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Resumen

De la tesis de David Alejandro Mercado Garcia, presentada como requisito para la
obtencion del titulo de BIOINGENIERIA. Ensenada, Baja California, Noviembre de 2024.

SINTESIS DE NANOMATERIALES CON PROPIEDADES BIOCIDAS Y
FOTOBIOCIDA

Resumen aprobado por:

Dra. Karina Portillo Cortez ‘JD Dayanira Sheira F%niagua Meza
Directora Codirectora

En los ultimos afios, el g-C3N, ha ganado interés como fotocatalizador para aplicaciones
en desinfeccion y tratamiento de contaminantes en agua, debido a sus propiedades
fotobiocidas y su capacidad de activarse bajo irradiacion visible. Sin embargo, una
limitante en su eficiencia fotocatalitica consiste en la rdpida recombinacion de los pares
electron hueco generados durante la reaccién, lo que afecta negativamente el proceso.
Para mejorar su eficiencia, en este estudio se sintetizO g-C3N4 por
termopolicondensacién, aplicando después un proceso de exfoliacion térmica para
incrementar su area superficial y modificar su morfologia. La caracterizacion estructural
y Optica del material mostr6 que la exfoliacion produce laminas dispersas de mayor area
superficial. Ademas, en los ensayos de actividad fotocatalitica, el g-C3N4 exfoliado
demostrdé una mayor efectividad en la inactivacion de Escherichia coli, asi como en la
degradacion de farmacos. Estos resultados resaltan el potencial del g-C3N4 exfoliado
como materiales fotocatalitico altamente eficiente para la desinfeccion de agua y el

tratamiento de contaminantes ambientales.

Palabras clave: Fotocatalisis heterogenea, g-C;N,, Exfoliacion térmica, Especies

reactivas de oxigeno (ROS), inactivacién de Escherichia coli.



Abstract

From the thesis of David Alejandro Mercado Garcia, presented as a requirement to obtain
the degree of BIOENGINEER. Ensenada, Baja California, June 2023.

SYNTHESIS OF NANOMATERIALS WITH BIOCIDAL AND PHOTOBIOCIDAL
PROPERTIES

Abstract approved by:

Dra. Karina Portillo ‘JD . Dayanira Sheira F%niagua Meza
Cortez Codirectora
Advisor

In recent years, g-Cs;N, has gained interest as a photocatalyst for applications in disinfection and
treatment of contaminants in water, due to its photobiocidal properties and its ability to activate
under visible irradiation. However, a limitation in its photocatalytic efficiency consists in the rapid
recombination of the electron-hole pairs generated during the reaction, which negatively affects
the process. To improve its efficiency, in this study g-C3N4 was synthesized by
thermopolycondensation, then applying a thermal exfoliation process to increase its surface area
and modify its morphology. The structural and optical characterization of the material showed that
the exfoliation produced highly dispersed films with a larger active area. In addition, in
photocatalytic activity tests, the exfoliated g-C3N4 showed higher effectiveness in the inactivation
of Escherichia coli, as well as in the degradation of pharmaceuticals. These results highlight the
potential of exfoliated g-C3N4 as a highly efficient photocatalytic materials for water disinfection

and treatment of environmental pollutants.

Keywords: Heterogeneous photocatalysis, g-C;N,, Thermal exfoliation, Reactive oxygen

species (ROS), inactivation of Escherichia coli.
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Nomenclatura

Simbolo o abreviatura Significado

g-C3N4 Nitruro de carbono grafitico
CO, Dioxido de carbono

H, Hidrogeno

h+ Huecos

°O2” Radicales aniones superéxidos
N> Gas Nitrogeno

OH° Radical hidroxilo

H20:2 Peroxido de hidrogeno

Cu,0O Oxido de cobre

Ag.0 Oxido de plata

DBPs Disinfection By-Products (subproductos

de desinfeccién)

Especies reactivas del oxigeno
ROS



PO,

uv

E.coli

BET

XRD

EDS

FT-IR

Eg

Nm

m2

UFC

Presion parcial de oxigeno

Ultra violeta

Escherichia coli

Brunauer-Emmett-Teller

Difraccion de rayos X

Espectroscopia de Energia Dispersiva

Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Ancho de banda prohibida

Litros

Gramos

Nandémetros

Metros cuadrados

Unidad Formadora de colonias



Introduccion

En el mundo, méas de 2 mil millones de personas utilizan fuentes de agua potable
qgue contienen, en cierta medida, contaminacion fecal. Se estima que el agua potable
contaminada, con heces fecales, causan en el orden de 485,000 muertes al afio sélo por

diarrea, la mayoria de ellas en paises en vias desarrollo. *

A pesar de los grandes avances en saneamiento y distribucion de agua los
microorganismos patdgenos que se encuentran presentes en la misma, siguen siendo
un motivo de preocupacion para los operadores de plantas de tratamiento, ya que
pueden causar algunas enfermedades en caso de su consumo, entre las que se incluyen
la poliomielitis, el cOlera, la diarrea, la fiebre tifoidea, la hepatitis Ay E, las cuales suponen

una grave amenaza para la salud puablica e impiden el desarrollo social y econémico. 23




Capitulo 1
Problematica

Entre los distintos patégenos que existen en la naturaleza, la Escherichia coli (E.
coli) es una de las bacterias mas comunes que se encuentran en el agua de consumo
humano, y existen informes donde se especifica que mas de 80,000 personas en el
mundo mueren a causa de diarrea cada afio, provocada por esta bacteria.®>* Ademas, la
E. coli también puede provocar otras enfermedades como la purpura trombocitopénica
trombatica, (es una enfermedad rara y potencialmente mortal que afecta el sistema de
coagulacién de la sangre.) Sindrome urémico hemolitico e infecciones del tracto

urinario.®

Actualmente existen distintos métodos de desinfeccion que se utilizan para
eliminar este tipo de bacteria como lo son la cloracién, la ozonizacién y la irradiacion
ultravioleta. Sin embargo, el uso de estos métodos de tratamiento genera limitaciones
significativas que afectan su aplicacidén. Por ejemplo, la cloracién y la ozonizacién son
eficaces para la desinfeccién del agua, pero su uso esta restringido debido al elevado
costo y la generacion de subproductos peligrosos de la desinfeccién (por sus siglas en
ingles DBPSs), los cuales pueden ser cancerigenos. Por ejemplo en el caso de la cloracion
se generan trihalometanos (THMs) como: Cloroformo (CHCI3), Bromodiclorometano
(CHBrCl,), Dibromoclorometano (CHBr,Cl) y Bromoformo (CHBTr;). Al igual que Acidos
Haloacéticos (HAAs) como: Acido tricloracético (TCAA), Acido monobromoacético
(MBAA), Acido dibromoacético (DBAA), Cloratos y Cloritos. En cuanto a la ozonizacion
se generan: Bromatos (BrO;"), Acidos Carboxilicos y Aldehidos.)8 78 9101191213 g g|
caso de la irradiacion con luz ultravioleta, aunque puede inactivar patdégenos a través del
dafio directo en la estructura del ADN sin el uso de productos quimicos, también presenta
desventajas como la posibilidad de reactivacion de los microorganismos, lo que implica
procesos de reparacién y un elevado gasto de energia.!* Por lo tanto, existe una
necesidad urgente del uso de técnicas alternativas para llevar a cabo una desinfeccion
eficaz del agua. En este sentido, la fotocatalisis heterogénea se puede considerar como
una de esas técnicas alternas, ya que no solo inactiva bacterias de manera eficiente,

sino que también evita la generacién de residuos nocivos.




