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RESUMEN

El peroxido de zinc (ZnO,) fue sintetizado en forma de nanoparticulas por medio de la ruta sol-gel.
Para la sintesis se empled acetato de zinc di-hidratado (Zn(CHsCOO0),.2H,0) y peréxido de
hidrogeno (H,0,) al 30% asistido de radiacion UV. Las nanoparticulas de ZnO, obtenidas fueron
caracterizadas estructuralmente mediante la técnica de difraccién de rayos-X. Mientras que €
estudio de la morfologia y tamafio de conglomerados cristalinos, se realizd por microscopia
electronica de barrido. Para explorar las propiedades bactericidas del ZnO,, se realizaron
pruebas preliminares en las que se enfrentd este material a las cepas. Bacillus subtilis (ATCC
6051), Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923), y se observé que
las nanoparticulas presentan una notoria propiedad bactericida.
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ABSTRACT

Zinc peroxide (ZnO,) nanoparticles were synthesized by sol-gel technique. The chemicals used for
the synthesis were zinc acetate di-hydrate (Zn(CH;C0OO),.2H,0) and hydrogen peroxide (H.O.) at
30% under UV radiation. The structure of the ZnO, nanoparticles was characterized by X-ray
diffraction. While the morphology and the cluster size, were determined using scanning electron
microscopy. For a preliminary evaluation of the bactericidal properties of the ZnO,, the material
was exposed to Bacillus subtilis (ATCC 6051), Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) and it was found that the material has notorious antibacterial activity.
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INTRODUCCION

El ZnO, es un polvo sin olor, de color blanco o
ligeramente amarillento, cas insoluble en agua y
soluble en &cido. El ZnO, es un tipo de peréxido
muy estable a condiciones normales, pero cuando
Ilega a 150 °C empieza a descomponerse y generar
oxigeno, para formar ZnO. El ZnO, es un materid
semiconductor con un ancho de banda prohibida

de 4.20 eV [1], ademas es ampliamente utilizado
en laindustria, tal como laindustriadel caucho [2-
4], d procesamiento de plésticos [5], como
oxidante para explosivos y mezclas pirotécnicas
[6], y en los Ultimos afios en laindustria cosmética
y farmacéutica, como un aditivo antiséptico en €
tratamiento de las enfermedades de la piel [7-9].
También e ZnO, puede usarse en procesos de
fotocatdlisis [10] y como precursor para la
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preparacion de nanoparticulas de ZnO [11-13].

La preparacion de ZnO, es producida
principalmente a partir de los siguientes reactivos:
Zn0O, Zn(OH),, ZnEt,, Zn(NOs),, ZnCl, 0 ZnCOs.
En € presente articulo reportamos la sintesis del
nanoparticulas de ZnO, mediante la técnica de sol-
gel, empleando acetato de zinc di-hidratado
(Zn(CHC00),.2H,0) y peroxido de hidrégeno
(H20,) d 30% en un medio acuoso. Durante la
sintesis, € sol fue expuesto a radiacion UV a
diferentes periodos de tiempo.

PARTE EXPERIMENTAL
Sintesis de las nanoparticulasde ZnO,

Para la sintesis de las nanoparticulas de ZnO, se
utiliz6 e méodo sol-gel, para elo se diluyo
inicialmente 5 ml de H,O, a 30 % con 50 ml de
H,O y se agité hasta homogenizar la solucion,
luego se disolvié 1g de Zn(CH3COO0),.2H,0 en la
solucién antes de empezar a irradiarla con una
[&mpara de luz UV. Lairradiacién del sistema se
reaiz6 para diferentes tiempos empleando una
l&mpara de 300 W UltraVitaux (Osram). La
Figura 1 muestra d montge empleado, todo €
sistema de sintesis se colocd dentro de una camara
oscura para evitar cualquier dafio ocasionado por
la radiacion UV. Luego de haber obtenido un gel
particulado e medio se centrifuga, para separar y
luego lavar, las particulas precipitadas. Las
nanoparticulas son secadas a una temperatura de
80°C durante 12 horas.
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Fig. 1 Montaje de experimental empleado para la
sintesis de nanoparticulas de ZnO, usando
radiacion UV.
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Andlisisdelas nanoparticulasde ZnO,

La caracterizacion estructural y morfolGgica de las
nanoparticulas es de gran importancia para
interpretar sus propiedades tanto fisicas como
guimicas, y también lo ser& para poder explorar las
aplicaciones microbioldgicas que se puedan
estudiar.

