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RESUMEN:

En el presente trabajo, se reporta la sintesis y caracterizacién de nanoparticulas magnéticas de magnetita/plata (Fe304/Ag) para
el estudio de sus propiedades antibacterianas frente a las bacterias Enterobacter aerogenes (Gram-negativa) y Enterococcus faecalis
(Gram-positiva). Las nanoparticulas magnéticas de magnetita (MNPs) se sintetizaron por el método de sol-gel, usando bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) como surfactante. Posteriormente, en la dispersion coloidal de magnetita, se llevé a cabo la reducciéon
quimica iz situ de iones de plata, usando glucosa como agente reductor y polivinilpirrolidona (PVP) como agente dispersante,
para obtener un nanocompuesto magnético Fe304/Ag. El andlisis morfoldgico y espectroscopico de las nanoparticulas de Fe3O4
y del nanocompuesto de Fe3O4/Ag fue realizado mediante la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
Raman, y Méssbauer (MS), ademds de la técnica de difraccién de rayos X (DRX), la microscopta electrénica de barrido (SEM)
y espectroscopia de energfa dispersiva de rayos X (EDS). Las nanoparticulas de Fe3O4 resultaron esféricas con un didmetro

medio de 10 nm y el nanocompuesto de Fe304/Ag con un tamafio medio de 28 nm, el Test antibacteriano indicé que el
uso del nanocompuesto de Fe304/Ag a una concentracién de 5 mg-mL'1 permite una inhibicién total del crecimiento de los
microorganismos estudiados a partir de una concentracion inicial 108 bacterias mLL.

PALABRAS CLAVE: nanocompuesto de Fe304/Ag, magnético, sol-gel, actividad antibacteriana.

ABSTRACT:

In the present study, we report the synthesis and characterization of magnetite/silver magnetic nanoparticles (Fe304/Ag) and
the study of their antibacterial properties against the bacteria Enterobacter aerogenes (Gram-negative) and Enterococcus faecalis
(Gram-positive). Magnetite magnetic nanoparticles (MNPs) were prepared by a sol-gel method using cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB), as a surfactant, followed by in-situ chemical reduction of silver ions by glucose, and polyvinylpyrrolidone
(PVP), as a dispersive agent, to obtain the antibacterial nanocomposite of Fe304/Ag. Morphological and spectroscopic studies
of magnetite nanoparticles and nanocomposite were carried out using the Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
Raman spectroscopy, Méssbauer spectroscopy (MS), X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), and energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS). Spherical Fe304 MNPs showed an average diameter of 10 nm and the average size for
nanocomposite was 28 nm. The antibacterial test indicated that the use of the nanocomposite of Fe304/Agat a concentration of 5

mg-mL'1 allowed a total inhibition of the growth of the microorganisms studied from an initial concentration of 108 bacteria mLL.

KEYWORDS: Fe304/Ag nanocomposite, magnetic, sol — gel, antibacterial activity.
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ReEsumo:

No presente trabalho, relatamos a sintese e caracterizagio de nanoparticulas magnéticas de magnetita/ prata (Fe304/Ag) € o
estudo de suas propriedades antibacterianas contra as bactérias Enterobacter aerogenes (Gram-negativo) e Enterococcus faecalis
(Gram-positivas). Nanoparticulas magnéticas de magnetita (MNPs) foram sintetizadas pelo método sol-gel usando o bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) como surfactante. Posteriormente, na dispersio coloidal de magnetita, a redugio quimica iz situ
dos fons de prata foi realizada utilizando-se glicose, como agente redutor, ¢ polivinilpirrolidona (PVP), como agente dispersante,
para obter um nanocompésito magnético Fe304/Ag. A andlise morfoldgica e espectroscopica das nanoparticulas de Fe3O4 ¢
do nanocompuesto de Fe304/Ag conduziu-se através da espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR),
Raman, e Méssbauer (MS), ademds da técnica de raio X da deformagio (DRX), a microscopia eletronica de barrido (SEM) e a
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS). As nanoparticulas de Fe304 tém formas esféricas com um didmetro médio
de 10 nm e o nanocompésito de Fe304/Ag com um tamanho promédio de 28 nm. O teste antibacteriano indicou que o uso do
nanocompdsito Fe304/Agna concentracio de 5 mg:mL ! permitiu inibir totalmente o crescimento dos microrganismos estudados
a partir de uma concentracio inicial de 108 bactérias mL1.

