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RESUMEN

En este trabajo se obtuvieron particulas de CaO a partir de cascarones de
huevo mediante un proceso de calcinacion asistida por microondas. El analisis por
SEM reveld que las particulas presentan una morfologia esférica, con un diametro
promedio de 0.609 um, distribucion de tamaro entre 0.4 y 0.7 um. Los resultados
por DRX confirmaron la presencia de la estructura cristalina de CaO con picos
caracteristicos de 32°, 37°, 54° en 20. La CMI de las particulas de CaO fue de 1.6
mg/ml contra Enterococcus faecalis y 0.66 mg/ml contra Streptococcus mutans.

Se evaluaron compdsitos de iondmero de vidrio comercial modificados con
particulas de CaO en 0, 15, 20 y 25 % en peso. Se observo cambios progresivos
desde una apariencia amorfa y traslucida hasta un material cada vez mas opaco, la
aparicion de poros y grietas a mayor concentracion de particulas. La actividad
antibacterial de los compdésitos se determiné mediante ensayos de difusion en placa
contra Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans, mostrando halos de
inhibicion de 1.3 cm y 0.56 cm correspondientes a reducciones del de 15.3% y 6.5%

respectivamente.
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INTRODUCCION

El desarrollo de materiales ha experimentado un notable auge en las ultimas
décadas, especialmente en sectores de alta exigencia tecnoldgica y médica, como
la odontologia. El ionédmero de vidrio se ha consolidado como un material de
referencia en las restauraciones dentales debido a su biocompatibilidad, adhesion
quimica al diente y liberacion controlada de fluor (Ashour et al., 2022). Sin embargo,
la optimizacion de sus propiedades mecanicas y antimicrobianas continua siendo
un desafio que puede abordarse mediante la incorporacién de particulas
funcionales. En este contexto, la modificacion del ionédmero de vidrio mediante la
adicion de pequenas particulas de oxido de calcio representa una estrategia
innovadora. Estas particulas, a diferencia del CaO a escala macro, presentan un
tamano reducido y un area superficial aumentada, lo cual les confiere una
reactividad y conductividad excepcionales que potencian la actividad antimicrobiana
del material.

La necesidad de explorar nuevos compasitos en la ingenieria de materiales
se fundamenta en la busqueda de productos que no solo mejoren la eficacia en la
prevencion de infecciones, sino que ademas impulsen el avance cientifico y
tecnologico, contribuyendo a mejorar la calidad de vida. En respuesta a ello, el
presente estudio tiene como objetivo obtenery caracterizar compaésitos de ionémero
de vidrio modificados con pequenas particulas de CaO y evaluar su efectividad
microbiolégica contra Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans. La
metodologia desarrollada parte de la utilizacion de cascarones de huevo, ricos en
carbonato de calcio (CaCO;), que son sometidos a un proceso de limpieza y
trituracion. Posteriormente, mediante una calcinacion asistida por microondas, el
CaCO; se transforma en CaO, obteniéndose particulas de tamafio reducido que
aportan propiedades diferenciadoras en comparacién con aquellas a macroescala
(Ramola et al., 2019).

La actividad antimicrobiana de las particulas de CaO se evalu¢ inicialmente

a través de la técnica de microdilucion en caldo, lo que permitid determinar su
concentracion minima inhibitoria. Una vez caracterizadas estas propiedades, se
IX



procedié a incorporar las pequefas particulas de CaO en un iondmero de vidrio
comercial, formulando compésitos con diferentes proporciones de 0, 15, 20y 25 %
en peso de CaO y respetando las condiciones de procesamiento indicadas por el
fabricante. La evaluacién antibacterial de los compédsitos modificados se realizd
mediante la medicion de los halos de inhibicion en cajas Petri, método que permitié
apreciar la eficacia del iondmero modificado en la inhibicion del crecimiento
bacteriano (Silva et al., 2020; Chaudhari et al., 2023).

Adicionalmente, la caracterizacion morfolégica y estructural de los
compositos se llevd a cabo mediante técnicas avanzadas, como la microscopia
electronica de barrido (SEM), la difraccion de rayos X (DRX) y la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (Lima et al., 2025). Este estudio
pretende demostrar la viabilidad y los beneficios de incorporar pequefias particulas
de CaO en iondmeros de vidrio, estableciendo una correlaciéon entre la modificacion
estructural del compdsito y la mejora en sus propiedades antimicrobianas. Los
hallazgos obtenidos no solo contribuiran al avance en la ingenieria de materiales
multifuncionales con aplicaciones en odontologia, sino que también podrian abrir
nuevas vias en el desarrollo de biomateriales destinados a la prevencion de

infecciones y a otros campos de la salud (Robertson & Willett, 2023).



CAPITULOI. MARCO TEORICO

1.1 Nanomateriales

En la busqueda frecuente de nuevos materiales y tecnologias que
revolucionen multiples campos cientificos y tecnolégicos, los hanomateriales han
sido importantes. Las particulas y nanoparticulas han atraido la atencion debido a
sus propiedades unicas y sus aplicaciones potenciales en una amplia gama de
areas, desde la medicina hasta la electronica (Atchudan et al., 2022).

Un nanomaterial es aquel material cuyas dimensiones estan dentro del rango
de 1 a 100 nandmetros. Los nanomateriales se anuncian como el control o
manipulacion y reestructuracion de la materia a una escala de nandmetros con la
intencion de crear nuevos materiales con nuevas o distintas propiedades. En los
ultimos anos las aplicaciones de los nanomateriales han crecido de una manera
exponencial en todo el mundo debido a que se quiere entender las funciones y el
potencial de los materiales nanoestructurados. Por otro lado, surge la necesidad de
investigar nuevas formas para procesar los actuales nanomateriales que han sido
de gran ayuda en varias areas como en la medicina por ejemplo en la administracién
de farmacos en donde los medicamentos nanoestructurados tienen una mayor
eficacia que los medicamentos convencionales, en la industria alimenticia haciendo
una mejora de la absorcion de nutrientes debido a que los nanomateriales pueden
aumentar la solubilidad y biodisponibilidad de ciertos nutrientes, como vitaminas y
minerales., asi como también en la ingenieria en materiales han tenido un impacto
significativo ya que ha revolucionado la forma en que se disefian y producen
materiales y se aplica en distintas areas como en la mejora de propiedades fisicas
(César German Lizarazo-Salcedo et al., 2018).

Uno de los aspectos mas importantes para tener en cuenta en el desarrollo
de nanomateriales que estaran en contacto con el ser humano es la busqueda de
la biocompatibilidad, asi como aquellos que puedan degradarse con gran facilidad
cuidando siempre de no generar subproductos toxicos que puedan dafiar al medio

ambiente y al ser humano (Villegas et al., 2008).



1.1.1 Clasificacion de nanomateriales por dimensién

Tipos de NM segtin su
dimension

[ |

oD 1D 2D 3D

Figura I-1. Clasificacién de los nanomateriales segun su dimension (Estrada-
Flores, S. L., Garcias-Morales,.2023). Nanomateriales: conceptos, aplicacién en
nanoterapia y regulaciones

Nanomateriales 0D (Zero-dimensional)

Estos son puntos cuanticos o nanoparticulas que tienen dimensiones
nanomeétricas en las tres direcciones. Ejemplo: nanoparticulas de oro.

Nanomateriales 1D (One-dimensional)

Tienen una dimension nanométrica y dos dimensiones mayores. Ejemplo:
nanotubos de carbono, nanohilos.

Nanomateriales 2D (Two-dimensional)

Tienen dos dimensiones nanométricas y una dimensidon mayor. Ejemplo:
grafeno, 6xidos metalicos en capas delgadas.

Nanomateriales 3D (Three-dimensional)

Tienen estructuras complejas con dimensiones nanométricas en todas las

direcciones. Ejemplo: nanoporos, materiales aerogeles (Borja-Borja, 2020).

1.1.2 Propiedades de los nanomateriales

Propiedades fisicas

Aumento de la Relacién Superficie-Volumen: Los nanomateriales tienen una
relacion superficie-volumen extremadamente alta, lo que les confiere una mayor

reactividad y propiedades cataliticas. Debido a su pequefio tamano, tienen una gran



cantidad de atomos en su superficie en comparacion con su volumen total, ademas
pueden tener una mayor resistencia y durabilidad, lo que los hace ideales para
aplicaciones estructurales en ingenieria y construccion.

Fendmenos Cuanticos: A escalas nanométricas, los efectos cuanticos se
vuelven significativos, alterando las propiedades épticas, electrénicas y magnéticas
de los materiales. Cuando las particulas se reducen a escalas nanométricas, los
electrones y otros portadores de carga estan confinados en un espacio pequefio, lo
que altera sus niveles de energia y propiedades electronicas. Las propiedades
electronicas, Opticas y magnéticas de los nanomateriales pueden cambiar
significativamente con el tamafo de las particulas. Por ejemplo, los puntos cuanticos
pueden exhibir propiedades de emision de luz que varian con su tamano. Ademas,
los nanomateriales pueden mostrar propiedades Opticas uUnicas como la
fluorescencia y la absorcion de luz en longitudes de onda especificas, utiles en
aplicaciones de imagenologia y sensores (Mendoza Doroteo et al, 2003).

Propiedades quimicas

Reactividad Quimica: La alta superficie especifica hace que los
nanomateriales sean mas reactivos, permitiendo reacciones quimicas mas rapidas
y eficientes. La reactividad quimica de los nanomateriales puede ser ajustada para
ser selectiva hacia ciertas reacciones, mejorando la eficiencia y reduciendo
subproductos no deseados. Se utilizan en la catalisis heterogénea, la eliminacién
de contaminantes, la produccién de energia y la fabricacion de productos
farmacéuticos.

Estabilidad Quimica: En algunos casos, los nanomateriales pueden tener una
mayor estabilidad quimica debido a sus estructuras especificas, tienen una alta
reactividad debido a su gran relacion superficie-volumen, lo que puede llevar a la
oxidacién o corrosion si no se controla adecuadamente. La estabilidad de los
nanomateriales en soluciones depende de factores como el pH, la concentracién de
iones y la presencia de agentes estabilizantes.

Propiedades mecanicas

Resistencia y Dureza: Algunos nanomateriales, como los nanotubos de
carbono, son muy fuertes y duros debido a la disposicion de sus atomos y enlaces

3



estos pueden alcanzar resistencias a la traccién de hasta 1 GPa (gigapascales). La
incorporacion de nanoparticulas en matrices metalicas puede mejorar tanto la
resistencia como la dureza. Por ejemplo, la adicién de particulas de dioxido de
zirconio (ZrO;) a una aleacién de aluminio puede aumentar la dureza hasta 144.3
HV (Vickers Hardness) con un contenido del 9% de ZrO, (Monther A. Dokhy, 2023).

Flexibilidad: Pueden ser mas flexibles y ductiles comparados con sus
contrapartes macroscoépicas debido a la disposicion y enlace a nivel nanométrico.
Los nanomateriales flexibles incluyen grafeno, nanotubos de carbono y polimeros
nanoestructurado. Se han desarrollado modelos computacionales para simular la
flexibilidad de los nanomateriales, permitiendo predecir su comportamiento bajo

diferentes condiciones de estrés (SarithNaidu T., 2024).

