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RESUMEN

El presente trabajo consiste en la sintesis y caracterizacion del nanocompuesto
magnético de magnetita/plata (FesOs/Ag) y la evaluacion de sus propiedades
antibacterianas frente a la bacteria Gram negativa Enterobacter aerogenes y la Gram

positiva, Enterococcus faecalis.

Se prepararon las MNPs de magnetita por método sol-gel utilizando la sal de FeCl>
como precursor, citrato de sodio NasCsHsO7 como estabilizante, nitrato de sodio
NaNO3z como agente oxidante y bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) como
surfactante. Posteriormente, sobre la dispersion coloidal de magnetita se realizo la
reduccion quimica in situ de iones plata con glucosa y como dispersante a la
polivinilpirrolidona (PVP) para obtener el nanocompuesto donde las NPs de plata se
encuentran sobre las MNPs de Fe3Oa.

Se realizaron estudios morfolégicos y espectroscopicos de las MNPs de magnetita
y del nanocompuesto mediante las técnicas de caracterizacion de: espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, espectroscopia
Mdssbauer (MS), difraccidn de rayos X (DRX), espectroscopia UV-Visible, dispersién
de luz dinamica (DLS), microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X (EDS). Las MNPs de magnetita fueron esféricas con un
tamario medio de 7.75 nm y el nanocompuesto tiene un tamafio medio de 10.13 nm,
segun SEM.

El efecto antibacteriano se estudié utilizando un meétodo estdndar ASTM
modificado para determinar la actividad antibacteriana de agentes antimicrobianos
inmovilizados bajo condiciones de contacto dinamico y luego se realizé el conteo de

colonias por diluciones seriadas frente a las cepas bacterianas Gram negativa

Xl



Enterobacter aerogenes y la Gram positiva, Enterococcus faecalis. Los resultados

indicaron inhibicion total del crecimiento bacteriano con el uso del nanocompuesto.

La bacteria Enterobacter aerogenes (coliformes totales) es un indicador segun la
Norma Técnica Nacional (NTN ITINTEC 214.003) y la bacteria Enterococcus faecalis
es un indicador de contaminacion fecal humana en aguas y genera una mayor
incidencia de enfermedades gastroinstentinales. La bacteria Enterococcus faecalis
también es uno de los indicadores bacteriol6gicos més eficiente para evaluar la calidad
de agua de mar, debido a que es muy resistente a las condiciones salinas de este medio
y ademads, esta relacionada directamente con gastroenteritis, enfermedades
respiratorias, conjuntivitis y dermatitis, entre otras. Esta bacteria como parte de los
Estrepcocos fecales es el mejor indicador de contaminacion fecal en lugar de los
coliformes. Por estos motivos, se estudido la actividad antimicrobiana del
nanocompuesto frente a estas bacterias ya que en un futuro puede ser aplicado en

tratamientos de aguas contaminadas.

Finalmente, los resultados encontrados demostraron las propiedades inhibitorias de
crecimiento del nanocompuesto magnético de magnetita/plata (FesO4/Ag) sintetizado
frente a las bacterias Enterobacter aerogenes y Enterococcus faecalis con una

eficiencia del 100%.
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ABSTRACT

The present work consists in the synthesis and characterization of the magnetic
nanocomposite of magnetite/silver (FesO4s/Ag) and the evaluation of its antibacterial
properties against Gram-negative bacteria Enterobacter aerogenes and Gram-positive,

Enterococcus faecalis.

The magnetite MNPs were prepared by sol-gel method using the salt FeCl; as a
precursor, sodium citrate NazCeHsO7 as a stabilizer, sodium nitrate NaNOsz as an
oxidizing agent and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) as a surfactant.
Subsequently on the colloidal dispersion of magnetite, in-situ chemical reduction of
silver ions with glucose and polyvinylpyrrolidone (PVP) as a dispersive agent was

carried out to obtain the nanocomposite where the silver NPs are on the FesO4 MNPs.

Morphological and spectroscopic studies of nanoparticles of magnetite and
nanocomposite were carried out using the following techniques of characterization of:
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy, Mdssbauer
spectroscopy (MS), X-ray diffraction (XRD), dynamic light scattering (DLS),
scanning electron microscopy (SEM) and energy-dispersive X-ray spectroscopy
(EDS). The size of the magnetite MNPs were in general spherical, with a diameter of
7.75 nm and 10.13 nm for the nanocomposite, according to scanning electron

microscopy (SEM) measurement.

The antibacterial effect was studied using a modified standard ASTM method to
determine the antibacterial activity of immobilized antimicrobial agents under
dynamic contact conditions and then the colonies were counted by serial dilutions
against the Gram negative Enterobacter aerogenes and Gram positive, Enterococcus
faecalis bacterial strains. The results indicated total inhibition of bacterial growth with
the use of the nanocomposite.
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The bacteria Enterobacter aerogenes (total coliforms) is an indicator according to
the National Technical Norm (NTN ITINTEC 214.003) and the bacterium
Enterococcus faecalis is an indicator of human faecal contamination in waters and
generates a higher incidence of gastrointestinal diseases. The bacterium Enterococcus
faecalis is also one of the most efficient bacteriological indicators to evaluate the
quality of sea water, because it is very resistant to saline conditions of this medium
and is directly related to gastroenteritis, respiratory diseases, conjunctivitis and
dermatitis, among other. This bacteria as part of faecal Strepococci is better indicator
of fecal contamination than the coliforms. For these reasons, the antimicrobial activity
of the nanocomposite against these bacterias will study in the future it could be apply

in contaminated water treatments.

Finally, the results indicate that the magnetic nanocomposite of magnetite/silver

(FesO4/Ag) synthesized can be potentially used in microbiological water disinfection.

XVI



INTRODUCCION

Los nanomateriales tienen un amplio rango de aplicaciones, como en biotecnologia
en separadores y sensores de alta sensibilidad [1]. La confluencia de la nanotecnologia y

la biologia puede abordar varios problemas relacionados a la salud y la medicina [2].

Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) se utilizan como agentes de contraste para
imagen de resonancia magnética (IRM) [3,4], en hipertemia para tratamientos de
tumores [3,4], impresion de tintas magnéticas [3], en biomedicina como en la

administracion dirigida de farmacos (drug delivery) [1,3] y en remediacion ambiental.

Para aplicaciones de tratamientos de aguas y en biomedicina, las MNPs deben ser
bien dispersables en su medio, quimicamente estables, biocompatibles y poseer sitios
activos en su superficie [5]. La superficie de las nanoparticulas magnéticas se puede
modificar con polimeros de cadena larga para proporcionar repulsién estérica [4] o con
moléculas cargadas para proporcionar repulsion electrostatica [6] entre las

nanoparticulas.

Entre los nanomateriales con actividad antibacteriana, se encuentran el 6xido de zinc,
Oxido de cobre, oro, hierro, diéxido de titanio, magnesio, alginato y plata. La plata es el
méas prometedor, debido a sus propiedades inherentes tales como, alta estabilidad
térmica, durabilidad, buena actividad antibacteriana, poca toxicidad a las células,

versatilidad (variedad de microorganismos), y actividad a largo plazo [2, 4, 7].

Existen posibles mecanismos de la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de
Ag que incluyen: (1) ataque directo y dafio a la membrana celular, (2) generacion de
cepas reactivas de oxigeno (ROS), (3) interrupcion de la produccion de la adenosina
trifosfato (ATP) y (4) cese de la replicacion del ADN [8]. EI mecanismo (1) sugiere
que los iones de plata interacttan con los grupos sulfhidrilo o grupos tiol (-SH), en las
membranas de bacterias, causando la interrupcién de su permeabilidad y lo que conduce

a la muerte celular microbiana [4].



Las nanoparticulas de plata usadas en tratamiento de aguas pueden tener algunos
riesgos potenciales debido a que estas son demasiados pequefias para ser eliminadas por
filtracion o centrifugacion y la alta concentracion de nanoparticulas de plata residual son
toxicas en el agua [9]. El nivel maximo de contaminacion para la plata en el agua
potable es 100 ppb [10] y el limite de exposicion ocupacional de las diversas formas de
plata es 0,01mg / m3 [11], los cuales se establecieron con el fin de evitar la acumulacion
de plata en el cuerpo humano. Cabe resaltar, que muchos investigadores confirman la
relacién de las nanoparticulas de plata con la argiria y toxicidad clinica de las células de
mamiferos y otros organismos acuaticos [12]. Por lo tanto, es recomendable separar
estas nanoparticulas después del tratamiento e inhibicion de las bacterias. Un
inconveniente de este tipo puede ser resuelto con el uso de nanoparticulas de plata sobre
nanoparticulas magnéticas (MNPs), de modo que puedan separarse utilizando un campo
magnético externo. Esto seria beneficioso en una situacion donde la filtracion no es una

opcion sencilla. [13].

En la literatura, se describen algunos métodos de sintesis de nanoparticulas de 6xido
de hierro/plata. Bao et al. [14] inform6 un método para la preparacion de nanoparticulas
heterodiméricas de Ag -FesO4 que eran sintetizados por la reduccion de Ag en presencia
de nanoparticulas de magnetita. Se han reportado otras rutas de sintesis para
nanocompuestos Ag-FesOs 0 Fes04-Ag [4, 15-23]. Li y Liu [24] presenta un método
para fabricacion de particulas de Ag/ y-Fe2O3 con un diametro en el rango de 200 y 300
nm, mientras que Chen et.al. [25] reporté una sintesis de nanoestructuras magnéticas
SiO2 /Fe304 /Ag con un tamafio de alrededor de 200 nm. lvashchenko et al. [26]
sintetizan nanocompuestos de magnetita/plata/antibiotico para terapia antimicrobiana.
Amarjargal et.al. [27] sintetizan nanocompuestos Ag/FesO4 por sintesis hidrotermal.
Existen otros trabajos como la preparacion de nanoparticulas core-shell de 6xido de
hierro/plata con aplicaciones antibacterianas [28-30]. Sin embargo, la agregacion de
estas nanoparticulas debido a las fuerzas de atraccion electrostatica y magnética es una
limitacién importante en el proceso de sintesis y, particularmente, cuando se aplica en la
practica [1,31]. Para superar estos problemas, las nanoparticulas se pueden dispersar con
polimeros que proporciona buena estabilizacion y buena dispersabilidad en el medio
como los surfactantes bromuro cetiltrimetilamonio (CTAB) [32] y polivinilpirrolidona
(PVP) [21, 33-34].



En el presente trabajo de tesis, se reporta el procedimiento de sintesis para el
nanocompuesto FesO4/Ag con propiedades antibacterianas sobre Enterobacter
aerogenes y Enterococcus faecalis. Este procedimiento implica la preparacion de las
nanoparticulas de magnetita (FesOa4) y luego sobre la dispersion coloidal de las MNPs se
procede a la reduccion quimica in situ de los iones plata con glucosa como agente

reductor y PVP como dispersante para la formacion del nanocompuesto FezO4/Ag.

Justificacién e importancia del trabajo

El crecimiento de bacterias no deseadas resulta un problema en el almacenamiento
de alimentos, salud, productos textiles, fibras, recubrimientos, pinturas y aguas [7]. El
desarrollo de nuevas alternativas para eliminar o inhibir el crecimiento de las bacterias
alienta a encontrar en la nanotecnologia una plataforma para encontrar materiales con

propiedades antibacterianas.

La falta de acceso a agua limpia y potable es un problema a nivel mundial, la
Organizacion Mundial de la Salud estima al menos 846 mil muertes al afio debido al
consumo de agua contaminada con bacterias (OMS, 2016) [35]. Estos problemas
afectan también al Per( en su mayoria a zonas en provincia, que aln esta en proceso de
mejorar la infraestructura en tratamiento de agua a gran escala; asi como obtener
alternativas durante los desastres naturales que acontecen al pais, cuando los
suministros de agua potable son dificiles de obtener, debido a la contaminacién y dafios
en la infraestructura. Muchos métodos y agentes tanto fisicos como quimicos son
ampliamente utilizados en el caso de tratamiento de aguas residuales con halégenos
como cloro y bromo, que son ampliamente utilizados como agentes antimicrobianos,
pero el uso directo en forma pura como bactericida tiene muchos problemas debido a su
alta toxicidad. En el ambito de la purificacion del agua, la nanotecnologia ofrece la

posibilidad de una eliminacién eficaz de contaminantes y microorganismos.

Las nanoparticulas de 6xido de hierro como la magnetita representan uno de los
candidatos méas adecuados para la preparacion de nanoparticulas magnéticas debido a su
aplicacion magnética (por ejemplo, superparamagnetismo) y propiedades bioquimicas
(por ejemplo, no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad) y bajo precio [3].



Las nanoparticulas de plata representan otra rama importante de interés en
nanotecnologia; las cuales exhiben notables propiedades Odpticas, cataliticas y en

especial antimicrobianas.

El propdsito del trabajo es el uso combinado de las propiedades antibacterianas y
magnéticas del nanocompuesto de NPs-Ag sobre MNPs. Las nanoparticulas de plata
tienen propiedades antibacterianas e inhibitorias aplicables en tratamientos de agua,
mientras que las nanoparticulas de magnetita pueden facilitar el transporte del agente
antimicrobiano y su posterior proceso de separacion debido a sus propiedades

magnéticas evitando procesos donde la filtracion no es sencilla.

Se realiz6 las pruebas antimicrobianas contra las bacterias Enterobacter aeregenes y
Enterococcus faecalis ya que son microorganismos indicadores de contaminacion en los
cuerpos de agua. La bacteria Enterobacter aerogenes (coliforme) esta considerada como
un microorganismo indicador segin la Norma Técnica Nacional (NTN ITINTEC
214.003). La bacteria Enterococcus faecalis es un subgrupo de los Estreptococos
fecales y es considerado como otro indicador de contaminacion fecal [36]. Un alto
riesgo de contaminacion representa que el agua potable contenga material fecal. Por este
motivo se estudié ambas bacterias, para que en un futuro el trabajo de tesis pueda ser
aplicable en la desinfeccion microbioldgica de aguas contaminadas.

Hipotesis

Las nanoparticulas de plata soportadas sobre las nanoparticulas magnéticas de
magnetita sintetizadas por método sol-gel muestran actividad antimicrobiana y
propiedades magnéticas para que puedan ser removidas. En este trabajo se comprobara
el poder antimicrobiano del nanocompuesto frente a las bacterias poco estudiadas como
las Gram negativa Enterobacter aerogenes y Gram positiva Enterococcus faecalis, las
cuales son organismos indicadores de contaminacion fecal en aguas para consumo

humano y aguas de mar.



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

e Desarrollar un método de sintesis para el nanocompuesto de magnetita/plata
(FesO4/AQ) vy evaluar la actividad antibacteriana frente a las bacterias Gram

negativa Enterobacter aerogenes y Gram positiva Enterococcus faecalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de magnetita por método sol gel.

e Sintetizar y caracterizar nanompuesto de magnetita/plata (FesO4/Ag), a partir de

la reduccion quimica de los iones plata sobre las nanoparticulas de magnetita.

e Determinar la eficiencia antibacteriana del nanocompuesto Fe304/Ag frente a la
bacteria Gram negativa Enterobacter aerogenes y la bacteria Gram positiva

Enterococcus faecalis usando un método estandar ASTM modificado.
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Capitulo 1

MARCO TEORICO

1.1 Proceso sol-gel

El proceso sol gel puede definirse como la produccion de 6xidos inorganicos a partir de
dispersiones coloidales o de alcoxidos metélicos [37]; apropiada para la preparacion de
vidrios, ceramicos, nanoparticulas, etc. [37-39]. Los soles y geles constituyen la etapa
transitoria entre la formacion de especies en solucion y la precipitacion de un solido;

también pueden ser los productos finales que se desean obtener.

El proceso sol gel comprende una serie de técnicas y rutas para sintetizar los materiales
que se desean y que dependen béasicamente del compuesto de partida y del producto
sintetizado. EIl proceso sol-gel busca obtener particulas monodispersas, controlando los
aspectos que corresponden a la formacion de centros de nucleacion, el crecimiento que

estos experimentan y la influencia del tipo de cation en el sélido final obtenido [40].

En el proceso sol-gel se logra el control de la pureza de los reactivos, el grado de
homogeneidad de la mezcla de precursores, y de la microestructura (uniformidad y

distribucion de tamafios de particulas) [37].

La comparacion mas resaltante con otros metodos, es su bajo costo de produccion, sin
embargo toma buena cantidad de tiempo sintetizar un material; entre 2 a 3 horas por cada

etapa, sin tener en cuenta los procesos de purificacion y secado [37].
1.1.1 Precursores en el proceso sol-gel [37]

El precursor es la solucion que contiene al cation M presente en el sol o gel obtenido al
final del proceso. Sus reacciones quimicas son complejas e involucran una competencia

entre la hidrdlisis, la nucleacion, el crecimiento y la formacién de una fase solida



Capitulo 1: Marco Tedrico

(reacciones responsables de la dispersion controlada de las particulas coloidales en un sol o
su aglomeracion en un gel). Los precursores se pueden clasificar en sales metalicas y
alcoxidos. Las sales metélicas se representan por MmX,, donde M es el metal, X el anion,

m y n los coeficientes estequiométricos.

1.1.2 Modelo de carga parcial (MCP) [38,39]

El Modelo de la Carga Parcial (MCP), fue desarrollado por Henry y Livage [38,39],
involucran las reacciones por las que pasan los precursores en el proceso sol gel. Se enfoca
en las propiedades acido/base de acuocomplejos (polarizacion del agua de coordinacion),
reactividad de complejos en reacciones nucleofilicas (polaridad de unién) y la prediccién
de reacciones (distribucién de densidad electronica en los compuestos quimicos dada por la

carga parcial sobre los distintos atomos individuales). EI modelo se basa en:
i) Electronegatividad y dureza

Segun el principio de SANDERSON: “En cada sistema de 4&tomos en un estado de no
equilibrio, debe haber un flujo de densidad electronica desde las regiones de elevado
potencial a las regiones de bajo potencial, hasta que se alcance un equilibrio en la densidad
electronica”. Lo que involucra que la electronegatividad es un potencial quimico
electronico similar al potencial quimico termodinamico.

Considerando la definicion de la dureza de un &tomo segun Pearson:
Na = (1/2)(OW/ON)y (1.1)

La dureza refleja la resistencia del potencial quimico de los electrones a un cambio en el
ndamero de electrones alrededor del &tomo; relacionandola directamente con el tamafio del

atomo, debido a que E es proporcional a g2/r.
Na=AWAN (1.2)
He = He® - NaAN = -ya (1.3)

Donde pe° refleja el estado estandar del &tomo. El término maAN refleja la desviacion
del estado estandar debido a la variacion en la carga AN. A medida que un sistema se

confina en un espacio su dureza aumenta y su polarizabilidad disminuye.
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La definicion de Alfred-Rochow toma en cuenta el tamafio y la forma del atomo,
basandose en las interacciones electrostaticas entre electrones y nicleos Zet/r?; siendo Ze la

carga nuclear efectiva y r el radio covalente.

ii) Electronegatividad y carga

Considerando una combinacion de atomos neutros; los términos absolutos ya Y na del
atomo libre son sometidos a una perturbacion Ay y An debido al cambio de tamafio y
forma del atomo producido por efectos covalentes. El potencial electronico local en cada

atomo neutro es (yai + Ay).

Debido a la transferencia de electrones por la formacién del enlace, las cargas parciales
en los 4&tomos crean un potencial electrostatico adicional al potencial electronico local, que
consiste de un término (nai + An)di resultado del cambio en la carga 6i en el &tomo i, y un
término Y (6j/Rij) debido a las cargas vecinas &; de los atomos j a las distancias Rj. La

electronegatividad de la combinacion de atomos resultante:

0O
j
Zi = X +A;(+(77ai +A77)5i +y L (1.4)
JES IR
Esta expresion requiere del conocimiento de las perturbaciones a las cuales estan sujetas
la electronegatividad y la dureza. Ya que Ay y An son desconocidas, podemos escribir:

X = qat Ay (1.5)

N*=na+An (1.6)

La dureza y la electronegatividad estan relacionadas, ya que m es proporcional al
reciproco de la distancia, escogiendo la escala Alfred-Rochow (y o Zef/r?), se obtiene la

siguiente expresion:

n* = K[ *]¥2 k: constante (1.7)
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Tabla 1. Electronegatividades y“en la escala de Alfred Rochow. [36].