Justificacion

La contaminacion bacteriana en el agua potable, especialmente por E. coli,
representa un riesgo para la salud publica. Los métodos tradicionales de desinfeccion,
como la cloracion y la ozonizacién, son efectivos pero generan subproductos peligrosos,
mientras que la irradiacion UV es costosa y puede permitir la reactivacion bacteriana. La
fotocatalisis heterogénea, utilizando g-CsaN3, se presenta como una alternativa
prometedora por su activacion con luz visible. Sin embargo, su efectividad es limitada
por su baja area superficial. Es por ello que este estudio propone optimizar el g-CaNa
mediante la exfoliacion térmica, y de esta manera aumentar su area superficial y su
posterior efecto en la inactivacion de E. coli. De esta manera sera posible obtener una

metodologia alterna, sostenible y econdmica para la desinfeccién de agua.

Capitulo 2 Antecedentes

Fotocatélisis heterogénea

La fotocatalisis se trata de un proceso donde un material absorbe, de manera
directa o indirecta, energia radiante (luz visible o ultravioleta) que estimula la velocidad
de una reaccion quimica, donde una 0 mas especies participan para la eliminacion de
alguin contaminante.®® Las reacciones fotocataliticas se clasifican en funcién al estado
fisico de los reactivos (el catalizador y reactante). Cuando ambos se encuentran en el
mismo estado fisico se considera como fotocatdlisis homogénea, pero cuando se

encuentran en fases diferentes, la reaccion se conoce como fotocatalisis heterogénea.’

En la fotocatélisis heterogénea, comunmente se utiliza un material semiconductor
como fotocatalizador, el cual absorbe la radiacion suficiente para llegar hasta la
generacion de radicales OHC° en su superficie. En este sentido, cuando al fotocatalizador
se le incide radiacién suficiente para promover el movimiento de un electrén de la banda
de valencia a su banda de conduccion, las particulas del semiconductor son excitadas

creando un fendmeno de pares electron-hueco que promueve la produccion de




reacciones de oxidacién-reduccion en la superficie del material.1”18 La energia necesaria
para provocar este salto de electrones dependera de la banda prohibida del
semiconductor, los cuales normalmente son de banda ancha y absorben de manera
directa o indirecta la luz visible o UV. Por otra parte, si los pares electron hueco no
alcanzan a reaccionar con las especies de la superficie, se recombinan y provocan que

la energia de la reaccién disminuya.® 19

Ultraviolet light 02 0,

Energy (eV)

A
Conduction e\\ HO

.
-
>

sesseePesenen,

Reduction over
semiconductor

Oxidation over
semiconductor

Figura 1. Mecanismo de reaccién de la fotocatalisis heterogénea.®

Fotocatalisis para eliminacidén de bacterias

La desinfeccién fotocatalitica del agua se ha considerado como una alternativa
tecnologia prometedora para eliminar los patégenos con un alto grado de eficacia. Esto
no solo porque puede utilizar energia solar, sino también por el uso sostenible de algunos

fotocatalizadores y puede evitar la generacién de DBPs téxicos y nocivos.?° ° 21 22

En la inactivacion por fotocatalisis se ha encontrado que durante los primeros 10
a 15 minutos se produce un periodo de induccién, donde las especies reactivas del

oxigeno comienzan a atacar la membrana, pero no lo suficiente para causar dafios




graves, posteriormente la membrana bacteriana es poco a poco oxidada, aunque en este
proceso el microorganismo intenta resistir el ataque oxidativo con la produccion de
enzimas que contrarresten la presencia de peroxido y otras sustancias, durante este
proceso se da la formacion de aldehidos insaturados durante el rompimiento de
hidroperdxidos o endoperodxidos y la aparicion de puentes de C-O durante la formacion
de grupos caboxi. También se presentan cambios importantes en el perfil de las bandas
PO2 (presién parcial de oxigeno) y formacion de bandas de amida que varian en funcién
de la radiacion , y finalmente los ataques repetidos de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) en la membrana de E. coli pueden resultar en una perforacion que acelera el

proceso de inactivaciéon bacteriana.?®

En la actualidad, existen numerosos informes sobre las propiedades
antibacterianas y los mecanismos de los materiales bidimensionales.?*?> El mecanismo
antibacteriano del g-C3N4 implica principalmente los siguientes aspectos: en primer lugar,
el estrés de la membrana celular causado por el corte fisico, la insercion de las nanohojas
de grafeno en la pelicula y la extraccion de los componentes de la pelicula por el g-C3Na;
en segundo lugar, la encapsulacion de las células bacterianas (bloqueando el
intercambio de nutrientes y residuos entre las células y su medio ambiente); y, por altimo,
el estrés oxidativo generado por el grafeno. Ademas, se ha descubierto que el efecto
fototérmico afecta a la actividad antibacteriana del grafeno y sus derivados. Los
mecanismos antibacterianos mencionados pueden funcionar simultdneamente de forma

sinérgica.?®

El mecanismo antibacterial es el resultado del estrés oxidativo en las bacterias
promoviendo la degradacion de la membrana celular 27, generando asi la muerte celular,

como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema representativo del mecanismo fotocatalitico antibacterial.

En diferentes estudios se puede confirmar la actividad fotocatalitica antibacterial,
en cepas de E. coli. Bajo la irradiaciéon UV se formaron especies reactivas de oxigeno
promoviendo la muerte celular debido al rompimiento de la membrana celular generado

por el estrés oxidativo.?’

Estos resultados son relevantes para el area de investigacion del g-CsN4 ya que

tiene un potencial importante de caracter biolégico, debido a sus caracteristicas 6pticas.?®

Fotocatalizador (semiconductores)

El término fotocatalizador es una combinacién de dos palabras: foto relacionada con la
irradiacion con la luz y catalizador, que es una sustancia que altera la velocidad de reaccion en
su presencia. Por lo tanto, los fotocatalizadores son materiales que cambian la velocidad de una

reaccion quimica al exponerse a la luz. *’

La fotocatélisis mediada por semiconductores ha ganado una gran atencion ya

gue ayuda a superar el problema relacionado con la recombinacién de carga rapida.’
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Figura 3. Degradacion de contaminantes organicos. Fuente: Advanced Oxidation
Processes for Waste Water Treatment. 17

De los distintos fotocatalizadores que pueden ser utilizados en la FH, uno de los
materiales mas prometedores para poder escalar esta tecnologia es el nitruro de carbono
grafitico (g-C3Na4) ya que, ademas de ser de bajo costo, facil de sintetizar y compatible

con el medioambiente, este fotocatalizador es activo bajo luz visible (460 nm).2%:30

El nitruro de carbono grafitico (g-CsN4) es un polimero semiconductor con
estructura lineal de tri-s-triazina, la cual se interconecta a través de nitrégenos
secundarios.3! Existen siete fases cristalinas de CsN4 las cuales son: a- C3sN4, B-C3Na,
Cs3Na cubica, C3N4 pseudo cubica, g-h-triazina, g-o-triazina y g-h-heptazina. Se conoce
que las unidades basicas de formacion del g-C3Na4 son los anillos de triazina (C3Na4) y los
anillos de tri-s-triazina/heptazina (CeN7) (Figura 4). De las siete fases que presenta el g-
CsNa4 la base (CsN7) es la mas estable a condiciones ambientales.3? 33 La mayoria de los
reportes de este material, indican que la policondensacion de melamina, cianamida,
diciandiamida o urea, forman un polimero con estructura parecida a la de la tri-s-triazina,

estructura reconocida como el blogue fundamental para la formacién de g-C3N4 34 31




(a) (b)

Figura 4. a) Estructura de g-C3N4 base triazina. b) Base tri-s-triazina/heptazina 33

El g-C3N4 es un material semiconductor que ha mostrado buenas propiedades
quimicas y eléctricas, elevada estabilidad térmica, naturaleza no toxica, asi como bajo
costo de precursores y una banda prohibida de 2.7 eV (460 nm). La energia de banda
prohibida ha permitido que el g-CsNa4 se active con luz visible propiciando un canal flexible
para que los electrones fotogenerados puedan migrar a la banda de conduccion y facilitar
las reacciones de division de agua y oxidaciéon de diversos bioalcoholes.3® 3¢ Ademas
este semiconductor, es un material biocompatible, el cual permite su uso en aplicaciones

de caracter biolégico.