PALAVRAS-CHAVE: nanocompdsito de Fe304/Ag, magnético , sol-gel, atividade antibacteriana.

INTRODUCCION

Los agentes antibacterianos son necesarios para evitar las enfermedades infecciosas causadas por bacterias
patdgenas. Entre los agentes antibacterianos potencialmente activos se encuentran la plata y otros éxidos
metélicos tales como el TiO,y el ZnO [1]. La plata tiene propiedades inherentes tales como alta estabilidad
térmica, durabilidad, buen rendimiento antibacteriano, baja toxicidad a cierta concentracién para las células,
versatilidad y buena actividad a largo plazo [2]. A pesar de esto, las nanoparticulas de Ag no pueden reciclarse
para ser reutilizadas en el tratamiento de aguas residuales e incluso una alta concentracién de estas en el agua
puede ser un riesgo potencial para la salud [3]. Asi pues, el nivel méximo de contaminacién con plata en el
agua potable (establecido para evitar la acumulacién de plata en el cuerpo humano), segiin la Organizaciéon
Mundial de la Salud (WHO), es de 100 ppb [4]. Una de las alternativas para mejorar su uso es obtenerla
en una matriz especiﬁca, por ejemplo, matrices magnéticas, ya que el uso de un campo magnético externo
permitiria mejorar los procesos de separacion y reutilizacién de las nanoparticulas de plata en el tratamiento
de aguas contaminadas [5].

Para aplicaciones de tratamiento de agua y biomedicina, las particulas magnéticas (MNPs) deben ser
dispersables en un medio acuoso, ser quimicamente estables, biocompatibles y poseer sitios activos en su
superficie [6]. En este sentido, entre los trabajos reportados, Vergés 7] propone un método para la obtencion
de nanoparticulas de magnetita a partir de la oxidacién de una sal de hierro (II) (FeSO4) en medio bésico,
con tamanos de alrededor de 30-60 nm.

Por otra parte, se han documentado rutas de sintesis para los nanocompuestos de Fe;04/Ag [1], tales
como el expuesto por Ivashchenko [8], el cual presenta la sintesis del nanocompuesto de magnetita/plata/
antibiotico para terapia antimicrobiana. Por su parte, Amarjargal [9] propone la sintesis del nanocompuesto
de Fe304/Ag por método hidrotermal. Otros trabajos aplicativos mencionan el uso de nanoparticulas core-
shell de 6xido de hierro/plata en tratamientos antibacterianos [6], [10-13], donde las bacterias estudiadas en
su mayoria son Escherichia coli, Pseudomonas, Staphylococcus aureusy Bacillus subtilis.

En esta investigacion se presenta la sintesis del nanocompuesto de magnetita/plata (Fe;O4/Ag), a partir de
la reduccién quimica iz situ de iones plata sobre la dispersion coloidal de magnetita, donde la glucosa actia
como agente reductor y el PVP como agente dispersante.

En cuanto a las bacterias estudiadas en esta investigacion, la bacteria Gram negativa Enterobacter aerogenes
pertenece al grupo de Coliformes Totales que son indicadores de contaminacién en aguas, de acuerdo con la
Norma Técnica Nacional (NTN ITINTEC 214.003 - Pert). Esta bacteria coloniza las superficies interiores
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de las tuberias de agua y los tanques de almacenamiento y crece hasta convertirse en una biopelicula cuando
las condiciones son favorables [14].

Por otra parte, la bacteria Gram positiva Enterococcus faecalis es uno de los indicadores bacterioldgicos mas
eficientes para evaluar la calidad del agua de mar, ya que es muy resistente a las condiciones de este medio y
estd directamente relacionada con gastroenteritis, enfermedades respiratorias, conjuntivitis, dermatitis, entre
otros [15]. En el agua de pozo, esta bacteria puede producir gastroenteritis humana, y existe una relacion
directa entre su densidad y la aparicién de enfermedades entéricas, por ello es utilizada como indicador de
contaminacién fecal cuando son comparados con los coliformes [16].