H He
2.10 3.20
u Be B C N Q F Ne
0.97 ) 1.57 2,02 || 2.50 | 3.07 || 3.50 4.10 | 5.10
Na | Mg Al | Si P 5 d | Aar
1.01) 1.29 147 |1.74 | 2.11 | 2.48 | 2.83 |5.10
K | Ca| S || Ti v CrfMn|| Fe | Co || Ni | Cu| Zn | Ga | Ge | As || Se | Br | Kr
0.91)1.0411.23)1.32]1.56]159)(163)17211.75((1.80)1.75|/1.661.82]2.00]2.20) 2.50269]3.10
Rb | S Y Fig Nb | Mo || Tc | Ru | Rh || Pd | Ag | Cd In | 5n | Sb Te 1 Xe
0.89) 0.99 §|1.19 || 1.29 ] 1.45 | 1.56|| 1.67 ) 1.78 | 1.84 || 1.85 ) 1.68 | 1.60 | 1.49 | 1.89 | 1.98 || 2.15 | 2.33 | 2.60
Cs | Ba . Hf | Ta W || Re | Os Ir Pt | Au | Hg || Ti [+ Bi Po | At | Rn
0.87 ) 0.89 1.36 | 1.50 | 1.50| 1.88 ) 1.99 | 2.05 || 200 | 2.02 | 1.80 |(1.60 | 1.92 | 2.03 || 2.12|| 2.28 | 2.30
Fr Ra ..

0.86 | 0.95

L18)1.17 118 ) 1.9 | 1. 20 1.20 )| .13 ||1.27 | 1.24 || 1.26 || 1.28 || 1.30 ) 1.30 | 1.24 § 1.36
Ac |[Th fPa| U [ Np | Pu ||Am | Cm | Bk || ©f || Es || Fm | Md | No | Lw
1.121.24)1.22 ) 1.24 |1 1.22 | 1.24 )| 1.25 || 1.20 | 1.20 || .20 || .20 || 1.20 ) 1.20 | 1.20 § 1.20

iii) Célculo de la electronegatividad promedio

En una primera aproximacion, la perturbacion inducida en un atomo i debida a los
atomos vecinos es mucho menor que la perturbacion producida por la carga i en el &tomo
i. La electronegatividad del a&tomo i se puede escribir como:

xi =A™+ Ni*di (1.8)
Donde:  n* = K[1*]"? (L.9)

La constante k calculada en funcion a las cargas del NaF [6Na — 6F =0.75] fue
propuesta por Sanderson, usando la escala Alfred Rochow (Tabla 1), k=1.36. En el

equilibrio, para la combinacion, el principio de igualdad de electronegatividad indica:

xi* + ni*8i =y (111)
De donde se obtiene: 5 LZI*
17i (1.12)
La conservacion de las cargas impone:
Y 6=1 (1.13)
Se obtiene: Z 4 +1.362
X = Iz::l' (1.14)
Y Zi*
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iv) Relacion pH- electronegatividad

A escala macroscopica, el potencial quimico de un proton en solucion es:

ty = uf, +RT Inay, = u, —0.06 pH (1.15)

Donde aH es la actividad del proton, y RT In a1 = 0.06 log a 298K.

A nivel microscépico, considerando que la electronegatividad representa el potencial

quimico de los electrones, y = -pe, podemos escribir:
My ==Ky (1.16)
miy =—ky[Hy0,1" (1.17)

Donde se ha elegido a [H9O4]" como estado de referencia (pH=0) para el proton

solvatado, por lo tanto:
2w = 2[HO,T" —Of “pH=7  con 2HO,]" =2.621 (1.18)

Debemos asumir que la dilucion del protén en solucion aumenta su deslocalizacion
a través de un gran numero de moléculas de agua. Por tanto, a pH = 7, la concentracion del
protén se vuelve muy pequefia, con lo cual podemos considerar a la especie [H*, (H20)n]
en el cual n es muy grande. El valor de k, que relaciona la escala de pH con la de la

electronegatividad, se obtiene considerando que a pH =7, ys =y[H20]=2.491.
xs = 2.621 — 0.02pH (1.19)
1.1.2.1 Propiedades acido-base de cationes en solucion acuosa

Si se considera un elemento M** que puede existir de la forma molecular MOnH2n-z,

esta puede tener dos comportamientos extremos en agua:
Puede actuar como un &cido fuerte:

[MONH2n-z] — [MOnNH2N-z-1] + HT
Puede actuar como una base fuerte:

[MOnHa2n-z] + H20 — [MONH2n-z+1]" + OH

10
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[MONH2n-z] — [MOn-1H2n-z1]" + OH"

Antes de tratar estos 2 comportamientos, se aplica el PCM al agua para calcular las
cargas parciales de los atomos de oxigeno y de hidrogeno presentes, asi como la

electronegatividad del agua.

A pH=7 podemos considerar que solo hay moléculas de agua en el liquido; aplicando la

ecuacion 1.14 para el H20:

2.7+ e
Yo = H: 2.491 (1.20)

NP

Aplicando en la ecuacion 1.12, se tiene:

2.49-2.10
Sy =02~ 102 (1.21)
" 1.364/2.10
2.49-350
1.36-/3.50

(1.22)
a) Comportamiento acido:

Se lleva a cabo por el intercambio de un proton entre la forma molecular del

compuesto y el solvente. Se debe considerar el siguiente estado de transicion:
[MOnH2n-z4] ...H...OH2

Si la carga en el oxigeno del agua 3(OH20) €5 mas negativa que la del oxigeno en la
forma basica del complejo metalico 6(Op-), 6(Op-) >8(Own20), €s decir, si la
electronegatividad promedio de la forma basica es tal que yp- > yH20, €l proton tendera
a ser solvatado por el agua. Si por el contrario, 8(Op-) <6(OHz0), es decir, yp- <yH20, €l
proton permanecera en la esfera de coordinacion del cation y el complejo no tendra

propiedades &cidas. El punto critico para estas dos situaciones es:
Yp- = YH20 = 2.49 (1.23)
El balance de carga para el complejo [MOnH2n-z-1] resulta:

§(M) + N. 8(0) + (2N-z-1). §(H) = -1 (1.24)

11
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Reemplazando 6(H) = +0.2 y &(0) = -0.4 en la ecuacion 1.26; y considerando
YH20 = 2.49 , se obtiene:
2497w
1.36+/ 7"

Reemplazando las ecuaciones, considerando la variable~ ¥u se puede calcular la

S(M) = (1.25)

electronegatividad critica, ya: que indica el limite del comportamiento &cido de la

forma neutra del cation de carga formal z:

Zn, =—0.136(z —4) +-/[0.136(z — 4)]* + 2.49 (1.26)

Para un cation dado, si x'm > yaz , entonces MOnH2n-z es un acido fuerte.

b) Comportamiento bésico:

Se lleva a cabo por el intercambio de un ion OH" entre la especie molecular y la

solucion:
[MOn-1H2n-z1]*...OH"...OH2

Si la carga en el H de la forma acida del complejo es menor que la del H del agua,
d(Hpt) > 6(Hh20), es decir, si ypt < yH20, €l ion OH" sera solvatado por el agua. Si por
el contrario, 6(Hpt) < 8(Hh20), 0 ypt+ > yH20, €l ion OH™ estara mas estable en el
complejo, por lo que el complejo no exhibird propiedades basicas. El punto critico
para estas dos situaciones es:

Yo' = YH20 = 2.49 (1.27)
El balance de carga para el complejo [MOn-1Han-z-1]" €s:
3(M) + (N-1). 8(0) + (2N-z-1). 8(H) = +1 (1.28)

Considerando s, como la electronegatividad critica para el comportamiento

béasico de la forma neutra del cation de carga formal z:

(45, =—0.136(z +4) +./[0.136(z + 4)]? + 2.49 (1.29)

Si y'm < yg.z, entonces MOnHa2n-z es una base fuerte.

12
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1.1.2.2 Hidrdlisis

La hidrolisis es la desprotonacion de un cation metélico solvatado por una o mas de las
moléculas de agua que rodean al metal M en la primera capa de solvatacion, transformando
al ligando acuo que esta enlazado al metal en un ligando hidroxo, si sélo un protén se

pierde, o en un ligando 0xo, si es que los dos protones se pierden.

a) Formacion de ligandos hidroxo:

Formados cuando el metal solvatado acta como un acido y cuando el agua puede

actuar como una base de Lewis.
[M(OH)N]Z + H20  —  [M(OH)(OH2)n-1]%V* + H3OF ... Kut

K11 es la constante de equilibrio de la primera reaccion de desprotonacion de un
complejo, que comprende solo a un atomo metélico. Para h pérdidas de proton

consecutivas, se obtiene:
[M(OHN]Z +h H20  —  [M(OH)n(OH2)n-]@M* + h H3O*

El complejo [M(OH2)n]** es la forma mas é&cida entre los acuo-hidroxo complejos;

y [M(OH)n(OH2)n-n]@M* es la forma mas basica de estos complejos.
b) Formacion de ligandos oxo:

Un ligando oxo es un anién O? enlazado al metal M dentro del complejo. Este
ligando se forma por la desprotonacion de un ligando hidroxo:

[M(OH)(OH2)n-1]“* + H:O0  «  [MO(OH2)n1]*?* + H30*
El producto obtenido, [MO(OH2)n-1]%?*, es un acuo-oxo complejo.

Mediante el MCP, la electronegatividad de un complejo se calcula a partir de su

carga formal y la electronegatividad de Alfred Rochow de cada &tomo en el complejo.

La electronegatividad de un acuo-hidroxo complejo [M(OH)n(H20)n-n]@M* en el

equilibrio, es igual a la de la solucion:

1(IM(OH)n(H20)n-n] " ) = y(complejo) =x(C) = x(s)=x(Hz20) ~ (1.30)

13
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Igualando la ecuacion 1.14 y la ecuacion 1.19, se tiene:

(c M+ NMHZN h)%f%(z ") _ 2621 0.02pH (1.31)

s

Reordenando y empleando la tabla 1, se obtiene:

®

_ (1J(1.362 — N(0.236 - 0.038 pH) -
Am

2.621-0.02pH — 47, (1.32)
1+0.014 pH

apH=0 — h=1.362—0.24N — 202~ 2. (1.33)

A

b 11474 005N _ 08362341 7;,)
apH=14 — T (1.34)

Por lo tanto, con la ecuacion se puede calcular el numero (h) de ligandos hidroxo

gue presenta un acuo-hidroxo complejo para un determinado metal a un pH dado.

El modelo de la carga parcial, sienta las bases tedricas para predecir los dominios
en los cuales predominan los acuocomplejos puros o los oxocomplejos puros, en
funcién de la carga parcial del metal y del pH.

[] 7 14 pH

Figura 1. Formacién de acuo-complejos u oxo-complejos en funcién de la carga formal Z
del cation y del pH de la solucion [38].

Los cationes de carga formal z < 4, forman acuo-hidroxo complejos en medio acido
0 neutro. En medio alcalino existen hidroxocomplejos. Cationes de carga formal z > 4

forman oxo-hidroxo complejos. Elementos con cationes con carga formal muy baja

14
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(z=1) forman éxidos muy basicos y acuocomplejos puros. Cationes con carga formal

muy alta (z=6) forman 6xidos muy &cidos y oxoaniones puros.

1.1.2.3 Condensacion y polimerizacion

La condensacién puede ocurrir cuando dos complejos mononucleares reaccionan entre
si dando como resultado un complejo con dos centros metalicos. La reaccion continua,
mientras existan al menos un ligando hidroxo (OH") unido al M del complejo y originar

polimeros mas grandes. Hay dos tipos de mecanismos de union de los centros metalicos:

a) Condensacién por olacion:

El primer paso de una condensacion siempre incluye la construccion de un puente
hidroxo entre dos metales; que puede llevarse a cabo por varios mecanismos segun la

naturaleza del catién metéalico.

Para elementos de transicién, la reaccion se produce mediante mecanismo Sn2. La
condensacion continua hasta que el complejo [M(OH)n(OH2)n-n]@™M* , donde (h< z),
no soporta mas condensacién, o hasta la aparicibn de un precipitado por

polimerizacion indefinida.

H
" |
M—OH + N0—M ——» M——O0----H—O0—M
" |
nucleofilo
5+ %(_HJ
Ligando H;0,
inestable
H H
M—O----H—(|)—M —>» M——0—M + H,0
H
| S —
8agua:()
grupo saliente

b) Condensacion por oxolacion:

La oxolacion es el proceso por el cual se crean puentes oxo (O%) entre dos cationes
que no tienen ligandos acuo en su esfera de coordinacion. Como paso previo a hay
formacion de un puente hidroxo por SN2, lo que implica la formacion de un buen

grupo saliente, segun el siguiente mecanismo:

15
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H-. transferencia
.. _protonica
3- ot §- )
M—oOH + M—OH ——> M——O——M——O0H
NS Puente ol
Ataque nucleofilico
o+
M—O—M—O0H, —————> M—O0—M + H0
- ° |
d(agua)=0 Puente oxo

Grupo saliente

Este proceso puede ser catalizado tanto por &cidos como por bases.
i) Mecanismo de reaccion para catélisis acida:

Un H* ataca al &tomo de oxigeno del ligando hidroxo del complejo. El ligando H20
formado gana una carga parcial positiva y se acerca a otro ligando hidroxo,
formando un complejo intermedio. EI H3O" deja el complejo, formandose un

puente 0Xo.

H H

o- + | ot
M—O—M—OH----- H —— | M—O0—M----OH,

OH,
5+/ +
i +
| . M—O0—M + H0
M—O—M —
Puente oxo

i) Mecanismo de reaccion para catalisis basica:

Un OH ataca al atomo de hidrogeno de otro ligando hidroxo del complejo,
incrementandose la carga parcial negativa del atomo de oxigeno del ligando,
volviéndose mas nucleofilico; se enlazara con otro complejo, igualmente con un

grupo hidroxilo solvatado. Se separa un OH™ del complejo junto a dos moléculas de

agua.

16



Capitulo 1: Marco Tedrico

HO_ H
\\\ 5+ S5+ /
/H M——O_
+ N
M—O H
o- \ /H
l e]
— o, —
H H
M—O{-"M""O/ —_— M——O——M + 2H,O + HO
N R ——
H H Puente oxo
N

En los mecanismos de reaccion, para una sustitucion nucleofilica se necesita:

e Un nucleofilo; d&tomo o grupo molecular con la carga parcial (8) mas
negativa.

e Un electréfilo; el metal (%) donde experimentalmente se ha concluido que
debe cumplir una carga parcial mayor o igual a 0.3 (& (M) > 0,3).

e Un grupo saliente; ligando del metal que posee la carga parcial (8") mas

positiva.

Para que se produzca la condensacion, es necesario generar un electréfilo y un grupo
saliente, por lo tanto el MOnH2n-z no serd ni &cido ni base fuerte y no existira como

acuocomplejo u oxoanidn puro a cualquier pH.

La olacién procede si hay un ligando acuo en la esfera de coordinacion del cation, hasta
la formacion de la fase solida M(OH)z. Para que los hidroxidos sean estables, 5(H20) debe
ser negativo en el sélido; de lo contrario puede proceder la oxolacion por deshidratacion

interna.

El desarrollo del PCM de la especie MOnH2n-z, para la condensacion por olacion es

como sigue:

Balance de carga:
(M) + N. §(0O) + (2N-z). §(H) =0

S(M) + [N. 5(0) + 2N 3(H) ] — z.8(H) =0
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Considerando como condicion para el limite de la olacion 6(H20) = 0:
d(M) + N. 8(H20) — z.6(H) =0
d(M) — z.8(H) =0 (1.35)

Considerando 6(M) de la ecuacion 1.27, 6(H) = +0.2 se obtiene la ecuacion:

[Zo, =—0.1367 +/(0.1362)2 + 2.49 (1.36)

Siys: < ¥'m < 7oLz , solamente procede la condensacion por olacion, y como se

establecio, permite la formacion de hidréxidos estables.

En el caso que yoLz < x'm < yaz , tenemos 8(H20) > 0, entonces también procede la

oxolacion, llevando a la formacion de oxihidroxidos u 6xidos.

1.1.3 Particulas coloidales [37]

La formacion de particulas solidas puede ser descrita como procesos consecutivos de:

Hidrdélisis — condensacion — nucleacién — crecimiento

Los precursores reaccionan segun las condiciones de pH, temperatura, etc., para dar
lugar a complejos con ligandos OH-, O% y posteriormente formar complejos polinucleares.
Luego, apareceran los embriones en la solucién (nucleacién), los cuales son fluctuaciones
en la concentracion del soluto en el sistema en ciertos puntos, que favoreceran la aparicion
de una fase solida. El proceso de crecimiento se da cuando los embriones crecen, formando

los nucleos, que son los blogues sobre los que se construye la estructura de la fase sélida.

1.1.3.1 Teoria de Gibbs para la transformacion de fase

La formacién de particulas sélidas a partir de una solucion del precursor comprende,
esencialmente, los procesos de nucleacién y crecimiento; descritas por Gibbs, que
comprende grandes cambios de composicion dentro de una pequefia cantidad de volumen,

en una etapa preliminar.

La energia libre total (AGr) para formar una particula esférica con un radio r’,
comprende una contribucion Gs para crear la superficie de la particula y una contribucion

AGint la cual es debida a la transformacion de fase dentro de la particula.
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AG: = Gs + AGint (1.37)

La contribucion debida a la superficie es de signo positivo y depende de la energia

superficial y de la particula.
Gs = 4nr’y >0 (1.38)

La contribucion debida a la transformacion de fase dentro de la particula es de signo
negativo y depende de la diferencia AGy entre las energias libres por unidad de volumen

entre la nueva fase B3 y la anterior a.
4 3 -4 3
AGint = 3 nr® (Gp - Go) = 3 nr’ AGy <0 (1.39)

El cambio de energia libre AGy para formar la particula, depende de r. Cuando r es muy
pequefio, la contribucion superficial domina, AGr > 0, es decir no es un estado
termodindmicamente favorable. Después de pasar un valor critico r = rc la contribucion
interna empieza a ser dominante, pasa a ser termodinamicamente favorable. El valor de rc

puede determinarse mediante diferenciacion:

G, —, _—2y
= — f=——
or AG, (1.40)
Energia ]ibrv.j
para formar 1
nanoparticula
MELS T T T
nucleacion |y crecimiento .
L LAk | »

Figura 2. Nucleacion y crecimiento de una particula esférica. [37].

Cuando r < r¢ la nueva fase se Illama embrion y el proceso nucleacion; cuando r > r¢
la particula se llama nucleo y el proceso crecimiento. La energia libre del punto critico

corresponde al maximo de AGy, denominado AGc:
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3
AGe=Z iy = MZ (1.41)
3 3(AG, )

1.1.3.2 Modelo de LaMer- Nucleacidon homogénea

Para obtener una distribucion monodispersa, es necesario tener en cuenta, al menos
cualitativamente, la cinética de la nucleacion y del crecimiento; de lo contrario pueden
ocurrir simultdneamente, lo cual hace que se produzca una poblacion polidispersa de
tamafos de particula [35]. Las etapas de control de la nucleaciéon homogénea se muestran
en la Figura 3. El soluto puede ser cualquier complejo en solucion. La velocidad de

crecimiento es mayor que cero por encima del limite de solubilidad Cs; para que ocurra la
., . , - ., hy min

nucleacién, se requiere una minima concentracién de supersaturacion C, > Cs La

nucleacion ocurre en la region |1, asi como también el crecimiento. Sin embargo, si G es

. ~ ., . . nu
relativamente pequefia en comparacion con N, es posible mantener C por encima de C_;,

por un tiempo considerable para que los ndcleos se puedan formar mientras no se produzca

un crecimiento apreciable.

" Y
Velocidad iocidad leeric
- veloci enuclescion
formacion I . I N :
delafase | ,
solida | 7 | :
: I |
. | !
I 1 |
I 1 !
I 1 !
! 111 1 Il |
H—Ili——b
I
1 |
I 1 velocidad' de crecimiento
| ! '
, 1
, 1
I cu:lncentr%ciu:’ln del soluto
—
0 C/— En“'“i“' C I'Illmu
|-« -
embriones nucleos

Figura 3. Variacion de la velocidad de nucleacion y crecimiento con la concentracion del soluto.
[37].