Sintesis de g-CsN4 por Termopolicondensacion

El polvo de g-C3N4 a granel puede prepararse por policondensacion térmica de
precursores organicos que contienen nitrégeno de bajo coste, por ejemplo, urea, tiourea,

melamina, cianamida, diciandiamida, clorhidrato de guanidina, etc. 3738

La policondensacion es el proceso de formacion de polimeros mediante la
combinacion de diferentes monémeros. El proceso suele ir acomparfiado de la liberacion

de varios productos secundarios de bajo peso molecular (agua, alcohol, sal). Para la




policondensacion, los siguientes monomeros son caracteristicos: compuestos con
moléculas de al menos 2 grupos funcionales. Normalmente se dividen por conveniencia
en tres grupos: grupos funcionales idénticos que no reaccionan entre si (diaminas)
grupos funcionales diferentes que pueden reaccionar entre si y formar asi polimeros
(aminoacidos); grupos funcionales idénticos que pueden reaccionar entre si, formando

poliéteres simples. La policondensacion es un proceso de varias etapas sucesivas.3®

Una de las desventajas del fotocatalizador g-CsN4, se encuentra en su limitada
eficiencia fotocatalitica para la alta velocidad de recombinacién de los pares hueco-
electro fotogenerados, su baja porosidad y superficie reducida hacen que tenga menos
area superficial especifica para que ocurran reacciones cataliticas, lo que afecta su
eficiencia. También, su estructura desordenada y su pobre dispersion complican su
procesamiento. Sin embargo, se estan explorando soluciones, como combinarlo con
polimeros y exfoliarlo a distintas temperaturas, para mejorar sus propiedades y abrir
nuevas posibilidades.*® 4'En esta propuesta de investigacion se pretende llevar a cabo
la exfoliacion del g-C3N4 con la finalidad de incrementar el area superficial, aumentando

asi la disponibilidad de los sitios activos, y en consecuencia la velocidad de reaccion.

g-CsNa4 con diferentes areas superficiales

Las propiedades fisicas del g-CsN4, se han visto mejoradas gracias a los
diferentes métodos de obtencion de las nanoestructuras en donde se busca la
disminucién de tamafio de particula (métodos top-Down), provocando un efecto de
confinamiento cuantico, dandole una mayor area superficial, asi como el mejoramiento
de sus propiedades fisicas y fotocataliticas.#?*3 Precisamente por estas razones, el
empleo de este material a escala nanométrica ha capturado gran interés cientifico. A esta
escala, es posible obtener diversas nanoestructuras, tales como laminas de pocas capas

y puntos cuanticos, tal como se ilustra en la Figura 5. 424445
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Figura 5. Esquema representativo de algunas nanoestructuras en g-CaNa.

La Figura 6 resalta varios métodos para obtener nanoestructuras de g-CsNa4 a partir del

material a una escala macroscopica.*®

Nitruro de carbono grafitico

 Nanoestructuras = Mejoramiento de propiedades
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Oxidacién Oxidacién ultrasénica
quimica electroquimica exfoliacién exfoliacién en
nICation quimica solucién por altos

esfuerzos de corte

h

= Si i lU ble con el iente
« Tiempos cortos de sintesis
* bajo coste

* Permite el uso de las nanoestructuras en aplicaciones de caracter biolégico

Figura 6. Métodos de obtencion de las nanoestructuras del g-C3Na4 a partir del material
en escala macroscopica.*®




Para el caso de las nano hojas del g-C3Na4, se busca la separacion entre capas.
La estructura de este material se encuentra formado por a&tomos de carbono y nitrégeno
unidos por enlaces covalentes, en el arreglo tridimensional las capas se encuentran
unidas por fuerzas de Van der Waals, las cuales se pueden separar en nano hojas 2D
cuando se le proporciona la suficiente energia para romper dichas atracciones de Van
der Waals.*’ Algunos métodos para lograr dicha separaciéon son mediante procesos de

exfoliacion como quimica, térmica y ultrasonica.

Exfoliacién Térmica

Tratamiento térmico.*® La exfoliacion térmica es el método de exfoliacion mas
empleado, obteniéndose nanocapas de gCsNa4. Se basa en la ruptura de los enlaces de
hidrégeno cohesionados en las capas de gCsN4. Este método implica la exposicion de
gCsN4 a altas temperaturas, lo que conduce a la exfoliacion gradual y a la
descomposicion de las unidades poliméricas de melanina. El espesor de las laminas
obtenidas puede ser controlado mediante la variacion del tiempo de retencion y la
temperatura.*® La exfoliacion térmica ha demostrado ser una buena estrategia para
modificar la estructura electronica del g-CsNa4, lo que permite mejorar su actividad

fotocatalitica. *°

Exfoliados con temperaturas distintas

Investigaciones recientes han revelado que los nanomateriales de carbonitruro
exfoliados tienen propiedades fotocataliticas sobresalientes, debido a su elevada area
superficial y en consecuencia una mayor disponibilidad de sitios activos, lo que los hace
efectivos en la eliminacion de colorantes organicos, la produccion de hidrogeno, la
reduccion de CO:2 y aplicado a inactivar bacterias. Los siguientes estudios resaltan las

propiedades y aplicaciones del carbonitruro exfoliado:

En la investigacion reportada por Darkwah y Oswald (2019), en la cual se discute la
degradacion de contaminantes, produccion de H, y reduccion de CO, utilizando nitruro
de carbono grafitico exfoliado. Los resultados revelan que la actividad fotocatalitica es

notablemente alta en la degradacién de colorantes, la produccién de hidrégeno y la




reduccién de CO,. Esta eficiencia se ve potenciada cuando se afiaden materiales
carbonaceos, como el grafeno y los puntos cuanticos de carbono.! El estudio reportado
por («Scholar», 2014) se centré en como la exfoliacion del carbonitruro grafitico mejora
la produccion de hidrégeno mediante fotocatélisis. Obteniendo como resultado un
aumento significativo en la eficiencia de produccion de H, debido al incremento del area
superficial y la separacion eficaz de cargas.®?> De manera similar en Rodriguez-Nava
et al. (2022), examinaron el efecto sinérgico entre el nitruro de carbono exfoliado y 6xidos
metalicos en la produccion de H,. Y los nanocompuestos resultantes mostraron una

actividad fotocatalitica superior, lo que sugiere una mejorada produccién de hidrégeno.%3