Por lo anterior, en la presente investigacién se estudia la actividad antimicrobiana del nanocompuesto
de Fe;O4/Ag, sintetizado a partir de un recubrimiento de Ag sobre nanoparticulas magnéticas de
magnetita (MNPs de Fe304) frente a las bacterias Enterobacter aerogenes y Enterococcus faecalis, para que
posteriormente puedan aplicarse a tratamientos de aguas contaminadas, mejorando asi la calidad del agua 'y
evitando las enfermedades mencionadas.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Cloruro de hierro (II) tetrahidratado (FeCl,.4H,O), hidréxido de sodio y nitrato de sodio (Merck,
Alemania). Citrato de sodio (Sigma Aldrich, USA), bromuro de hexadeciltrimetilamonio, CTAB (Sigma
Aldrich, USA), nitrato de plata (Merck, Alemania), polivinilpirrolidona, PVP (Sigma Aldrich, USA),
glucosa (Merck, Alemania). Todos los reactivos fueron de grado analitico. Dos cepas bacterianas de
referencia, Enterobacter acrogenes (ATCC 13048™)y Enterococcus faecalis(ATCC 29212 ™) de American
Type Culture Collection (ATTC, USA). Cloruro de sodio 9% (BiBraun, Pertt) y caldo CM 1135 Brain Heart
Infusion (BHI) de OXOID, Inglaterra.

Sintesis de nanoparticulas de magnetita (MNPs de Fe304)

El método sol-gel para la sintesis de las MNPs de Fe304 fue modificado por la adicién del surfactante CTAB,
con la intencién de llevar un control electrostatico de los soles [7]. Para esto, se afiadieron gota a gota, en
paralelo, una solucién de FeCl,-4H,0 5,0 x 102 mol-L™ y una de NaOH 0,8 mol-L™ sobre una mezcla de
citrato de sodio 0,05 mol-L’! y nitrato de sodio NaNO; 0,2 mol-LL.

El agente surfactante, CTAB (0,1% p/v), se usé para proporcionar repulsién electrostatica y evitar la
agregacion de las nanoparticulas. La dispersion inorgénica se agité durante 1 h en un sistema cerrado y
se mantuvo a 80 °C con una chaqueta de calentamiento en un bafio de agua con recirculacién y flujo de
nitrégeno. Para la caracterizacion, las MNPs de Fe;Oy4 se separaron usando un iman y se lavaron cinco veces
con agua ultrapura. El producto final se secé en estufa a 70 °C durante 8 h.

Sintesis del nanocompuesto de magnetita/plata (Fe304/Ag)
Una solucién de AgNO;5,0x 10 mol-L! fue agregada gota a gota sobre una dispersion coloidal de MNPs de

magnetita, considerando el rango reportado entre 103 y 102 mol-L'[6,9,10].La glucosaaunaconcentraciéon

de 0,08 mol-L" y el PVP (0,3 % p/v) se usaron como agente reductor y dispersante respectivamente. El pH
de la suspensién coloidal del nanocompuesto fue de 11,5. Seguidamente, los sélidos del nanocompuesto de
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Fe;04/Ag se separaron usando un iman y se lavaron cinco veces con agua ultrapura. Finalmente, la muestra

se secé a 70 °C durante 8 h. Las posibles reacciones durante la sintesis son las siguientes: el ion plata Ag"
forma un complejo con el PVP, reaccién (1):

Ag™ PVP— Ag(PVP)” (1)

Luego, ocurre una reaccién redox entre el complejo Ag(PVP)"y la glucosa. El complejo Ag(PVP)"
reduce a Ag(PVP) y la glucosa se oxida a 4cido glucdnico en medio bésico, segun las reacciones (2) y (3):

Ag(PVP)+1le — Ag(PVP)] )