Para detener la nucleacién, debe disminuirse la concentracion del soluto por debajo de

nu -, . .
C ; manteniéndola sobre la Cs, para que solo el crecimiento proceda.

min
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1.1.3.3 Soles

La suspension coloidal o sol es la dispersion estable de particulas sélidas. La estabilidad
que esta involucrada es del tipo cinético y no termodinamico, ya que estas particulas se
encuentran en continuos choques unas con otras, debido al movimiento Browniano. Las
particulas coloidales tienen una relacion area-volumen muy grande, ademas de una gran
energia superficial total. Por lo tanto, el Unico estado termodindmicamente estable seria la
aglomeracion de estas para formar un unico monolito. Los soles se pueden dividirse en dos

grupos: electrostaticos y estéricos.

a) Soles electrostaticos
En estos soles predominan dos tipos de fuerzas: las fuerzas de Van der Waals

(atractivas), y las fuerzas electrostaticas (repulsivas entre particulas).

Doble capa eléctrica:

Cuando una particula solida se dispersa en un liquido que contiene un electrolito,
algunos iones especificos se pueden adsorber preferentemente en la superficie de la
particula. La superficie adquiere una densidad de carga eléctrica, un potencial

eléctrico . Los iones que son adsorbidos sobre las particulas son denominados iones

determinantes del potencial eléctrico. Para los 6xidos, en la mayoria de los casos, este
potencial se debe a la presencia de iones H" y OH" en la superficie, por lo tanto el pH
del medio es una variable fundamental. Cada Oxido esta caracterizado por un pH
particular al cual las particulas no tienen carga, el cual se conoce como punto de carga
cero (zpc). A pH > zpc, las particulas adsorben méas iones OH" que iones H*, asi que
estan cargados negativamente. En cambio, si pH < zpc, las particulas estan cargadas

positivamente.

A los iones en el medio liquido que no estan adsorbidos sobre la particula, se les
conoce como iones ‘indiferentes”. Como un sol es eléctricamente neutro, los iones con
una carga opuesta a la de la particula estan en exceso alrededor de esta, estos iones son
denominados contraiones. Estos iones no estan adsorbidos sobre la particula, se
mueven constantemente por el movimiento Browniano, pero estadisticamente son

atraidos por las particulas, formando una capa difusa a su alrededor.
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contraion

coién

@ p + /

© [+ adsorbida™ + ©

T capa difusa
con exceso
de carga negativa

Potencial
eléctrico <

Distancia de la superficie

Figura 4. Dable capa eléctrica alrededor de las particulas coloidales [37].

La composicion de estos iones es alta en las cercanias de la particula y disminuye
progresivamente conforme nos alejamos de ella, hasta que alcanza una concentracion
promedio en el seno del liquido, lejos de la particula. Los iones en el medio liquido
que tienen el mismo signo que los iones adsorbidos sobre la particula se Ilaman
co-iones. Estos estan repelidos por las capas en la superficie de la particula, asi la
concentracion de estos es pequefia en las cercanias, y aumenta hasta un valor medio en

las lejanias de la particula.

b) Soles estéricos:
Las interacciones estéricas ocurren cuando macromoléculas poliméricas son

adsorbidas sobre las particulas coloidales, interaccionando con el solvente.

Soluciones poliméricas:

El comportamiento de los polimeros como soluto en solventes, es controlado por
dos tipos de fendmenos. Por un lado, el movimiento Browniano hace que cada
macromolécula polimérica se extiende en el solvente, con un cierto limite debido a la
longitud finita de la cadena del polimero y a su elasticidad. Por otro lado, las
interacciones tales como las de Van der Waals, ocurren entre 4tomos en la misma

cadena del polimero, y entre los &tomos en la cadena y los atomos del solvente.
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Repulsion entre particulas
Polimero adsorbido
extendido

N

Polimero adsorbido
contraido

N

Atraccion entre particulas

Figura 5. Interacciones estéricas entre particulas coloidales [37].
1.2 Nanoparticulas de 6xido de hierro

Las nanoparticulas de Oxido de hierro tienen amplias aplicaciones en biomedicina,
biotecnologia, ingenieria, ciencia de los materiales y areas ambientales [41]. El interés de
las Nps de 6xido de hierro se debe a sus propiedades fisicas, quimicas, magnéticas, su alta
relacion superficie/tamafio, alta biocompatibilidad y facil biodegradacion en el organismo
[2]. Sin embargo, para usos in vivo e in vitro, la superficie tiene que ser apropiada, por €so
se modifican las particulas (funcionalizacion) para evitar la aglomeracion, destruccion

quimicay / o para unirse a otras sustancias (farmacos, células, etc.) [42].

Tipicamente estas nanoparticulas estan formadas por magnetita (FesO4) 0 maghemita
(y-Fe203) nanocristalinas. [16, 41], pero también hay una fase o denominada hematita
(a-Fe203), que no es estable y se obtiene por tratamiento térmico de la magnetita o la

maghemita [43].

En base a estas propiedades, las nanoparticulas magnéticas ofrecen un alto potencial de
aplicaciones biomédicas, tales como: (a) terapia celular, (b) reparacion de tejidos, (c)
administracion de farmacos, (d) formacion de imagenes por resonancia magnética (MRI),

(e) hipertermia, (f) magnetofeccion; etc. [44].

Las superficies de estas particulas podrian ser modificadas por capas poliméricas o

metales inorganicos (oro, plata) o superficies de Oxido (por ejemplo, silice o alumina),
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apropiadas para su posterior funcionalizacion por la union de varias moléculas bioactivas
[45].

Entre los métodos de sintesis de las nanoparticulas de 6xido de hierro, incluyen: la
co-precipitacion, sol-gel, microemulsion, sintesis por flujo de inyeccién, sintesis
hidrotérmica, spray pir6lisis de Ilama, descomposicion de precursores organicos a alta
temperatura, sintesis sonoquimica, reduccién quimica y los métodos de oxidacion de la

nanoparticulas de magnetita [41, 43, 46-47].
1.2.1 Magnetita

La magnetita, Fe3Oa4, es un 6xido de hierro magnético que tiene una estructura de
espinela inversa cubica con el oxigeno formando un empaquetamiento cerrado fcc y los
cationes de Fe ocupando los sitios tetraédricos intersticiales y sitios octaédricos (Figura 6).
Los iones Fe*? bivalentes ocupan sitios Oh y los iones Fe*? trivalentes estan distribuidos
equitativamente entre los sitios Oh y Td. En la magnetita, ya que existe el mismo nimero
de iones Fe*® en los sitios Oh y Td, que se compensan entre si, la magnetizacion resultante
surge sélo de los iones Fe*? no compensados en los sitios Oh. Los electrones pueden saltar
entre los iones Fe?* y Fe® en los sitios octaédricos a temperatura ambiente, asi la magnetita

es un importante material semimetalico [43].

() sitio tetraédrico (Ty) delidn Fe

~ () sitio octaédrico (O delidn Fe

() ion o

Figura 6. Estructura cristalina tipo espinela inversa de la magnetita FezO4, mostrando los sitios Tq
y On [43].

La magnetita presenta una densidad de 5,18 g/cm?, cristaliza en el grupo espacial Fd3m
y su celda unidad en el sistema cubico, con parametro de red a =0,8395 nm, esta
compuesta por 8 formulas moleculares para un total de 56 iones: 32 oxigenos y 24 hierros.

En la estructura los dos diferentes sitios cristalinos (que resultan tener geometria de

24



Capitulo 1: Marco Tedrico

tetraedros y octaedros en relacion con los dtomos de oxigeno) forman la base para dos
subredes cubicas interpenetradas con contribuciones de momento magnético desiguales y
antiparalelas. Este aspecto da lugar al comportamiento ferrimagnético del compuesto a baja
temperatura (T<859 K) [1].

1.3 Nanoparticulas de plata (NPs-AQ)

Los estudios han demostrado que el tamafio, la morfologia, la estabilidad y las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de plata son fuertemente influenciados
por las condiciones experimentales, la cinética de la interaccion de iones plata con agentes
de reduccion, y los procesos de adsorcion del agente de estabilizacion con las
nanoparticulas de la plata. [48-50]. Por lo tanto, un campo de interés importante es el
disefio de un método de sintesis en el que se controla el tamafio, la morfologia y la
estabilidad

Los métodos quimicos mas usados para la preparacion de nanoparticulas de plata son la
reduccién quimica, técnicas electroquimicas, y la reduccion fotoguimica. En la literatura se
reportan una gama de métodos para la sintesis de nanoparticulas de plata y el método mas
frecuente para obtener estas nanoparticulas en dispersiones coloidades en agua o
disolventes orgéanicos es la reduccion quimica [51]. Los reductores comunmente utilizados
son borohidruro, D-glucosa [52], etilenglicol [53, 54], polietilenglicol [55], aldehidos,
hidrazina, aminas, ascorbato, polisacaridos incluyendo quitosano, agente Tollens [50],

citrato [56] y polifenoles como &cido galico [57].

Se estima que los pasos elementales en la formacion de NPs-Ag puede ser la generacién
de un atomo de plata neutro que subsecuentemente forma precursores cargados
positivamente Ag.*, Ags?*, donde las agrupaciones mas grandes siguen la agregacion y
forman las nanoparticulas finales. La calidad de las nanoparticulas obtenidas en el proceso
ionico esta influenciada directamente por muy pequefias cantidades de agua absorbida, la
contaminacion por cloruro y reactivos de partida sobrantes que desestabilizan y / o afectan
la morfologia de las nanoparticulas metalicas [48].
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1.4 Actividad antibacteriana de las NPs-Ag

La plata ha sido ampliamente utilizada desde la antigliedad como un agente terapéutico
para muchas enfermedades. De hecho, antes del comienzo de terapia con antibidticos, se
utilizé plata por su actividad antiséptica, especificamente para el tratamiento de heridas

abiertas y quemaduras.

La potente actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
asi como su baja toxicidad para las células de mamiferos en bajas concentraciones y la
posibilidad de desarrollar la nueva generacion de antibioticos hacen que las NPS-Ag sean

una alternativa atractiva para superar el problema de resistencia a los medicamentos [58].

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata, también es de gran interés
ya que parece ser independiente de la cepa de bacterias. Fundamentalmente, la plata afecta
a las cepas resistentes a los antibioticos, Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(MRSA), la Escherichia coli 0157, y otros. Las razones para esto no son totalmente claras
todavia, pero podrian estar relacionados con los mecanismos de accion de iones de plata en
bacterias. Algunos efectos observados incluyen cambios estructurales en las paredes
celulares de las bacterias y las membranas intracelulares y nucleares, asi como
desnaturalizacion de ADN y ARN bacteriano, inhibicion de la replicacion. Posiblemente
estos efectos en el ADN y ARN bacteriano se relacionan con los efectos observados en la
respiracion mitocondrial y citosolica de la proteina que conducen a la muerte celular

bacteriana. [59].

Li et al. [60] sefialan tres posibles mecanismos antibacterianos de nanoparticulas de

plata:

(1) La adhesion de las nanoparticulas a la superficie de bacterias, alteran la
permeabilidad de la membrana. El pequefio tamafio y el éarea superficial
extremadamente grande de las nanoparticulas les permite hacer fuerte contacto con
la superficie de microorganismos.

(2) Las nanoparticulas de plata que penetran en el interior de la célula bacteriana,
causan dafios en el ADN. Los autores sugieren que esto se debe a un transporte mas
facil (activo) a través de la membrana celular de las nanoparticulas de plata no

cargadas que de iones de plata con carga.
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(3) La disolucion de las nanoparticulas de plata que liberan iones Ag* antimicrobiano,
los cuales pueden interactuar con las proteinas que contienen azufre en la pared
celular bacteriana. Este fendmeno es a menudo considerado como el principal
mecanismo de la actividad antimicrobiana de Nps-Ag, por lo que se puede suponer
que las propiedades antimicrobianas de iones de plata se puede aplicar al caso
Nps-Ag. Al mismo tiempo, el problema de la resistencia bacteriana a los iones de
plata se mantiene significativo para al menos algunos usos de las Nps-Ag.

La interaccion de los iones Ag" disueltos en la pared celular y las proteinas
citoplasmaticas propuesto por Cao et al. [61], también resalta el hecho de que la
interaccion de iones de plata con el grupo tiol de las enzimas vitales puede resultar
en la alteracion de la funcion o inactivacion. De acuerdo con Lee et al. [62], los
iones de plata inhiben las enzimas que actdan en los ciclos de fésforo, azufre y

nitrogeno de las bacterias nitrificantes.

Segun Samberg et al. [63], la causa de la actividad antibacteriana de los iones de
plata es por el efecto sinérgico entre la union de los iones de plata a la pared celular,
su absorcion y la posterior acumulacién en la célula, y su interferencia con

biomoléculas criticas dentro de la célula.

Segun Wong y Liu [64] los iones de plata también pueden interactuar con
compuestos que contienen fésforo (por ejemplo, ADN). La interferencia con los
procesos de replicacion de ADN, detiene la proliferacion bacteriana y disminuye el

namero de células con el tiempo.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) también se generan fuera de la célula, en
el medio, o en el interior de la célula, también como consecuencia del

dafo/interrupcion celular.

(4) Como se describe Cao et al. [61], el gradiente electroquimico de protones en
bacterias se establece por procesos respiratorios (transferencia neta de protones
desde el interior al exterior de las bacterias). La sintesis de la adenosina trifosfato
(ATP) se lleva a cabo cuando los protones entran en la célula (a través de la
ATPasa), por lo que el gradiente electroquimico es un motor esencial para la

sintesis de ATP en bacterias (procesos similares ocurren en la mitocondria). Si se

27



Capitulo 1: Marco Tedrico

interrumpen los procesos, no es proporcionada la energia esencial para todas las

reacciones dependientes de la energia, lo que conduce a la muerte celular.

La forma de las nanoparticulas de plata puede ser un factor importante en sus
propiedades antibacterianas. Pal et al. [65] muestran la accién biocida mas fuerte de las
NPS-Ag triangulares con un plano (111) frente a Escherichia coli (en comparacion con las
nanoparticulas esféricas, con forma de baston y con AgNOs). Estas nanoparticulas de plata
triangulares dieron como resultado la inhibicion casi completa del crecimiento bacteriano a
un contenido de plata total de 1ug. Los autores especulan que la accion de las
nanoparticulas de plata es ampliamente similar a la de los iones de plata, y que una célula
bacteriana en contacto con nanoparticulas de plata, toman los iones de plata, que inhiben

las enzimas respiratorias, que facilita la generacion de especies reactivas de oxigeno y en

consecuencia, dafian la célula.

Los mecanismos de acciones antibacterianas de plata se resumen en la Figura 7.

membrana daiada 1 4 interaccién con
= muerte celular cadena respiratoria
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Figura 7. Representacion esquematica de los mecanismos conocidos de accion antibacteriana de
nanoparticulas de plata y plata ionica liberada. Los nimeros 1-4 corresponden a los mecanismos
descritos anteriormente. Los circulos grises indican las NPs- Ag y plata idnica Ag* liberada de las

nanoparticulas [59].
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Los mecanismos de accion de las NPs-Ag frente a algunos patdgenos se muestran en la

Tabla 2.

Tabla 2. Detalles de NPs-Ag y sus mecanismos de acciones contra diferentes organismos [48].

Organismo Tamafio Recubrimiento Mecanismo de accién
(nm)

Bacteria

E. coli 9.68 Gelatina Alteracion de la permeabilidad de la
membranay la respiracion.

1-10 Sin recubrimiento
13.5 Sin recubrimiento

P. aeruginosa 9.68 Gelatina Dafios irreversibles en las células

bacterianas.

55y 278 Quitosano

1-10 Sin recubrimiento Alteracion de la permeabilidad de la
membranay la respiracion.

S. aureus 55y 278 Quitosano Dafios irreversibles en las células
bacterianas.

13.5 Sin recubrimiento
11.23 PEG

S. epidermidis 14 Sin recubrimiento Inhibicién de la replicacion del ADN
bacteriano, dafio a la membrana del
citoplasma bacteriano, modificacién de los
niveles de ATP intracelulares.

S. typhi 55y 278 Quitosano Inhibicién de la replicacion del ADN
bacteriano, dafio a la membrana del
citoplasma bacteriano, modificacion de los
niveles de ATP intracelulares.

V. cholera 1-10 Sin recubrimiento Alteracidn de la permeabilidad de la
membranay la respiracion.

Hongos

C. albicans 100 Sin recubrimiento Alteracion de la integridad de la
membrana.

1.5 Microorganismos estudiados

1.5.1 Clasificacion de las bacterias con la técnica de analisis

microbiologico de Tincion de Gram [66, 67]

Un método de identificacion de las bacterias es la Tincién de Gram que permite
identificar la morfologia de la célula bacteriana en cocos y bacilos Gram positivos y Gram

negativos segun la estructura de su pared celular.
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Se puede discriminar entre dos grandes grupos de bacterias: Gram positivas (se tifien
de color violeta) y Gram negativas (se tifien de color rosado) debido a las diferencias en la
composicion de su pared celular.

La pared celular esta formada por peptidoglucano, la diferencia consiste en que la pared de
las bacterias Gram positivas es gruesa y estd formada por varias capas de peptidoglucano
aproximadamente 80%-90% (formado por los azlcares N-acetilglucosamina mas
N-acetilmuranico y un tetrapéptido) y algo de acido teicoico, mientras que la pared de las
bacterias Gram negativas esta formada por una sola capa delgada de peptidoglucano
aproximadamente hasta un 20% la cual estd rodeada por una membrana exterior compuesta

de fosfolipidos, lipopolisacéridos, y lipoproteinas y también tiene una membrana interna.
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Figura 8. Pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas [68].
1.5.2 Enterobacter aerogenes

La bacteria Gram negativa Enterobacter aerogenes esta incluida dentro de las 12
especies del género Enterobacter y es responsable de una variedad de infecciones
nosocomiales. Es aerdbica y anaerdbica facultativa [69]. Es una especie comdn en las
aguas y en el tracto intestinal, siendo también un patégeno ocasional, pudiendo producir
afecciones del tracto urinario [70]. Esta bacteria coloniza con frecuencia las superficies
interiores de las cafierias de agua y tanques de almacenamiento y crecen formando una
biopelicula, cuando las condiciones son favorables [71]. Es un microorganismo indicador

de contaminacion en aguas y pertenece al grupo de los coliformes totales.
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La Norma Teécnica Nacional (NTN ITINTEC 214.003), incluye a los coliformes totales

como indicador de contaminacion de aguas.

1.5.3 Enterococcus faecalis

La bacteria Enterococcus faecalis pertenece a las 16 especies del género Enterococcus.
Los Enterococcus se clasificaron anteriormente como Strepcoccus del grupo D; sin
embargo la bacteria Enterococcus presenta varios rasgos distintivos mediante los cuales se

separ6 del Strepcoccus.

Las bacterias Enterococcus son Gram-positivos, esféricos, ovales o cocobacilares y
estan dispuestos en pares y cadenas cortas. Crecen a un rango de temperatura de 35-37 °C
[69]. Se ha demostrado una correlacion entre los niveles de Enterococcus en el agua y una
mayor incidencia en enfermedades gastroinstentinales en nadadores que usaron esta agua
[71]. En aguas de pozo esta bacteria puede producir gastroenteritis humana, tiene una
relacién directa entre su densidad y aparicion de enfermedades entéricas y son mejores
indicadores de contaminacién fecal en lugar de los coliformes [72]. Esta bacteria es un
indicador de contaminacion fecal de fuentes humanas. EI género Enterococcus también es
considerado como el indicador bacterioldégico mas eficiente para evaluar la calidad de agua
de mar para uso recreativo, debido a que es muy resistente a las condiciones salinas de este
medio y ademas, estd relacionado directamente con gastroenteritis, enfermedades
respiratorias, conjuntivitis y dermatitis, entre otras [73].

1.5.4 Organismos indicadores en el agua

Los organismos indicadores indican la contaminacion fecal en aguas. Estas son
generalmente bacterias comensales intestinales, que estan presentes y son excretadas en

gran numero en heces humanas y animales. Rara vez se encuentran en otras fuentes.

Las bacterias estudiadas en este trabajo de tesis, estd incluidas como bacterias indicadoras

de contaminacion fecal.
La presencia de organismos indicadores indica que [69]:

¢ la materia fecal ha entrado en el suministro de agua,
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las bacterias fecales no han sido sacrificadas o eliminadas por procesos de
purificacion, y
el suministro de agua puede estar contaminado con patdgenos intestinales

peligrosos.