En esta seccion presentamos € estudio estructural
realizado mediante Difraccion de Rayos-X (DRX),
e estudio morfolégico realizado por Microscopia
Electronica de Barrido (MEB) y findmente se
presentan  las pruebas preiminares  de
microbiologia redizadas  exponiendo las
nanoparticulas de ZnO, a las cepas Bacillus
subtilis (ATCC 6051), Escherichia coli (ATCC
25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Difraccion de rayos X

La caracterizacion estructural de las nanoparticulas
de ZnO, se rediz6 por DRX empleando un
difractdmetro Rigaku Miniflex || Desktop operado
con una fuente de radiacion de CuKal (A=0.15045
nm) a 30 kV, 20 mA y con una velocidad de
barrido de 3°/min.

Para €l andlisis de los difractogramas se utilizo €
programa TOPAS-Academic [14] que provee una
aproximacion general de la convolucién y
refinamiento de los datos con una variedad de
perfiles numéricos, sin la necesidad de una
convolucién analitica. Esto se logra con funciones
gue representan, la fuente de rayos X, la
aberracion del  difractometro (didmetro del
goniometro, s usa monocromador, rgillas, etc.),
asi como la contribucion de la muestra (tamafio del
cristalito y microdeformacion). Este método es
conocido como aproximacién por parametros
fundamentales (APF).

En € presente trabgjo todos los difractogramas
pudieron gjustarse satisfactoriamente usando una
sola fase correspondiente al ZnO,, que posee una
estructura cubica con grupo espacid Pa3 y
pardmetro de red de 4.874 A, donde las posiciones
del Zny O estén localizados en los sitios (0, 0, 0) y
(0.413, 0.413, 0.413), respectivamente [1].

La Figura 2 muestra los difractogramas obtenidos
para las nanoparticulas sintetizadas con y sin
radiacion UV.
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Fig. 2 Difractograma de Rayos X de
nanoparticulas de ZnO, sintetizadas con
(120min) y sinirradiacion UV (0 min).

Se pueden observar notoriamente cinco picos
anchos asignados a las reflexiones [111], [200],
[220], [311] y [222] del ZnO, [1]. Débilmente se
registran dos protuberancias que corresponderian a
las reflexiones [210] y [211] también
correspondientes a  ZnO, [1]. Mediante €
Refinamiento de Rietveld [15] y € APF se obtuvo
para las dos muestras andizadas con y sin
radiacién UV que € tamafio de cristalito promedio
es de 6 nm y 9 nm, ademéds poseen una
microdeformagcion de 0.24 y 0.22,
respectivamente. La Figura 3 muestra los
difractogramas obtenidos para las nanoparticulas
sintetizadas para diferentes tiempos de irradiacion
UV (30, 60, 120 min). De manera andloga a la
figura anterior se presentan notoriamente |os cinco
picos anchos y las dos pequefias protuberancias
antes identificados y asignados a ZnO,. Mediante
el Refinamiento de Rietveld se obtuvo, para las
tres muestras analizadas (30, 60 y 120 min) los
siguientes tamarios de cristalito con los respectivos
valores de microdeformacién indicados en
paréntesis. 6 nm (0.19), 7 nm (0.19) y 8 nm (0.12).
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Fig. 3 Difractograma de Rayos X de
nanoparticulas de ZnO, sintetizadas para
diferentes tiempos deirradiacion UV.

Microscopia electrnica de barrido

El andlisis morfolégico de las nanoparticulas de
Zn0O, se realizd mediante microscopia electronica
de barrido usando un microscopio €ectrénico
marca Jeol JSM-6300 operado con una aceleracion
deelectronesde5kV.

La Figura 4 muestra las imégenes de las
nanoparticulas obtenidas para 30 min de
irradiacion UV.

Las Figuras 4ay 4b muestran dos magnificaciones
diferentes (100 KX y 200 KX respectivamente).

Las nanoparticul as son conglomerados esféricos de
entre 80 y 100 nm, de una apariencia racimosa
(smilar d que en la naturaleza se observa en la
frambuesa).

Las peguefias nanoparticulas que constituyen cada

uno de los conglomerados son cristalitos, que en
tamafio no se pueden resolver por estatécnica.
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Fig. 4 Micrografias electrénicas de barrido para
nanoparticulas obtenidas mediante 30 min
de irradiacion UV, tomadas a diferentes
magnificaciones (a) 100 kX y (b) 200 kX.