CH:OH-(CHOH),—CHO + 20H — CH:0H- (CHOH),—-COOH + 2e-+H:0 3)

La formacién del dcido glucdnico ocurre mediante un mecanismo de adicién nucleofilica entre el ion

hidroxilo y la glucosa. Reaccién (4):
CH::0H-(CHOH),-CHO + 20H = CH:0OH- (CHOH )4 —COOH + Ze"+H:0 (4)

El mecanismo de proteccién del PVP sobre las particulas de plata puede ser planteado con base en las
investigaciones de Wang e 4. [17] y Banerjee ez al. [18], segtin las reacciones (5) y (6). En la reaccién (5)
el ion plata Ag" interacttia con el N y con el O del grupo carbonilo en el PVP. Luego, este ion se reduce al
oxidarse la glucosa hasta el 4cido glucdnico. El producto final es la plata en interaccion con el Ny el O del
grupo carbonilo del PVP, reaccién 6, resultando un efecto estabilizador al crear una capa protectora sobre las
particulas, lo cual evita su crecimiento y aglomeracion.

T R R

M

|H|:_ {H —~_.}]> ‘|""”_CH|‘ —[» CH*} ~[ch C-H+ ‘|HC LH|~

-is

TAg 0 e rARO
e O O OO ©

(5)
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Propiedad antibacteriana del nanocompuesto de magnetita/plata (Fe304/Ag)

Se investigd el efecto del nanocompuesto frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas, usando un
método estindar modificado ASTM (método de prueba estdndar E2149-01 para determinar la actividad de
agentes antimicrobianos inmovilizados bajo condiciones de contacto dindmico) [6]. Todos los materiales
fueron esterilizados a 121 °C por 15 min en una autoclave marca Winters. Las colonias de Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048™) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212™) se sembraron en una placa de Petri
y luego, se inocularon en un tubo con 5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) [6], con los respectivos
controles de esterilidad. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 3 h, hasta alcanzar
la densidad 6ptica (D.O) de 0,5 en la escala de MacFarland que corresponde a una concentracién de 108
unidades formadoras de colonias por mL (UFC mL™). Las pruebas antibacterianas se realizaron en una
cabina de flujo laminar clase I marca Nuaire, previamente todos los materiales se irradiaron con luz UV por
15 min. La suspensién bacteriana se diluyé en serie con solucion salina normal al 9% y en relaciones v/v de
102,103,104 y 10°7. Se llevaron a cabo dos controles (sin nanocompuesto), uno sin agitaciéon y a temperatura
ambiente y el otro con agitacién y a temperatura de 37 °C. Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C
(Enterobacter aerogenes) y durante 48 h a 37 °C (Enterecoccus faecalis) para determinar el nimero de colonias
crecidas expresadas en unidades formadoras de colonias (UFC). El nanocompuesto de Fe;04/Ag (5 mg) se
agité en 1 mL de una suspension bacteriana que contenia cada una de las bacterias estudiadas durante 50
min [6] a 37 °C. El sobrenadante se separé del nanocompuesto, utilizando un imén de neodimio, y se colocd
en placas de agar sin diluciones. Estas placas se incubaron durante 24 h a 37 °C (Enterobacter aerogenes) y
durante 48 h a 37 °C (Enterecoccus faecalis) para realizar el conteo de células viables. Todas las pruebas se
realizaron por duplicado, se seleccionaron las placas para su recuejnto conforme a las recomendaciones de la

American Public Health y se siguieron las pautas recomendadas para el célculo de las UFC mL™ [19].
Caracterizaciéon de las MNPs de Fe304 y del nanocompuesto de Fe304/Ag

La caracterizacién con espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) se realizé en un

espectrofotémetro IRPrestige-21 Shimadzu en un rango de 400-4000 cm™. La fase cristalina de las
nanoparticulas de Fe;O4 y Ag se identificaron por difraccién de rayos X (DRX) mediante un difractémetro
D8-FOCUS BRUKER con radiacién Kal-Cu (I = 0,15406 nm) a 40 kV y 40 mA. Para el andlisis
espectroscopico de Mossbauer, se usé un espectrémetro convencional en el modo de transmisién con

una fuente de *’Co en matriz de rodio con una actividad de aproximadamente 12 mCi. Los espectros

se acumularon a una velocidad de 11.017 ms™ en 1024 canales usando sefial sinusoidal. Las imagenes de
microscopia electrénica de barrido (SEM) se obtuvieron con un FEG-SEM Zeiss Supra 40 y el tamafio de
particula se determiné usando el programa Image].