Algunos de los organismos que se utilizan como organismos indicadores son los siguientes
[36, 69]:

Coliformes: Son las bacterias que se producen en grandes cantidades en las aguas
residuales y las heces. También se encuentran en el medio ambiente en ausencia de
contaminacion fecal. Tradicionalmente, estos son miembros de Enterobacteriaceae,
que crecen en presencia de sales biliares y producen &cido y gas de la lactosa en 48
horas a 37 °C. El recuento total de coliformes es ampliamente considerado como el
indicador mas fiable de la calidad del agua potable. EI grupo coliforme abarca los
géneros Kilebsiella, Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Serratia. Las
bacterias coliformes, no deben estar presentes en sistemas de abastecimiento,
almacenamiento y distribucion de agua, y si ocurriese, indicaria que el tratamiento
fue inadecuado o que se produjo contaminacién posterior.

Coliformes fecales: Los coliformes fecales (termorresistentes) se definen como el
grupo de organismos coliformes que pueden fermentar la lactosa a 44°-45°C, que
comprenden el género Escherichia y en menor grado, especies de Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter. Los organismos coliformes termorresistentes distintos
de Escherichia Coli pueden provenir de aguas organicamente enriquecidas, por
ejemplo de efluentes industriales o de materias vegetales y suelos en
descomposicion.

Estreptococos fecales: Estas bacterias se encuentran en el tracto intestinal de seres
humanos y animales. Pertenecen al género Enterococcus, son cocos negativos a la
catalasa y Gram-positivos. Pueden sobrevivir a 60 ° C durante 30 minutos, y
pueden crecer a un pH de 9.6 y en presencia de cloruro sddico al 6.5%.

Clostridios reductores de sulfitos: Son miembros del género Clostridium, que
pueden reducir sulfito a sulfuro. EI mas importante del grupo es Clostridium
perfringens. Aunque es menos abundante en heces humanas que otros organismos
indicadores, sus esporas pueden sobrevivir en el medio ambiente y los procesos de

tratamiento son mejores que la mayoria de otras bacterias indicadoras.
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e Pseudomonas: Son bacilos aerobios Gram negativos y moviles, algunos de los
cuales producen pigmentos solubles en agua. Utilizan una variedad de compuestos
orgéncios como fuentes de carbono y energia. La presencia de este microorganismo
es un indicador de la calidad del agua ya que su resistencia al cloro es superior a la

de otros microorganismos aislados del agua.

En el Perd, la Norma Técnica Nacional (NTN ITINTEC 214.003) contempla

microorganismos indicadores a las bacterias heterotréficas, coliformes totales y fecales.

Se realizé una investigacion en las aguas de consumo humano que provienen de las
aguas superficiales del Rio Rimac tratadas mediante procesos fisicos y quimicos; las cuales
fueron aguas de inmuebles (224 cisternas evaluadas) y aguas de pozo subterraneo,
distribuida por camiones cisterna a zonas urbano-marginales (56 pozos) [74]. El agua
proveniente de la red publica no presento contaminacién microbiolégica, sin embargo, si se
evidencié contaminacion en el sistema de abastecimiento y distribucion de los inmuebles,
en donde el 17.86% presentdé contaminacion microbioldgica (no apta para el consumo
humano), principalmente por bacterias heterotréficas (70 %), coliformes totales (70 %) y
coliformes fecales (52.5%), segn la Norma Técnica Nacional. Se encontr6 Pseudomonas
aeruginosa en el 8.03 % de muestras de inmuebles, también se encontr6 6.23 % de
Estreptcocos fecales (no estan establecidas en la NTN). La existencia de fugas en el
interior de los inmuebles y los sistemas de drenaje domiciliarios hacen posible la
contaminacion por coliformes totales y coliformes fecales [74]. Si se considera a
Pseudomonas aeruginosa Yy Estreptcocos fecales como indicadores adicionales a los
establecidos en la Norma Técnica Nacional, el porcentaje de muestras no aptas para el
consumo humano se elevaria de 17.86 % a 23.66 % [36]. En las muestras de agua de pozo,
un 73.68 % present6d contaminacion microbioldgica de acuerdo a la NTN. Los indicadores
encontrados fueron: coliformes totales y fecales (92.86 %) y bacterias heterotroficas
(42.86 %). Se encontro Pseudomas aeruginosa en el 60.71% de las muestras y 46.43 % de
Estreptcocos fecales. Si se considera a Pseudomonas aeruginosa y Estreptcocos fecales
como indicadores adicionales a los establecidos en la Norma Técnica Nacional, el
porcentaje de muestras no aptas para el consumo humano se elevaria de 73.68 % a 94.64 %
[36].
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Por esta razdn, es importante encontrar alternativas de inhibicion antibacteriana de
coliformes, Estrepcocos fecales y Pseudomonas aeruginosa para obtener agua apta para

consumo humano.

1.6 Actividad antibacteriana: Conteo de colonia [70]

Es el método mas usado para medir poblaciones bacterianas, ya que a diferencia de
otros permite contabilizar el crecimiento de células viables, es decir células que pueden dar
una descendencia. Este método requiere minimo 24 horas para conocer los resultados del

conteo.

Esta técnica se fundamenta en que cada colonia esta compuesta por un solo tipo de
bacteria y se supone que cada célula viable puede formar una colonia. Los recuentos se
informan en unidades formadoras de colonias (UFC). Existen dos métodos para realizar el
recuento en placa: el método de extension en placa o el método de placa vertida
(Figura 9).

e Método de extension en placa: Un volumen de la muestra (0.1ml) se coloca sobre la
superficie de la placa que contiene el medio y se extiende con ayuda de un asa de
extension.

e Meétodo de placa vertida: la muestra se mezcla con el medio de cultivo y se vierte
en la placa estéril. Permite inocular volimenes mayores de la muestra. En la
mayoria de los casos antes de realizar la siembra las muestras tienen que diluirse

(diluciones seriadas), cuando el numero de colonias en placa supera el de 300 UFC.

Una vez inoculadas, las placas se incuben a temperatura adecuada y cuando aparecen, se

cuentan las colonias.
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Figura 9. Dos métodos de realizar una determinacion de células viables (conteo en placa). En cada
caso la muestra se diluye normalmente antes de sembrar [70].

Para obtener el nimero apropiado de colonias casi siempre se diluye la muestra. Como

raramente se sabe de antemano el nimero de células viables, normalmente se hace mas de

una dilucién. Lo mas frecuente es realizar diluciones decimales de la muestra (Figura 10).

Para hacer una dilucion de 10 se mezclan 0.5 ml de la muestra con 4.5 ml de diluyente o

1 ml de diluyente con 9 ml de diluyente. En la mayoria de los casos se realiza diluciones

seriadas para alcanzar la dilucion final deseada.
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Figura 10. Procedimiento para la determinacion de viables usando diluciones seriadas de la
muestra. El liquido estéril usado para hacer las diluciones puede ser agua, pero una solucién salina
equilibrada o medio de cultivo suele dar mejor recuperacion [70].
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Capitulo 2
TECNICAS EXPERIMENTALES

2.1 Introduccién

En este capitulo, se hard un resumen de las técnicas experimentales usadas en la
caracterizacion de las MNPs de magnetita y del nanocompuesto binario en su forma sélida
y liquida, tales como: espectrofotometria UV-VIS, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, espectroscopia Mdssbauer,
difraccion de rayos X (DRX), dispersion de luz dinamica (DLS), microscopia electrdnica

de barrido (SEM) con energia dispersiva de rayos X (EDS).
2.2 Espectrofotometria UV-VIS

El principio de la espectroscopia ultravioleta-visible involucra la absorcién de radiacion
ultravioleta — visible por una molécula, causando la promocion de un electrén de un estado
basal a un estado excitado, liberandose el exceso de energia en forma de calor. La longitud
de onda (A) comprende entre 190 y 800 nm [75].

Cuando un haz de radiacion UV-Vis atraviesa una disolucion conteniendo
un analito absorbente, la intensidad incidente del haz (lo) es atenuada hasta I (intensidad de
luz que logra atravesar el analito). Esta fraccion de radiacién que ha logrado traspasar la
muestra se denomina transmitancia, (T = 1/lo). En este caso, se utiliza la absorbancia (A)
en lugar de la transmitancia (A = -logT), por estar relacionada linealmente con la

concentracion de la especie absorbente segun la Ley de Beer-Lambert:

A=-log T=¢-b-c (1.42)

donde &: coeficiente de absortividad molar, b: camino éptico y c: concentracion de la
especie absorbente [75].
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2.2.1 Resonancia del plasmon de la superficie [76]

La presencia de electrones libres en la banda de conduccién de la superficie de las
nanoparticulas metélicas que reciben un haz de luz incidente, induce una excitacion
colectiva de estos electrones libres, como consecuencia de la fuerte interaccion con la luz
incidente; se produce una oscilacion coherente deslocalizada de los electrones confinados
en la superficie de las nanoparticulas metalicas, en la interfaz metal-dieléctrico o metal-
semiconductor; la excitacion electromagnética se llama polariton del plasmoén de
superficie; el polaritobn es una casi-particula hibrida resultante del fuerte acoplamiento
entre la luz y los electrones libres en la superficie de una nano particula.

Para determinadas frecuencias de la energia incidente, se produce un acoplamiento entre
las frecuencias de la onda incidente y de la oscilacién del polaritén; este fendbmeno se
Ilama resonancia del plasmén de superficie y tiene la capacidad de absorber determinadas
frecuencias de la luz incidente y de transmitir las frecuencias no absorbidas que se asocian

a un determinado color.

Figura 11. Resonancia plasmdnica (polarizacion de una nanoparticula metalica [76].

En las nanoparticulas de los metales nobles como el oro y la plata, la resonancia es
méaxima y su frecuencia se produce en el campo visible del espectro electromagnético.
Esta resonancia se origina cuando el tamafio de las nano particulas es mucho menor que la
longitud de onda de la radiacion incidente, d<<A. En estas circunstancias se producen
excitaciones dipolares fuertes de los electrones libres en la superficie de la particula; con la
resonancia del plasmon se produce un fuerte acoplamiento de los electrones libres con el

haz de luz incidente como consecuencia de los fotones absorbidos.

La frecuencia de resonancia y la anchura de banda de absorcion del plasmoén, dependen

del tamafio y de la forma de las nanoparticulas.
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2.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) [75]

La region infrarroja del espectro electromagnético se extiende entre la zona del visible y
la de las microondas, que corresponde a los niimeros de onda entre 12800 cm™ a 10 cm™?
aproximadamente. La seccion de mayor utilidad de la region IR es la que se extiende entre
4000 y 400 cm denominada region infrarroja media.

Aunque el espectro IR caracteriza a cada compuesto, se encuentra que ciertas
agrupaciones atomicas dan lugar siempre a bandas en un determinado intervalo de
frecuencias, independiente de la naturaleza del resto de la molécula. La existencia de estas
bandas, caracteristicas de grupos funcionales, permite una amplia utilizacion de la
espectroscopia IR en la determinacién estructural.

La absorcion de radiacion en el infrarrojo se limita, en gran parte, a especies
moleculares para los cuales existen pequefias diferencias de energia entre los distintos
estados vibracionales y rotacionales. Para absorber radiacion en el infrarrojo, una molécula
debe sufrir un cambio neto en el momento dipolar como consecuencia de su movimiento
de vibracion o de rotacién. Sélo en estas circunstancias, el campo eléctrico alterno de la
radiacion puede interaccionar con la molécula, y provocar cambios en la amplitud de

alguno de sus movimientos.

2.3.1. Instrumentacion

En este trabajo, se utiliza un equipo con transformada de Fourier (FTIR), el cual esta
basado en determinaciones interferométricas, donde someten a la muestra a la irradiacion
simultanea proveniente de la fuente IR policromatica. Este tipo de equipo suministra la
informacién en forma digitalizada y se ha impuesto por la rapidez, sensibilidad y

resolucion alcanzables. EI componente més importante es el interferometro (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de un espectrémetro FTIR con un interferémetro Michelson [77].

El interferometro Michelson consta de dos espejos planos perpendiculares, uno de los
cuales puede viajar en una direccién perpendicular al plano. Una pelicula semi-reflectante,
el divisor de haz, biseca los planos de estos dos espejos. Si un haz colimado de radiacion
monocromatica de longitud de onda A (cm) se pasa a un divisor de haz ideal, el 50% de la
radiacion incidente se reflejard a uno de los espejos, mientras que 50% se transmitira a otro
espejo. Los dos haces se reflejan a partir de estos espejos, volviendo al divisor de haz,
donde se recombinan e interfieren. El cincuenta por ciento del haz reflejado desde el espejo
fijo se transmite a través del divisor de haz, mientras que 50% se refleja de nuevo en la
direccién de la fuente. El haz que emerge del interferometro a 90° del haz de entrada se

llama el haz transmitido y este es el haz detectado en espectrometria FTIR [77].

2.4 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica que proporciona informacién quimica
y estructural de casi cualquier material organico o inorganico. Los espectros Raman se
obtienen al irradiar una muestra con una fuente potente de rayos laser de radiacion
monocromatica visible o infrarroja. Durante el proceso se registra el espectro de la
radiacion dispersada a un cierto angulo, casi siempre 90°, con ayuda de un espectrometro

apropiado [75].

40



Capitulo 2: Técnicas experimentales

Es una técnica que se realiza directamente sobre el material a analizar sin necesidad de
realizar tratamientos previos y que no conlleva ninguna alteracion de la superficie por la

que se realiza el andlisis, por tanto, es una técnica no destructiva.

En la Figura 13, la muestra es irradiada con un haz monocromatico de energia hvex y
como la longitud de onda de la excitacion estd muy lejos de una banda de absorcion, se
puede considerar que la excitacion afecta un estado virtual del nivel energético j, indicado
mediante la linea discontinua de la Figura 13a. Una molécula en el nivel vibracional
fundamental (v=0) puede absorber un foton de energia hvex y volver a emitir un foton de
energia h(vex - w), como se ilustra a la izquierda en la Figura 13a. Cuando la radiacion
difundida es de frecuencia mas baja que la radiacion de excitacion se denomina difusién de
Stokes. Las moléculas en un estado vibracionalmente excitado (v=1) pueden difundir
también radiacion de manera inelastica y producir una sefial Raman de energia h((vex + w).
La radiacion difundida de una frecuencia mas alta que la radiacion de la fuente se llama
difusion anti-Stokes. La dispersion elastica también se presenta con emision de un foton de
la misma energia que el foton de excitacion, hvex. La radiacion difundida de la misma
frecuencia que la fuente recibe el nombre de difusion de Rayleigh [75]. El espectro Raman

simplificado se muestra en la Figura 13b.

Stokes Anti-stokes
e Ut J
Y U I By = hwg—-
Eoy = hvgy—=
<~ (Vg — Vy) ~— (Ve + vy)
v=1 — v =1
v =0 — v, b =0 -~ hyy
a)
Py
Stokes Anti-stokes
| | [—
Vex T Vy  Vex Ve TV
b)

Figura 13. Origen del espectro Raman a) Origen de los espectros Raman. La radiacion incidente
causa excitacion, hasta un nivel virtual j y una reemision posterior de un foton de energia baja
(izquierda) o alta (a la derecha). b) El espectro Raman con emisiones de baja frecuencia (difusion
de Stokes) y emisiones de frecuencia mas alta denominadas (difusién anti-Stokes) [75].
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El espectrometro Raman contiene cuatro componentes principales, que incluyen [78]:
(1) Fuente de excitacion, que es generalmente un laser de onda continua (CW)

(2) Sistema de iluminacion y recogida de muestras

(3) Selector de longitud de onda

(4) Sistemas de deteccion y control / procesamiento informatico

Un esquema de la disposicion de estos componentes se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Espectrometro Raman [79].

2.5 Espectroscopia Mdssbauer [80]

El efecto Mdssbauer representa la ocurrencia de los procesos de emision, absorcion y
dispersion de fotones gamma, los cuales tienen lugar sin la retirada del nicleo implicito en
el proceso. Sin embargo, solo el niicleo con apropiados niveles de energia, tal como *'Fe,
11951 o 1Eu se puede emplear como fuentes, porque estos deben poseer un gran valor de
fraccion libre. Esta propiedad especial de la emision y absorcion de rayos gamma por
nucleo de atomos que estan enlazados en un sélido dirige esencialmente a una forma de
espectroscopia teniendo un poder de resolucién intrinseco mucho mas grande que
cualquier otra forma de espectroscopia. Ya que el ancho de la linea asociada con las
transiciones de salida libre son mucho mas pequefias que las energias caracteristicas
correspondiendo a las interacciones entre nucleo y sus electrones de alrededor (las

interacciones hiperfinas), el espectro Mdssbauer presenta una estructura hiperfina.
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El desplazamiento isdmerico (desplazamiento quimico) corresponde a la interaccion
eléctrica del monopolo entre la distribucion de la carga nuclear y el potencial generado por
la distribucion de la carga electronica penetrando el nucleo (Figura 15). La interaccién
eléctrica del monopolo se origina en el hecho de que un nucleo atbmico ocupa un volumen
finito y los electrones s tienen la capacidad de penetrar el nicleo y pasar una fraccion de su
tiempo dentro de la regidn nuclear. Como resultado de esta interaccién, el nivel de energia
nuclear serad desplazado en una pequefia cantidad, diferente para cada estado nuclear. En un
espectro Maossbauer, el desplazamiento isémerico se calcula a partir de la distancia de la
linea de resonancia desde una velocidad Doppler igual a cero. La informacion de
desplazamiento isomérico puede correlacionarse con el estado de oxidacion del atomo
Madossbauer en un ion complejo, electronegatividad de ligaduras, numero de coordinacion,
asi como otros parametros. Como ejemplo, el espectro de la Figura 15 corresponde al

cloruro de hierro (111) y es un singulete.
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Figura 15. El cambio isémerico y el espectro sin valor de FeCls [80].

La division cuadrupolar corresponde a la interaccion entre el momento eléctrico del
cuadrupolo nuclear y el gradiente del campo eléctrico en el sitio nuclear. Como ejemplo, la
Figura 16 ilustra el efecto de interaccion eléctrica cuadrupolar en el caso de un nicleo
Mdssbauer con giro 1=3/2 en el estado excitado e 1=1/2 en el estado base (como *'Fe o

119g),
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La perturbacion eléctrica cuadrupolar no remueve la degeneracion del estado béasico del
nacleo Mossbauer, pero produce conversiones de los sub-niveles del estado superior. En un
experimento Mdssbauer, son posibles las transiciones gamma entre el estado basico
nuclear y ambos sub-niveles del estado superior. Usando una fuente de linea Unica,
entonces se puede observar dos resonancias en el espectro Mdssbauer. La distancia entre
las lineas del par de la division del cuadrupolo corresponde exactamente a la division de la
energia de la interaccion cuadrupolar AEq. De acuerdo con los diferentes origenes del
gradiente de campo eléctrico (la contribucion de red o la contribucion de valencia
electronica), la division cuadrupolar refleja informacion sobre la estructura electronica,
propiedades de enlace, geometria molecular y permite distinguir entre sitios no
equivalentes quimicos o cristalograficos. EI espectro en la Figura 16 corresponde a
nanotubos de carbono mezclados con hierro y su par de division cuadrupolar.
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Figura 16. Division cuadrupolar y uno de los pares del espectro de los nanotubos de carbono
mezclado con hierro [80].

La interaccion magnetica hiperfina corresponde a la interaccion entre el momento
dipolo magnético del nucleo y el campo magnético hiperfino en el sitio nuclear. Se puede
recordar a este campo hiperfino como el campo efectivo que actla en el sitio del ndcleo.

La interaccion magnética del dipolo divide un estado nuclear en (21+1) subniveles. La
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division magnética se muestra en la Figura 17 para °’Fe con 1=3/2 en el estado excitado e
I=1/2 en el estado base. Las transiciones gamma entre los sub niveles de la base y aquellos
del estado excitado son temas de las reglas de la seleccion magnética del dipolo
(Am=+1,0), dando seis transiciones permitidas en °’Fe. Usando una fuente de linea
sencilla, entonces se podria observar un sexteto de resonancia en el espectro Mdssbauer, el
centroide en el que se puede dividir de velocidad Doppler cero debido a la division
isomera. El sexteto de la Figura 17 corresponde a la hematita. La division magnética
hiperfina contiene informacion en presencia de diferentes fases, subredes magnéticas y
sitios equivalentes en la muestra incorporando el ndcleo Mdssbauer, asi como en la
presencia en la fase de transicion magnética cuando es estudiada la dependencia de la

temperatura del campo magnético hiperfino.
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Figura 17. Division magnética hiperfina y el espectro sexteto de hematita [80].