También, existen otros estudios que demuestran la aplicacion del carbonitruro

para la degradacion de colorantes organicos. Por ejemplo, en la investigacion reportada
por Aires, B et al.(2023), se explora el uso de nanohojas de g-C3N4 exfoliados para la

degradacion de colorantes organicos, obteniendo como resultado que la degradacién de
colorantes mejord significativamente bajo luz visible, con una reduccion notable del
tiempo de reaccién, al comparar el material termoexfoliado con el material sin
termoexfoliacion.> Del mismo modo, otra investigacion reciente, reportada por °°
confirma como el g-CsN4 exfoliado puede desempefiar un doble papel, al degradar
colorantes y generar hidrogeno al mismo tiempo. En el cual se observo una alta eficiencia
en ambas aplicaciones, lo que demuestra la versatilidad del material termoexfoliado
comparado con el material de g-CsN4 sin exfoliar.>> Por ultimo, en la investigacion
reportada por Asiva Noor Rachmayani (2015), se evalio el g-CsNa4 exfoliado como
fotocatalizador para la division del agua y la degradacién de colorantes, los experimentos
demostraron una mayor eficiencia en ambas aplicaciones, con tasas de reaccion

mejoradas en comparacion con las obtenidas por el g-CsNa4 sin exfoliar.®

En cuanto a la reduccién de CO, varios estudios han documentado el potencial
del carbonitruro exfoliado como un nanomaterial prometedor, como se menciona en el
articulo reportado por Scholar (2022). En este trabajo se exploran los recientes avances
en la reduccion de CO,, enfocandose en el uso de fotocatalizadores basados en nitruro

de carbono exfoliado. La investigacion se centra en las mejoras logradas en la eficiencia

del proceso, la estabilidad de los materiales y las condiciones optimas para maximizar la




reduccion de CO,. Donde se destacaron varios enfoques prometedores que aumentan
la eficiencia en la conversién de CO, en productos quimicos Utiles.>® En otro estudio
reportado por Matem, S (2018), se examina como el proceso de exfoliacion incrementa
significativamente el area superficial del g-CsN,, lo que a su vez optimiza su capacidad
para la fotoreduccion de CO,. Al aumentar la superficie disponible, se facilita una mayor
interaccion con las moléculas de CO,, lo que mejora la eficiencia del material en
aplicaciones fotocataliticas. Este incremento de la superficie activa es crucial, ya que
permite que el g-C3Na4 capture y convierta con mayor eficiencia el CO, bajo la influencia
de la luz, lo que lo convierte en un material prometedor para la reduccion de gases de

efecto invernadero. %/

Finalmente, se han realizado también diversos estudios de la aplicacién de los g-CaNa4
para la inactivacion de bacterias. Por ejemplo, Li et al. (2018), reporté la preparacion y
caracterizacion de compuestos a base de g-CsNa termoexfoliado (g-C3Na4/BiOl), los
cuales fueron investigados por su capacidad antibacteriana bajo iluminacion con luz LED.
Los compuestos se sintetizaron mediante un método de generacion in situ a temperatura
ambiente y se caracterizaron utilizando técnicas como XRD, TEM, HRTEM, SEM, EDS,
BET, XPS, FT-IR, UV-Vis, fotocorriente y EIS. Los resultados mostraron que los
compuestos de g-C3N4/BiOl presentaron un excelente rendimiento antibacteriano frente
a Escherichia coli y Staphylococcus aureus bajo luz LED, logrando la inactivacion
completa de las bacterias en 30 minutos. Ademds, se investigd el mecanismo
antibacteriano mediante experimentos de atrapamiento, identificando que los huecos
(h+), los radicales aniones superoéxidos (°Oz27) y el peréxido de hidrégeno (H202) fueron
las especies activas responsables de la inactivacion bacteriana, con h* teniendo el efecto
principal. El estudio concluyé que los compuestos g-CsN4/BiOl son materiales
prometedores para la desinfeccion del agua mediante fotocatalisis. La eficiencia en la
inactivacion de E. coli y otros patbgenos mejord notablemente comparado con el material

sin exfoliar, ofreciendo una solucién potencial para el tratamiento de agua. 58
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Por dltimo, Arasavilli et al. (2023), abordan la sintesis y caracterizacién de un nuevo
compuesto por carbono grafitico verde termoexfoliado (GGC), Cuz20 y Ag20, el cual se
evalla por sus propiedades antibacterianas potenciadas por fotocatdlisis. Este
compuesto fue sintetizado utilizando un método de co-precipitacion, y su actividad
antibacteriana fue evaluada bajo irradiacion de diodos emisores de luz (LED) de baja
intensidad. Dando como resultados la Inactivacion bacteriana: EI compuesto GGC-Cuz20-
Ag20 logré una inactivacion del 100% de Escherichia coli en 15 minutos y de
Enterococcus faecalis en 60 minutos bajo condiciones Optimas de fotocatélisis (longitud
de onda de luz: 440-625 nm, intensidad de luz: 950 W m-2, pH: 6.4, dosificacién del
catalizador: 1 g L-1). Identificando que los huecos generados en el proceso de
fotocatalisis son los principales responsables de la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), las cuales causan cambios morfolégicos en las células bacterianas. Y
sin reactivacion bacteriana: Ademas, no se observé re-crecimiento de bacterias a través
de fotoreactivacion o reparacién en oscuridad, lo que sugiere que el compuesto puede




ser un desinfectante eficaz. En el caso especifico del compuesto GGC-Cu,0-Ag;0, la
exfoliacion del material de soporte (carbono grafitico verde) es clave para maximizar la
actividad catalitica y la estabilidad del compuesto, o que se traduce en una mayor
eficiencia en aplicaciones ambientales como la desinfeccion de agua y la degradacion

de colorantes. %°

Los estudios descritos previamente demuestran la eficacia del g-CsNa
termoexfoliado en las distintas aplicaciones fotocataliticas donde ha sido utilizado este
semiconductor polimérico, y especificamente en la inactivacion de bacterias. No
obstante, con la mayoria de los materiales g-C3sN4 termoexfoliados reportado, se obtienen
areas superficiales que se encuentran en el orden de los 100 m2/g, por lo que si se
consiguen materiales con mayor disponibilidad de sitios activos (mayor area superficial
especifica) se podrian obtener fotocatalizadores a base de g-C3sN4 mas eficientes. Esto
altimo, se puede llevar a cabo mediante la variacion de las condiciones de tratamiento

de termopolicondensacion: temperatura de calcinacion y rampa de calentamiento.




Hipotesis

La variacion de las condiciones de sintesis por termopolicondensacion,

temperatura de calcinacion y rampa de calentamiento, permitira obtener g-CsNa exfoliado

con éareas superficiales mayores (>100 m?/g), las cuales mejoraran las propiedades de

inactivacion de la bacteria E. Coli en comparacion con el material sin exfoliar.

Objetivos

-General

Sintetizar g-C3N4 termoexfoliado por el método de termopolicondensacion y

evaluar sus propiedades fotobiocidas.

-Particulares

1.

Sintetizar nanomateriales de g-CsN4 en bulto por el método de polimerizacién

térmica.
Sintetizar nanomateriales de g-CsNa4 termoexfoliado a 550 °C.

Evaluar las propiedades estructurales, morfoldgicas, texturales, Opticas y

eléctricas de los nanomateriales resultantes.

Evaluar la actividad biocida y fotobiocida de lo nanomateriales mediante ensayos

de inactivacion de la bacteria E. coli.

Evaluar la activad fotocatalitica de los materiales obtenidos por medio de la

degracion del farmaco ceftriaxona.




Capitulo 3 Metodologia

Sintesis de g-CaNa.

La preparacion de las nanoparticulas de g-C3N4 se llevd a cabo mediante la
sintesis de polimerizacion térmica. Primero se peso 20 g de Diciandiamida y se colocan
en un crisol. Se llevo a la mufla donde se somete a tratamiento térmico de 550 °C por 2
h con una rampa de 5 °C por minuto. Transcurrido el tiempo y el enfriamiento, se sacé el
crisol de la mufla y el polvo resultante se trituro con un mortero. Posteriormente, los
polvos se colocaron en un crisol y se sometieron a un segundo tratamiento térmico de

550°C por 2 h usando una rampa de 5°C por minuto.