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra el espectro FTIR de las MNPs Fe;04 y del nanocompuesto de Fe;04/Ag. La banda de

absorcién fuerte alrededor de 578 cm™ es debido al modo vibracional de estiramiento del Fe-O tetraédricoyla
banda débil de menor intensidad alrededor de 450 cm-1 corresponde a un modo vibracional de estiramiento

de Fe-O octaédrico [9]. A partir de esta caracterizacién, se evidencia la formacién de la magnetita (Fe** o, Fe’*

ohFet 1Oy4) con la presencia de los enlaces Fe-O en sitios tetraédricos y octaédricos. La presencia de estas
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bandas no cambia en el nanocompuesto, indicando que se mantiene la estructura de la magnetita y que las
nanoparticulas de Agsolo la recubren.

nanocompuesto de Feaﬂdmg

(b)

450

=
a2 578
MNPs de Feaﬂd_
(a)
459
578
T T T T T
1000 800 600 400
cm'1
FIGURA 1.

Espectro FTIR (a) MNPs de Fe;04, (b) nanocompuesto de Fe;04/Ag.

Los patrones DRX de MNPs de Fe304 y del nanocompuesto Fe;O4/Ag se pueden observar en la Figura
2. La presencia de picos de difraccién (Figura 2a) a 2q=18,3; 30,1; 35,5; 43,1; 53,3; 56,9; 62,5y 74,3
corresponden a los planos (111), (220), (311), (400), (422), (511), (440) y (533), respectivamente (JCPDS
No. 19-0629), lo cual indica la presencia de Fe304 con una celda unitaria cibica centrada en las caras y una
estructura tipo espinela.

En la Figura 2b, los picos de difraccién de las NPs-Ag en el nanocompuesto de Fe;O4/Ag, se presentan
en los angulos 2q=38,2% 44,2°; 64,5° y 77,5, estos fueron comparados con la cartilla JCPDS No. 04-0783
asigndndose los planos (111), (200), (220) y (311), respectivamente, que corresponden a una fase ctbica
centrada en las caras.

El patrén de intensidad de los picos de difraccién para las MNPs de Fe;O4 en la Figura 2a no difiere del
registrado en la Figura 2b, lo cual demuestra que el proceso de sintesis no afectd ala forma cristalina de Fe;O4
y que la Ag recubre a las MNPs de Fe;O4. Las nanoparticulas de Fe;O4 se pueden oxidar a Fe;Os, por lo
cual, es necesario analizar las nanoparticulas con otras técnicas de caracterizacién que permitan verificar si
se produce la oxidacién.
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= Ag nanocompuesto de Fe;04/Ag
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FIGURA 2.
Patrones de difraccién de rayos X para (a) MNPs de Fe;04y (b) nanocompuesto de Fe;O4/Ag.

El didmetro medio de cristalito de la MNPs de Fe304y del nanocompuesto se calculé a partir del pico mas
representativo, de intensidad maxima, con base en la ecuacion de Debye y Scherrer, Ec. (1):

094
crist ﬁ co 39

Donde, A=Longitud de onda de la emisién CuKa=1,5406 A, f=Ancho de pico (26) a la altura media,
6=Angulo de intensidad méxima.

El didmetro del cristalito para las MNPs de Fe;04 fue de 11 nm, plano (311). Para el caso de las MNPs de
Fe304 en el nanocompuesto, el didmetro fue de 12 nm y para las NPs de Ag fue de 18 nm, usando el plano
(111). Se evidencié que el tamano de cristalito de las NPs de Ag es mayor que las MNPs de Fe;Os.