2.6 Difraccion DE Rayos X (DRX) [81]

La interaccién de las ondas con estructuras periddicas produce efectos de difraccion si
la longitud de onda y la periodicidad de los cristales, son de magnitud similar. Los rayos X

se pueden producir con longitudes de onda que coinciden con las dimensiones de la celda
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unidad de los cristales, pero los electrones o neutrones de energia apropiada también
pueden ser utilizadas para los experimentos de difraccion de los cristales.

Los atomos tienen diametros del orden de Angstroms (1 A = 10%°m) y las celdas
unitarias tienen dimensiones de varios A. Esto implica que los cristales con tamafios de
micras 0 mas grandes consisten en miles de millones de celdas unitarias, que se repiten
periddicamente en las tres dimensiones, es decir, poseen orden de largo alcance. Este tipo
de orden, distingue a los materiales cristalinos de los amorfos, por ejemplo, el vidrio, que
solo tiene orden de corto alcance. Dado que la calidad de los efectos de difraccion en
difraccion de rayos X depende en gran medida de la estricta periodicidad de atomos,

cualquier tipo de desviacidn se mostrara en el diagrama de difraccion de rayos X.

Las ondas electromagnéticas con longitudes de onda del orden de 10*° m se llaman
rayos X. EI campo eléctrico de tales ondas interactta con los cargas de todos los electrones
de un atomo, que luego emiten una onda esférica casi con la misma longitud de onda que la
radiacion incidente. La amplitud de esta onda de salida es proporcional al nimero de
electrones en el atomo, y, por lo tanto, al nimero atémico. Los elementos ligeros con
pocos electrones, por ejemplo, carbono u oxigeno, son dispersores "pobres" para los rayos
X, mientras que los elementos pesados como el plomo son dispersores "buenos”. Los
limites de deteccion son severamente influenciados por este efecto. Debido a la
interferencia dentro de los &tomos individuales, especialmente los méas grandes, la amplitud

de la onda de salida varia con el &ngulo de dispersion 26.

Sin ningun tipo de efectos de difraccion, la incidencia de un haz de rayos X primarios
en un volumen de muestra produciria la dispersion en todas las direcciones. La difraccion
redistribuye la intensidad de toda la esfera de dispersion en direcciones distintas. Por lo
tanto, se presentan picos de intensidad en ciertas direcciones, mientras que en las
direcciones entre los picos la intensidad disminuye drasticamente. Una forma de describir
en qué direccion se observan estos picos, Ilamados reflexiones es la nocion de planos de

dispersion de la red y la interferencia entre las ondas dispersas por planos de la red vecina.
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Haz Haz
incidente difractado

P

Planos
atomicos

Figura 18. Derivacion geométrica de la ley de Bragg: interferencia constructiva se produce cuando
el retardo entre ondas dispersadas de planos de red adyacentes dados por a; + a; es un multiplo
entero de la longitud de onda A [81].

La Figura 18 ilustra esta situacion. La interferencia constructiva y por lo tanto lo que se
denomina reflexién de Bragg, es cuando la trayectoria de la onda dispersa del més bajo de
los dos planos es mas largo por un numero entero de longitudes de onda A de la onda

dispersada por el plano superior. Una reflexion puede ocurrir cuando:

nA = 2d sen@ (1.43)

Esta es la denominada ecuacion de Bragg, donde A es la longitud de onda de la
radiacion, n es un numero entero, 6 es el angulo entre los planos de la red y el haz

incidente y d es la distancia de los planos de la red para las que se produce el pico.

2.7 Dispersion dinamica de luz

La dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés de "Dynamic light
Scattering™), espectroscopia de correlacion de fotones PCS (Photon Correlation
Spectroscopy) o dispersion QELS (Quasi Elastic Light scattering) es una técnica
fisicoquimica empleada para la determinacién de la distribuciéon de tamafios de particulas
en suspensién. La luz laser al alcanzar las numerosas particulas que hay en una
suspension, se dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa una direccion, los
haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una
intensidad de luz dispersada determinada. [82]. En la Figura 19 se presenta un esquema del

fundamento de dispersion de luz dinamica.
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Figura 19. Esquema del fundamento de dispersion de luz dinamica.

El movimiento browniano de las particulas pequefias en un liquido da lugar a
fluctuaciones provocando cambios en la intensidad de la luz dispersada. La sefial
fluctuante se procesa mediante la formacion de la funcion de autocorrelacién, C(t), siendo t
el tiempo de retardo. Cuando t aumenta la correlacion se pierde, y la funcion se acerca al
término constante B. Para tiempos cortos la correlacion es alta. Entre estos dos limites, la
funcion decae exponencialmente para una suspensién monodispersa de particulas rigidas,

globulares y esta dada por:
C(t)=Ae2lt+B (1.44)

donde A es una constante Optica determinada por el disefio del instrumento, y T' esta

relacionada con la relajacién de las fluctuaciones dada por,
I'=Dgq?® [rad/sec] (1.45)

El valor de q se calcula a partir del &ngulo de dispersion 6, la longitud de onda del l&ser
Lo, Y el indice de refraccion n de la suspension liquida. La ecuacion que relaciona estas

cantidades es:
q = % 2Sen (g) (1.46)

El coeficiente de difusion de traslacion, D, es una cantidad medida por PCS. Es una
propiedad inherentemente de particulas. El tamafio de las particulas esta relacionado con D
para las formas méas comunes como una esfera, elipsoide, cilindro y espiral aleatoria. De

estos, el supuesto esférico es mas util en el mayor numero de casos. Para una esfera:
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_ kgT
- 3nn(t)d

[cm? /sec] (1.47)

Donde kg es la constante de Boltzmann (1.38054 x 106 ergs / deg), T es la temperatura
en ° K, n(t) (en centipoises) es la viscosidad del liquido en el que la particula esta en
movimiento, y d es el didmetro de particula. Esta ecuacion supone que las particulas se

mueven independientemente uno de otro.

Por tanto, se puede determinar el tamafio de particula a partir de los célculos previos de
la funcién de medicion I' (ecuacion 1.45), la constante de difusion D (ecuacién 1.47) y los
datos de T y n [82].

El tipo de diametro obtenida con espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) es el
didmetro hidrodindmico (el didmetro de particula mas el espesor de la doble capa). El
didmetro efectivo medido es un didmetro promedio el cual se pondera por la intensidad de
la luz dispersada por cada particula. Esta ponderacion de intensidad, no es la misma que la
cantidad ponderada utilizando un solo contador de particulas, tales como en la microscopia
electrénica. Sin embargo, los didmetros medios obtenidos son por lo general similares a los

obtenidos por técnicas de particulas individuales [83].
2.8 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es una técnica no destructiva que permite

el andlisis de la morfologia de microestructuras a alta resolucion a través de una imagen,
asi como determinar paralelamente, mediante microandlisis de Rayos X, los elementos
quimicos presentes en la muestra, cuantificarlos y plasmar en imagen la distribucion de los
mismos en la superficie de la muestra [84]. El SEM puede estar equipado con sistemas que
permiten detectar las sefiales de: electrones retrodispersados (ER), electrones secundarios
(ES) y rayos X (RX).
Los electrones secundarios (ES) se producen cuando un electrén del haz impacta con un
electron de la muestra expulsandolo de la capa. Son electrones poco energéticos (<50 eV)
[85] y aportan informacion de la capa superior (10 nm). Las imagenes ES dan informacion
de la topografia superficial.

La emision de RX esta vinculada a la vacante electrénica que deja el ES. Un electron de
otra capa ocupa la vacante produciéndose una pérdida de energia en forma de RX

caracteristico. [86].
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Haz electronico
Incidente .
o ER

Figura 20. Modelo atémico de Bohr de un 4&tomo de Na (Z=11) [81].

Para facilitar la emision de electrones la muestra se metaliza recubriéndola con una
pequefia capa de un metal conductor como el Au. El haz de electrones se puede concentrar
en una zona diminuta (~20 A) que puede barrer la superficie de la muestra al ser deflactado
por bobinas adecuadas. Los electrones secundarios se detectan por encima de la muestra y
la imagen muestra la intensidad de los electrones secundarios emitidos por las diferentes
partes de la muestra.

El esquema de un microscopio SEM se da en la Figura 21.

Filamento
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=
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e electromagnéticas
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electromagnéticas =

Bobinas —— Bobinas
de barrido = : « de barrido
) or de € Detector d

A la bomba de vacio

Figura 21. Esquema general de un SEM, indicando el detector de electrones secundarios y de
Rayos X [87].
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2.8.1 Microanélisis EDX (Energia dispersiva de Rayos X) en Microscopia
electronica de barrido (SEM)

En el microanalisis de RX se detectan y analizan los RX caracteristicos que se producen
al impactar el haz electronico con la muestra, para asi identificar la composicion elemental
de una muestra.

Cuando la muestra es bombardeada por el haz de electrones, los electrones son
expulsados de los &tomos que comprenden la superficie de la muestra. Las vacantes de
electrones resultantes son ocupadas por electrones desde un estado superior, y se emite
rayos X para equilibrar la diferencia de energia entre los estados de los dos electrones. La
energia de rayos x es caracteristica del elemento de la que se emite. Las transiciones
energeéticas se nombran usando la letra de la capa en el que ocurre la primera ionizacion,
una letra griega que denota el grupo de lineas que pertenece a la transicién, en orden
decreciente de importancia, y una clasificacion como subindice numérico de la intensidad
del pico dentro de ese grupo. Por lo tanto, el pico mas intenso resultante de ionizacion en la
capa K seria Ka1. Dado que cada elemento tiene una carga nuclear diferente, las energias
de las capas del ndcleo y, ain mas importante, el espacio entre ellos pueden variar de un
elemento al otro. Aunque no todos los picos en el espectro de un elemento son exclusivos
de ese elemento, hay suficientes picos caracteristicos para poder determinar la composicion

de la muestra.

lineas K
lineas L

lineas M

Figura 22. Diagrama de los niveles y transiciones de energia de un ndcleo en un dtomo [85].

Dos tipos de rayos X se producen en la interaccion inelastica del haz de electrones con

los atomos de la muestra en el SEM:

« Rayos X caracteristicos resultado de cuando los electrones del haz expulsan electrones de

la capa interna de los &tomos de muestras.
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« Rayos X continuos (bremsstrahlung: radiacion de frenado) resultado de cuando los

electrones del haz interact(ian con el nicleo de los &tomos de la muestra.

Los rayos X caracteristicos se revelan como picos impuestos sobre un fondo de rayos X

continuos como se muestra en la Figura 21.

Rayos X caracteristico

Rayos X continuo

kim - 14 - Si keV

Figura 23. Espectro EDX [88].
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Capitulo 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Generalidades

En soluciones acuosas, Massart et al [80], fueron los pioneros en la preparacion de
nanoparticulas de magnetita por método de coprecipitacion, a partir de sales de FeCl; y
FeCls (Fe?* / Fe®* = 1/2) precipitandolos en medio alcalino (NaOH, NHs, etc). Existen
otras rutas quimicas de preparacion como la reduccion hidrotermal del Fe** y la oxidacion
de sales de Fe?" [3], microemulsion, descomposicion térmica, sintesis hidrotermal,

reduccién quimica, entre otros [41,43].

Los métodos quimicos méas usados para la preparacion de nanoparticulas de plata son la
reduccidon quimica, técnicas electroquimicas, y la reduccion fotoquimica [33]. En la
literatura se reportan una gama de métodos para la sintesis de NPs-Ag y el método mas
frecuentemente usado en dispersiones coloidades en agua o disolventes organicos es la
reduccion quimica. Los reductores cominmente utilizados son borohidruro de sodio,

citrato, D-glucosa, maltosa, aldehidos, aminas, ascorbato y polisacaridos [48].

3.2 Reactivos y equipos

Los reactivos usados en las sintesis de MNPs de magnetita FezO4 y del nanocompuesto

Fes04/Ag se muestran en la tabla 3:
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Tabla 3. Lista de reactivos usados en ambas sintesis.

Reactivo Marca Grado de
pureza
FeCl..4H20 Merck P.A.
NaOH Merck P.A.
NaNOs Merck P.A.
NasCsHs0O7 Citrato de sodio Sigma Aldrich P.A.
C19H42BrN Bromuro de . .

hexadeé?ltﬁizmetilamonio (CTAB) Sigma Aldrich P.A.
AgNO3 Merck P.A.
PVP polivinilpirrolidona Sigma Aldrich P.A.
glucosa Merck P.A.

Entre los equipos usados son el pH-metro Accumet AB15 Plus, marca COLE
PALMER, junto con un electrodo de vidrio OAKTON 4520. Para calibrarlos, se usaron
soluciones buffer de pH 4.01, 7.01 y 10.04, marca FERMONT. Para ambas sintesis, la
agitacion fue constante y se realizd con un agitador magnético-calentador marca ARE.
Para la sintesis de magnetita se usé un bafio maria marca KeriLab CDK-S22. Para la
sintesis del nanocompuesto se empled un bafio ultrasonido COLE-PARMER 8850.

En la preparacion de las MNPs y del nanocompuesto se utilizé nitrégeno, para trabajar
en atmosfera inerte.

En la caracterizacion de las MNPs y del nanocompuesto, asi como en la prueba
bacteriana, fue necesario obtener muestras en polvo y para eso se usé un campo magnético
con la ayuda de un iman de neodimio y su posterior secado en una estufa marca FISHER
SCIENTIFIC. Para analizar el coloide del nanocompuesto se centrifugd la muestra coloidal

con una centrifuga marca EPPENDORF, modelo Centrifuge 5810 R.
Los reactivos usados en la prueba antibacteriana se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Lista de reactivos usados en la prueba antibacteriana.

Reactivo Marca
CM 1135 Brain Heart Infusion Oxoid
Plate count agar Merck
Cloruro de sodio 9% BiBraun
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ATCC
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ATCC
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Todos los materiales fueron esterilizados a 121°C por 15min en una autoclave marca
Winters. Se us6 un densitometro Den-1 McFarland Densitometer, para medir la densidad
Optica de la suspension bacteriana en crecimiento (Figura 24). El llenado de las placas con
agar se realizo en una cabina de flujo laminar clase Il Purifier Class Il Biosafety Cabinet
LABCONCO (Figura 25).

Figura 25. Cabina de flujo laminar clase II.

Las pruebas antibacterianas se realizaron en una cabina de flujo laminar clase | marca
Nuaire (Figura 26), previamente todos los materiales se dejaron en la cabina con
irradiacion de luz UV por 15 min. La incubacion de las placas se realiz6 en una estufa

marca Memmert que se mantuvo a 37°C (Figura 27).
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Figura 26. Cabina de flujo laminar clase I.

Figura 27. Estufa a 37°C.

3.3 Procedimiento experimental

3.3.1 Sintesis de nanoparticulas de magnetita FezO4

El procedimiento seguido para la sintesis de MNPs de magnetita FesO4 es mediante el
método de control electrostatico de soles, tomando como base a Vergés et al [3] y Hui et al
[89], que trabajaron a partir de la oxidacion de Fe?*; sin embargo, se vario sus condiciones
iniciales, en los procesos de mezcla se adiciond como surfactante al Bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) a una concentracion de 0.1% w/V para la estabilizacion del
sol. A su vez se controlé la adicion de la solucion diluida de hierro (1) 5 x 102M y la
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solucion de NaOH 0.8M mediante un goteo lento y en paralelo se adicionaron a las
soluciones de nitrato de sodio NaNOsz 0.2M, citrato de sodio NasCsHsO7 0.05M con
agitacion constante y controlando su temperatura con una chaqueta de calentamiento con
un bafio de agua a 80°C con recirculacion de agua usando una bomba peristaltica. Luego
de finalizar el goteo, el sistema de reaccion se mantuvo en el bafio de agua a la misma
temperatura de 80 °C por 1lh. Durante todo el procedimiento, se burbujeo nitrégeno
gaseoso. Es importante indicar que para preparar todas las soluciones, se usO agua
ultrapura previamente hervida para eliminar el CO2 y O disueltos. Para la caracterizacion
de la muestra en polvo, la magnetita se sometié a un campo magnético con la ayuda de un
iman de neodimio, con lavados sucesivos por 5 veces y un proceso de secado en estufa a
70°C por 8h. En la Figura 28 se muestra el diagrama experimental para la sintesis de
MNPs de magnetita Fe3Oa.

FeCl, 0.05M en NaOH 0.8M
HCI 0.01M desaireado
desaireado, 20ml 20ml
gota a gota gota a gota
NaNOs; 0.2M
Na3C5H507 0.05M
CTAB 0.1% <

120mL

Bafio Maria T: 80°C
Agitacion constante
Flujo de N,

pH:12

SOL Fe304

Figura 28. Diagrama de proceso para la sintesis de MNPs de FesO4 por el método de control
electrostatico de soles.

En la Figura 29 se muestra un esquema de cémo se llevé a cabo la sintesis de las MNPs

de magnetita.
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solucion de NaOH

solucién FeZ* bafio maria 80°C

bomba peristatica

Balon de N,

agitador magnético

Figura 29. Representacion esquematica del montaje experimental para la sintesis de MNPs de
magnetita.

En la Figura 30 se muestra las variaciones de color a medida que se va goteando las
soluciones de Fe?* y la base NaOH, observandose la aparicion del green rust, que es el

hidroxido de Fe?* (Figura 30 d) que se forma previo a la magnetita (color negro).
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(b)

0 | (d)

(€)

Figura 30. Variaciones en la coloracién en la sintesis de MNPs de FezO4 por el método de control
estérico de soles (a) antes de agregar la solucién de Fe?", (b) después de gotear 5 ml de solucién de
Fe?*, (c) después de gotear 10 ml de solucién de Fe?*, (d) formacion del green rust a los 13 ml de
solucion de Fe?* y (e) formacion de la magnetita.

59



Capitulo 3: Parte experimental

En la Figura 31, se observa la dispersion de la magnetita, después del goteo de las
soluciones y cuando se mantuvo la agitacion por 1h con burbujeo de No.

Figura 31. Dispersion de magnetita en el proceso de envejecimiento con burbujeo de Na.

La suspension final resultdé de color negro (Figura 32), la cual se utilizdé para la
preparacion del nanocompuesto FesO4/Ag. Para la caracterizacion se procedio a separar las
particulas usando un iman de neodimio, con los respectivos lavados sucesivos y su

posterior secado a 80°C en una estufa por 4h.

Figura 32. Sol de nanoparticulas de magnetita Fe3O..
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3.3.2 Sintesis de nanocompuesto de FezO4/Ag

Luego de sintetizar el sol de magnetita, se procedio con la sintesis del nhanocompuesto.
La sintesis in situ de las nanoparticulas de plata sobre la dispersion coloidal de magnetita
se realiz6 por reduccion de los iones Ag* usando glucosa como agente reductor, tomando
como base el método de sintesis de solo NPs-Ag realizado por Wang et al [90]. Se
emplearon concentraciones propias de la solucion de plata y PVP, a un pH de 11.5 para

reducir los iones Ag".

La solucion de PVP se prepar6 por una disolucion de PVP y glucosa en 35 ml de agua
ultrapura y se calentd en un bafio de agua a 60 "C con agitacion. Se afiadio 15ml de la
dispersion coloidal de magnetita y se agitd con la solucion de PVP. Luego se afiadié gota a
gota la solucion de AgNO3z 5x10M y se mantuvo en agitacion a 60°C por 30 min. Las
particulas se separaron con el uso del iméan de neodimio, y se lavaron con agua destilada
varias veces hasta que los NOs™ sean eliminados. Luego la muestra sélida se secé en una
estufa a 70°C por 8h. En la Figura 33 se muestra el diagrama experimental para la sintesis

del nanocompuesto de FezO4/Ag.

Sol magnetita 15ml
Solucién PVP: 0.16g PVP + glucosa 0.08M
(35ml)

AgNO; 5x 10° M e Bafo Maria T: 60°C
15 mL e Agitacion constante
gota a gota e FlujodeN;
e pH:115

coloide FesO4/Ag

neodimio
e Decantar
e Secadoa 70°C x 8h

e Separar con un iman de } 5 veces

Nanocompuesto de FezO4/Ag

Figura 33. Diagrama de proceso para la sintesis del nanocompuesto de FezO4/Ag.