1.1.3 Sintesis y procesamiento de nanomateriales: Métodos fisicos y

quimicos mas utilizados

Métodos fisicos

Evaporacion Térmica: Proceso en el cual un material se evapora y se
deposita en forma de pelicula delgada sobre un sustrato. La temperatura de
evaporacion varia segun el material. el aluminio (Al) se evapora alrededor de
1500°C, mientras que el oro (Au) lo hace a aproximadamente 2000°C. El proceso
se realiza en condiciones de vacio de aproximadamente 107{-6} a 10*{-9} Torr para
minimizar la presencia de gases residuales que pueden contaminar la pelicula. Las
tasas de deposicion pueden variar, pero tipicamente estan en el rango de 0.1 a 10
nanometros por segundo (nm/s).

Depdsito Quimico en Fase Vapor (CVD): Técnica que utiliza reacciones
quimicas para depositar capas finas de materiales sobre un sustrato. Entre algunos
materiales comunes para esta aplicacién tenemos Nitruro de Silicio (SizN,):
Utilizado como capa aislante en semiconductores, Oxido de Silicio (SiO,): Utilizado
como dieléctrico en dispositivos electronicos y Metales Organicos: Utilizados en la
fabricacion de semiconductores y estructuras heterogéneas (Zanella, R. 2012).

Molienda Mecanoquimica: Método que utiliza fuerzas mecanicas para reducir

el tamano de particulas en el rango de 1 a 100 nandmetros. La molienda
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mecanoquimica implica la trituracion de materiales soélidos utilizando equipos como
molinos planetarios y tamizadoras vibradoras Se utilizan materiales como polvo de
hierro, alumina y otros compuestos metalicos (Junyi Gao. 2015).

Implantacion de lones: Proceso en el cual iones son acelerados y dirigidos
hacia un material para modificar sus propiedades. La profundidad de penetracion
de los iones depende de su energia y la especie del ion. Generalmente, los rangos
de penetracion estan entre 10 nandmetros y 1 micrémetro, la implantacion de iones
puede causar cambios quimicos y estructurales en el material objetivo. Estos
cambios pueden incluir la formacién de nuevas fases, la modificacion de la
estructura cristalina y la induccién de tensiones internas.

Métodos quimicos

Método Coloidal: Sintesis de nanoparticulas en soluciones coloidales
mediante la reduccion de iones metalicos en donde las nanoparticulas producidas
pueden tener un tamano en el rango de 1 a 100 nanémetros, ademas se utiliza un
agente reductor para convertir los iones metalicos en atomos neutros. También Se
emplea un agente estabilizante para evitar la agregacion de las nanoparticulas y
mantener su estabilidad El tamano, la forma y la morfologia de las nanoparticulas
se pueden controlar variando las concentraciones del reductor, estabilizante o
dispersante (Borja-Borja, 2020).

Reduccion Fotoquimica y Radiolitica: Uso de luz o radiacion para reducir
iones metalicos y formar nanoparticulas. La fotoquimica es un método ecolégico y
econdomico, ya que utiliza la energia solar como fuente de energia. La reduccién
radiolitica utiliza radiacion ionizante (particulas alfa, beta, rayos gamma) para inducir
reacciones quimicas, aunque la radiacion ionizante puede ser peligrosa y requiere
medidas de seguridad estrictas.

Sintesis Sol-Gel: Proceso que convierte una solucion en una red solida a
través de reacciones de hidrdlisis y polimerizacién. En el cual comunmente se
utilizan compuestos de silicio como el tetraetil ortosilicato (TEOS) o el
metiltrimetoxysilano (MTMS). En donde el precursor se hidroliza en presencia de

agua para formar un gel, que es una red tridimensional de particulas sodlidas



dispersas en un liquido, después el gel se seca a temperaturas que pueden variar
entre 100°C y 600°C, dependiendo del material y de las propiedades deseadas.

Sintesis Solvotermal: Método que utiliza solventes a altas temperaturas y
presiones para sintetizar nanoparticulas. Las temperaturas utilizadas en esta
sintesis pueden variar entre 100°C y 600°C, dependiendo del material y de las
propiedades deseadas, ademas se utilizan disolventes organicos como amoniaco,
hidracina y agua, entre otros. La composicién quimica del precursor es crucial para
controlar la forma y las propiedades de los nanocristales resultantes. (Zanella, R. et
al., 2014).



1.2 Propiedades y aplicaciones de los ionémeros de vidrio

1.2.1 Estructura y composicion de los ionémeros de vidrio

El iondmero de vidrio es un material de restauracion dental compuesto por
vidrio de silicato y un acido poliacrilico. Este material es conocido por su capacidad
de liberar iones de fluor, lo que ayuda a prevenir caries dentales (Barcena Rosey,
2006). Se les conoce como cementos acido-base, debido a que resultan de la
reaccion entre acidos poliméricos débiles y vidrios basicos en forma de polvo.

Moléculas presentes en el ionédmero de vidrio

El iondmero de vidrio se divide en dos componentes, primero tenemos al
Acido Acrilico (Poliacido Acrilico el cual contiene grupos carboxilicos (-COOH) que
forman puentes de hidrégeno con los iones calcio presentes en la dentina y el
esmalte. El segundo componente son los vidrios de Aluminofluorosilicato los cuales
Contiene iones de calcio (Ca?**) y fluoruro (F7) que también participan en la
formacion de puentes de hidrogeno. Moléculas presentes en la Dentina y el Esmalte

El Calcio (Ca?*) esta presente en la hidroxiapatita del esmalte y en la dentina,
forma puentes de hidrégeno con los grupos carboxilicos del iondmero de vidrio. El
Fluoruro (F~) se encuentra presente en la hidroxiapatita del esmalte y en la dentina,
también forma puentes de hidrogeno con los grupos carboxilicos del ionémero de
vidrio (Proafo de Casalino, D., 2006).

1.2.2 Propiedades fisicoquimicas

Adhesion Quimica: El ionémero de vidrio se adhiere quimicamente a la
dentina y al esmalte principalmente a través de la formacion de puentes de
hidrogeno. proporcionando una union resistente y duradera (Barcena Rosey, 2006).

Biocompatibilidad: son biocompatibles y de baja toxicidad debido a su
composicidn ya que son vidrios de silicato y polimeros solubles en agua, ademas
liberan iones de fluoruro que ayudan a prevenir caries. Sin embargo, en cuanto a la
modificacion del iondbmero de vidrio se debe de asegurar que no afecte su
biocompatibilidad y propiedades mecanicas (Lifeder, 2024). Al ser 6xido de calcio
se someterian a las pruebas de la norma ISO 10993 para asegurar su

compatibilidad y seguridad bioldgica.



Resistencia a la Compresién: Aunque su resistencia es menor comparada
con otros materiales, su flexibilidad y adhesiéon quimica lo hacen adecuado para
muchas aplicaciones dentales (Blanco Lerech et al., 2017). La magnitud de fuerza
de compresion del ionédmero de vidrio es medida por MPa, y en la literatura tenemos
que los iondmeros de vidrio hibridos tienen una resistencia a la compresion mayor
en comparacion con los ionémeros de vidrio convencionales, mientras un ionémero
de vidrio convencional alcanza los 100-150 MPa el ionbmero hibrido tiene una
resistencia de 150-220 MPa (Hernandez Mata A., 2012).

1.2.3 Procesamiento

Proporcion de los reactivos: para un buen procesamiento de ionémero de
vidrio, las proporciones que se usan son las siguientes, polvo de vidrio (base) 70%
y del acido poliacrilato un 30% lo que equivale a 0.21 g de particulas de vidrio y 57
Ml de acido poliacrilico.

Mezclado y manipulacién: Se mezcla una medida especifica de polvo de
vidrio con una gota de liquido acrilico, cuando se mezcla el polvo de vidrio con el
liquido, el acido poliacrilico se disuelve en agua y libera protones H*+. Los protones
liberados atacan el polvo de vidrio, liberando iones de calcio y aluminio en la
solucién. Los iones de calcio y aluminio reaccionan con el acido poliacrilico para
formar una matriz de gel polimérico. Se utiliza una espatula plastica para
homogeneizar la mezcla durante unos 20-30 seg. La mezcla inicialmente sera
espesa, pero se volvera menos viscosa a medida que las particulas se disuelvan.
En la Figura I-2 se puede observar el diagrama para la obtencion del ionomero de
vidrio. La capa de cemento no debe exceder 1.5 mm para una adecuada

fotopolimerizacion (Garcia Castellanos B., 2020).
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Figura I-3. Diagrama para la obtencion de un iondmero de vidrio (Lohbhauer, U.
2009).

Fotopolimerizacion: la adicién de agentes fotopolimerizables puede mejorar
la estabilidad y resistencia del material debido a que los iondmeros de vidrio
contienen monomeros que se activan con la luz visible, cambiando su estructura a
polimeros. La luz LED es comunmente utilizada en la fotopolimerizacion debido a
su eficiencia y capacidad para emitir luz en el rango adecuado de longitudes de
onda generalmente entre 400-500 nm. La matriz de gel polimérico se endurece con
el tiempo, formando una estructura rigida y resistente.

1.2.4 lonémero de vidrio modificado

El ionémero de vidrio es utilizado en diversas aplicaciones, incluyendo
restauraciones temporales, obturaciones de cavidades y como cemento para
coronas y puentes. No obstante, no es recomendable para restauraciones en areas
de alta carga masticatoria debido a su menor resistencia a la compresién (Cabrera
Villalobos et al., 2017).

El iondmero de vidrio modificado consiste en una version mejorada del
iondmero de vidrio comun. que se ha trabajado para mejorar distintas propiedades
como la resistencia o la durabilidad. Estos materiales suelen tener una menor
solubilidad y una mayor resistencia a la compresion.

Se utilizan en restauraciones dentales donde se requiere una mayor
durabilidad y estabilidad, como en inlays y onlays. Ademas, estudios han
demostrado que los iondmeros de vidrio modificados con resina, como Vitremer™,
tienen una resistencia a la compresion significativamente mayor en comparacion

con los convencionales (Polet Gonzalez Cruz, 2022).



Los iondmeros de vidrios modificados han demostrado tener menos grietas y
una superficie uniforme después de ser sometidos a procesos quimicos (Raisa
Severino, 2016).

Existen varias estrategias para modificar los ionémeros de vidrio y mejorar
su desempefio en distintas aplicaciones como incorporacidon de resinas
fotopolimerizables debido a que mejoran la resistencia y durabilidad del material,
estas resinas permiten una polimerizacion rapida y eficiente bajo luz LED. La adicion
de nanoparticulas como el ZnO o TiO2 pueden mejorar las propiedades mecanicas
y antibacterianas del iondmero de vidrio. Otra estrategia es la modificacion de la
microestructura ya que mediante técnicas de procesamiento avanzadas el iondmero
de vidrio modificado puede aumentar su resistencia y reducir su solubilidad. La
mezcla con otros polimeros como el poliéter metalico, puede mejorar la resistencia
del iondbmero de vidrio y mejorar su adhesion. Ademas, tenemos las mezclas de
vidrio donde las proporciones tipicas de los componentes en el polvo de vidrio
pueden variar, pero una composicion comun es aproximadamente 70-80% de SiOz,
10-15% de Al203, 5-10% de CaO y 1-5% CaF2. Las mezclas de vidrio modificadas
pueden mostrar una mayor resistencia a la compresion, menor solubilidad y una

mejor adhesion a la estructura dental (Garcia Castellanos, B. 2020).
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1.3 Oxido de calcio (Ca0O)

1.3.1 Propiedades y estructura del CaO

El CaO es un compuesto quimico de gran relevancia en diversas industrias.
Su férmula quimica es CaO, y se presenta como un solido blanco cristalino. Con
una densidad de 3.3 g/cm?®y una masa molar de 56.1 g/mol, el CaO posee un punto
de fusidn elevado de 2572 °C y un punto de ebullicion de 2850 °C, lo que refleja su

estabilidad térmica.

