en muros con
aplanado con acabado fino de mortero.

1.-MATERIALES
Descripcion Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Agua de Toma municipal m3 0.0007 23 0.02
Sellador vinil-acrilico It 0.2222 62 13.78
Pintura Antibacterial It 0.3330 160 53.28
Total materiales $ 67.07
2.- MANO DE OBRA
Descripcion Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Oficial pintor jor 0.05 355 17.75
Ayudante de oficial jor 0.05 249 12.45
Total mano de obra $ 30.20
3.- EQUIPO, MAQUINARIA Y HERRAMIENTAS
Descripcién Unidad | Cantidad Precio Unitario Importe
Herramienta menor 5% 1.51
Total equipo, maguinariay
herramientas $ 151
Total Precio Unitario por m2 de pintura acrilica antibacterial, en
muros con acabado fino de aplanado fino de mortero. Incluye: dos
manos de sellador y dos manos de pintura. 3 98.78

Cabe mencionar que la pintura conserva sus propiedades antibacteriales hasta 1
afo luego de su aplicacion, segun datos del fabricante, por lo que el costo total para

cubrir un m? de muro con pintura antibacterial es de $ 98.78 MXN anuales.

Es evidente que el costo de los materiales para darle tratamiento fotocatalitico a 1
m? de muro mediante la pintura durante 3.5 afios, es practicamente el mismo que el
costo generado por la aplicacién Gnica de aplanado con mortero modificado con
dioxido de titanio, que, dicho sea de paso, un aplanado con mortero puede
conservarse en optimas condiciones por mas de esos 3.5 afios. Sin mencionar los
costos adicionales que implica la mano de obra y herramienta necesarios para la

remocién de la capa de pintura anterior.
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Conclusiones
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5.1 Conclusiones

El objetivo de este proyecto de investigacion es fabricar un mortero con tratamiento
fotocatalitico mediante particulas de TiO2-1%Fe*3 que sirva como superficie que
inhiba el crecimiento de la bacteria Escherichia coli, medido a través de su conteo
en placa, después de un periodo de exposicion a luz visible. Ademas de comparar
la cinética microbiana en superficies compuestas por el mortero modificado y el

mortero convencional.

Dentro de los hallazgos méas destacados fue que debido al pH altamente alcalino
(12.58 £ 0.14) de las pastillas de mortero de control, el crecimiento de la bacteria
Escherichia coli se vio inhibido. Sin embargo, esa condicion no tiene el mismo efecto

para altas concentraciones ni tiempos prolongados de exposicién al contaminante.

Por otra parte, el efecto de fotocatdlisis que confiere el diéxido de titanio dopado con
hierro como tratamiento de superficies, dota al mortero modificado la capacidad de
inhibir el crecimiento e incluso eliminar la bacteria Escherichia coli presente en el
ambiente que esta en contacto directo con-la superficie del recubrimiento, aun
cuando solo esta expuesto a luz visible, informacién que concuerda con la literatura

acerca de la eliminacion de microorganismos por estrés oxidativo.

De igual manera la eficiencia del efecto antibacterial del mortero modificado fue
comprobado durante periodos largos de tiempo y a una exposicion continua al
contaminante obteniendo resultados muy aventajados respecto al mortero sin

tratamiento.

Asimismo,-el ajuste del modelo logistico a los datos experimentales representa una
herramienta muy util para hacer proyecciones de la eficiencia antibacterial en

superficies con tratamientos y contaminantes similares.

Otro aspecto importante que podemos concluir, es que el analisis de costos mostro
gue es econdmicamente viable la aplicacién del mortero modificado con di6xido de
titanio en comparacion con las pinturas antibacteriales disponibles en el mercado,
debido a que la pintura hay que cambiarla cada afio para que conserve sus

caracteristicas antisépticas y estéticas.
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5.2 Lineas futuras de investigacion

El presente trabajo, da pie a diversas investigaciones futuras en la adicion de 6xidos

metalicos y elementos nanoestructurados en materiales de construccion.

Uno de los factores méas importantes a sefialar, fue que no se pudo tener un estricto
control de la concentracion del inoculo durante el desarrollo del experimento, lo que
derivé en variaciones de la poblacion inicial de células presentes en el tiempo t=0

minutos durante los ensayos.

Ademas, se considera de gran relevancia realizar muestreos para tiempaos inferiores
a los 10 min (t1), porque debido al tiempo que se tardd en realizar cada uno con la
metodologia descrita, el tiempo minimo entre muestreos es de 10 min para tener
periodos consistentes entre ensayos. Por lo anterior, se recomienda mejorar los
tiempos de muestreos y utilizar una metodologia que permita un mejor y mas

riguroso control de concentracion del inoculo.

Para tener un estudio mas completo de la eficacia antibacterial del recubrimiento en
cuestidon, es importante que se realicen estudios con diferentes microorganismos,
ademas de la E. coli, tales como hongos, algas y otras bacterias, ya que cada uno
cuenta con particularidades biol6gicas complejas que pueden derivar en resultados
diferentes respecto a los encontrados en esta investigacion, la cual se limité solo al

estudio especifico de la bacteria E. coli y S.aureus por razones de bioseguridad.

Otra linea de investigacion importante a considerar es la utilizacion de NP de TiO2
como recubrimiento de otros materiales de construccion, como pueden ser, losetas,
pintura, concretos, barnices entre otros; Inclusive probar el mismo recubrimiento
utilizado en esta investigacion, pero afladiendo pintura, para estudiar si conserva

sus propiedades antisépticas.

Por ultimo, un andlisis de monetizacion y costo-beneficio que pudiera tener la
aplicacibn de esta tecnologia como recubrimiento, seria una investigacion

fundamental para la aplicacion comercial de este material.
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ANEXOS

ANEXO 1.- Ficha técnica de la adquisiCion de cultivo de bacteria
Escherichia Coli Top 10
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