En la Figura 34 se muestra el montaje experimental de la sintesis del nanocompuesto
Fe304/Ag.
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.z + ~ , o
solucion Ag bomba peristitica baifio maria 60°C

—

\

Balén de N,

o S
]

mangueras para el flujo de agua a 60°C

“PVP+

Glucosa

vaso de reaccion con tapa

£ |

agitador magnético

Figura 34. Representacion esquematica del montaje experimental para la sintesis del
nanocompuesto de FezO4/Ag.

En la Figura 35, se observa la dispersion final del nanocompuesto, con la medida del pH
final que result6 11.26. EI nanocompuesto obtenido se muestra en la Figura 36, con una

coloracion ligeramente mas clara que la magnetita de color negro.
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Figura 35. Dispersion final del nanocompuesto de FesO4/Ag, con un pH final de 11.26.

Figura 36. Nanocompuesto en dispersion de FesO4/Ag.

Cuando el nanocompuesto se diluye con agua destilada, mostraron un marcado efecto Tyndall
(Figura 37).
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Figura 37. Dispersion coloidal diluida del nanocompuesto de FesO4/Ag.

Para obtener la muestra solida del nancompuesto, este se sometié a un campo magnetico
con la ayuda de un iman de neodimio (Figura 38) y con procesos de lavado continuo. El

solido obtenido fue secado en la estufa a 70 °C por 8h.

~ mPg

Figura 38. Proceso de separacion del nanocompuesto en dispersion con un iman de neodimio para
obtener la muestra solida.
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3.3.3 Prueba antibacteriana del nanocompuesto de FesO4/Ag.

Las pruebas antibacterianas se llevaron a cabo tomando como referencia a Theamdee
et al. [5], utilizando la norma ASTM modificada (un método de prueba estdndar para
E2149-01 para la determinacion de la actividad antimicrobiana de agentes antimicrobianos
inmovilizados bajo condiciones de contacto dindmico). Las colonias de Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212) se sembraron en una
placa de Petri para luego inocularlas en un tubo con 5 ml de caldo Brain heart Infusion
(BHI). Los cultivos se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 3h hasta alcanzar la
densidad 6ptica (D.O) de 0.5 en la escala de MacFarland.

Para el control 1, se agregd 100 ul al primer tubo con 9.9 ml de solucidn salina (cloruro
de sodio al 9%, y se realizo las diluciones seriadas respectivas segun la Figura 39a. Se
coloco 100 pl de las diluciones 103, 10, 10° y también 10 pl de la dilucién 10™ a las
placas con agar (por duplicado). Luego, los agregados se diseminaron sobre la superficie
de las placas con la ayuda de una espatula de Drigalsky (Figura 40). Las placas se
incubaron por 24h en una estufa a 37°C. Para el control 1 con Enterecoccus faecalis se
realizo las diluciones y la diseminacion en las placas con agar plate count segun la Figura

39b y luego de 48 h se procedid a realizar el conteo de las colonias en las placas.

Enterobacter aerogenes NS Enterococcus faecalis

0.1ml = 0.1ml =
Dilucién —* Dilucién —*

1ml 1ml 1ml Olml  1m 1ml
, i
9.9ml de 9 'l ? osmiae M *° 9 »
medio ml ml ml medio - ml ml ml
100 1108 1104 100° 1100 110t 110°
I T R TR T g
Alicuotas 100 pl 100l 100 pl 10pd Alicuotas 100l 100l 100l

A

| |
(b)

Figura 39. Diluciones para el control 1 con suspension bacteriana (D.0:0.5 de la Escala de Mac
Farland), sin tratamiento y sin el nanocompuesto, (a) para Enterobacter aerogenes y (b) para
Enterococcus faecalis.

65



Capitulo 3: Parte experimental

Siembra por
diseminacion

—>

La muestra se pipetea sobre la
superficie de la placa con agar

Siembra por diseminacion sobre la superficie de placas de Petri

I ~ colonias de

4 ~ superficie
incubacion /

La muestra se extiende o )

uniformemente sobre la Resultado tipico de la siembra

superficie del agar usando por extension

una espatula de Drigalsky

Figura 40. Siembra por diseminacion de la dilucion bacteriana sobre la superficie de la placa con

En el control 2, la suspensién bacteriana se agité a 37°C por 1h. Luego se agrego

100 pl al primer tubo con

diluciones seriadas respectivas conforme la Figura 41. Se coloc6 100 ul de las diluciones

104, 10°, 10 y también

Luego, los agregados se diseminaron en toda la superficie de las placas con la ayuda de
una espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron por 24h en una estufa a 37°C. Para el
control 2 con Enterococcus faecalis se realizo las diluciones igual que para Enterobacter
aerogenes, s6lo que se trabajé con las diluciones 10° y 10 en las placas. Luego de 48 h se

agar.

9.9 ml de solucién salina (cloruro de sodio al 9%) y se realiz6 las

10 ul de la dilucion 10 a las placas con agar (por duplicado).

procedio a realizar el recuento de las colonias crecidas en las placas con agar.

0.1m!
Dilucién —*
0lml w1 1ml
M W )
9.9ml de 9.9 9 9
medio ml ml ml

1100 V10*  110°  110%

102 10+ 15 10*¢ ‘'«
Alicuotas 100 pl 100l 100 pl 10pl
| \

Figura 41. Diluciones para el control 2 con suspension bacteriana (D.0:0.5 Escala de

MacFarland), con tratamiento y sin el nanocompuesto, para las bacterias Enterobacter aerogenes y

Enterococcus faecalis
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Se pesd por duplicado 5 mg del nanocompuesto de FesOs/Ag en tubos Eppendorf.
Luego de su esterilizacion, se agregd 1 ml de la suspension bacteriana respectiva y se
mantuvo en agitacion durante 50 min a 37 °C. Después se decanto el sobrenadante con un
iman de neodimio y se colocd (1000ul) en placas con agar sin efectuar diluciones segun la
Figura 42. Luego se sembraron por diseminacion las placas con la espatula de Drigalsky y
se incubaron por 24 h en una estufa a 37°C para las bacterias Enterobacter aerogenes y
48 h para las bacterias Enterococcus faecalis. Finalmente, se observo si hubo formacion de
colonias en las placas con agar.

Separacion magnética
con iman

Agitacion por 50 min, 37°C
-
/ v
:-/
\

nanocompuesto de
magnetita/plata dispersado
en la suspension bacterial

/ Colocado del sobrenadante sobre

la placa de Petri

Adicion de 1ml de
suspension bacterial Alicuotas

100l 2001 200u! 250ul  250ul

OOOO0O

Figura 42. Tratamiento del nanocompuesto FesO4/Ag con la suspension bacteriana (D.0:0.5
Escala de MacFarland), con agitacion por 50 min a 37°C, para las bacterias Enterobacter
aerogenes y Enterococcus faecalis.

Figura 43. Dispersion de la suspension bacteriana con el nanocompuesto de FesO4/Ag.
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Figura 44. Separacion del sobrenadante con un imén de neodimio.

La eficiencia antibacteriana del nanocompuesto de FesOs/Ag puede medirse con la
siguiente ecuacion:

control XNcontrol—FmuestraX Nmuestra (1 48)

S . . F
Eficiencia antibacterial =

FcontroiXNcontrol

donde Necontrol, Nmuestra SON €l nimero de las colonias en las placas con agar del control y la
muestra, respectivamente, y Fcontrol, Fmuestra SON €l factor de dilucion del control y de la

muestra, respectivamente.
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Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Magnetita (FesOa)

Para la formacion de la magnetita segin el proceso sol-gel se requiere primero formar el
precursor, luego se llevard a cabo la hidrolisis de los precursores y condensacion de las
especies hidrolizadas. Después de la formacion de los ndcleos y su crecimiento, se

obtendrd la fase solida de magnetita.

4.1.1 Aplicacion del Modelo de carga parcial (MCP) a la hidrolisis de Fe

Aplicando el Modelo de carga parcial explicado en el capitulo 1, se podra predecir el
precursor (complejo metalico) y encontrar el grado de hidrolisis segun el pH y el
mecanismo de condensacion y después de la nucleacién y crecimiento obtener el 6xido de
hierro en la fase magnetita. En este caso la carga formal del Fe?* es z=2, su nimero de
coordinacion es N=6 y la electronegatividad del Fe segin Alfred-Rochow es 1.72. Por
tanto primero se comprueba si el Fe?* tiene comportamiento de acido o base fuerte y luego

se determina su grado de hidrdlisis.

i) Comportamiento acido-base solucion acuosa

e ParalaFe? (z=2), se obtiene:

XB,2(Fe*) x*Fe XA,2 (Fe?*)
0.92 1.72 3.51

X1 < X*re < Xa1 PoOr lo tanto Fe** no actlia como acido ni base fuerte. De este

modo, es factible que ocurran las reacciones de hidrolisis y condensacion.
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i) Grado de hidrodlisis del Fe
e Para la Fe?* , reemplazando los valores de N (6) y x*¢e (1.72) en la ecuacion 1.32,

se tiene:

1
h = (m) (0.617 + 0.243pH) (1.49)

Esta ecuacion nos permite determinar la zona de predominio de las especies
hidrolizadas en funcién del pH. Resolviendo esta ecuacion se obtiene los complejos de
Fe2* segln el pH:

Tabla 5. Grado de hidrélisis del Fe?* segn el pH teérico.

pH h Especie hidrolizada
1.7 1 [Fe(OH)(OH2)s]"
6.4 2 [Fe(OH)2(OH2)4]
12 3 [Fe(OH)3(OH2)s]

Se observa gue sé6lo a pH mayores a 1.7 se forma un acuoxocomplejo que sera capaz
de condensar. Por encima de pH 6.4, predomina la especie [M(H20)4(OH)2], sin
embargo no tiene carga eléctrica y precipitaria de la solucion. Se trabaj6 con un pH 12
para obtener una especie hidrolizada con 3 OH" que puedan participar en la

condensacion.

iii) Condensacion y polimerizacién

Para la Fe?* se obtiene:

xB,2 (Fe%) XA,2 (Fe?) X*Fe XOL,2 (Fe?)
0.92 3.51 1.72 1.77

Si Xz < Xre< XoLz. la condensacion es por olacion y si xoLz; < Xre< Xaz la

condensacion es por oxolacion.

Por lo tanto, se tiene:

*
XB,Z < XFe< XOL,Z

0.92<1.72<1.77

Asi, el Fe?* condensa por olacion. Por tanto, si sélo estan presentes puentes ‘ol’ en

la estructura de los complejos intermediarios, se requerira temperatura para
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transformar la fase hidréxido a la fase dxido por deshidratacion de la fase solida. El

mecanismo de la condensacion por olacion para el Fe?* es el siguiente:

Fe—OH + \O—Fe _— Fe——O----H——O——Fe
S5—
nucleéfilo H

o+ %K—HJ
Ligando H;0,
inestable
H H

Fe——O0----H—O——Fe > Fe—O—Fe + H,0

H
|

Baguazo
grupo saliente

Figura 45. Mecanismo de condensacion por olacion para el Fe?*.
4.1.2 Nucleacién y crecimiento

El cambio de energia libre AGy para formar la particula esférica, depende de r. Cuando
se supera el radio critico rc la contribucién interna de la energia libre empieza a ser

dominante y el sistema pasa a ser termodindmicamente favorable. El valor de rc se expreso

L -2 . : .
en la ecuacion 1.40: rc:AGy y la energia libre asociada a este punto critico

v

corresponde al maximo de AGr, denominado AG¢ segun la ecuacion 1.41 del capitulo 1:

3
AGC::anC'}/: ML

A6 T (1.50)

De este modo, para obtener un radio critico menor, se tiene que disminuir la tension
superficial y asi la AGc seria menor ya que la tension superficial vy, tiene una dependencia
directa y cubica con AG.. Esto se logra agregando surfactantes con afinidad por el cation

metalico que disminuyan la tension superficial en el medio.

En este caso, se trabajo con el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), que es una
sal de amonio cuaternario, un surfactante cationico con una cadena de 15 carbonos no muy
grande, ya que asi se evita que se enrolle sobre si mismo y tampoco muy corta, evitando

las interacciones de Van der Waals (Figura 46).
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(I)H3 Br-
HaC(H2C)15—N*-CHg
CHs

Figura 46. Estructura del surfactante bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).

El amonio cuaternario interactla electrostaticamente con la carga negativa del cation
metélico del Fe, inhibiendo el crecimiento rapido de los nucleos formados, impidiendo el
crecimiento en las zonas de coordinacion superficiales. Esto también se puede interpretar,
debido a que el CTAB lo que genera que el espesor de la doble capa aumente. El catién
metalico tiene carga negativa debido al medio basico de la solucion. Los iones de Fe?* son
estabilizados por la presencia de citrato de sodio (Figura 47) que acompleja
superficialmente con sus grupos carboxilato al cation metalico y evita una rapida oxidacion

de estos iones.

Figura 47. Estructura del citrato de sodio.

Otra de las razones para la eleccion del surfactante CTAB fue porque con un polimero
como el PVA (polivinil alcohol), se obtenian aglomerados de particula a simple vista en la
preparacion de la magnetita sintetizada a 80°C. EI PVA es recomendable para sintesis a
temperatura ambiente, ya que a esta temperatura sus cadenas poliméricas se mantienen
estiradas y no tienden a enrollarse sobre si mismas como a temperaturas mas altas donde

aumenta el movimiento de las colas.

En ausencia de cualquier recubrimiento superficial, las particulas magnéticas tienen
superficies hidrofobas y tienden a aglomeran y forman clusters, dando como resultado un
mayor tamafio de particula. Estos clusters, muestran fuertes atracciones dipolo-dipolo
magnético entre ellos y muestran comportamiento ferromagnetico. Por lo tanto, es
importante adicionar surfactantes para mejorar la dispersion y tamafio de las particulas

magnéticas.
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4.1.3 Transformacion en fase solida

En la sintesis se observa la formacion del green rust, el hidroxido de Fe?* (Fe(OH).)
como paso previo a la formacion de la magnetita. Se debe evitar la oxidacion total del Fe?*,
ya que la magnetita esta formada por cationes de Fe?* y Fe3*. Por esta razon se trabaja en
atmosfera inerte y realizando una oxidacion controlada usando el ion nitrito como agente
oxidante. La sintesis se realizd a pH 12, para que ocurra la hidrolisis del precursor y

también para que se forme el green rust, la oxidacion se realizé a temperatura de 80°C.

Sugimoto y Matijevi¢ [91] presentaron una serie de reacciones para la oxidacion de Fe?*
a Fe** en el proceso de formacion de magnetita, a partir de la oxidacion del Fe(OH)., el

green rust:
3 Fe(OH), + NOs™ = FesO4 + NO2™ +3 H20 (1.51)
3 Fe(OH)2+ NO;” = Fes04 + NO +2 H0 + OH- (1.52)
15 Fe(OH)2+ NO = 5 FesO4 + NHs + 12 H,0 (1.53)

En la sintesis no se observa la presencia de gases nitrosos pardos del NO, posiblemente

debido a que estos son convertidos en amoniaco NH3 durante la reaccion.

Se trabajo también con temperatura de 80°C, después de agregar la cantidad necesaria
de la sal de Fe?" y el NaOH para llevar a cabo el envejecimiento de la fase s6lida y obtener

una fase sélida con mejores propiedades estructurales y magnéticas.

4.1.4 Doble capa eléctrica

Las particulas de magnetita tienen un punto isoeléctrico alrededor de 7. En este punto
debido a las pequefias fuerzas de repulsion electrostaticas ocurre la agregacion de las
particulas, lo que significa que las particulas sélo son estables a valores bajos o altos de pH
[92].

Con un exceso de OH", el pH fue 12 que es mayor al punto isoeléctrico y se mantuvo
constante durante la reaccion. Al aumentar el pH por encima del punto isoeléectrico, las

particulas se cargan y evita su agregacion.

La presencia de CTAB aumenta la doble capa eléctrica, al evitar las interacciones entre

particulas, de esta forma se disminuye el radio critico en la nucleaciéon y se controla el
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crecimiento de las particulas, obteniendo particulas mas dispersas y pequefias. En la
Figura 48 se esquematiza la estabilizacion electrostatica entre el CTAB por la presencia del
N cargado positivamente en el amonio cuaternario y la superficie cargada negativamente

de la particula de magnetita.

Ho HO OH ——
2
OH
HO o
on CTAB .
HO 5L oH
!
HO | “on

OH

superficie de magnetita
cargada negativamente
pH 12

interaccion electrostatica entre
el N(+) y la superficie de la particula (-}

Figura 48. Mecanismo de atraccion del surfactante CTAB sobre la superficie de las particulas de
magnetita.

4.2 Caracterizacion de materiales

4.2.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La muestra sélida se prepar6 mezclandola con bromuro de potasio grado

espectroscopico en un mortero con su pistilo de agata. Posteriormente se coloca la mezcla
en el portamuestra, en forma de disco, del equipo y finalmente se obtienen bandas de
absorcion que corresponden exclusivamente a la muestra, excepto la presencia a veces
inevitable de bandas debidas al agua residual.
Esta técnica se establece sobre la base de la propiedad que posee el bromuro de potasio y
otros haluros alcalinos de formar discos transparentes o transltcidos, cuando el material en
polvo y secado previamente, es sometido a una presién manual. Los analisis se realizaron
en un equipo IR Prestige-21 marca SHIMADZU.

4.2.1.1 Espectro IR de las MNPs de Fe3Oa4

La Figura 49 muestra el espectro IR de FesO4 con sefiales distintivas de la tension del
enlace Fe-O a bajos nimeros de onda de 459cm™y 578cm™. La banda a 578cm™ se refiere
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a la vibracion por tension del Fe-O en los sitios tetraédricos (Fe**-O%*-) y la banda a

459 cm™ se refiere a la tension del Fe-O en los sitios octaédricos (Fe?*-0%-).

Se observa la banda a 960 cm™ debido a la vibracion por tension del enlace

C-N. Se evidencia la banda caracteristica de la vibracién de flexién simétrica del enlace

N-CH3 del CTAB en 1383 cm™. Las vibraciones de los enlaces CHs* en el plano simétrico

de enlace con CH: aparece en 1500 cm™. La banda de vibracion por tension v(O-H) es

influenciada por el CTAB y se evidencia la formacion de enlaces H con especies N---O.

Las bandas de absorcion observadas se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Bandas de absorcion observadas en el espectro IR de las MNPs de Fe3Oa.

numero de onda (cm”

Bandas de absorcion (cm™) Asignacion Referencias
459 v Fe-O (oh) [27], [93]
578 v Fe-0 (th) [27], [93]
960 v C-N [94]
1383 o simétrica CHs [94]
1500 v CHs" [95]
3730 v OH" [95]
S | s
i | 5
E | g 45
= | S
i | -
= | | :\_
2 | | 3 578
o
3730 L |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 800 600 400

nimero de onda (em

!

(@)

(b)

Figura 49. (a) Espectro IR de MNPs de Fes0s, (b) espectro de las MNPs de FesOsen el rango de

400-100cm™,

A partir del espectro se evidencia la formacion de la magnetita (Fe?*onFe® onFe® 1Ou)

con la presencia de los enlaces Fe-O en sitios tetraédricos y octaédricos, a su vez como la

interaccion del surfactante CTAB con las particulas del Fe de la magnetita.

75



Capitulo 4: Resultados y discusiones

4.2.1.2 Espectro IR del nanocompuesto de FesO4/Ag

La Figura 50 muestra el espectro IR del nanocompuesto de FezOs/Ag con dos sefiales
distintivas de los enlaces Fe-O a 459 y 578 cm™. La banda pequefia a 459cm se refiere a
la vibracion por tension del Fe-O en los sitios octaédricos (Fe?*-O%-), mientras que la
banda a 578 cm™ se refiere solo a la vibracion por tension de los sitios tetraédricos
(Fe**-0%-). Esto indica que la estructura de la magnetita no ha sido modificada,

evidenciando solo el recubrimiento de la plata a la magnetita.