Figura I-4. Estructura del CaO (Bricefio V., Gabriela, 2021).

La molécula de CaO tiene una estructura quimica que contiene un catién de
calcio (el cual tiene una carga de +2) y un anion de oxigeno (que tiene una carga
de -2). Presenta una estructura cristalina en donde cada i6n de Ca?* se rodea de
seis iones de O?% los cuales se encuentran ocluidos dentro de las cavidades
octaédricas que quedan en los iones mas grandes como se muestra en la figura I-
3.

El CaO, conocido como cal viva o cal quemada, ha sido reconocido durante
siglos por su versatilidad en diversas aplicaciones industriales y cientificas. Sin
embargo, en la escala nanométrica, las propiedades del CaO pueden variar

significativamente debido a la alta relacion area-volumen y a los efectos cuanticos
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que surgen en esta dimension. Esto ha generado un interés creciente en la
obtencién y CaCOs proveniente de residuos. Es asi como residuos, como son las
conchas de mar y las cascaras de huevo, en los cuales se conforma alrededor del
95% de su composicion por CaCOs. Su poco aprovechamiento puede tener un
beneficio para la sociedad, sumado a un desarrollo econémico en el sector industrial
si son tenidos en cuenta como fuente de obtencién de CaCOs. EI CaCOs
ampliamente presente en la naturaleza en forma de minerales como la calcita y la
aragonita, es un precursor natural del CaO.

Aprovechando esta transformacion, los investigadores han comenzado a
explorar las propiedades y aplicaciones de las nanoparticulas de CaO derivadas del
CaCOs (Ruiz, 2011). Este enfoque no solo ofrece una perspectiva novedosa en la
obtencién de materiales, sino que también promete revelar propiedades emergentes
en el ambito nanomeétrico.

1.3.2 Método de sintesis

La calcinacién, consiste en calentar carbonato de calcio a altas temperaturas
para producir CaO y COs..

El CaO se sintetiza principalmente mediante la descomposicién térmica del
CaCOs un proceso conocido como calcinacion.

Esta reaccion esta representada por la ecuacion:

CaCO03 (s) — CaO (s) + CO2(g) Ec.(1)

La calcinaciéon normalmente se realiza en hornos a temperaturas elevadas,
generalmente superiores a 900 °C, para asegurar la descomposicion completa del

CaCOsy la formacion de CaO (Roberto C., 2011).

El método de precipitacion implica que precipite hidroxido de calcio (Ca(OH),)
a partir de una solucion acuosa que contiene iones de calcio e hidroxido. El
precipitado se calcina para obtener CaO.

El método de pechini se utilizan precursores de Ca y un agente quelante para
hacer una solucién que se calcina a 900°, este método permite controlar la

microestructura y las propiedades del CaO (R-Joya, 2016).
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1.3.3 Mecanismo de reactividad

La alta reactividad del CaO se debe a su fuerte caracter basico. Cuando se
expone a la humedad, reacciona facilmente con el agua para formar Ca(OH)2
incrementando la temperatura con respecto al tiempo. Esta propiedad es importante
en distintos procesos, especialmente en aquellos que requieren de hidratacion,
donde es deseable sea reactiva. El control de la reactividad se obtiene por medio
del control de las condiciones de la calcinacion, entre mas alta la temperatura hasta
aproximadamente 1200°C de calcinacion y mas largo el tiempo de 3-5 h de
permanencia a esa temperatura, mas baja es la reactividad del producto debido a
la formacidn de particulas mas grandes y menos superficie especifica. La posibilidad
de controlar la reactividad depende del tipo de horno y las caracteristicas de la
piedra. La reactividad se mide generalmente con una prueba de hidratacién donde
una muestra se disuelve en agua y se mide el incremento de temperatura en funcién
del tiempo.

Existen otros compuestos como el Ca(OH), donde las propiedades biolégicas
y antibacterianas que tienen son debido a la disociacidn de calcio e iones hidroxilo,
los cuales pueden llevar a una inactivacion reversible o irreversible de
microorganismos aerobicos y anaerdbicos Gram positivos y Gram negativos (Brito
Fermin et al., 2016).

Las particulas de oxidos metalicos mas extensamente estudiadas son el
Zn0O, MgO y TiOz, pero tienen la desventaja de presentar toxicidad selectiva, que
dependen de los sistemas bioldgicos en los cuales sean aplicadas.

Las particulas de CaO han recibido una considerable atencion por sus
inusuales propiedades. existe una gran controversia sobre su mecanismo
antibacteriano, pero se les atribuye a cuatro posibles mecanismos (Yajaira et al.,
2019).

Dano a la membrana celular: Las particulas de CaO pueden interactuar con
las membranas celulares de bacterias y otros microorganismos. Esto puede
provocar dafo estructural en las membranas, alterando su permeabilidad

permitiendo la entrada de iones y moléculas que normalmente no lo harian.
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Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS): Las particulas de CaO
pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS), como el peréxido de
hidrogeno (H,0,). Las ROS pueden danar las proteinas, lipidos y acidos nucleicos
en las células microbianas, lo que afecta su viabilidad. Ademas, el CaO puede
actuar como un antioxidante neutralizando radicales libres y otras ROS mediante la
transferencia de electrones (Carvajal, Carlos., 2019).

Alteracion del pH intracelular: Las particulas de CaO pueden ingresar a las
células microbianas y aumentar el pH intracelular. Esto puede afectar
negativamente las funciones celulares y, en ultima instancia, inhibir el crecimiento y
la reproduccion de los microorganismos. ElI CaO puede reaccionar con los acidos
organicos presentes en las células microbianas, neutralizandolos y aumentando el
pH intracelular, ademas la reaccién del CaO con el CO, presente en las células
puede formar bicarbonato (HCO;™), lo que también contribuye a elevar el pH
intracelular (Arrieta, J. 2004).

Interaccion con enzimas y proteinas: Las particulas de CaO pueden unirse a
enzimas y proteinas dentro de las células microbianas. Esto puede afectar la
actividad enzimatica y la funcion proteica, lo que contribuye al efecto antimicrobiano
(Vazquez Olmos et al., 2018).

Obteniendo asi las propiedades para contener el crecimiento de las
bacterias, esto también puede ser asociado por su ionizacién, con liberacion de
iones hidroxilo y aumento del pH, y asi inhibiendo su crecimiento.

1.3.4 Aplicaciones de las particulas de CaO

La manipulacion de los parametros del proceso de calcinacién puede
conducir a la obtencién de nanoparticulas con tamafios y propiedades especificas,
lo que a su vez abre la puerta a aplicaciones innovadoras en campos como la
medicina, la catalisis, la energia y la purificaciéon ambiental (Kumari et al., 2024).
Actualmente, hay estudios que han demostrado que el CaO posee grandes
propiedades bactericidas y antiinflamatorias comunmente es utilizado en el
tratamiento de agua, En un estudio, la combinacién de CaO con omeprazol al 10%
tuvo un porcentaje de inhibicion del 87.7% frente a Enterococcus faecalis. A

concentraciones mas bajas (1%, 5%, 8%), los porcentajes de inhibicién fueron
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64.1%, 67.8% y 71.9%, respectivamente ademas clinicamente como cemento para
la fijacidbn de protesis al hueso debido a sus propiedades biocompatibles y su
capacidad para promover la osteointegracion. Estudios han demostrado que el uso
de cementos basados en CaO puede mejorar significativamente la osteointegracion,
promoviendo la regeneracion 6sea alrededor de la protesis (Alvear Pérez, Javier,
2018). En base a lo anterior, este tipo de compuesto se ha catalogado como un
material biocompatible esto a partir de estudios realizados en cultivos celulares han
demostrado que el CaO no causa citotoxicidad significativa en las células humanas.
Esto indica que no es toxico para las células y puede ser utilizado en aplicaciones
biomédicas. En estudios con animales, el CaO ha mostrado una buena integracién
con los tejidos 6seos sin causar inflamacion o reacciones adversas. Esto sugiere
que es seguro para su uso en aplicaciones clinicas. Ademas, su capacidad para
liberar iones de calcio es buena para la regeneraciéon 6sea. La biocompatibilidad del
oxido de calcio se ha demostrado a través de estudios in vitro e in vivo, asi como su
uso clinico en aplicaciones biomédicas. Su capacidad para integrarse con los tejidos
0seos y su estabilidad quimica lo convierten en un material adecuado para
aplicaciones médicas (Alejandro Alvarez Rodriguez, 2017).

Una de las areas de principal interés es la obtencién y manipulacion de
nanoparticulas de CaO a partir del CaCOs como un proceso que promete
desbloquear nuevas perspectivas en la nanociencia y la nanotecnologia.

La historia de las nanoparticulas de CaO es un viaje de exploracion cientifica
que ha abarcado varias décadas y se ha desarrollado de avances en diversas
disciplinas (Elizabeth Rodil Posada et al., 2016).

Durante los primeros anos de la década de 2000, los esfuerzos se centraron
en el desarrollo de métodos de sintesis reproducibles y controlables para obtener
nanoparticulas de CaO. La calcinaciéon del CaCOs, presente en fuentes naturales
como minerales y cascaras de huevo, surgié como una via atractiva. Investigadores
exploraron la influencia de la temperatura, la atmésfera y el tiempo de calcinacién
en las propiedades de las nanoparticulas resultantes (Balandran Quintana &
Mendoza Wilson, 2021).
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En la década de 2010, la atencion se desplazdé hacia las aplicaciones
potenciales de las nanoparticulas de CaO. Investigaciones multidisciplinarias
revelaron que las propiedades unicas de las nanoparticulas podrian aprovecharse
en campos como la catalisis heterogénea, la liberacion controlada de farmacos, la
remocién de contaminantes y la terapia fotodinamica. Estos hallazgos abrieron un
abanico de posibilidades para abordar desafios en campos tan diversos como la
energia, la medicina y el medio ambiente (Luis et al., 2011).

Hoy en dia, los avances en tecnologia y ciencia de materiales continuan
expandiendo el campo de las nanoparticulas de CaO. La sintesis controlada se ha
refinado aun mas, permitiendo la obtencidon de nanoparticulas con tamafios y
morfologias especificas.