Los espectros Mossbauer correspondientes a las muestras de MNPs de Fe;O4y del nanocompuesto de
Fe304/Agse describen en la Figura 3. Estos espectros se realizaron para estudiar la pureza de la fase del éxido
de hierro y asi determinar sus propiedades magnéticas. Ambos graficos muestran un ajuste de distribucion:
tres sextetos asociados con sitios magnéticos y un doblete asociado a un posible estado superparamagnético,
un comportamiento que difiere de un espectro de una magnetita estequiométrica. La distribucién representa
campos magnéticos desordenados con un campo magnético promedio de 40,15 T asociado con el efecto

EC. (1)

superficial de las particulas. Asi mismo, los sextetos corresponden a los sitios octaédricos de Fe?t y los sitios
octaédricos y tetraédricos del Fe**enla magnetita, por otra parte, el doblete esta relacionado con los cationes
Fe**. En la magnetita existe el mismo nimero de iones Fe** en los sitios Oh y Td, que se compensan entre sf

y su magnetizacion resultante surge tinicamente de los iones Fe** no compensados en sitios Oh [20].
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La magnetita no estequiométrica tiene la féormula general Fe; ,O4 con 0 <x <0,33. Asumiendo que las

vacantes (#) solo se encuentran en los sitios octaédricos de la estructura, la férmula se puede escribir como
[20]:

Fe’ ' [Fe* 13xFe’Ti+2x [ x]onO4

La estequiometria se puede convertir mediante la siguiente relacion, Ec. (2):

_ Fe*t  1-3x
Fes+ 2+2x )

3+ OhFCZ+

El salto rdpido de electrones entre el Ohpe y , el cual se conoce como un fendmeno de la magnetita,

resulta en 4tomos de ©"Fe con estado de valencia promedio de 2,5* por una cantidad igual de Fe** y Fe**
octaédrico, dando la siguiente férmula [21]:

Fe’tia [Fe? 2 aa-axFe’ sy [ x]onO4

El espectro tiene tres sextetos: uno para Fe*>+ y dos para Fe’t. A partir de los espectros de magnetita a
298 K, es posible estimar la estequiometria comparando las 4reas relativas de los espectros correspondientes

al ©"Fe*t, TéFe* y OPFe®>* usando la Ec. (3) [20]:

. 1 2.5+
X = Fe?* _ H*F[‘m't _ 2(1-3x)
T Re3+ 1 o 984 o oad -
Fe S Fegn tFeiqon X (3)

En la evaluacién para determinar la estequiometria de las MNPs de magnetita, siguiendo el modelo

planteado, es posible diferenciar a los sitios Tdped+ Ohped+ y Ohpe2+ A partir de los datos de drea relativa del
espectro de las MNPs de magnetita (Figura 3a) se obtiene un valor de X=0,24 y x=0,280. El valor de X=0,24

indica que las MNPs de magnetita tienen 80.6% de Fe’* y 19.4% de Fe?*, indicando mis especies de Fe*

que Fe?' en la red cristalina. Esta relacién es menor que la relacién estequiométrica de la magnetita pura
X=0,5, evidenciando esto que posiblemente la magnetita este parcialmente oxidada. Las MNPs de magnetita
tendrian la siguiente férmula:

Fe3m [Fe?~ 032Fe3" 1,400 0,282]0nO4

La estequiometria de las MNPs de magnetita en el nanocompuesto resulta en un valor de X=0,22 y
x=0,282; estos valores indican que las MNPs de magnetita en el nanocompuesto tienen 82% Fe’* y 18% Fe**,

mostrando mas especies de Fe?* que Fe?* en la red y en mayor proporcién que la muestra de magnetita sola
que tiene X=0,24. Las MNPs de magnetita en el nanocompuesto tendrfan la siguiente férmula:
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i L
Fe¥"m[Fe? " 0308Fe’ 1410 0.282]0nO4

Los resultados indican que existe un menor porcentaje de Fe2+ en las MNPs de magnetita y en el
nanocompuesto que en la magnetita pura (Tabla 1), ya que se trata de una magnetita no estequiométrica. A su

vez, la magnetizacién en el nanocompuesto (%Fe*": 18%) disminuye, debido, probablemente, a la presencia
de las nanoparticulas de plata. Por tanto, el nanocompuesto presenta una actividad antibacteriana con una

ligera disminucién de la magnetizacion de la magnetita.