La banda a 849 cm™ corresponde a la amida del PVP vy las bandas a 970 y 1217 cm'?
representan las vibraciones por tension del enlace C-N del PVP o también del CTAB. La
banda en 1217 cm™ esta desplazada a menor nimero de onda, ya que segln la referencia
[86] el PVP tiene bandas en 1225 cm™ para la vibracion C-N. Se evidencia la banda
asociada a la deformacion ciclica del grupo CH» del PVP ubicada a 1379 cm™ y la banda
en 1481 cm™ corresponde al enlace C-H en grupos ciclicos del PVP. La pequefia banda a
1658 cm™ se asocia al grupo carbonilo C=0 del PVP. Los enlaces C-H estan asociados a la
banda a 2924 cm™,

45

% Transmitancia

578

% Transmitancia

T I T I T |
1000 800 600 400

v 1 ' I v 1 v I ' 1 v I ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 A
namero de onda (cm )

numero de onda [cm'1]

(a) (b)
Figura 50. (a) Espectro IR del nanocompuesto de FezO4/Ag, (b) espectro del nanocompuesto en el
rango de 400-1000cm™.

Las bandas de absorcion observadas se resumen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Bandas de absorcion observadas en el espectro IR del nanocompuesto de FesO4/Ag.

Bandas de absorcion (cm™) Asignacion Referencias

419 v Fe-O (oh) [27], [93]
578 v Fe-O (th) [27], [93]
849 v -CO-N- [96]
970 C-N [96]
1217 C-N [33, 96]
1379 CHs [96]
1481 v CH (ciclicos) [97]
1658 v C=0 [96, 97]
2924 v C-H [97]

A partir de la interpretacion del espectro, se puede deducir que la magnetita mantiene su
estructura. También se evidencia la presencia del polimero polivinilpirrolidona PVP, que
actuaria como un dispersante y estabilizante de las nanoparticulas de plata en el
nanocompuesto final e interactia con la plata mediante el N de la pirrolidina y el O del
carbonilo.

En la Figura 51, se hace un comparativo de los espectros IR para la MNPs de magnetita
y el nanocompuesto de Fe3zO4/Ag, evidenciando los dos picos de Fe-O de la magnetita
para los sitios tetraédricos y octaédricos. De esta forma comprobamos que la estructura de

la magnetita no ha sido modificada por el recubrimiento con las NPs de plata.

nanocom puesto de FezOy4/Ag nanocompuesto de Fe;0,4/Ag
w© | "
2 | z
@ | @ 450
= | | =
£ E
g | | g MNPs de F3304 578
£ || E
MNPs de Fe,O -
= 3v4 | | 2
: 459
| | 578
— T T T T T 1 T T 1 T ||_ LI j T ' I ' !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1000 800 600 1400
numere de onda [cm'1] numero de onda (em )

Figura 51. (a) Espectro IR comparativo de las MNPs de FesO4y del nanocompuesto de FezO4/Ag,
(b) espectro comparativo en el rango de 400-1000cm.
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4.2.2 Difraccion de rayos X (DRX)

Las muestras en polvo evaluadas fueron secadas a 70°C por 8h. El espectro se evaluo
usando un difractometro de rayos X marca BRUKER modelo D8-FOCUS vy la radiacion
Cu-Ko 1.5406A4.

4.2.2.1 DRX de las MNPs de Fe30a4

El patron de DRX (Figura 52) de los polvos analizados muestra la formacion de las
nanoparticulas de Fe3Os y revela que la celda unidad presente en la estructura es una
espinela cubica. Los picos de difraccion a 26 son 18.3°, 30.1°, 35.5°, 43.1°, 53.3°,56.9°,
62.5°, 74.3°, 89.6° y 94.4° que corresponden a los planos (111), (220), (311), (400), (422),
(511), (440) y (533) respectivamente (Tabla 10), segun la base de datos ICDD-2007. La
ficha asociada a las fases del difractograma es la JCPDS-PDF 19-0629, a su vez son
confirmados por la referencia [28].

Ademas se observa en el difractograma un crecimiento preferencial del plano (311).

311
100 - (311)
[y}
=
&
-4
|
s
3 50 -
wn
= (220) (440)
-4
e
-
(111)
ﬂ 1 ' 1 v 1 ' 1
20 40 60 80
20

Figura 52. Difractograma de las MNPs de FesOa.

En la Tabla 8, se muestra el valor 26 con el respectivo plano para las MNPs de Fe3Oa.
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Tabla 8. Angulo y plano correspondiente del DRX de las MNPs de Fe3Oa.

20 Plano
18.3° (111)
30.1° (200)
35.5° (311)
43.1° (400)
53.3° (422)
56.9° (511)
62.5° (440)
74.3° (533)

El didametro medio de la cristalita de la magnetita FezOa4, se calcul6 a partir del pico mas
representativo con intensidad maxima en base a la formula de Debye y Scherrer:

0.9-4
crist — ﬂ'COS@ (154)

Donde:
A= Longitud de onda de la emision CuK* = 1.5406 A
B = Ancho de pico (26) a la altura media.
6 = Angulo de intensidad maxima.

El diametro de la cristalita resultd 5.6 A, usando el pico mas intenso para el plano (311).

Tabla 9. Diametro de la cristalista para la FesOa.

Muestra 20 0 B dcristalita (A)
Fes0q4 35.45 | 17.7 | 0.26 5.60

4.2.2.2 DRX del nanocompuesto Fe3sO4/Ag

Segln el patron de DRX del nanocompuesto de FesO4/Ag (Figura 58), se confirma la

presencia de los componentes cristalinos de FesOsy Ag.

Una comparacion del DRX de la Figura 53, con la base de datos ICDD-2007 confirma
la presencia de magnetita y de plata, comparando con las fichas JCPDS-PDF 19-0629 y
04-0783 y confirmados por la referencia [23, 28]. Las NPs-Ag tienen una estructura
cubica, como evidencian los picos a valores de 26 de 38.2°, 44.2°, 64.5° y 77.5°

correspondientes a los planos (111), (200), (220) y (311) respectivamente. Estos picos
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estan de acuerdo con la estructura fcc con el parametro de red, a = 4,08 A de plata

metalica.

Los picos de difracciéon a 26 son 18.3°, 30.1°, 35.5°, 43.2°, 53.4°, 57.1°, 62.6° y 74.3°,
corresponden a los planos (111), (220), (311), (400), (422), (511), (440) y (533),
respectivamente y estan asociados a las MNPs de magnetita. Esto indica que la formacion

del nanocompuesto no afecto la estructura cristalina de la magnetita.

[ |
*
100 - (311) (111) = Ag
=*Fe3C)4

(1]
=
©
o
2 *
:950— *
o (220) x = % (440)
2 * 400) 200) (511) - -
[
E U (220) , (311)

0 T T T T T ' 1

20 40 60 80
20

Figura 53. Difractograma del nanocompuesto de FesO4/Ag.

En la Tabla 10, se muestra el valor 26 con el respectivo plano para las MNPs de Fe30a.

Tabla 10. Angulo y plano correspondiente del DRX del nanocompuesto de FezO4/Ag.

20 Plano Compuesto
18.3° (111) Fes0q4
30.1° (200) FesO4
35.5° (311) Fes04
38.2° (111) Ag
43.1° (400) Fes04
44.2° (200) Ag
53.3° (422) Fes04
56.9° (511) Fes04
62.5° (440) FesO4
64.5° (220) Ag
74.3° (533) Fes0q4
77.5° (311) Ag
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Estos espectros confirman la presencia de FesOs y Ag sin cambios de sus estructuras
cristalinas por separado, indicando que la plata no influyo en la estructura de la magnetita.

De este modo, se evidencia la formacién del nanocompuesto Fes04/Ag.

El diametro de la cristalita para la MNPs de magnetita resulté 4.85 A, usando el pico
mas intenso para el plano (311) y el diametro de la cristalita para las NPs de Ag resulto
3.97 A, usando el pico més intenso para el plano (111). Se observa que el didmetro para las
MNPs de magnetita dismnuye con respecto al valor de las MNPs de magnetita sola,
también se observa que el didmetro de la cristalita para las NPs de Ag es menor comparado

con las MNPs de magnetita.

Tabla 11. Diametro de la cristalita para las MNPs de Fe;O4 y Nps -Ag.

Muestra 20 0 B eristalita (A)
Fes04 355|178 | 0.30 4.85
Ag 38.2 | 19.1 | 0.37 3.97

La Figura 54, muestra un comparativo del DRX de la magnetita FesOs y el
nanocompuesto FesOs/Ag. Los picos de la magnetita permanecen en el difractograma del
nanocompuesto y adicionalmente se evidencia dos picos de la plata. Esto indica que tanto
como la magnetita y la plata, mantienen sus propiedades estructurales y no se ha formado

un 6xido mixto.

= Ag -
b *FE}O_d

nanocom puesto de Fe;04/Ag

Intensidad
E

20

Figura 54. Difractograma comparativo de NPs de FeszO4 (abajo) y nanocompuesto de FezO4/Ag
(arriba).
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4.2.3 Espectroscopia Mossbauer

Para el analisis por espectroscopia Mdssbauer se utilizd un espectrometro convencional
en la modalidad de transmision con una fuente de °’Co en matriz de rodio con una
actividad de 12 mCi aproximadamente. Los espectros se acumularon a una velocidad de

11.017 mm/s en 1024 canales utilizando sefal sinusoidal.

La espectroscopia Mosshauer °’Fe, se uso para identificar el tipo de 6xido de hierro en

el nanocompuesto y declarar sus propiedades magnéticas.

Los espectros Mdssbauer correspondientes a las muestras de MNPs de FesOs y del
nanocompuesto de Fe3Os/Ag, se observan en las Figuras 55 y 56. Ambas graficas
presentan un ajuste por distribucion, tres sextetos asociados a sitios magnéticos y un
doblete asociado a un posible estado superparamagnético, los cuales son diferentes a un
espectro de una magnetita estequiométrica. La distribucidn representa sitios magnéticos
desordenados con un campo magnético medio de 40.15 T posiblemente asociados al efecto
de superficie de las particulas; los sextetos corresponden a los sitios octaédricos del Fe?* y
los sitios octaédricos y tetraédricos del Fe3* de la magnetita, y el doblete esta relacionado a
los cationes de Fe?*.

En la magnetita, ya que existe el mismo nimero de iones Fe*3 en los sitios Oh y Td, que se
compensan entre si, la magnetizacion resultante surge s6lo de los iones Fe*? no
compensados en los sitios Oh [43].

Al comparar los pardmetros hiperfinos (Tabla 12 y 13) obtenidos con los que estan
reportados en el Mdssbauer Mineral Handbook, se observa que los parametros hiperfinos
(6 y A) para los sextetos en cada muestra, estan dentro del rango de valores

correspondiente al de una muestra de magnetita Fe3Oa.

La magnetita tiene la siguiente formula estructural:
(Fe*Y)a [Fe?5*] 04
en el que los iones ferrosos y férricos del sitio octaédrico (B) se fusionan en Fe?>* debido a
un salto electronico rapido por encima de la transicion de Verwey (> 125 K). En el
espectro Mdossbauer a RT esta reparticion de cationes da lugar a dos sextetos con
parametros hiperfinos tipicos para Fe®** y Fe>®* y con una relacion de area de

aproximadamente 1: 1.9 para la magnetita estequiométrica [98].
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La magnetita no estequiométrica tiene la formula general Fes.xO4 con 0 <x <0.33. Si se
supone que las vacantes solo se localizan en los sitios octaédricos de la estructura, la
formula puede escribirse como [97, 99]:

Fed*a [Fe?*1-axFe® 142x [ x]onOa
La estequiometria se puede convertir mediante la siguiente relacion:

Fe?* 1-3x
X = Fe3t  2+2x (1.55)

El salto rapido de electrones, que se conoce como un fendmeno de la magnetita, resulta
en Fe2>* por una cantidad igual de Fe?*y Fe* octaédrico, dando la siguiente formula:
Fe3*ia [Fe?°*2-30Fe3*5x [ x]onOa
El espectro tiene tres sextetos: uno para Fe?>* y dos para Fe®'. Los espectros de

magnetita a 298 K suelen ser capaces de encontrar la estequiometria comparando las areas
relativas de ©"Fed*, TIFe3* y OMFe?S* usando la siguiente ecuacion [100]:

1 2.5+
__ Fe?t  *Fegy _2(1-3%) 156
T Fe3t Lipe25tipe3t Sy (1.56)
2 oh td

En la evaluacion para determinar la estequiometria de la MNPs de magnetita, siguiendo
el modelo planteado, es posible diferenciar a los sitios T9Fe®*, O"Fe3* y O"Fe?5* A partir de
la tabla 8 se puede calcular la estequiometria de la magnetita, con los datos de area relativa,
obteniendo un valor de X=0.24 y x=0.280. Entonces las MNPs de magnetita estudiada

tendrian la férmula:

Fed* et [Fe** 032Fe® 1.4 [1 0.28]0ctO4

El valor de X=0.24 indica que la magnetita tiene 80.6% de Fe3*y 19.4% de Fe?*,
indicando maés especies de Fe** que Fe?* en la red. Esta relacion es menor que la relacion
estequiométrica de la magnetita pura X=0.5, evidenciando que posiblemente la magnetita
este oxidada.

El corrimiento isomérico & es proporcional a la densidad de electrones para el &tomo de
Fe, donde el 4tomo de Fe?* tiene una densidad electronica mas baja que un atomo de Fe®*
debido a que el electron extra en d reduce la densidad electronica en s, y por lo tanto el
corrimiento isomérico de un atomo de Fe?* es mayor que un atomo de Fe3* en la mayoria

de los casos [98]. Segun los datos, el corrimiento isomérico del sitio octaédrico del Fe?
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(0.386 mm/s) es ligeramente mayor que el sitio tetraédrico (0.079 mm/s) y octaédrico
(0.184 mm/s) del Fe3*.

El desplazamiento cuadrupolar 2¢ es proporcional a la simetria del enlace relativo de un
atomo de Fe, si se tiene tensiones mas altas resulta un cambio cuadrupolar mas grande.
Para un atomo perfectamente simétrico, como el ™Fe** en magnetita, el desplazamiento

cuadrupolar esperado debe ser cero. En este caso, el desplazamiento cuadrupolar es
0.00504 mml/s.

Estos tres sextetos tienen campos magnéticos hiperfinos Bnt diferentes, siendo el campo
de los sitios tetraédricos ligeramente mayor que el de los sitios octaédricos. Ademas, el

doblete posee un area relativa de 4.75 % y puede estar relacionado a sitios de Fe?*.

1.00 Va f
0.98 -
. (20 f '\' :: d 0 l:. ? \‘:‘ P ® s
&) 096 7 ’z‘»v'? 1 -"v‘\-: .:;% 0!',. 1 o .“' I
[ ‘::é\\% @ "” © ‘:!' [ ? o ([©
\‘Z) :: @ ¢F : 0}
g 0.94 - i o Datos Muestra sin Ag o9 ®
c d Dist o f
(U 3+ »0
= Sitio Tetr Fe 3
Sitio Oct Fe’* \ ?
0.92 4 ——— Sitio Oct Fe™
Sitio Fe*
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Figura 55. Espectro Mossbauer de las MNPs de FesOa.
Tabla 12. Pardmetros hiperfinos de MNPs de FezOa.
Muestras &/Fe(mm/s) |2g (mm/s) | AEq(mm/s) Bt (T) A(%)
Tetraedral Fe** 0.079 0.00504 | = ----- 48.652 28.32
Octaedral Fe* 0.386 01 | - 45.04 27.85
octaedral Fe®* 0.184 0.033 | = ----- 47 15.59
Sitio con Fe? 0401 | - 228 | - 4.74
Distribucion 0.222 0.18 39.66 23.49




Capitulo 4: Resultados y discusiones

En la evaluacién para determinar la estequiometria de la magnetita en el
nanocompuesto de FesO4/Ag, si es posible diferenciar a los sitios ™Fe*, O"Fe3* y O"Fe?*
(Figura 56). A partir de la tabla 13 se puede calcular la estequiometria de la magnetita en el
nanocompuesto, con los datos de area relativa, obteniendo un valor de X=022 y x=0.282.

Entonces las MNPs de magnetita estudiada tendrian la formula:

Fe3*in [Fe?**0.308F€> 14101 0.282]ohOs

El valor de X=0.22 y x=0.282 indica que la magnetita en el nanocompuesto tiene 82%
de Fe**y 18% de Fe?", indicando mas especies de Fe®* que Fe?* en la red y en mayor

proporcion que la muestra de magnetita sola que tiene X=0.24.
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Figura 56. Espectro Méssbauer del nanocompuesto de FesO4/Ag.
Tabla 13. Pardmetros hiperfinos del nanocompuesto de FesO./Ag.
Muestras &/Fe(mm/s) |2g (mm/s) | AEq(mm/s) Bhr (T) A(%)
Tetraedral Fe** 0.081 0.00504 |  ----- 48.652 32.34
Octaedral Fe* 0.386 01 | - 45.04 25.83
Octaedral Fe®* 0.201 0033 | = - 47 13.71
Sitio con Fe? 034 | - 2278 | - 4.773
Distribucion 0.206 0.14 40.15 23.34
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Segun los datos, el corrimiento isomérico del sitio octaédrico del Fe?* (0.386 mm/s) es
ligeramente mayor que el sitio tetraédrico (0.081 mm/s) y octaédrico (0.201 mm/s) del
Fe3*. Estos valores son muy cercanos para el caso de la magnetita sola, indicando que los

parametros no han sido modificados con el recubrimiento de las NPs de plata.

El desplazamiento cuadrupolar 2¢ tiene los mismos valores para el caso de magnetita
pura. Estos tres sextetos tienen campos magnéticos hiperfinos Bns diferentes, siendo el
campo de los sitios tetraédricos ligeramente mayor que el de los sitios octaédricos.
Ademas, el doblete posee un area relativa de 4.773 % y puede estar relacionado a sitios de
Fe?* superficiales, que es mayor a los sitios de Fe?* superficiales en la magnetita sola.

4.2.4 Espectroscopia Raman

Para las medidas de espectroscopia Raman se usé un equipo marca HORIBA Scientific
con un laser de 532 nm, en el Laboratorio de Electroquimica de la FC de la UNI.

4.2.4.1 Espectro Raman de las MNPs de Fe3O4

La Figura 57 muestra el espectro Raman de las nanoparticulas de FeszO4 con sefiales
caracteristicas de la magnetita, corroboradas con la literatura, en la region de 200-800 cm™.
Se observa una sefial a 355 cm™ y 722 cm™* que corresponde a la maghemita, indicando que

la magnetita tiene especies oxidadas.

Los picos correspondientes a los nimeros de onda de 660 cm™ a 720 cm™ indican el
grupo tetraédrico y entre 460 cm™ a 660 cm™ indican el grupo octaédrico de las ferritas
[100]. Las bandas de dispersién Raman observadas se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14. Bandas de dispersidn observadas en el espectro Raman de las MNPs de Fe;0..

Bandas experimentales | Bandas referenciales Referencia
(cm™) (cm™)

204 205 [101]
264 268 [101]
355 350 [101]
470 460-490 [100,102,103]
554 540-560 [100, 102, 105]
575 580 [100]
628 615-607 [102,106]
722 730 [101]
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Intensidad (u.a)
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Figura 57. Espectro Raman de las MNPs de Fe;O..

4.2.4.2 Espectro Raman del nanocompuesto de FesO4/Ag

En la Figura 58, se observa el espectro Raman del nanocompuesto de FezOs/Ag con
sefiales caracteristicas de la magnetita. Se observa una sefial a 356 cm™ y 728 cm™ de la
maghemita, mas intensas que el espectro de las MNPs de magnetita, indicando un mayor

porcentaje de oxidacion en el nanocompuesto. La ausencia de la banda a 240 cm™

evidencia que el enlace Ag-O no se ha formado [107, 108].
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Figura 58. Espectro Raman del nanocompuesto de FezO4/Ag.

87




Capitulo 4: Resultados y discusiones

Las bandas de dispersién Raman de la magnetita en el nanocompuesto observadas se
resumen en la Tabla 15.

Tabla 15. Bandas de dispersion observadas en el espectro Raman del nanocompuesto de FesO4/Ag.

Bandas Bandas
experimentales | experimentales en Bandas Referencia
en MNPs nanocompuesto | referenciales
FesOs (cm™) (cm™) (cm™)
204 196 193 [100]
264 254 241 [100]
355 346 350 [101]
470 485 460-472 [89-92]
554 551 540-560 [100, 102,103]
575 - - -
628 625 607-615 [102,106]
722 728 690 [101]

Segun la Tabla 15 y la Figura 59, se observa un desplazamiento a menor niumero de
onda en el nanocompuesto con respecto a la magnetita sola, indicando la presencia de

modos vibracionales de menor energia después del recubrimiento con iones plata.