Las particulas de CaO tienen diversas aplicaciones en la ingenieria de
materiales como estas:

Sensores electroquimicos: Las particulas y nanoparticulas de CaO poseen
propiedades unicas, como un mayor area superficial y actividad catalitica. Esto las
hace ideal para aplicaciones en sensores electroquimicos, en el que se busca alta
sensibilidad y selectividad en la deteccidon de sustancias. Existen los sensores a
partir de oro y de platino que suelen tener una sensibilidad similar o ligeramente
superior a los de CaO sin embargo sus costos son elevados. (Baeza, Alejandro,
2005).

Membranas porosas: Son membranas que se utilizan como soporte para la
sintesis de otros materiales. Ademas, se emplean como capas internas dieléctricas
en capacitadores de alta capacitancia, asi como en sensores y actuadores.

Las particulas de CaO desempefian un papel importante en la ingenieria de
materiales, contribuyendo a la mejora de dispositivos y sistemas en diversas
aplicaciones.

Las nanoparticulas de CaO pueden formar parte de pastas dentales y geles
desensibilizantes. Su capacidad para bloquear los tubulos destinales expuestos y
reducir la transmision de estimulos nocivos puede contribuir a reducir la sensibilidad

dental, un problema comun en pacientes con erosion dental o retraccion de encias.
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Las aplicaciones odontolégicas de las particulas de CaO presentan grandes
oportunidades para abordar desafios clinicos y mejorar la salud bucal. A medida que
la investigacion en este campo avanza, es probable que surjan nuevas aplicaciones
y enfoques que amplien aun mas el potencial de estas nanoestructuras en el campo
de la odontologia.

La exploracion de aplicaciones interdisciplinarias se mantiene en constante
evolucion, y las propiedades emergentes a nano escala siguen sorprendiendo a la
comunidad cientifica (Elizabeth Rodil Posada et al., 2016).
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1.4 Interaccion entre compuestos antimicrobianos y microorganismos

orales

Materiales dentales con efecto antibacterial: Se ha documentado que las
principales enfermedades relacionadas con el microbioma bucal son la caries y la
periodontitis demostrando ser un principal problema en la salud humana (Tu et al.,
2023a) En la boca, la saliva contiene diversas proteinas y otras moléculas que
pueden adherirse a las superficies dentales y de implantes, formando una capa
inicialmente delgada que luego se espesa con el tiempo (Hao et al., 2018). Esta
capa, conocida como pelicula adquirida, puede facilitar la adhesion y proliferaciéon
bacteriana (Bowen, 2016). La composicion y estructura de esta pelicula pueden
variar segun el material dental utilizado, lo que sugiere la necesidad de investigar
mas sobre como influyen estos materiales en la formacion de la pelicula y sus
efectos en la salud oral.

Por otra parte, se ha observado que tipos de Streptococcus orales como
Streptococcus mutans'y Streptococcus sanguis tienen la capacidad de establecerse
en la superficie de la pelicula previamente mencionada (Tu et al., 2023b).
Streptococcus mutans es considerado el principal agente microbiano asociado con
la formacion de caries dental, dado que se adhiere al esmalte dental mediante
interacciones con las proteinas presentes en la pelicula adquirida y con adhesinas
en su superficie celular.

El uso de materiales dentales en procedimientos odontoldgicos puede tener
un impacto en el microbiota oral, lo que a su vez puede influir en la salud bucal del
paciente.

Algunos materiales dentales, como las restauraciones de amalgama de plata,
pueden actuar como reservorios de bacterias si no se sellan adecuadamente o si
presentan desgaste con el tiempo (Shenoy, 2008). Esto puede afectar la
composicion del microbiota oral en el area donde se encuentra el material. En casos
raros, algunos pacientes pueden experimentar reacciones alérgicas o de
hipersensibilidad a ciertos materiales dentales, lo que puede desencadenar

inflamacioén en la boca.
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La eleccion de un biomaterial bucal especifico depende de la aplicacién
clinica y las necesidades del paciente, asi como de consideraciones estéticas,
funcionales y de biocompatibilidad (Luis et al., 2012).

Los avances en la investigacion y desarrollo de biomateriales bucales
continuan mejorando la calidad de la atencidn dental y la experiencia del paciente.

1.4.1 Caracteristicas de Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans

Enterococcus faecalis

Morfologia: Es un coco Gram positivo, catalasa negativo y no mdévil, puede
aparecer solo, en pares o en cadenas cortas tienen un tamafio de 0.6-2.0 x 0.6-2.5
pgm.

Metabolismo: Es un microorganismo anaerobio facultativo que puede crecer
en presencia o ausencia de oxigeno. Su crecimiento 6ptimo ocurre a 35°C, aunque
puede crecer entre 10°C y 45°C. Fermenta glucosa y otros carbohidratos
produciendo acido lactico como producto final. Puede tolerar concentraciones de
6.5% de NaCl, pH de 9.6 y temperaturas de 60°C durante 30 minutos. (Prashant,
Dahal, 2023)

Resistencia en Ambientes Bucales: Enterococcus. faecalis es resistente a
cambios de pH, lo que le permite sobrevivir en ambientes acidos y alcalinos.
También puede formar biopeliculas, o que le ayuda a adherirse a superficies y
resistir condiciones adversas. Produce una citolisina con accion citotdxica frente a
ciertas células eucariotas y hemolisina frente a eritrocitos.

Streptococcus mutans

Morfologia: Es un coco Gram positivo que forma parte del microbiota oral.
Son células esféricas con un diametro de aproximadamente 0.5 -1.0 ym. se
encuentra en cadenas cortas o pares, pero no forman esporas, no presentan
flagelos por lo cual no son mdviles.

Metabolismo: se trata de un anaerobio facultativo por lo cual requiere del 5-
10% de CO, para crecer. Produce glucanos y acido a partir de la sacarosa,
contribuyendo a la desmineralizacion del esmalte dental y la formacion de caries.

Resistencia en Ambientes Bucales: El Streptococcus mutans tiene varias
adaptaciones que le permiten resistir los ambientes bucales y mantener su
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supervivencia. La estabilidad estructural del biofilm y la proximidad entre las células
bacterianas facilitan la transferencia genética, lo que puede llevar a la adquisicion
de genes de resistencia a los antibidticos. Ademas, puede mantener la homeostasis
del pH interno a pesar de las condiciones acidas externas, gracias a bombas de
protones y sistemas de transporte aciduricos robustos (Rodriguez, M. J., 2022).

1.4.2 Evaluacién microbioldégica de materiales antimicrobianos

La evaluacién microbiolégica de materiales antimicrobianos implica varios
meétodos de prueba para determinar su eficacia., entre ellos tenemos la Difusion de
Agar donde Se coloca un disco impregnado con el material antimicrobiano sobre
una placa de agar inoculada con la bacteria de interés. Después de incubar, se mide
el area de inhibicion alrededor del disco. Se calcula el diametro de la zona de
inhibicién (ZDI) en milimetros. Un diametro mayor indica una mayor eficacia
antimicrobiana. La concentracién minima inhibitoria (CMI) consiste en preparan
diluciones seriadas del material antimicrobiano en un medio de cultivo y se inocula
con la bacteria. Se determina la concentraciéon mas baja que inhibe el crecimiento
visible de la bacteria. La CMI se expresa en pg/mL o mg/L. Una CMI mas baja indica
una mayor eficacia del material antimicrobiano. Mientras en las pruebas de
inhibicion en Biofilms consisten en formar biofilms de la bacteria en un soporte
adecuado y se aplica el material antimicrobiano. Se evalua la capacidad del material
para inhibir el crecimiento del biofilm. Se mide la reduccion del area del biofilm o la
cantidad de células viables después de la aplicacion del material. Se puede utilizar
microscopia o técnicas de fluorescencia para cuantificar los resultados (AINIA.,
2014).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Obtener y caracterizar compositos de iondmero de vidrio modificados con
particulas de CaO y evaluar su efectividad microbiolégica contra Enterococcus

faecalis y Streptococcus mutans.

Objetivos particulares
Sintetizar particulas de CaO a través de una calcinacion eficiente del CaCOs

de cascaron de huevo.

Formular un compdsito de CaO con iondmero de vidrio comercial, en

proporciones en 0, 15, 20y 25 % en peso de CaO.

Determinar la concentracién minima inhibitoria de las particulas de CaO y
evaluar el efecto antimicrobiano de los compdésitos formulados contra Enterococcus

faecalis y Streptococcus mutans mediante pruebas microbiolégicas.

Caracterizar la morfologia y microestructura de las muestras obtenidas
utilizando técnicas avanzadas como microscopia electréonica de barrido (SEM),
microscopia 6ptica, difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR).
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CAPITULOIl. METODOLOGIA

Metodologia general

S Obtencién de particulas Caracterizacion de las
Investigacion bibliografica .
de CaD particulas
Obtencion del Iondmero de i
Evaluacién de las propiedades Evaluacién de las
antimicrobianas en el TV vidrio modificado con propiedades antimicrobianas
modificado con (g} particulas de Ca0 de las particulas

Caracterizacion del LV i .
Sintesis de particulas . .
modificado con particulas de Conclusiones obtenidas
de CaC

Cal

Figura II-1. Diagrama de flujo.

En la metodologia como se muestra en la figura Il-1 abarco diferentes pasos
comenzando con la investigacion bibliografica en la cual se recopilo informacion del
tema en articulos cientificos, revistas cientificas, libros. EI método que se usé para
la sintesis de particulas de CaO parte de limpieza, trituracion de la materia prima y
una calcinacién por medio de un proceso por microondas. Se procedié a evaluar las
propiedades antimicrobianas de las particulas de CaO por medio de una prueba
llamada microdilucién en caldo.

Posteriormente se procedio a elaborar las probetas de un ionédmero de vidrio
comercial, estas echas con distintos porcentajes de particulas de CaO, siguiendo
las condiciones del fabricante. El siguiente paso consistiéo en evaluar la actividad
antimicrobiana en las probetas modificadas con las particulas de CaO.

Materiales:

Se obtuvo el CaCOs de cascarones de huevo. Se utilizo ionémero de vidrio
de la marca Prime Dental, light-Cured Universal restorative. Para las pruebas

bioldgicas, se usé un medio de cultivo de la marca BD Bioxon, ademas cepas de
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Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, asi como
resazurina de la marca SIGMA.

2.1 Obtencién de las particulas de CaO

1.-los cascarones de huevo pasaron por varios procesos de limpieza.

1.1 comenzando con un lavado manual para quitar materia organica.

1.2 los cascarones de huevo se sumergieron en un vaso de precipitado de
1000 ml con 700 ml de agua destilada y 10 ml de cloro.

1.3. Se utilizé un agitador magnético para agitar la mezcla a 500 rpm durante
10 minutos.

1.4 se realiz6 otro lavado con jabon y una agitacion de 500 rpm durante 10
minutos.

1.5 se repitié el proceso de lavado con 700 ml de agua destilada a 500 rpm
durante 10 minutos.

2.- Al terminar el proceso se dej6é secar a temperatura ambiente durante 48
horas en un lugar seco.

3.- los cascarones se metieron a una estufa durante 2 horas a una
temperatura de 100°C y se almacenaron (Kasirajan et al., 2022).

4.- Se aplico una disminucion de tamafio.

4.1 primero por medio de un molino de bolas de la marca U.S STONEWARE
durante 24 horas a una velocidad de 300 rpm.