TABLA 1.
Porcentaje de Fe** y Fe*enla magnetita teérica y experimental y su estimacion estequiométrica.
Compuesto X X %Fe’" | %Fe** Formula
Fes04 tedrica 0,5 - 66,7 | 33,3% Fe'n [Fe?™ Fe’'] on O4
Fe304 experimental 0,24 | 0,28 | 80,6 % | 19,4 % | Fe’"wm[Fe* 032Fe¥1400282]oh O4
Fe304 en el nanocompuesto | 0,22 | 0,282 | 82,0 % | 18,0 % | Fe?*m[Fe?30308Fe¥*1.4100,282]0nO4
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FIGURA 3.
Espectro Méssbauer (a) MNPs de Fe;04y (b) nanocompuesto de Fe;04/Ag.

En la Figura 4, se observa el espectro Raman de las MNPs de Fe;O4 y del nanocompuesto Fe;O4/Ag con

senales caracteristicas de magnetita [22] y otras sefiales a 355 cm™ y 722 cm™ de maghemita [22]. Estas
tltimas presentan mayor intensidad en el espectro del nanocompuesto, indicando un mayor porcentaje de
oxidacién con respecto a las MNPs de Fe;O4.

42



KATHERINA CHANGANAQUI BARRIENTOS, ET AL. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOCOMPUESTOS FE504/AG: SU...

346 nanocompuesto de Feq0,4/Ag
|

(b)
* Feaﬂ*

' y-Fe O, 728

Intensidad (u.a)

264 MNPs de Fe30,4

722 (@)

41"3 554 575

* %

200 400 600 800
Desplazamiento Raman {cm'1}

FIGURA 4.
Espectro Raman (a) MNPs de Fe;04y (b) nancompuesto de Fe;04/Ag.

El didmetro promedio de particula aproximado, utilizando el microscopio electrénico de barrido
(SEM) para las MNPs de Fe;04, fue de 10 nm (Figura 5a) vy, para el nanocompuesto de Fe;04/Ag, de,
aproximadamente, 28 nm (Figura 5b). La imagen de las MNPs indica que estén formadas por particulas
aglomeradas y en la imagen del nanocompuesto se evidencian particulas més grandes recubriendo alas MNPs
aglomeradas. Las particulas de alrededor de 28 nm que recubren a las MNPs se refieren a las NPs de Ag. Se
realizé EDX para identificar la composicion de las muestras en las MNPs de Fe3O4 y del nanocompuesto.

La Figura 6a muestra el espectro EDX, el cual presenta hierro Fe 2p. La presenciade Cay K esta relacionada
probablemente con la contaminacién de la muestra. El analisis EDX muestra tres picos de Fe y un pico de
O, lo que confirma la formacién de 6xido de hierro como magnetita de acuerdo con su porcentaje de masa.
La relacién molar de Fe/O es igual a 0,72, un valor muy cercano al dato teérico, 0.75. En la Figura 6b, el
nanocompuesto estd compuesto de elementos O, Fe y Ag, lo cual confirma la identidad del nanocompuesto
Fe;04/Ag. El espectro EDX presenta hierro Fe 2p y Ag 3d. El pico de absorcién éptica se observé a
aproximadamente 3 keV, lo cual es tipico para la absorcién de nanoparticulas de plata metalica, debido a la
resonancia de plasmon superficial [23]. El contenido de plata en toda la muestra del nanocompuesto fue de
12 % en masa respecto a la magnetita.
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FIGURA 5.
Imégenes SEM (a) MNPs de Fe;04, (b) nanocompuesto de Fe;O4/Ag,