Caracterizacion de los materiales

Para la caracterizacion de los materiales sintetizados, se utilizo la difraccion de
rayos X (XRD, modelo Ultima IV, Japén) con radiacion Cu Ka, abarcando un rango de
10 a 80°, para identificar las fases cristalinas y evaluar la cristalinidad. Las morfologias
de los fotocatalizadores fueron analizadas mediante microscopia electronica de
transmision de alta resolucion (HR-TEM, modelo JEM-2100HR). La determinacion del
area superficial se determiné mediante la teoria de Brunauer-Emmett-Teller (BET)
usando un equipo TriStar Il Surface Area and Porosity Analyzer y midiendo la adsorcién
de N2 a -196.15°C. Ademas, el volumen y tamafio de los poros se calcularon utilizan la
técnica de Barrett-Joyner-Halenda (BJH) a través de adsorcion y desorcion de N2. Las
propiedades Opticas de los materiales se analizaron por reflectancia difusa en un
espectrometro UV-Vis Cary 5000 UV-Vis-NIR, abarcando el rango de 200 a 900 nm con
incrementos de 1 nm. Los espectros resultantes se obtuvieron en valores de porcentaje
de reflectancia (R%) que fueron convertidos a unidades de absorbancia Kubelka-Munk
(Reyes-Coronado et al., 2008; Makula & Macyk, 2018). Esta conversién de los espectros

de R% a absorbancia se realizé haciendo uso de la correccion de Kubelka-Munk.




Desinfeccién Fotocatalitica

Para el estudio, se seleccionaron cepas de Escherichia coli como representativas
de bacterias Gram-negativas, debido a su relevancia y prevalencia en estudios de
contaminacion bacteriana y desinfeccion. Para el cultivo bacteriano, se prepararon 50 ml
de medio LB (Luria-Bertani) en un matraz de 150 ml. La preparacion del medio se realizo
calculando 1.25 g de LB por 50 ml de agua. Se tomdé una colonia aislada de un cultivo en
placa de E. coli y se propagaron en el medio de cultivo LB liquido, se cultivaron a 37°C
durante 24 horas, con agitacion suave para asegurar un crecimiento 6ptimo de las

bacterias.

Posteriormente, se dispusieron cinco matraces Erlenmeyer previamente lavados
y etiquetados como T1, T2, T3, T4 y T5. En cada matraz, se afiadieron 50 ml de medio
LB, preparados de manera similar a la solucion inicial. A cada uno se le incorporaron
diferentes concentraciones de nanoparticulas de g-CsNa4, distribuidas de la siguiente
forma: T1 con 0.1 g/L, T2 con 0.05 g/L, T3 con 0.025 g/L, T4 sin nanoparticulas, y T5 con
0.01 g/L y sin E. coli. Los matraces fueron tapados con algoddn y gasas, cubiertos con
aluminio. La Tabla 1 muestra el contenido final de los matraces.

Tabla 1. Contenido de matraces T1, T2, T3, T4, T5.

T1 ' T2 ' T3 | T4Control | T5 Control
positivo negativo
01g/L, E.coliy | 0.05g/L, E. coli| 0.025g/L, E. | E. coliy medio | 0.01g/L y
medio LB y medio LB coliymedio LB | LB medio LB

Se prepararon también 150 ml de medio de cultivo LB y Agar (con 3.75gde LBy
2.25 g de agar), ademas de 20 ml de medio LB liquido extra para disoluciones seriadas.
Todo el material, incluidas puntas de micropipeta, tubos Eppendorf de 2 ml y pipetas de

10 ml, fue esterilizado en autoclave.

La inoculacion de los matraces se realizé en una zona estéril preparada con un

mechero Bunsen y etanol para desinfeccién. Se extrajeron 100 microlitros de E. coli




cultivado con una micropipeta y se adicionaron a los matraces de acuerdo con las
concentraciones correspondientes. Los matraces fueron incubados con agitacién a 37°C
y 120 rpm. Se colocaron dos lamparas UV de 8W en la incubadora, distribuyendo los
matraces de la siguiente manera: T1 y T2 en el punto de mayor irradiacion, T3y T4 en
una posicién de menor irradiacion, y T5 fuera de la incubadora. Las lamparas UV se
encendieron y la incubadora se cubrié para mantener condiciones de oscuridad y facilitar
la reaccién durante 24 horas. Para la preparaciéon de las cajas Petri, se vertieron
aproximadamente 15-20 ml de medio LB + Agar derretido en cada una de las 13 placas.
Estas se dejaron enfriar y luego se taparon. A continuacion, en zona estéril, se
dispusieron 13 tubos Eppendorf estériles para realizar disoluciones seriadas en
concentraciones de 1:100, 1:1000 y 1:10,000 para los matraces T1 a T4. Para el matraz
T5, se tomaron 10 microlitros directamente.

La siembra en placas de agar se llevo a cabo en condiciones estériles, utilizando
100 microlitros de cada disolucion seriada correspondientes a los matraces T1 a T5, que
se extendieron en las placas con un asa de Digradsky. Finalmente, las placas se
incubaron durante 24 horas a 37°C y se conto el niumero de colonias mediante inspeccion
visual en intervalos de tiempo definidos para evaluar la efectividad de la desinfeccion

fotocatalitica.
Ensayo de degradacién con g-C3N4 y ceftriaxona.

Inicialmente, se lleva a cabo la disposicion del reactor tubular de cuarzo,
procediendo con la apertura de la toma de aire y la puesta en marcha de la bomba
recirculadora. SimultAneamente, se introduce un agitador magnético y se inicia la
agitacion mediante la colocacion de la parrilla en movimiento. En una probeta separada,
se dispone de manera precisa 130 ml del farmaco ceftriaxona previamente preparado.
Se realiza una preparacion meticulosa de la lampara UV mediante una limpieza
exhaustiva con metanol y aire. Posteriormente, se procede a la adicién controlada del
farmaco en la probeta al reactor tubular. En este punto, se introduce la lampara UV,
manteniéndola apagada por el momento. La primera alicuota, designada como -30min,
se toma directamente de la solucion del farmaco. La fase inicial de degradacion se inicia

a los -15 minutos, momento en el cual se incorpora el fotocatalizador g-CsN4 en una




proporcion de 1:1 con respecto al farmaco. Se permite transcurrir un periodo de 30
minutos antes de tomar la alicuota 0, que ahora contiene tanto el farmaco como el
fotocatalizador. Se enciende la lampara UV y se establece un protocolo de toma de
alicuotas cada 10 minutos, desde la alicuota inicial hasta la 90min. A partir de la alicuota
90min, el intervalo de recoleccidn de las alicuotas se ajusta a 30 minutos, extendiéndose
hasta la marca de 180min, momento en el cual se detiene el proceso de degradacion.
Se incorpora el excedente del farmaco en los residuos, seguido de la desactivacion de
la bomba de recirculacién. Se procede con el enjuague y lavado del reactor utilizando
agua, jabon y metanol para asegurar la limpieza y preparacion adecuada para futuros

analisis y experimentos.




Capitulo 4 Resultados y discusion

SINTESIS

En la Figura 8 se puede observar las imadgenes de las muestras de g-CsN4 y g-
CsNa exfoliado, donde a simple vista se puede apreciar la diferencia en la coloracion. La
muestra g-CsNa presenta una totalidad amarrilla mientras que la muestra de g-CsNa4
exfoliado presenta una tonalidad amarillo claro. La diferencia en la coloracion indica un
cambio en las propiedades finales del material debido al proceso de exfoliado.

Figura 8. Nanoparticulas sintetizadas de g-CsN4 y g-CsNa exfoliado.