4.2 las particulas obtenidas se tamizaron por una malla 325 hasta tener 20 g.

Proceso de calcinacion

Se utilizé una capsula de fibra ceramica con un recubrimiento de carburo de
silicio, este equipo permitio llegar mas rapido a temperaturas de calcinacion, debido
a que cuando las microondas entran en contacto con el recubrimiento de carburo
de silicio incrementa muy rapido su temperatura. EI horno de microondas marca
Panasonic y modelo NN-SD9825 sensor de 1200W y 10 niveles de potencia. En

muestras de 2 g, se evaluaron los siguientes parametros:
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Potencia del microondas Tiempo en minutos

5 S
4 12
4 16

Tabla 1l-1. Tabla de parametros para la calcinacion.

Posterior al proceso de calcinacién se dejo enfriar la capsula por 1 hora como

se ve en la figura lI-2, la muestra se resguardado en un frasco hermético para su

posterior analisis.

La implementacion de tecnologia de microondas en los procedimientos de

incineracion ha demostrado ser una mejora significativa en el control de calidad

interno, asi como en los métodos de preparacién de muestras en ciertos casos.

existe el sistema PYRO de Milestone para calcinacién en mufla por microondas

proporciona una alternativa a las técnicas tradicionales de hornos de mufla. Esta

solucion ha permitido a los laboratorios optimizar procesos como la determinacion

de residuos en ignicién y la pérdida por calcinacion (LOI) en diversas industrias,

mejorando asi su eficiencia (Mileston, 2025).

Figura II-2. Capsula de fibra ceramica con recubrimiento de carburo de silicio.

2.2 Obtencién de ionémero de vidrio modificado con particulas de CaO

Se usaron diferentes concentraciones de particulas de CaO para mezclar con

las particulas de vidrio (Moya et al., 2011). Se trabajo con tres porcentajes de 15%,

20% y 25% sobre un total de 21 g, lo cual es lo que se aplica comunmente en este
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iondmero de vidrio. Se peso6 en una balanza analitica el 15% de nanoparticulas de
CaO vy el resto con particulas de vidrio de la marca Gold Label light-Cured, hasta
alcanzar el peso de 21 g. Se mezclé muy bien en un papel cera.

1.-Se agregaron dos gotas de acido poliacrilico para formar el ionomero de
vidrio.

2.-La mezcla se realiza primero con la mitad del contenido durante 10-15
segundos.

3.-Se agregan los polvos de iondmero de vidrio con las particulas faltantes a
la mezcla.

4.-No se debe exceder un tiempo de 25 segundos para evitar que la mezcla
se seque y no se una al material restante.

5.-se coloco en un perfil de metal con un tamafio de 10 mm de diametro y 3
mm de profundidad.

6.-Se colocaron tiras de papel celulosa por debajo del perfil y se introdujo la
mezcla en el perfil.

7.-Una vez la mezcla se encontro en el perfil, se colocé otro papel de celulosa
por encima.

8.-Posteriormente, se utilizé una lampara de fotocurado blue phase N de la
marca VIVADENT. Como se ve en la figura lI-3 b) con la potencia en High, la cual
irradia a 500 nm, durante 20 segundos por cada lado.

9.-Terminando, se retir6é el material del perfil y se almacend en un lugar fresco

y seco. Este procedimiento se siguié como se muestra en la tabla II-2.
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Figura II-3. a) Particulas de vidrio y acido poliacrilico, que conforman el iondmero de
vidrio. b) lampara de foto curado blue phase N de la marca VIVADENT.

Instrucciones parametros
Tiempode mezcla (seq.) 207-25"
Tiempo de trabajo (min., seq.) 3°45"
Tiempo de foto-curado(seq.) 20”

Profundidad del curado (AZ){mm) 1,8

Tabla II-2. Condiciones para trabajar el iondmero de vidrio segun el fabricante.

2.3 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de las particulas

1.-Se pesaron 100 mg de particulas de CaO en una balanza de precisidén
para preparar la solucion stock.

-Esta soluciéon se us6 como base para las pruebas.

-Se realizo esta operacidén dentro de una campana de flujo laminar marca
VICHY modelo CFL103.

2.-Se prepararon medios de cultivo TSA (agar, soja, tripticaseina) en cajas
Petri en la campana de flujo laminar.

-Se realizé un resembra de las cepas en diferentes cajas Petri.

-Las cepas bacterianas se incubaron a 37°C durante 24 horas para obtener

cultivos de células viables.
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3.-Posteriormente, se preparé medio liquido TSB (caldo, soja, tripticaseina)
para el pre-indculo de las bacterias.

-Este medio se incubo durante 3 horas.

4 .-Luego, se midi6 la absorbancia utilizando un espectrofotometro UV-Vis. -
Este dato permitié determinar el volumen necesario para inocular 500,000 células
basado en la densidad 6ptica (OD). Se utilizo la “Calculadora de concentracién de
cultivo celular” de Agilent para obtener los respectivos datos.

5.-Se utilizaron placas de Elisa de 96 pozos para el analisis de microdilucion
en caldo.

-El analisis se realiz6 agregando medio de cultivo, microorganismo,
particulas de CaO en 15 ml, 20 mly 25 ml, y como indicador de viabilidad se afadi6

resazurina. Como se muestra en la figura I.4.

/

Solucion stock con 100

EMn*?S:c?ciigSgivo y zin(ailicg;gmos de particulas Resazurina
faecalis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
' 900000000000
- 000000000000
‘900000000000
00000000000
‘900000000000
900000000000
Medio de cultivo y G..“...‘..‘.
Eéaig?mug o000 OBDOOOGOO

Placas Elisa de 96 pozos

Figura llI-4. Procedimiento para determinar las propiedades antibacteriales de las
particulas de CaO.

-Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C.
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6.-Finalmente, se evaluo la actividad inhibitoria de las particulas sobre los
microorganismos.

-La resazurina, como se menciond previamente, es un indicador basado en
una reaccion de oxido-reduccion.

-Este reactivo indica si las particulas tienen actividad inhibitoria contra las
bacterias. -Lo cual se considera un parametro cualitativo, ya que el viraje de azul a
rosa indica la respiracion de la bacteria, argumentando que esta es viable y que las
particulas en cierta concentracién no tienen actividad inhibitoria.

7.-Este procedimiento se aplicO a dos bacterias especificas que se
encuentran en los dientes: Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus
faecalis.

2.4 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas en el ionémero de

vidrio modificado con CaO

La evaluacion se realizd por la técnica de difusion en agar. Se preparé un
preinoculo en caldo TSB de cada cepa a evaluar. Posteriormente, se inocularon de
3 horas a 37 °C. Se realizd una lectura en espectrofotdmetro UV-Vis para determinar
el volumen de inoculacién. Se tomaron cajas Petri con medio de cultivo TSA (agar,
soja, tripticaseina) en la campana de flujo laminar y se hizo una siembra por estria
masiva con ayuda de un asa de T.

Posteriormente se colocaron las pastillas con el iondmero de vidrio
modificado con las particulas de CaO, en porcentajes del 15 % 20 % y 25 %. Las
cepas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Finalmente se midioé el tamano del
halo de inhibicidn que presenté cada pastilla.

2.5 Técnicas de caracterizacién

1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Marca: JEOL

Modelo: JSM-6610LV

Parametros: amplificacion x500, 20 KeV

2. Difraccion de Rayos X (DRX)

Marca: Bruker

Modelo: D8 DISCOVER Parametros:
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Intervalo de escaneo en 26: 5-80°

Tiempo de escaneo :0.3 seg

Tamano de paso: 0.04°

3. Microscopio Optico

Marca: Karl Zeiss

Modelo: Scope A1

Parametros: resolucion 50X

4. Espectroscopia en el infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
Modelo: Vertex 70

Modo utilizado: ATR
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CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Obtencién de particulas de CaO
Tras obtener los cascarones de huevo completamente limpios como se
muestra en la figura lll-1 a) se procesaron en el molino de bolas, obteniendo un total

de 100 g de CaCOs se obtuvo un polvo fino y blanco como se muestra en la figura
-1 b).

Figura IlI-1. a) Cascarones de huevo limpios, b) reduccion del tamafio de particula de
CaCO3 por medio del molino de bolas y ¢) tamizado con malla 325.

Este material pasé por un proceso adicional de tamizado utilizando una malla
325 como se muestra en la figura lll-1 c).

La reduccion del tamafo de las particulas es esencial para mejorar la
eficiencia en la calcinacién, ya que aumenta la superficie de contacto y facilita
reacciones mas homogéneas (M. M., & Sporyk, D. F., 2017).

El proceso de calcinacion de CaCOs en una capsula de fibra ceramica implica
calentar la muestra a una temperatura alta para eliminar cualquier componente
volatil y obtener el CaO puro.

Importancia del tiempo de enfriamiento y almacenamiento:

Es esencial permitir que la muestra se enfrie adecuadamente después de la
calcinacion para evitar cualquier reaccion adicional que pueda alterar los resultados
del analisis. Un enfriamiento rapido puede causar tensiones térmicas y fracturas en

la muestra.
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Almacenamiento: Las muestras calcinadas deben almacenarse en un lugar
fresco y seco para evitar la absorcion de humedad y otros contaminantes que
puedan afectar la pureza del CaO.

Calcinacion por mufla convencional: Este método se basa en un
calentamiento gradual de la muestra en un horno cerrado. Generalmente se
emplean rampas de calentamiento lentas de 5 a 10°C/min hasta alcanzar
temperaturas elevadas, habitualmente en el rango de 700 a 900 °C, las cuales se
mantienen durante varias horas (por ejemplo, 2 a 6 horas) para asegurar la
transformacién completa del precursor CaCO; en CaO. La prolongada exposicion a
altas temperaturas favorece la cristalizacion completa, aunque también incrementa
el riesgo de sinterizacion o aglomeracion de las nanoparticulas, o que puede reducir
el area superficial activa y afectar su reactividad.

Calcinacion por microondas: el calentamiento por microondas induce un
calentamiento volumétrico en la muestra mediante la absorcion directa de la energia
electromagnética. Esto permite alcanzar la temperatura deseada en tiempos mucho
mas cortos en el orden de 10 a 30 minutos y, en muchos casos, a temperaturas
“efectivas” menores en el rango de 500 a 700 °C. La rapida absorcion de la energia
genera una nucleacién inmediata y un crecimiento controlado, lo que minimiza la
exposicion prolongada al calor y, por tanto, reduce significativamente la sinterizacion
y la coalescencia de las particulas.

En la figura lll-2 a) se observa cdmo queda la muestra siguiendo los
parametros de 9 minutos de tiempo con una potencia de 5. La tonalidad negra visible
se debe a las impurezas y otros componentes presentes en la cascara de huevo,
como restos de materia organica. Esta coloracién no coincide con las del CaO que
es blanca completamente. Estos elementos indeseados pueden ser malos para la
pureza del producto final.