Analisis de la actividad antibacteriana del nanocompuesto de magnetita/plata

Las placas incubadas de los controles y del tratamiento con el nanocompuesto, después de la incubacién
de Enterobacter aerogenes y Enterococcus faecalis, se muestran en la Figura 6. Para el caso de Enterobacter
aerogenes, se obtuvo un promedio final de 95 x 10° UFC mL-1 para ambos controles y para la bacteria
Enterococcus faecalis, el promedio resulté de 95 x 10° UFC mL! para el control 1y 22 x 10’ UFC mL™ para
el control 2. Estos valores se asemejan al valor inicial de las bacterias de 108 UFC mL™. Para el tratamiento
de 1 mL de cada solucién bacteriana con 3 mg del nanocompuesto, se evidencié una colonia crecida para la
bacteria Enterobacter aerogenesy dos colonias crecidas para la bacteria Enterococcus faecalis. Por esta razén, se
realizé el tratamiento con 5 mg del nanocompuesto, donde no se evidenciaron colonias crecidas, indicando
una eficiencia del 100%, el cual puede ser comparable con Theamdee et al. [6], donde su eficiencia frente ala
Escherichia coli K12 es 100%, usando 10 mg de su nanocompuesto magnético.

y

Enterococcus faecalis Enterobacter aerogenes

FIGURA 6.
Placas después de la incubacién a 37°C para el Control 1, Control 2 y tratamiento

con el nanocompuesto de las bacterias Enterobacter aerogenes y Enterococcus faecalis.

Estos resultados fueron favorables, sobre todo para el caso de la bacteria Enterococcus faecalis, 1a cual es una
bacteria del Filo Firmicutes Gram positivo que posee una pared celular muy gruesa que le podria otorgar una
mayor resistencia estructural en comparacién ala bacteria Enterobacter aerogenes (con una membrana externa
y una pared celular més delgada) [24]. La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata también es
de gran interés, ya que parece ser independiente de la cepa de bacterias [25]. Li ez al. [26] sefialan tres posibles
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mecanismos antibacterianos de nanoparticulas de plata: (1) La adhesion de las nanoparticulas a la superficie
de bacterias alteran la permeabilidad de la membrana. (2) Las nanoparticulas de plata que penetran en el
interior de la célula bacteriana causan dafios en el ADN. (3) La disolucién de las nanoparticulas de plata que

liberan iones Ag" pueden interactuar con las proteinas que contienen azufre en la pared celular bacteriana.

CONCLUSIONES

La investigacién demostré la sintesis del nanocompuesto de Fe;O4/Ag, donde las nanoparticulas de Ag
se obtuvieron a partir de la reduccidn iz situ con glucosa, recubriendo las MNPs de magnetita, las cuales
presentaron forma esférica con un tamano promedio de 18 nm. De acuerdo al estudio cristalografico por
DRX, se observd la presencia de Fe3O4 con una celda unitaria ctbica centrada en las caras y estructura tipo
espinela en las MNPs de Fe;Oy, la cual no vari6 con la presencia de NPs de Ag en el nanocompuesto. El
plano preferencial para las NPs de plata fue el (111), evidenciando su presencia en el nanocompuesto. Segtin
la espectroscopia Mossbauer, las MNPs de magnetita solas y en el nanocompuesto presentan un porcentaje

de Fe** de aproximadamente 80% y 82% respectivamente, contrastadas con el valor teérico de 66,6 %,
corroborando asi que la magnetita sintetizada tiene una estructura no estequiométrica y menos magnética
que la tedrica. Por otra parte, las bandas de maghemita presentes en la espectroscopia Raman, junto con las
de magnetita, confirman lo analizado por Mossbauer.

La ventaja del nanocompuesto es la ficil respuesta a un campo magnético aplicado y su eficiencia

antibacteriana frente a las bacterias Enterobacter aerogenes y Enterococcus faecalis, la cual fue de 100% ( 103
bacterias/nanocompuesto de 5 mg) con un tratamiento de 50 min ¢ incubacién a 37 °C. Finalmente, estos
resultados indican que el nanocompuesto antibacteriano puede usarse potencialmente en la desinfeccion
microbioldgica del agua para la inhibicién del crecimiento bacteriano.
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