Difraccion de Rayos X (DRX)

La Figura 9 presenta los patrones de difraccidén de rayos X de las muestras de g-
CsNa y g-CsN4 exfoliado. Como se puede observar en la imagen, los patrones presentan
dos picos caracteristicos de difraccion los cuales fueron indexados usando la carta
JCPDS 41-1487. El primer pico esta ubicado en un valor de 26 de 13° aproximadamente,
el cual es asociado al plano (100) y es atribuido a la reflexion de empaquetamiento
interno de las unidades de tri-s-triazina del material. Por su parte, el segundo pico de

mayor intensidad se encuentra localizado en el valor de 20 de aproximadamente 26° que




corresponde al plano (002) y el cual es asociado a la reflexion de apilamiento entre capas

de heterociclos C-N aromaticos conjugados de la muestra.
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Figura 9. a) Patrones de XRD y b) ampliacion del pico (002) del material g-C3N4 y g-
CsNa exfoliado.

Por otro lado, haciendo una ampliacion del pico (002) (Figura 9b) se puede
observar un ligero desplazamiento hacia la izquierda de la posicion del pico para la
muestra g-CsN4 exfoliado con respecto al g-CsN4. Ademas, también es posible observar
una disminucién en la intensidad del pico. Este resultado puede ser atribuido al proceso
de deslaminacién o separacion de las capas del g-CsN4 en bulto que ocurre durante el

tratamiento de exfoliado, como lo reportan. 15 49 60

Microscopia electronica de transmision (MET)

En la Figura 10a se puede observar que el material g-CsN4 muestra una
morfologia tipo hojas o capas las cuales se encuentran apiladas y no presentan alguna
porosidad relevante. La Figura 10b muestra la imagen donde se observan las nanohojas
dispuestas de manera transversal donde se ve el apilamiento de estas estructuras de
manera densa (cantidad de hojas por unidad de longitud), que es caracteristico del
material en bulto. Por su parte, en la Figura 10c presenta la muestra g-CsNa4 exfoliado
donde se observa la misma morfologia de hojas; ademas, se puede apreciar que estas
estructuras son mas delgadas debido a que la regién del borde revela la caracteristica

transparente de las nanoestructuras. Asimismo, es posible notar la mayor dispersion de
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estas estructuras debido a la exfoliacion térmica. La Figura 10d muestra la disposicion
transversal del material exfoliado donde se nota el apilamiento de un conjunto de las
nanohojas, sin embargo, es menos denso que el material en bulto. Estos resultados y los
analizados por DRX confirman una exfoliacion efectiva sobre la muestra de g-CsNa4, el
cual resulté en el desprendimiento de las capas del material produciendo hojas mas

delgadas y dispersas.

a)

Figura 10. Imagenes de MET de (a) g-C3sN4 e bulto, (b) g-C3N4 de manera transversal,
(c) g-CsN4 termoexfoliado morfologia de hojas, (d) disposicién transversal del material
exfoliado.




Area superficial, volumen de poro y tamafio de poro

Las propiedades texturales de las muestras fueron analizadas por la técnica de
fisisorcion de Nz para determinar el valor del area superficial, el volumen de poro y el
tamano de poro y de esta manera analizar el efecto del proceso de la exfoliacion térmica

sobre la capacidad de adsorcion de la muestra y en su actividad biocida.

La Tabla 2 presenta los valores de érea superficial, volumen de poro y tamafio de
poro obtenidos para las muestras g-CsNas y g-C3sN4 exfoliado. De los datos obtenidos, la
muestra presenta un valor de area superficial de 9.2 m2/g mientras que el valor de area
superficial para la muestra de g-CsNa4 exfoliado fue de 153.3 m2/g, el cual fue 16.6 veces
mayor que el valor obtenido para el material en bulto. Por su parte, el valor de volumen
de poro y tamafio de poro para la muestra g-CsN4 exfoliado fue de 0.039 cm3/gy 7.4 nm,
respectivamente. Estos valores fueron 3y 1.07 mayores que los obtenidos por el material
g-CsN4 (0.013 cm?®/g y 6.9 nm, respectivamente). El incremento en los valores de las
propiedades texturales pueden ser resultado del proceso de exfoliacion generado por los
gases formados durante el tratamiento térmico que transforma el material en bulto a

nanohojas mayormente dispersadas.*® 1°

Los resultados obtenidos nuevamente demuestran el efecto que tuvo el
tratamiento de exfoliacion térmica sobre las propiedades texturales de la muestra
exfoliada destacando el notable incremento en la superficie activa disponible en el
material por unidad de masa. Del mismo modo, se evidencia la estructura porosa del
material, la cual concuerda con los resultados obtenidos por TEM. Estos resultados
sugieren un beneficio en la interaccion entre el g-CsNa y la bacteria E. coli debido a los

procesos de adsorcidon que ocurren en la superficie del material.




Tabla 2. Valores de area superficial, volumen de poro y tamafio de poro obtenidos para
las muestras g-C3N4 y g-C3N4 exfoliado.

Area superficial Volumen de poro Tamaio de poro
Fotocatalizador
BET (m?g) (ecm?lg) (nm)
g-C3Na4 92 0.013 6.9
g-C3N4 exfoliado 153.3 0.039 ' 74

Espectroscopia de UV-Vis

El andlisis de las propiedades Opticas de los materiales g-CsN4 y g-CsN4 exfoliado fue
realizado usando la técnica espectroscopia de UV-Vis, esto con el objetivo de determinar
el cambio en el borde de absorcion y determinar el ancho de banda prohibida. En la
Figura 11 se puede observar que los materiales g-CsNa4 y g-CsN4 exfoliado presentan un
espectro de absorcion que es similar entre si. La muestra g-CsN4 presenta una caida del
borde de absorcion en el orden de los 490-495 nm (aproximadamente) mientras que el
para g-CsNa4 exfoliado presenta una ligera variacion con la caida del borde de absorcion
cercano a los 485 nm. Ambos materiales presentan en su espectro los picos de absorcion
en el rango de 300 a 400 nm los cuales corresponden a las transiciones 1-1* de los

sistemas de anillos conjugados, incluyendo aromaticos heterociclicos.
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Figura 11. Espectros de UV-Vis del material g-CaNas exfoliado y g-CsNa.

La Figura 11b muestra los espectros de la brecha de banda de las muestras de g-CsNa4
y g-CsNas exfoliado donde la estimacion del valor del ancho de la brecha prohibida se
realiz6 usando el método de Tauc. En la imagen se observa que el material g-CsNa4tiene
un valor de bandgap de 2.67 eV mientras que dicho valor para la muestra g-CsNa4
exfoliado fue de 2.72 eV. Este ligero cambio en el valor del bandgap puede estar
asociado al efecto del proceso de exfoliacion térmica en el material exfoliado. De esta
manera, es posible concluir que el proceso de exfoliacién térmica genera cambios
favorables en las propiedades estructurales, morfoldgicas y texturales en el material lo

gue lo hace adecuado para su uso en aplicaciones de fotocatalisis.

Ensayos de Desinfeccion

Para llevar a cabo las pruebas de degradacion de la bacteria E. coli, primero, mediante
una prueba de cultivo se determind la disolucion éptima de la bacteria para poder
observar y realizar el conteo de las células E. coli en el cultivo estudiado. En la Figura
12 se observan las muestras preparadas a diferentes diluciones, de las cuales, la
muestra preparada a una dilucion de 1:100 000 (marcada en el recuadro amarillo) es la

Unica muestra que exhibe una mayor dispersion de células E. coli, sin embargo, debido




a que aun presentan cierto grado de agrupacion, no es posible visualizar colonia
individual. Con base a lo anterior, se determina que la concentracién (1:100 000) de E.

coli serd empleada para las posteriores pruebas antimicrobianas.

1:10 1:10 000 1:100 000

1:100 1:1000

Figura 12. Cultivos con diferentes concentraciones de E. coli.