Alo largo del proceso, se cuido constantemente la evolucion del material para

asegurar que se alcanzara la coloracion deseada.
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Figura IlI-2. Muestras calcinadas: (a) Tiempo de 9 minutos y potencia de 5, (b) tiempo de 16 minutos y potencia de 4, (c) tiempo de 12
minutos y potencia de 4.
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Para la muestra la figura Ill-2 b) se usaron los parametros de 4 de potencia y
16 minutos, el material obtenido se aprecia en una diferente coloracion. Este método
permitid observar diferencias en las muestras obtenidas con los parametros de
tiempo y potencia, asi como afecta la distribucion del material.

Se analiz6 la muestra de la figura lll-2 b) la cual se encontraba en una menor
proporcion y mejor distribuida en el recipiente refractario. Esta muestra logré una
coloracion completamente blanca lo que sugiere una temperatura y distribucion
optima de calcinacién, obteniendo los parametros necesarios para la calcinacion a
través del horno de microondas.

La distribucién uniforme del material en el recipiente favorecié una
calcinacion mas eficiente y homogénea.

Por otro lado, la muestra de la figura Ill-2 b) que se encontraba en mayor
proporcion, aun presentaba diversos componentes. Esto sugiere que la mayor
cantidad de material en el recipiente dificulté una calcinacion completa y uniforme,
impidiendo la transformacion total de otros compuestos.

En la figura lll-2 ¢) se acomodé la muestra uniformemente para asi tener una
calcinacion homogénea y rapida a partir de los anteriores resultados.

Se proceso, repitiendo detenidamente los parametros evaluados
previamente, con el fin de establecer un método confiable y reproducible para la

obtencién de particulas de CaO.

Figura 111-3. Calcinacion de las particulas de CaCO3 en microondas.

En la figura IlI-3 se muestra la evidencia de la muestra colocada

correctamente en el horno de microondas. Se cuidd que la distribucion de la muestra
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en la capsula de fibra ceramica estuviera uniforme para asegurar una calcinacion
efectiva.

Este método permitié una calcinacion rapida y homogénea del material donde
se reduce hasta en un 85% el tiempo de calcinacion en comparacion con un proceso
de mufla (Rodriguez-Navarro, C., 2009)

3.1.1 Difraccion de rayos X.

La técnica DRX aporto datos cruciales en la composiciéon y las fases
presentes en la muestra, para obtener un producto de alta pureza y calidad.

El difractograma de la figura lll-4 con los parametros de 5 potencia y 9 min,
en analisis 1 muestra de los angulos en el eje 26 correspondientes a los planos de
difraccion y fases presentes, El pico de mayor intensidad en 34° en eje 26
correspondiente a la fase Ca(OH)2 presenta mayor intensidad en comparacién con
el pico en 38° de la fase CaO por lo tanto los parametros de potencia y tiempo se
ajustaron para alcanzar una temperatura mas alta para completar el cambio de fase.
El ajuste de los parametros de calcinacion es crucial para obtener CaO de alta
pureza de acuerdo con los datos generados por la técnica de Difraccion de Rayos.

En el difractograma de la muestra de 4 de potencia y 16 min, el pico de mayor
intensidad se encuentra en 34° en eje 20 y que corresponde a la fase Ca(OH): asi
que se tuvo que ajustar aun mas los parametros y asi como también la distribucién
de la muestra.

En el difractograma de la muestra con los parametros de 4 de potenciay 12
minutos, en el analisis 3,el pico de mayor intensidad se encuentra en 37° en el eje
26 corresponden al CaO.

Por otro lado, el difractograma de la muestra, en el analisis 4 que se
encontraba en mayor proporcion, aun presentaba trazas de diversos componentes
indeseados. Esto sugiere que la mayor cantidad de material en el recipiente dificultd
una calcinacion completa y uniforme, impidiendo la eliminacion total de las

impurezas.
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Intensidad

Figura llI-4. difractogramas DRX de particulas de CaO sintetizadas a partir de
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Se obtuvieron particulas de CaO vy se verificd, con en analisis 5 en la cual
alcanz6 la fase que se requirid. La técnica DRX confirmo la formacién de las
particulas de CaO, asegurando un proceso de calcinacion efectivo. El analisis por
DRX permiti6 identificar la fase de CaO de acuerdo con los angulos de difraccion de
32°,37°, 54° en 26.

Durante el proceso de calcinacion, se monitorearon cuidadosamente los
parametros de temperatura y tiempo para optimizar la produccién de CaO. La
técnica DRX fue fundamental para identificar la presencia de carbonatos y otras
impurezas antes y después del proceso, permitiendo realizar los ajustes necesarios
para mejorar la calidad del producto final como se muestra en el analisis 5.

Ademas, el analisis detallado proporcionado por DRX no solo validé la
efectividad del método empleado, sino que también nos dio informacion importante
sobre la estructura cristalina de las particulas, contribuyendo a un mejor
entendimiento del comportamiento del CaO bajo distintas condiciones.

3.1.2 Microscopia Electronica de Barrido.

Se procedio a analizar por el microscopio electronico de barrido las particulas
obtenidas por esta técnica.

En la figura -5 a), tomada a una resolucion de X5000, se ve la aglomeracion
de particulas de distintos tamafos. Se puede confirmar que el tamafo de las
particulas es pequeio y constante, ya que no se aprecian particulas superiores a 5
micras. Esta observacion es importante para asegurar la homogeneidad del
material, lo cual es fundamental para su posterior uso en aplicaciones especificas.

Ademas, se procedio a buscar una imagen mas detallada para obtener una
vision mas clara de las caracteristicas morfoldgicas y estructurales de las particulas.
Esta imagen de mayor resolucion nos ayudé a identificar con mayor precision
cualquier variabilidad en el tamano de las particulas y proporcionar informacién

adicional sobre la distribucion.
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Figura 1lI-5. Particulas de CaO en el microscopio electrénico de barrido con una
resolucion de a) x5000 y b) x10000.
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En la figura lll-5 b), capturada a una resolucion de X10000, se puede apreciar
con detalle la morfologia de las particulas. predominan las morfologias
esféricas, y se observan particulas con tamafos inferiores a 1 micra. Este
analisis confirma que se obtuvo particulas muy pequefias de CaO por el
meétodo de calcinacion.

Distribucion del Diémetro de Particulas de CaO

10 === Promedio: 0.609 um

Frecuencia

0 0?3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Diametro (um)

Figura IlI-6. Histograma de la distribucion del diametro de las particulas de CaO.

Se observa en el histograma de la figura Ill-6 que la linea roja punteada nos
indica el promedio del diametro que es de 0.609 ym, ademas se observa que la
mayoria de las particulas se agrupan en el rango de 0.4 y 0.7 ym, Esta acumulacién
de particulas en rangos estrechos sugiere una buena uniformidad en el proceso de
obtencién o molienda del material. También se observa una cola hacia la derecha
asimetria positiva, lo que indica la presencia de algunas particulas de mayor tamafo
hasta 1.0 um, aunque en menor proporcion. Esta dispersion sugiere que la mayoria
del material presenta un tamafo homogéneo.

La alta resolucion de la imagen permite observar la uniformidad y
consistencia de las particulas, para su siguiente aplicacién. Las particulas esféricas

y de tamano reducido son ideales para mejorar la reactividad y eficiencia en la
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industria quimica y de materiales, a diferencia de la calcinacion en mufla que el
resultado es un CaO con una morfologia muy porosa, rugosa e irregular, donde las
particulas a menudo se presentan aglomeradas y con un tamafo de grano mayor
debido al crecimiento inducido por el tiempo prolongado de exposicion al calor.
(Gonzalez Mancera, 2006).

3.1.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de los

cascarones de huevo y del CaO

—— CaO
—— Cascarones de huevo

i

C-O

C-O Ca-

Absorbancia

CO; =

CO; 27

T I T I T I T I T I T I
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Figura lll-7. Espectro FTIR de cascarones de huevo y particulas de CaO

El analisis nos permitié identificar grupos funcionales y posibles interacciones
, en la regién cercana a los 3400 cm™ aparece la banda O-H la cual nos indica la
presencia de grupos hidroxilo, esto por agua absorbida, después en el rango de
2950-2850 cm™ se observa un estiramiento C-H lo que indica cadenas
hidrocarbonadas, en la zona 1750-1500 cm™ emerge un pico de estiramiento de
C=0 caracteristico de los carbonilos , en el rango de 1400-1300 cm™ existen

deformaciones de O-H , entre 1100-1000 cm™ se aprecia una banda de
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estiramientos C-O-C, finalmente entre el rango 900-500 cm™ aparecen huellas
digitales asociadas a enlaces de Ca-O.La desaparicion de bandas organicas y
carbonatadas, junto con la aparicion del ancho OH confirma que la calcinacion logro

transformar la mayor parte de CaCO; en CaO.
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3.2 Obtenciéon de compésitos

Obtencion del ionémero de vidrio modificado con CaO

La obtencion ionémero de vidrio modificado con particulas de CaO se realizé
por las indicaciones del fabricante, el peso total de las particulas debe ser de 0.21
g junto con el volumen de acido poliacrilico especificado. Ademas, el tiempo de
elaboracién no debe superar los 25 seg, ya que la mezcla tiende a endurecer muy
rapidamente, pero no de forma homogénea. Posteriormente, se aplicd un
fotocurado de 20 seg por cada lado, lo que permitié que la matriz adquiriera sus

propiedades de dureza.

Figura 111-8. a) pesaje de compuestos y b) probetas de iondmero de vidrio modificado.

Siguiendo las indicaciones del fabricante y ajustando las concentraciones de
manera adecuada, se incorporaron las particulas de CaO en particulas de vidrio
como se muestra en la figura lll-7 a).

Estas se mezclaron con el acido poliacrilico y mediante un método efectivo
de fotocurado, se obtuvieron las probetas de ionémero de vidrio modificado con
particulas de CaO. Posteriormente, las probetas se almacenaron en cajas Petri

como se muestra en la figura lll-7 b).
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3.2.1 Difraccién de rayos X del iondmero de vidrio modificado con
particulas de CaO

.V modificado con particulas de CaO al 25% |+ ca0

o

o CaSio,
o o)

1.V modificado con particulas de CaO al 20%
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Figura 111-9. Difractograma ionémero de vidrio modificado con CaO en porcentajes del 0%,
15%, 20% Yy 25%.
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Caracterizacién para las particulas de iondmero de vidrio, en el cual se busca
contrastar con los resultados que arroje la caracterizacion de probetas modificadas
con las particulas de CaO.

A partir del difractograma 1lI-8 donde es el iondmero de vidrio convencional
se pueden apreciar ciertos aspectos. En primer lugar, la presencia de fases
cristalinas ya que se observa un pico muy pronunciado alrededor de los 41°, esto
nos indica la presencia de una fase cristalina de CaCO; en esta muestra, el pico
corresponde a una alta intensidad.

También da una idea de la estructura de la muestra ya que la intensidad
disminuye rapidamente después del pico inicial y se mantiene con bajas
fluctuaciones, esto indica que la muestra tiene una estructura amorfa o con pocas
fases cristalinas.

El difractograma confirma la presencia de una fase cristalina dominante y
sugiriendo una estructura mayormente amorfa en el resto del material.