Evaluacion dela actividad antimicrobiana

No se conoce una metodologia para la evaluacion
de las propiedades bactericidas de los materiales
semiconductores nanoestructurados. EI método
més comunmente utilizado en laboratorio por su
sencillez y rapidez, es el de difusion por discos en
agar, que es Uutilizado para generar datos
cuditativos [16]. Mediante este méodo se
realizaron |os estudios preliminares de la actividad
antimicrobiana de |as nanoparticulas de ZnO,, para
lo cua se emplearon 3 cepas bacterianas: Bacillus
subtilis (ATCC 6051), Escherichia coli (ATCC
25922) y Saphylococcus aureus (ATCC 25923).
Todas las pruebas de actividad antimicrobiana se
realizaron incubando las cepas con pequefias
cantidades de las nanoparticulas de ZnO,, a una
temperatura de 37°C en una estufa por un tiempo
de 24 h, luego de ese tiempo se procedio a medir
los halos de inhibicién correspondientes.
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(b) 30 min

(e) 120 min

Fig. 5 Anélisis de la actividad antimicrobiana de
las muestras de ZnO, en cepas de Bacillus
subtilis. Las muestras corresponden a
diferentes tiempos deirradiacion UV.

Las Figuras 5y 7 muestran las imégenes de los
andlisis microbiol 6gicos realizados para diferentes
cepas. Para cada uno de los cultivos se colocaron
muestras de nanoparticulas de ZnO, obtenidas a
diferentes tiempos de irradiacion UV: (a) O min,
(b) 30 min (c) 60 min y (d) tiene 120 min
respectivamente.

La Figura 5 muestra los resultados obtenidos para
las particulas de ZnO, en cepas de Bacillus
subtilis. Se pueden observar en todas las muestras
halos ligeramente opacos y grandes (entre 5y 7
mm). La opacidad es indicativa de un crecimiento
parcia de bacterias dentro del halo.
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(a) 0 min (b) 30 min

(c) 60 min (d)90 min

(e) 120 min

Fig. 6 Andlisis de la actividad antimicrobiana de
las muestras de ZnO, en cepas de
Escherichia coli. Las muestras
corresponden a diferentes tiempos de
irradiacién UV.

La Figura 6 presenta la imagen del andlisis
obtenidos para las nanoparticul as de ZnO, en cepas
de Escherichia coli.

En este caso se observan anillos muy pequefios (~
2 mm) pero limpidos y transparentes. Lo que seria
indicativo de un débil proceso bactericida del
producto.

Finalmente la Figura 7 muestra la imagen de los
andisis readlizados para las nanoestructuras de
ZnO, en cepas de Saphylococcus aureus. En este
caso se observan halos de inhibicion transparentes
y muy grandes (~ 10 mm), lo que claramente
mostraria la propiedad bactericida de las
nanoparticulas de ZnO, ante estas cepas.

(b) 30 min

(¢) 60 min (d) 90 min

(e) 120 min

Fig. 7 Andlisis de la actividad antimicrobiana de
las muestras de ZnO, en cepas de
Saphylococcus aureus. Las muestras
corresponden a diferentes tiempos de
irradiacion UV.

DISCUSIONES

De los estudios de rayos X se observa que
conforme se incrementa € tiempo de irradiacion
UV € tamafio promedio de cristaito se incrementa
y, la microdeformacion disminuye. Por otro lado
las imagenes de microscopia el ectronica de barrido
muestran gque esta técnica produce una distribucion
de nanoparticulas uniforme.

Si bien es cierto que los analisis microbiol égicos,
se han desarrollado considerando una evaluacion
cualitativay no se ha estandarizado la metodologia
para e estudio de las nanoparticulas para agentes
patégenos; se tiene que las nanoparticulas de ZnO,
estudiadas, presentan una buena actividad
bactericida
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No se observa una relaciéon entre € tiempo de
irradiacion UV y su propiedad bactericida, solo
hay una diferencia entre las muestras obtenidas sin
irradiar UV vy las irradiadas, la muestra obtenida
sin irradiar tiene un halo de inhibicion con bordes
irregulares no muy definida, mientras que las
muestras obtenidas con irradiacion UV presentan
halos con bordes irregulares y mas limpidos. Adn
desconocemos cuaes son los sitios activos, que
debido a la radiacion UV, se generan en las
nanoparticulas. Y estas a su vez presentan mayor
carécter bactericida Este tema es en definitiva de
gran interés para un estudio posterior.

CONCLUSIONES

Nanoparticulas de ZnO, fueron sintetizadas por la
ruta sol-gel empleando como agente externo
radiacion UV. El tamafio de las crigtditos
determinado por DRX fueentre 6y 9 nm con una
presencia de microdeformacién entre 0.19 y 0.24.
Los nanocristales se encuentran conglomeradas en
esferas que muestras una apariencia racimosa, que
presentan tamafios entre 80 y 100 nm. Las
nanoparticulas evaluadas cualitativamente ante las
cepas bacterianas seleccionadas presentaron una
gran actividad antimicrobiana para omitir €
Saphylococcus aureus.
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