Una vez que se determind la concentracién éptima de E. coli, se procedié a evaluar la
actividad antimicrobiana de las muestras sintetizadas de g-CsN4 y g-C3N4 exfoliado. La
Figura 13 muestra la diferencia del crecimiento de E. coli sobre placas de cultivo con
medio LB observadas a un tiempo de 0 h y a 24 h posterior a la prueba antimicrobiana
bajo radiacién UV.

En laimagen se puede observar el analisis de tres muestras las cuales fueron: la muestra
de referencia que contiene el medio LB y células E. coli (muestras superiores). La
segunda muestra contiene el medio LB, células E. coli y las nanoparticulas de g-C3sN4
(muestras de en medio). Finalmente, la tercera muestra contiene el medio LB, células E.
coli y las nanoparticulas de g-CsN4 exfoliado (muestras inferiores). De las imagenes
presentadas, en la columna de la izquierda se observan las cajas de Petri que contienen
las tres muestras anteriormente descritas a un tiempo de 0 h, es decir, sin radiacion.
Posteriormente, las muestras fueron irradiadas con luz UV durante 24 h (muestras de la
columna derecha) y de las imagenes se puede observar que tanto la muestra de
referencia como aquella que contiene las nanoparticulas de g-CsN4 presentaron un

crecimiento bacteriano después de las 24 h de radiacion. Por su parte, la muestra que




contiene el g-CsN4 exfoliado presento una mayor inhibicion del crecimiento bacteriano, lo
cual evidencia una mejor actividad bactericida del material comparado con el material en

bulto.

Oh 24 h

E. coli + medio
de cultivo

g-C;N, + E. coli
+ medio de
cultivo

g-C;N, exfoliado+
E. coli + medio de
cultivo

Figura 13. Efecto del g- C3N4 y g-C3Na4 exfoliado y luz UV en E.coli, a Ohr y 24hr.

La Figura 14 presenta los resultados obtenidos de las pruebas antimicrobianas variando
la concentracion de la muestra de g-CsNs4 exfoliado. Para ello, se prepararon cinco
muestras de cultivo, tres de ellas presentan diferentes concentraciones del
fotocatalizador las cuales fueron de 0.1 g/L, 0.05 g/L y 0.025 g/L y que corresponden a
las muestras 1, 2 y 3 de la imagen, respectivamente. Por otro lado, la muestra control
positivo se usé como referencia para analizar el control del crecimiento bacteriano en
ausencia del fotocatalizador y la muestra control negativo se usé como referencia para

confirmar la correcta esterilizacién de los materiales empleados.




Las primeras cuatro muestras se usaron a diferentes diluciones de E. coli, las cuales
fueron 1:100 (muestras superiores), 1:1000 (muestras de en medio) y 1:10 000 (muestras
inferiores), esto es debido a que la dilucion madre empleada fue de 1:100 000, que como
se discutié anteriormente, presenta poco grado de aglomeracion de las bacterias, pero

aun no es posible contarlas de manera individual.

Una vez que se prepararon todas las muestras, estas se pusieron en agitacion (120 rpm)
y temperatura (37°C) constante y se irradiaron usando una lampara UV para promover
el proceso antimicrobiano. De la imagen se puede observar que todas las muestras
presentan crecimiento bacteriano incluso después de 24 h de iluminacién (UV), lo que
sugiere una baja o nula actividad antibacteriana por parte de los g-CsNa4 exfoliados. Sin
embargo, debido a que incluso la muestra control (muestra 4) también presenta
crecimiento bacteriano bajo radiacion UV, se concluye que el arreglo de iluminacion no
es el adecuado para activar la actividad antimicrobiana de los fotocatalizadores.
Considerando lo anterior, se propone usar una lampara adicional para hacer efectiva la
radiacion en todas las muestras.

Matraz1 Matraz2 Matraz 3 Matraz4  Matraz 5

NP(0.1g/L NP(0.05g/ NP(0.025 E.coli+LB rclBP(o.01g/L)+

)+E.coli+L L)+E.coli+ g/L)}+E.
B LB coli+LB

1:100

1:1 000

1:10 000 g

Figura 14. Cajas Petri con diferentes diluciones, que muestran el efecto del g-C3Na4
exfoliado irradiado por UV contra el E. coli.

La Figura 15 presenta los resultados de la prueba antibacterial que se llevé a cabo
usando las mismas condiciones de preparacion de las muestras que en el experimento




anterior, pero en esta ocasion se usaron dos lamparas para garantizar que todas las

muestras fueran completamente irradiadas.

En la Figura 15 se puede observar dos conjuntos de muestras, donde las muestras de
la izquierda que contienen la bacteria E. coliy LB (muestra 4) y bacterias E. coli, LB y g-
CsNs exfoliado presentaron inhibicion del crecimiento bacteriano. Por otro lado, las
muestras 3 y 1 que contienen bacterias E. coli, LB y diferentes concentraciones de g-
CsN4 exfoliado presentaron crecimiento bacteriano. La diferencia entre estos resultados
fue atribuida a que las ultimas dos muestras (3 y 1) solo fueron expuestas a una lampara
UV debido a que la segunda lampara se desactivé durante la prueba. Este resultado
coincide con la prueba anterior donde se denota que la necesidad de usar mas de una

lampara para poder activar el fotocatalizador.

Es importante resaltar que no se repitio la prueba debido al resultado observado en el
conjunto de muestras irradiadas por las dos lamparas durante las 24 h de la prueba. En
este caso se puede observar que el uso de dos lamparas no fue adecuado para el
experimento debido a que las bacterias E. coli fueron degradadas por la fuente de
radiacion y no por el fotocatalizador. Se observé inhibicion de crecimiento en el control
positivo. Por lo tanto, en este experimento se demuestra que la radiacion UV es téxica
para las bacterias por lo que fue necesario usar una fuente de iluminacién del rango

visible.
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Figura 15. Cajas Petri con diferentes diluciones, que muestran el efecto de la toxicidad
de la luz UV contra E. coli.

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos después de irradiar las diferentes
muestras con 2 lamparas de luz visible durante 24 h. La preparacion de las muestras fue
similar a la anterior prueba y la prueba se realiz6 por duplicado, donde fue posible
observar los mismos resultados. Con base a las imagenes, los resultados indican de
manera general que todas las muestras presentan poca o nula inhibicion del crecimiento
bacteriano posterior al tiempo de radiacion. Lo anterior sugiere que, bajo condiciones de
radiacion visible, la actividad antibacteriana de los fotocatalizadores no es suficiente para
degradar la bacteria. Asimismo, se confirma que dicha fuente no es perjudicial o toxica a
las bacterias debido a que el control positivo también muestra crecimiento bacteriano.
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Figura 16. (A) Cajas Petri con diferentes diluciones, que muestran el efecto del g-C3Na4
exfoliado contra el E. coli.

Considerando los resultados obtenidos, se hace evidencia de que todas las placas
presentan una gran cantidad de bacterias E. coli (incluso cumulos) que dificulta el conteo
individual para poder establecer el efecto de las diferentes concentraciones del
fotocatalizador empleado, asi como de las diferentes diluciones de UFC de E. coli
usadas. Por ello, el siguiente experimento se realiz6 usando una solucién inicial (1:10) la
cual fue preparada a partir de la disolucion madre (1: 100 000). Posteriormente, de la
dilucién 1:10 se prepararon tres diluciones seriadas de 1:100, 1:1 000 y 1:10 000. El
propdsito de preparar las disoluciones de esta manera es para lograr obtener una menor
cantidad de bacterias E. coli que sean cuantificables para analizar el efecto de la
variacion de los parametros experimentales (tipo de lampara, nimero de lamparas,

concentracion del catalizador, etc.).