El difractograma Ill-8. del ionémero de vidrio modificado con particulas al 15%
se aprecia un pico prominente alrededor de 43.° y esto indica la presencia de una
fase cristalina dominante de Si, esta fase es la responsable de la mayoria de la
estructura cristalina observada. La alta intensidad inicial seguida de picos pequefios
nos inda que este material puede tener una estructura mayormente amorfa con
regiones cristalinas bien definidas. EI material muestra una fase cristalina dominante
y sugiere que tiene una estructura mayormente amorfa con algunas regiones
cristalinas.

En el andlisis del iondmero de vidrio modificado con 20% de particulas como
se ve en el difractograma llI-8 el pico inicial alrededor de los 5° indica la presencia
de una fase cristalina, esta fase representa una parte significativa del material. La
rapida disminucion de la intensidad después del pico inicial y la posible
estabilizacion nos indica que en el material contiene una fase amorfa o con pocas
fases cristalinas. El incremento en la intensidad a los 40° puede corresponder a
otros planos cristalinos especificos, o que indica que hay otro compuesto en la
muestra y se le atribuye al CaO y al Si.
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Este difractograma sugiere la presencia de una fase cristalina dominante con
una estructura mayormente amorfa en el resto del material.

En el analisis del iondmero de vidrio modificado con 25% de particulas como
se muestra en el difractograma lll-8 se puede apreciar un pico muy alto entre los 5°
esto indica una fase cristalina dominante en esta muestra. Después que la
intensidad disminuye después del pico inicial, indicando que el material tiene una
estructura mayormente amorfa y con pocas fases cristalinas adicionales. Entre los
40° se observa un aumento leve en la intensidad y esto puede corresponder a otros
planos cristalinos especificos y sugiere la presencia de otros compuestos o fases
cristalinas en la muestra, esta informacién se compara con la base de datos AMCSD
para asi comparar los picos obtenidos con los difractogramas disponibles en la base
de datos para identificar la fase cristalina presente en la muestra en los cuales se
identifico el CaSi0;. (AMCSD 2024. Estructura cristalina ). Finalmente, después de
los 40° la intensidad se estabiliza en niveles bajos lo que indica que la mayor parte
del material no presenta un orden cristalino después de la fase principal.

3.2.2 Microscopia Optica del ionémero de vidrio modificado con

particulas de CaO

Al iondmero modificado con particulas de CaO se caracterizé con diferentes
técnicas esto para ver su morfologia y composicién del ionédmero modificado
obtenido.

Segun Barcena Rosey (2006), el iondmero de vidrio es un material conocido
por su capacidad de adherirse quimicamente a la dentina y el esmalte dental,
proporcionando una unidn resistente a los acidos y duradera.

Primero se realiz6 una caracterizacion del iondmero de vidrio sin ninguna
modificacion para contrastar los resultados con los del iondbmero de vidrio

modificado con particulas de CaO. Como se muestra en la figura Ill-8 inciso a) 0%.
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Figura IlI-10. Probetas de iondmero de vidrio modificado con particulas de CaO en concentracion del a) 0%, b) 15%, ¢) 20% y d)
25% con lente 50x.
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La caracterizacion demostré una morfologia amorfa y ligeramente traslucida.
También se observaron algunas uniones entre las particulas del material (Lifeder,
2024). Esta técnica se realiz6 utilizando un lente de resolucion 50x.

En la segunda caracterizacion se le aplico la técnica al iondmero de vidrio
modificado con particulas de CaO en una concentracién del 15% de particulas como
se puede apreciar en la figura -9 b)15% se obtuvo una imagen opaca en el material
debido a la incorporacién de las particulas, lo que torno la probeta de una coloracion
blanca apreciable (Lifeder, 2024) ademas se pudo notar una distribucion de las
particulas en el ionémero de vidrio.

En la tercera caracterizacion se le aplico la técnica al iondbmero de vidrio
modificado con particulas de CaO en una concentracion del 20% de particulas cémo
se puede apreciar en la figura IlI-9 c¢) 20% se obtuvo una imagen interesante. se
puede apreciar una mayor presencia de CaO sobre el iondmero de vidrio. Las areas
mas opacas indican una mayor concentracion de particulas de CaO. Los distintos
relieves que comenzaron a aparecer en varias partes de la probeta se deben a una
mayor concentracién de particulas en el ionémero de vidrio, debido a los problemas
de relieve causados por la presencia de mas particulas de CaO, se observo que las
areas opacas correspondian a las particulas de CaO, mientras que las areas
traslucidas correspondian al ionémero de vidrio.

En la cuarta caracterizacién se le aplico la técnica al iondmero de vidrio
modificado con particulas de CaO. En una concentracion del 25% de particulas de
CaO, como se muestra en la figura llI-9 d) 25%. En la caracterizacion se observo un
aglomeramiento inusual de las particulas de vidrio con las particulas de CaO, nos
muestra una morfologia porosa y una aglomeracion desproporcionada, ademas de
grietas en el material las cuales demuestra poca resistencia mecanica, la probeta
de vidrio modificado con particulas de CaO se puede observar una concentracion
mayor de particulas de CaO y pocas zonas traslucidas.

3.2.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier del

iondmero de vidrio modificado con particulas de CaO

Se analizaron las probetas mediante microscopia infrarroja por transformada
de Fourier, obteniendo informacion detallada sobre los grupos funcionales
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presentes. Observamos en la figura lll-10 desplazamientos en la regién del O-H, lo
que sugiere una reduccion de los grupos hidroxilo debido a la formacioén de enlaces
mas fuertes. Este cambio indica que podrian estar ocurriendo interacciones
moleculares que fortalecen la estructura del material.

También se detectaron cambios en la banda del C=0; su disminucion sugiere
una reduccién de estos grupos funcionales a causa de reacciones de hidrogenacion.
Las variaciones en las bandas C-H nos senalan posibles alteraciones en las
cadenas alifaticas, reflejando modificaciones en la composicién organica. Ademas,
se evidenciaron cambios en la region del C-O, implicando reacciones adicionales
que afectaron la muestra. Estos cambios en los grupos funcionales pueden influir
significativamente en propiedades como la estabilidad térmica, la reactividad
quimica y las propiedades mecanicas. Comprender estas transformaciones es

esencial para anticipar el comportamiento del material en diversas aplicaciones.
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Figura IlI-11. Espectro FTIR de las probetas de iondmero de vidrio modificado con
particulas de CaO en concentraciones de 0%, 15%, 20% y 25%.
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3.3 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de particulas

de CaO

Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de las particulas

Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de las particulas de CaO,
se utilizo la técnica de microdilucién en caldo. Esta técnica determina la capacidad
de las particulas de CaO de inhibir o destruir bacterias, basandose en la observacion
de cambios de color en cada pozo de la placa de microdilucién (Khan, S., & Ahmad,
., 2010).

El principio de la técnica radica en la preparacion de una serie de diluciones
de las particulas de CaO en caldo de cultivo, después de la inoculaciéon con una
suspension bacteriana estandar. Tras un periodo de tiempo, se evalua la coloracion
de cada pozo. El viraje de color proporciona informacién crucial sobre el crecimiento
bacteriano: si el color se torna rosa, indica la presencia de bacterias activas; en
cambio, si el pozo permanece azul oscuro, se confirma la inhibicidn del crecimiento

bacteriano como se muestra en la figura lll-11.

Figura IlI-12. Placas de Elisa con las cepas Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus 25923 y para Staphylococcus aureus BA477 contra particulas de CaO.

La eleccion de los indicadores de color es esencial para este tipo de ensayos.
En este caso, el cambio de color se debe a un indicador redox que reacciona con
los productos metabdlicos bacterianos, proporcionando asi una sefial visual clara

del estado del crecimiento bacteriano. La técnica de microdilucién en caldo es
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ampliamente reconocida por su precision y reproducibilidad, lo que la convierte en
una herramienta indispensable para la evaluacion de la eficacia antimicrobiana.

Se evalud la eficacia del método frente a tres cepas bacterianas distintas,
representativas de microorganismos comunmente asociados con infecciones
bucales y enfermedades periodontales.

Los resultados obtenidos, reproducibles en las tres repeticiones realizadas,
demostraron la consistencia y fiabilidad del enfoque aplicado, lo que refuerza su
potencial utilidad en contextos clinicos relacionados con la salud oral.

Los resultados fueron validados mediante controles positivos y negativos, lo
que permitié confirmar la precisién del método y descartar posibles errores técnicos.
Las muestras con control positivo mostraron claramente inhibicion bacteriana, tal
como se esperaba, mientras que los controles negativos presentaron un crecimiento
bacteriano consistente, o que respalda la fiabilidad de los hallazgos observados.
(Murray, B. E., & Ayers, S. J., 2021).

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus Staphylococcus aureus
ATCC 27553 aureus ATCC 25923 ATCC BAA 977 (+)

Control de
viabilidad
0.66
1.66 Q
E Ty
9|33 (Y |
p > 2 o
5.0 ,)( ) 3.
- lk\ k Adt , "/
l’ ‘.
6.66 t}. ) 0 .
1 S e
Al N\
Control de | \ 4 f
inhibicion WNIEA N

Figura IlI-13. resultados de la prueba de microdilucién en caldo para las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27553, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Staphylococcus aureus ATCC BAA 977 (+).
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En la figura llI-12 se observa la microdilucién en caldo de las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27553, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Staphylococcus aureus ATCC BAA 977 (+).

La figura muestra que Pseudomonas aeruginosa ATCC 27553 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 presentan la misma concentracidn minima
inhibitoria (MIC) de 5 mg/ml. En cambio, para Staphylococcus aureus ATCC BAA
977 (+), la concentracion minima inhibitoria es aun menor, ya que con 1.66 mg/ml
se observa una inhibicion que se comprueba a una concentracion de 3.33 mg/ml.
Esto indica que la MIC de esta ultima bacteria ronda entre 1.66 y 3.33 mg/ml.

Estos resultados nos indican que con una concentracion minima inhibitoria
de 5 mg/ml se obtiene un 100 % de la poblacién bacteriana muerta en los tres casos.
La diferencia en las MICs destaca la variabilidad en la sensibilidad de las diferentes
cepas bacterianas al tratamiento con CaO. Este analisis proporciona informacién
valiosa para el ajuste de concentraciones ideales en aplicaciones antimicrobianas,
asegurando una eliminacion de los microorganismos patogenos. (Pérez, A., &
Torres, C., 2023).

Basandose en los resultados anteriores, se evalué el material en otras cepas
que se sabe estan presentes en los dientes y actuan como patdégenas. Las cepas
que se estudiaron son Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans ATCC 25175,

como se muestra en la figura Ill-13.
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Streptococcus mutans ATCC 25175

Figura IlI-14. Resultados de la prueba de microdilucion en caldo para las cepas
Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans ATCC 25175

Para la bacteria Enterococcus faecalis, se determiné que la concentracién
minima inhibitoria (MIC) es de 1.6 mg/ml. Sin embargo, para la prueba realizada en
la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175, la MIC resultd ser aun menor, indicando
que con una concentracion mas baja de particulas se logra la inhibicion de la
bacteria como lo describe (Lebreton., 2014) por esta razén, se decidio repetir la
prueba utilizando una concentracidn menor de particulas para confirmar los

resultados como se muestra en la figura Ill-14.