Las muestras preparadas fueron sometidas a radiacién visible por 24 h usando dos
lamparas. Como se puede ver en la Figura 17, a excepcion de la muestra M5 todas las
placas presentan crecimiento bacteriano posterior a las 24 h de radiacion. Ademas, se
puede observar que la placa de referencia control positivo (M4) también presenta el
crecimiento bacteriano, mientras que la placa control negativa (M5) no present6 dicho

crecimiento.
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Figura 17. Muestras después de repetir el ensayo con diferentes diluciones de E. coli,

irradiados por luz visible y encubados por 24hr.

Se observa que la muestra M2 present6 una inhibicién del crecimiento bacteriano en
comparacién con las muestras M1 y M3 ya que es posible identificar unidades de
bacterias o pocos cumulos de estas. La diferencia entre las muestras (M1, M2 y M3)
radica en la diferencia de concentracion de nanoparticulas g-C3N4 exfoliadas contenidas
en las placas, siendo una concentracion de 0.1 g/L y 0.05 g/L y 0.025 g/L para las placas

M1, M2, y M3, respectivamente.

Considerando lo anterior, el crecimiento presentado por las muestras M3 sugiere que la
actividad antimicrobiana del fotocatalizador no fue efectiva debido a que una baja
cantidad de nanoparticulas lleva a la generacion de pocas especies reactivas ROS, que
podrian ser insuficientes para lograr inhibir completamente el crecimiento microbiano.
Por su parte, la muestra M2 presentd poco crecimiento bacteriano y puede ser atribuido
a una efectiva actividad fotocatalitica del material. Sin embargo, a mayores
concentraciones la actividad biocida puede disminuir, como se observa para la muestra
M1. Este resultado puede ser consecuencia del exceso de nanoparticulas en la muestra
gue podrian aglomerarse disminuyendo el area superficial efectiva. Esta disminucion en
el area podria resultar en dos efectos: (1) poca adsorcion de bacterias en la superficie

del catalizador para ser degradadas, (2) el catalizador no absorba la luz de manera




efectiva y en consecuencia disminuiria la cantidad de especies ROS generadas para
degradar el contaminante. %' Los resultados analizados demuestran que una
concentracion de 0.05 g/L de g-CsNa4 exfoliado es una cantidad Optima para obtener una

disminucién considerable del crecimiento bacteriano.

Anteriormente se mencioné que la actividad antibacteriana por fotocatélisis es regida por
la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales, tienen la funcién de
inactivar los contaminantes, siendo E. coli la bacteria de estudio. Por lo tanto, es de suma
importancia confirmar que el material sintetizado sea capaz de generar dichas especies
ROS. Para corroborar que el material (g-CsN. exfoliado) preparado en este trabajo
presenta propiedades fotocataliticas y es capaz de generar las especies ROS, se decidio

realizar una prueba rapida de degradacion del farmaco ceftriaxona bajo radiacion UV.

La Figura 18a presenta los espectros de absorcion del farmaco ceftriaxona a diferentes
tiempos de degradacién. Como se puede observar, el pico principal de absorcién ubicado
a 241 nm presentd una disminucién de su intensidad, este dato fue monitoreado a
diferentes tiempos durante 3 h. Por otro lado, la Figura 18b presenta el cambio en la
concentracion del farmaco a diferentes tiempos de reaccion donde se muestra una
disminucion cercana al 70 % de su concentracion inicial. Los resultados obtenidos
demuestran que el material sintetizado (g-CsNs exfoliado) si posee una actividad
fotocatalitica y, por lo tanto, es capaz de generar especies ROS. En la literatura se
reporta que la degradacién de ceftriaxona se lleva a cabo principalmente por huecos e
iones superodxidos 2, por lo que el g-CsN, exfoliado deberia generar estas especies. Sin
embargo, no se debe omitir la generacién de otras especias ROS como los electrones y
los radicales hidroxilos, estos dltimos poseen un alto valor de potencial de oxidacién y
pueden ser generados por reacciones adicionales que involucran los huecos y

electrones. %3
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Figura 18. a) Espectro de absorcidn del farmaco ceftriaxona a diferentes tiempos de

degradacion. b) Cambio en la concentracion de ceftriaxona a diferentes tiempos de

reaccion.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede destacar la obtencién del
fotocatalizador g-CsN4 exfoliado obtenido por el método de exfoliacion térmica. El material
exfoliado presenté principalmente modificaciones en sus propiedades morfoldgicas y
texturales debido a que las ldminas u hojas exfoliadas se encontraban mayormente
dispersas mientras que el valor de area superficial tuvo un notable incremento respecto
al material en bulto. Todas estas propiedades fueron obtenidas usando un método
sencillo (exfoliacién térmica) y sin la necesidad de emplear tratamientos quimicos

adicionales.

Por otro lado, en las pruebas de actividad biocida. Entre los principales resultados
destacan el efecto del tipo de lampara a emplear (visible o UV) que active el material sin
degradar el contaminante, en este caso, se mostro que una fuente UV es toxica para la
bacteria E. coli, por lo que se empled una lampara visible. Ademas, es importante
considerar la concentracion de células E. coli que se usaran para poder realizar un
adecuado conteo antes y después de las pruebas, asi como la cantidad de
fotocatalizador usado para optimizar la actividad biocida.




Asimismo, los resultados obtenidos en los ultimos experimentos de actividad biocida,
demuestran que existe una concentracion Optima del fotocatalizador a emplear que
resulta en una mejora de la actividad fotocatalitica. Adema4s, la prueba de degradacion
del farmaco ceftriaxona permitié confirmar las propiedades fotocataliticas del material.
Estos resultados revelan el potencial de aplicacion de los materiales sintetizados para la
degradacion de contaminantes.




Capitulo 5: Conclusiones

Se sintetizaron nanomateriales de g-CsN4 en bulto por el método de
termopolicondensacion. Adicionalmente, utilizando un tratamiento de exfoliacion térmica
fue posible obtener g-CsN4 exfoliado que presentd un incremento en el area superficial

(153.3 m#/g) en comparacion con el material en bulto (9.2 m2/g).

La caracterizacion mediante DRX y MET mostré que el g-CsN4 exfoliado no
presentd modificaciones significativas en su estructura cristalina, y las micrografias

revelaron una morfologia de capas delgadas y dispersas.

Las pruebas realizadas con radiacién visible mostraron que el g-CsN4 exfoliado
tiene un efecto biocida, determinando una concentracion 6ptima de 0.05 g/L del

fotocatalizador.

Ademas se demostro6 la importancia de tener un control sobre los parametros de
medicién (tipo de radiacion, concentracién de la bacteria y fotocatalizador, etc.) para

evitar que inhiban la actividad antimicrobiana del fotocatalizador.

Finalmente, la prueba de degradacién del farmaco ceftriaxona mostré que el
material exfoliado presenta una actividad fotocatalitica. Este estudio evalla el potencial
de g-CsNas exfoliado como un fotocatalizador efectivo en aplicaciones de desinfeccion
ambiental, demostrando su viabilidad para la eliminacibn de contaminantes bajo
condiciones de luz UV o Visible, lo cual representa una alternativa sostenible para el

tratamiento de aguas residuales.




Trabajo a futuro

1. Realizar pruebas de cinética para monitorear el porcentaje de inactivacion de las
bacterias a diferentes tiempos para determinar el tiempo de efectividad del
material. Con lo cual se podria generar una curva de degradacion bacteriana.

2. Optimizar las condiciones experimentales (concentracion de E.coli, pH del medio,

tiempo de la exposicion de luz, etc.) para realizar las pruebas de actividad biocida.

3. Pruebas de recuperacion y reutilizacion de los nanocompuestos de g-C3N4 como

centrifugarlas y esterilizarlas para aplicaciones a gran escala.
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