Figura llI-15. Segunda microdilucion en caldo para la bacteria Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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Se llevo a cabo la técnica nuevamente para asi dar con la concentracion
minima inhibitoria para Streptococcus mutans ATCC 25175 dandonos una

concentracion aun menor para la inhibicion de este tipo de bacteria.

mg/ml

, Control de
inhibicion

" Control de
/ viabilidad

0.08 0.16 0.25 0.33 0.50 066 0.83 1.0 1.33 1.66

Figura Ill-16. resultados de la microdilucion en caldo de la cepa Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Finalmente se determind que la concentracion minima inhibitoria para la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175 es de 0.66 mg/ml, como se muestra en la figura
lI-15 lo que indica una buena inhibicidon con una cantidad reducida de particulas de
CaO. Esta metodologia permitié confirmar la eficacia del agente antimicrobiano
evaluado contra Streptococcus mutans ATCC 25175, asegurando la fiabilidad de los

resultados obtenidos (Saini et al., 2021).

3.4 Evaluacion de efecto antibacterial de compdédsitos

Evaluacion de las propiedades antibacterianas del ionémero de vidrio

modificado con CaO

La evaluacion de las propiedades antibacterianas del iondmero de vidrio
modificado con CaO inicialmente arrojé resultados favorables Las muestras se
dejaron incubar durante 48 horas vy, al finalizar este periodo como lo propone
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2015), se aprecio un halo de inhibicion
se trabaj6é con concentraciones del 0% ,15% ,20% y 25% respectivamente para las

dos cepas trabajadas, Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Figura IlI-17. halos de inhibicion en los tratamientos a a) 0%, b) 15%, c) 20% y d) 25% en
la cepa Enterococcus faecalis.

Control de viabilidad Tratamient-

halos de inhibicion en los tratamientos a a) 0%, b) 15%, c) 20% y d) 25% en la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Figura IlI-18. halo de inhibicidon de las probetas de ionémero de vidrio modificado con CaO
en concentraciones del a) 0%, b)15%, c) 20% y d) 25% en la cepa Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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En estas concentraciones, la inhibicién del iondmero de vidrio modificado con

particulas de CaO se pudo identificar gracias a la presencia del halo de inhibicion,

donde la bacteria dejo de crecer incluso bajo condiciones ideales.

Los tamafos de halos de inhibicion para la cepa la cepa Enterococcus

faecalis fueron los siguientes:

Porcentaje

de particulas

de CaO en el
L.V
Petri 1

Tamano
de halo de

inhibicion

Porcentaje

de
particulas
de CaO en
el LV
Petri 2

0%
15%
20%
25%

de

inhibici

on

()

Ocm
1.2 cm
2.3cm
29cm

Tamano
de halo

Porcentaje

de

particulas

de Ca0 en

el LV

Petri 3
0%
15%
20%
25%

Tamano
de halo de
inhibicion

(cm)

Ocm
1.2 cm
1.6 cm
2.7cm

Tabla IlI-1. Datos obtenidos de halos de inhibicion para la cepa Enterococcus faecalis.

Los tamanos de halos de inhibicion para la cepa Streptococcus mutans ATCC

25175 fueron los siguientes:

Porcentaje Tamano Porcentaje Tamaio Porcentaje Tamaio
de de halo de de halo de de halo
particulas de particulas de particulas de
de Ca0 en inhibicion de Ca0 en inhibicion de Ca0 en inhibicién
el LV Petri (cm) el LV Petri (cm) el LV Petri (cm)

1 2 3
0% 0cm 0% Ocm 0% 0cm
15% 0.6 cm 15% 0.6 cm 15% 0.5cm
20% 0.8cm 20% 0.9cm 20% 0.8 cm
25% 1.1 cm 25% ([ 1.1cm 25% 1.2cm

Tabla IlI-2. Datos obtenidos de halos de inhibicion para la cepa Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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La técnica se hizo por triplicado para esta cepa y se procedié a sacar el
promedio de los resultados obtenidos y asi saber el porcentaje que tiene sobre el
total que es el tamafio de una caja Petri.

Porcentaje de Media del tamano de Porcentaje de inhibicion

particulas de Ca0 en halo de inhibicién (cm) para cepa Enterococcus

el LV faecalis
0% 0cm 0%
15% 1.3 cm 15.3 %
20% 2.03 cm 23.9%
25% 2.83 cm 33.3%
Tabla 111-3. Porcentaje de inhibiciés ctig las probetas modificadas sobre una caja
etri.

Porcentaje de Media del tamaio de Porcentaje de inhibicion
particulas de CaO en el halo de inhibicion para
L.V (cm) Streptococcus mutans
ATCC25175

0% 0cm 0%

15% 0.56 cm 6.5%

20% 0.83 cm 9.76%

25% 1.13 cm 13.29%

Tabla IlI-4. Porcentaje de inhibiciéFr: ctig las probetas modificadas sobre una caja
etri.

Brindhadevi et al., (2024) reportaron halos de inhibicién de 0,14 cm frente

a Streptococcus mutans ATCC 25175, mientras que Singh et al., (2023) observaron

halos de 0,23 cm contra Enterococcus faecalis, al emplear nanoparticulas de CaO.

Estos resultados confirman que la incorporacion de CaO al iondmero de vidrio

confiere actividad antibacteriana, y muestran ademas que el diametro del halo de
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inhibicion aumenta de forma proporcional al porcentaje de particulas afiadidas. En
este caso, al utilizar concentraciones del 15% de CaO, se consiguié preservar las
propiedades estéticas y mecanicas del ionomero de vidrio. al mismo tiempo que se
obtiene un efecto de inhibicion bacteriana significativo, sin comprometer la

integridad de la matriz del material.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha evaluado la sintesis de particulas de CaO mediante
microondas en una capsula refractaria con un recubrimiento de silicio, asi como su
incorporacion en un ionémero de vidrio, para conferirle actividad antibacterial.

La conversion de cascarones de huevo en CaO se logré mediante un proceso
que incluyo limpieza, molienda en molino de bolas y tamizado, optimizando asi la
reduccion del tamafio de particulas para favorecer una calcinacion homogénea. La
comparacion entre la calcinacion convencional y la realizada por microondas
evidencié que esta ultima permite alcanzar la transformacién de CaCO; a CaO en
tiempos significativamente reducidos hasta en un 85% menor, alcanzando
temperaturas de calcinacion.

Mediante el uso de radiacion de microondas a una potencia de 4 durante 12
minutos, se logré la calcinacién de la materia prima y la formacion de particulas
esféricas de CaO con tamanos promedio de 0.609 um. El recubrimiento de silicio de
la capsula optimizo la uniformidad térmica y permitio alcanzar temperaturas de hasta
900°C lo cual favorecié la cristalizacién del CaO sin generar fases secundarias no
deseadas. Este enfoque coincide con lo descrito por (Pérez-Larios, 2022) quienes
reportaron que la tecnologia de microondas reduce el tiempo de sintesis y mejora
el control del tamafio de particula.

La caracterizacion por microscopia electronica de barrido a resoluciones de
X5000 y X10000 confirmé que las particulas de CaO obtenidas presentan un
tamafio reducido y una morfologia uniformemente esférica. A una resolucion de
X5000 se constatod la ausencia de particulas superiores a 5 um, lo que indica una
homogeneidad. En imagenes de mayor resolucion (X10000), se observo que la
mayoria de las particulas tienen un diametro inferior a 1 ym, concentrandose
principalmente en el rango de 0.4 a 0.7 um, con un promedio de 0.609 ym y una
dispersion moderada algunos hasta 1.0 um. Estos resultados resaltan la eficacia del
proceso de calcinacion empleado para generar un material de alta uniformidad y
reactividad, contrastando con la morfologia porosa e irregular obtenida mediante
calcinacion en mufla, donde la exposicidén prolongada al calor induce aglomeracién
(Gonzalez Mancera, 2006).
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La caracterizacion mediante DRX del ionédmero de vidrio modificado con
particulas de CaO evidencié diferencias notables en la estructura cristalina. En el
iondmero de vidrio convencional se identificd un pico muy pronunciado alrededor de
41° en 206, correspondiente a una fase cristalina definida de CaCO3, aunque la
rapida disminucién de la intensidad que le sigue sugiere que el resto del material
posee una estructura mayormente amorfa o con escasas fases cristalinas.

En contraste, el iondmero de vidrio modificado con 15% de particulas, mostrd
un pico prominente a 43.2° en 20, que indica la formacion predominante de CaO
con regiones cristalinas bien definidas, coexistiendo con una matriz amorfa que se
evidencia en los picos secundarios. En el ionémero de vidrio modificado con 20%
revela la presencia de una fase cristalina inicial cerca de 5° en 28 y un incremento
en la intensidad alrededor de 40° lo que apunta a la coexistencia de otra fase
asociada a CaO dentro de un entorno mayormente amorfo. Finalmente, iondmero
de vidrio modificado con 25% presenta un pico muy alto al inicio alrededor de 5°
seguido de un leve aumento de intensidad a los 40° lo cual sugiere la aparicion de
fases adicionales o compuestos secundarios; estos resultados han sido cotejados
con la base de datos AMCSD (AMCSD 2024).

En conjunto, estos hallazgos indican que, aunque se logra una
transformacién significativa del CaCO; en iondmero de vidrio, persiste una porcion
de material amorfo y la coexistencia de multiples fases cristalinas.

El analisis mediante microscopia infrarroja por transformada de Fourier
permitié identificar modificaciones clave en los grupos funcionales del material. Se
observaron desplazamientos en la region del O—H, lo que sugiere una reduccion de
los grupos hidroxilo debido a la formaciéon de enlaces mas fuertes, indicando
interacciones moleculares que fortalecen la estructura del material, ademas, la
disminucién en la banda del C=0 sefala reacciones de hidrogenacion de estos
grupos, mientras que las variaciones en las bandas de C—H evidencian alteraciones
en las cadenas alifaticas, reflejando modificaciones en la composicién organica. Los
cambios detectados en la region del C-O implican la ocurrencia de reacciones

adicionales que afectan la muestra.
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El método de microdilucién en caldo se demostré como una técnica fiable y
reproducible para evaluar la actividad antibacteriana de las particulas de CaO.

El ensayo se desarroll6 en placas ELISA de 96 pozos, en las que se
evaluaron distintas concentraciones de CaO y se utilizé resazurina como indicador
redox para determinar la viabilidad bacteriana a través del cambio de color de azul
arosa. Los resultados obtenidos evidenciaron que este protocolo permite identificar
eficazmente entre concentraciones inhibitorias y no inhibitorias, comprobando la
eficacia antibacteriana del material frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Enterococcus faecalis.

Las particulas de CaO mostraron una capacidad inhibitoria significativa frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis, con concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de 0.66 mg/mly 1.6 mg/ml, respectivamente.

Al incorporar CaO en la matriz del iondmero de vidrio en proporciones del
15 %, 20 % y 25 % en peso, se observd un incremento progresivo en el diametro de
los halos de inhibicidn contra Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. En
particular, la muestra al 15 % empez6 a presentar un efecto antibacterial, con halos
de 0.56 cmy 1.3 cm, respectivamente. Sin embargo, al exceder el 20 %, se registré

una pérdida de propiedades estéticas y perdida de dureza.
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