A nanocompuesto de Fe30,4/Ag

*Fe O
3 4
4 y-Fe O

3

Intensidad (u.a)

1 T T T T T 1
200 400 600 800
desplazamiento Raman (cm’ ')

Figura 59. Espectro Raman comparativo de las MNPs de Fes;Os (abajo) y del nanocompuesto de
Fes04/Ag (arriba).
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4.2.5 Dispersion de luz dindmica (DLYS)

La suspension de nanocompuesto de FesOs/Ag se filtro a través de un filtro de
membrana con tamarfio de poro menor a 0.2 um. La distribucion del tamafio de particula se
evalué con medidas de dispersion de luz dinamica en un equipo 90 Plus Particle Size

Analyser.

Se evaluaron diferentes muestras de nanocompuesto, con las mismas concentraciones
para estudiar la estabilidad de las muestras (Figura 60). En tiempo cero, se observa un
didmetro efectivo de particula de 77.9 nm (Figura 60a), después de dos y cinco dias se
registr6 un leve crecimiento a 80.6 nm (Figura 60b) y 85.3 nm (Figura 60c),

respectlvamente.
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Figura 60. DLS del nanocompuesto de FesO4/Ag. Estabilidad a diferentes tiempos: a) Tiempo 0, b)
después de 2 dias y c) después de 5 dias.

Esta técnica incluye el tamafio de particula del polimero y surfactante incluidos en la

superficie del nanocompuesto y las moléculas de agua adheridas a él (diametro

hidrodinamico).

Debido a que el material obtenido es un nanocompuesto, esta técnica no ayuda a
determinar la distribucion de tamafios por separado de la magnetita y plata. Sin embargo
muestra que el tamafio en conjunto es nanométrico, tiene una polidispersibilidad de 30% y
es estable.

4.2.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se examin6 la morfologia de los materiales con un microscopio electrénico de barrido.

4.2.6.1 Imagen SEM de las MNPs de Fe3O4

La Figura 61, muestra un aglomerado de particulas de tamafio nanométrico. En la
Figura 62 se observa el histograma de los tamafios ajustando a una distribucién logaritmica

normal, con un tamafio promedio de 7.75 nm.

10 nm EHT = 5.00kV WD = 3.3 mm Mag= 80000 KX  Signal A=InLens

Figura 61. Micrografia SEM de las MNPs de Fez04. (Magnificacion = 800 00 aumentos).
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=D==7.75 nm
o= 0.11nm
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Figura 62. Distribucion de tamafios de particula para las MNPs de FezOa4 con ajuste logaritmico
normal.

4.2.6.2 Imagen SEM del nanocompuesto de FesO4/Ag

La Figura 63 muestra la imagen SEM del nanocompuesto de Fes04/Ag, se evidencia
particulas esféricas y dispersas en su mayoria. La Figura 64 muestra el histograma con la
distribucion de tamafios de particula para el nanocompuesto y revela un tamafio promedio

de 10.13 nm con una cantidad reducida de particulas mas grandes, alrededor de 22nm.

20 nm
—

EHT = 3.00 kV WD = 38mm Mag= 40000 KX  Signal A= InLens ﬁ

Figura 63. Micrografia SEM del nanocompuesto de FesO./ Ag.
(Magnificacion = 40000 aumentos).
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«D==10.13 nm
o= 0.36 nm
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Figura 64. Distribucién de tamafios de particula del nanocompuesto de Fe3O4/ Ag con ajuste
logaritmico normal.

4.2.7 Energia dispersiva de rayos X (EDX)

La composicion quimica de las muestras correspondientes, se analizaron por la técnica

de energia dispersiva de rayos X (EDX), la cual esta acoplada al microscopio electronico
de barrido (SEM).

4.2.7.1 Espectro EDX de MNPs de Fe3O4

La Figura 65 muestra el espectro EDX, que presenta al hierro Fe 2p. La presencia de C
y K se relaciona con la contaminacion de la muestra. El analisis EDX muestra tres picos de
Fe y uno de O, confirmando la formacién de éxido de hierro como magnetita de acuerdo a

su porcentaje en masa. La Tabla 16 indica los porcentajes en masa para cada elemento que
evidencio el andlisis EDX.

0 1 2 3 4 = B 7 g 9
ull Scale 529 cts Cursor: 9437 (8 ct=) ket

Figura 65. Espectro de energia dispersiva EDX de las MNPs de FezO..
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Tabla 16. Porcentaje en masa de los elementos presentes en las MNPs de Fe3Oa.

Elemento | %Masa
Fe 65.28
O 26.14
K 4.94
C 2.45
Si 1.19
Total 100.00

La relacion molar Fe/O en la magnetita FesO4 es 0.75. Segun el EDX los moles de Fe
son 0.65 g/55.845 g/mol =11.68 mmoles y los moles de O son 0.2614 g /16 g/mol= 16.34
mmoles. Entonces la relacién molar Fe/O segin EDX es 11.68/16.34= 0.72. Este valor de
0.72 se acerca a la relacién molar tedrica 0.75.

4.2.7.2 Espectro EDX del nanocompuesto de FesO4/Ag
La Figura 66 presenta el espectro EDX presenta al hierro Fe 2p y plata Ag 3d. La

presencia de C y K se relaciona con la contaminacion de la muestra.

El pico de absorcion dptica se observéd aproximadamente a 3 keV, que es tipico para la
absorcién de nanoparticulas de plata metalica debido a la resonancia de plasmon

superficial [109]. El contenido de plata fue de 11.7 % en masa.

. Map Sum Spectrum
Fe

0 2 4 B ke

Figura 66. Espectro de energia dispersiva EDX del nanocompuesto Fe;04/Ag.
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La Tabla 17 se indican los porcentajes en masa y atdmicos, que evidencio el analisis EDX.

Tabla 17. Porcentaje en masa y atomico de los elementos presentes en el nanocompuesto

FesO4/Ag.

Elemento | %Masa

Fe 58.2

0 27.3

Ag 11.7

Si 1.5

Cl 0.6

Ca 0.4

Br 0.4
Total 100.00

La relacion molar Fe/O en la magnetita FesO4 es 0.75. Segun el EDX los moles de Fe
son 0.582 ¢/55.845 g/mol =10.42 mmoles y los moles de O son 0.273 g /16 g/mol= 17.06
mmoles. Entonces la relacién molar Fe/O segin EDX es 10.42/17.06= 0.61. Este valor de

0.61 es mas distante del valor de la relacion molar teérica de 0.75.

4.2.8 Espectrofotometria UV-Visible

Los espectros de absorcion UV-Vis se registraron en un espectrometro UV- VIS Perkin

Elmer Lambda 25, con cubetas de cuarzo de 1 cm.

En la Figura 67 se observa el espectro comparativo UV-Visible, en el rango de
350-700 nm, para la MNPs de FesOa, las nanoparticulas FesO4/Ag-GLUC vy para las
nanoparticulas FesO4/Ag-PVP. Esta comparacion de sintesis se realizo con el fin de

comprobar que el PVP no actla como agente reductor y la glucosa si.

En la Figura 67a y 67b se observa que el espectro de la magnetita y el espectro de
Fes04/Ag-PVP son similares, evidenciando que el PVP no es un agente reductor en la

sintesis de NPs-Ag a las condiciones y concentraciones utilizadas.

En la Figura 67c se observa una banda a aproximadamente 420 nm, que corresponde a
la formacion del pico de resonancia del plasmén superficial de las NPs-Ag. Por tanto, se
evidencia que la glucosa actua como agente reductor para los iones plata y que el PVP

actla como agente dispersante acomplejando a los iones plata.

94



Capitulo 4: Resultados y discusiones

0.6 -
—MNPs de Fe O,
F9304!Ag-F'VF'
o5 | 2 Fe,0,/Ag-GLUC
5
g oadb
©
el
[
o
3 o3
2o
lc
0.2 -
0.1 T T T T T T 1
400 500 800 700
A(nm)

Figura 67. Espectro UV-Visible comparativo de a) MNPs de Fe3;O4, b) Fes04 /Ag-PVP,
¢) Fes04 /Ag-GLUC.
4.3 Nanocompuesto de Fe3O4/Ag

El polimero sintético, polivinilpirrolidona PVP es uno de los polimeros mas
ampliamente utilizados en la medicina debido a su solubilidad en agua y su baja

citotoxicidad (Figura 68).

n

Figura 68. Estructura del polimero polivinilpirrolidona (PVP).

Las posibles reacciones entre la glucosa y los iones de plata en solucién de PVP son las
siguientes:

Primero el ion plata Ag* forma un complejo con el PVP:

Ag* +PVP — Ag(PVP)* (1.57)
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Luego ocurre una reaccion de oxidacion —reduccion entre Ag(PVP)" vy la glucosa. El
complejo Ag(PVP)* se reduce a Ag(PVP) y la glucosa se oxida a acido glucénico en
medio bésico:

Ag(PVP)" +1e"— Ag(PVP) | (1.58)

CH20H-(CHOH)4—CHO + 20H — CH20H- (CHOH)4—COOH + 2e"+H20 (1.59)

La formacion del acido glucénico ocurre mediante un mecanismo de adicion

nucleofilica entre el ion hidroxilo y la glucosa.

La reaccion final balanceada seria:

CH.OH-(CHOH)s—CHO + 2[Ag(PVP)]* +20H —CH,0H- (CHOH), -COOH + 2Ag(PVP)| +H,0

glucosa acido glucénico
(1.60)
OH
H 0]
0] =
\C/ \C/
H———OH H———0OH
2 Ag(PVP)" HO ————H
HO———H - > + Ag(PVP)Y + H)0
2 OH"
H————OH H———OH
H————OH H————0H
CH,OH CH,OH
D-Glucosa acido glucénico (1.61)

El mecanismo de proteccion del PVP sobre las particulas de plata, puede ser planteado
en base a la referencia [51], segun la ecuacion 1.62 y 1.63.
En la ecuacion 1.62 se el ion plata Ag* interactGa con los grupos carbonilo o entre el N y el
O del carbonilo del PVP. Luego el ion plata se reduce con la presencia de glucosa que se
transforma a acido glucénico. El producto final seria las particulas de plata interactuando
con los carbonilos o0 entre N y O del PVP (ecuacion 1.63), resultando un efecto
estabilizador al crear una capa protectora sobre las particulas evitando su crecimiento y

aglomeracion.
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{Hzc—?H% *{HZC CH% *{HZC CH% {zc CH%
C7¢O+ 2Ag AE 0, go :Agh 0\/_7 o

[ H,C— CH% —-{ H,C— CH]~ ‘lzC CH]‘ ALHzo Cljj‘g ‘[HZC—CHJ‘ ‘Ajl';zC—CH]‘
O GO — O OO0

(1.63)

La velocidad de la mezcla de reaccion influye en el proceso ya que las particulas
formadas necesitan tiempo para dispersarse en la solucion, también el surfactante requiere
tiempo para formar la capa protectora. Si la velocidad de mezcla es muy alta, las nuevas
particulas se formarian a partir de las anteriores y formarén particulas més grandes. Es por
eso que se control6 la velocidad de goteo de la solucién de Ag* a una gota por segundo, de
este modo hay tiempo suficiente para que los nucleos puedan formarse antes de que se
formen los nuevos nlcleos y puedan crecer, aunque si el goteo es demasiado lento, el
tiempo de reaccion se hace mas largo, y las particulas impactaran entre si y tenderan a
aglomerarse.

La aglomeracion de las NPs-Ag depende de la concentracion de OH", ya que con la
concentracion adecuada, los iones CI” se adsorben en la superficie de las particulas
formando una doble capa eléctrica, protegiendo al coloide de la aglomeracién. Si hay un
exceso de iones OH, estos se difunden y la doble capa disminuye, logrando la
aglomeracion. La dispersion de magnetita agregada en la sintesis del nanocompuesto,
estaba a un pH de 11.5, dando un medio basico para la formacion de las particulas de Ag,

s por eso que no se agregé mas base a la sintesis.

Ademas, los tamafios de particula también se ven influenciadas por el pH del sistema de
reaccion. En la literatura se realizo un estudio de la relacion del pH y el tamafio de las
nanoparticulas de plata, encontrando que el tamafio aumenta al aumentar el pH. EI menor
tamafio fue a 11.5 y sigui6 aumentando a pH 12 y 13. El resultado indicd particulas

nanométricas dispersas, segun la imagen SEM del nanocompuesto.

La representacion esquematica de las etapas de reaccion en la sintesis del

nanocompuesto se muestra en la Figura 69, validadas con la literatura [51] y con el
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espectro UV-Vis presentado en la seccion 4.2.8, donde se verifica la reduccion de los iones

plata con la glucosa como reductor y como acomplejante al PVP:

Ag" +PVP —» Ag(PVP)*

Glucosa
pH 11.5
T 60 °C

Ag(PVP)" + e —> Ag(PVP)

C5H1105-CH0 +20H—> C5H1105-C00H+ 2e” +H20

2.9
§ IIIIIII/

-~

Figura 69. Representacion esquematica de las etapas de reaccion en la sintesis del nanocompuesto
de Fes04/AgQ.
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4.4 Actividad antibacteriana del nanocompuesto de Fe3O4/Ag

La plata tiene una importante ventaja sobre los antibidticos convencionales, ya que mata
todos los microorganismos patégenos, y no hay organismo que desarrolle facilmente
resistencia a ella. Ademas, es poco probable que los microbios desarrollen resistencia
contra la plata, como lo hacen contra antibioticos convencionales, porque el metal ataca a
una amplia gama de objetivos en el organismo, lo que significa que tendrian que
desarrollar una serie de mutaciones al mismo tiempo, para protegerse. Por estas razones los

compuestos se utilizan ampliamente en muchos aplicaciones bactericidas [7].

Las nanoparticulas de plata son eficaces con los microorganismos debido a su pequefio
tamafio y mayor area superficial. Muchos estudios proponen proponen que las NPs-Ag
pueden unirse a la superficie de la membrana celular perturbando las funciones de

respiracion y permeabilidad de la célula [110].

Las particulas mas pequefias que tienen la superficie mas grande disponible para

interaccién daran un efecto bactericida mas que las particulas mas grandes [111].

Se determind el niamero de unidades formadoras de colonias (UFC) para los controles y
el nanocompuesto, donde la eficacia antibacteriana del nanocompuesto de FezOs/Ag se
demostro calculando el porcentaje de bacterias inhibidas por el nanocompuesto segun la

ecuacion 1.48:

control XNcontrol=FmuestraX Nmuestra

L . . F
Eficiencia antibacterial =

FcontroiXNcontrol

donde Ncontrol, Nmuestra SON €l nimero de las colonias en las placas con agar del control 2 y la
muestra, respectivamente, y Fcontrol, Fmuestra SON €l factor de dilucion del control y la
muestra, respectivamente. De este modo F x N se expresa en UFC/ml de la muestra

original.
4.4.1 Resultados para la prueba con la bacteria Enterobacter aerogenes

Las placas incubadas del control 1 y del control 2 después de la incubacion de
Enterobacter aerogenes, se muestran en la Figura 70 y 71 respectivamente. Los analisis se

realizaron por duplicado.
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Figura 70. Placas después de la incubacion a 37°C por 24h para el control 1 de la bacteria
Enterobacter aerogenes.

Figura 71. Placas después de la incubacion a 37°C por 24 h para el control 2 de la bacteria
Enterobacter aerogenes.

Las placas incubadas de la suspension bacteriana tratada con el nanocompuesto
Fe304/Ag después de la incubacion para la bacteria Enterobacter aerogenes, se muestran
en la Figura 72. Los andlisis se realizaron a partir de dos muestras duplicadas del

nanocompuesto (N1 y N2).

100



Capitulo 4: Resultados y discusiones

(b)

Figura 72. Placas después de la incubacion a 37°C por 24 h de Enterobacter aerogenes tratada con
nanocompuesto Fes04/Ag; (a) y (b) son las dos repeticiones.

Los resultados del conteo de colonias se expresaron en UFC/ml para lo cual se
multiplicé el promedio del nimero de colonias obtenido, por el inverso de la dilucion final
de la muestra. En la Tabla 18 se muestra los resultados del conteo de colonias del control 1

y 2 para Enterobacter aerogenes. Los conteos que se toman en cuenta solo para las placas
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que contengan entre 30 y 300 colonias, es por eso que en algunos casos en la tabla no se
calculd las UFC/m.

Tabla 18. Resultados del conteo de colonias de Enterobacter aerogenes.

Promedio Promedio
Factor de parcial Final
Muestra | Dilucion | Conteo | dilucion | UFC/ml UFC/ml UFC/ml
-4 432 100000 | 43 x 106
-4 351 100000 | 35 x 106 39 x 106
Control -5 135| 1000000 14 x 10’
1 -5 156| 1000000| 16 x 107 15 x 107
-5 24| 10000000 -
-5 15| 10000000 - - 95 x 106
-5 89| 1000000 | 89 x 10°
-5 100| 1000000| 10 x 107 95 x 108
Control -6 17| 10000000 -
2 -6 27| 10000000 - :
-6 1|100000000 -
-6 12100000000 - - 95 x 106

En la Tabla 19 se muestra los resultados del conteo de colonias de las dos repeticiones
del nanocompuesto Fe3O4/Ag con Enterobacter aerogenes.

Tabla 19. Resultados del conteo de colonia para el nanocompuesto FesO04/Ag con la bacteria
Enterobacter aerogenes

ul agregados
Muestra | sin dilucion Conteo UFC/ml Promedio
100 pl 0 0
200 pl 0 0
N1y N2 200 pl 0 0
250 pl 0 0
250 pl 0 0 0

Se observa que no hay formacion de colonias, indicando la inhibicion total del
crecimiento de la bacteria Gram negativa Enterobacter aerogenes. Se continué la

incubacion por 48 h, manteniéndose la ausencia de crecimiento bacteriano.
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4.4.2 Resultados para la prueba con la bacteria Enterococcus faecalis

Las placas incubadas del control 1 y del control 2 después de la incubacion para la
bacteria Enterococcus, se muestran en la Figura 73 y 74 respectivamente. Los analisis se

realizaron por duplicado.

Figura 73. Placas después de la incubacion a 37°C por 48 h para el control 1 de la bacteria
Enterococcus faecalis.

Figura 74. Placas después de la incubacion a 37°C por 48 h para el control 2 de la bacteria
Enterococcus faecalis.
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Las placas incubadas de la suspension bacteriana tratada con el nanocompuesto
FesO4/Ag después de la incubacion de Enterococcus faecalis, se muestran en la Figura 75.

Los andlisis se realizaron a partir de dos muestras duplicadas del nanocompuesto (N1 y
N2).

(b)

Figura 75. Placas después de la incubacion a 37°C por 48 h de la bacteria Enterococcus faecalis
tratada con nanocompuesto FeszO4/Ag; (a) y (b) son las dos repeticiones.

En la Tabla 20 se muestra los resultados del conteo de colonias del control 1y 2 para
Enterococcus faecalis.

104



Capitulo 4: Resultados y discusiones

Tabla 20. Resultados del conteo de colonias para la bacteria Enterococcus faecalis.

Factor de Promedio Promedio
Muestra | Dilucién | Conteo dilucién UFC/ml | parcial UFC/ml | Final UFC/ml
-4 432 100000| 43x10°
-4 351 100000| 35x10° 39 x 10°
-5 135 1000000| 14 x 10’
Control 1
-5 156 1000000| 16x 10’ 15 x 107
-5 24 10000000 -
-5 15 10000000 - - 95 x 10°
-5 119 1000000| 12 x 10’
-5 96 1000000| 96 x 10° 11 x 107
Control 2 -6 18 10000000 -
-6 33 10000000| 33 x 10’7 33 x 107
-6 0| 100000000 0
-6 5| 100000000 - - 22 x 107

En la Tabla 21 se muestra los resultados del conteo de colonias de las dos repeticiones

del nanocompuesto FesO4/Ag con la bacteria Enterococcus faecalis.

Tabla 21. Resultados del conteo de colonia para el nanocompuesto de FesO04/Ag la bacteria
Enterococcus faecalis.

pl
agregados
Muestra | sin diluciéon | Dilucidn Conteo UFC/ml Promedio
100 pl - 0 0
150 pl - 0 0 0
- -1 0 0
N1y N2 - - 0 0
- -2 0 0
- -2 0 0
- -2 0 0
- -2 0 0 0

Se observa que no hay formacion de colonias, indicando la inhibicion total del
crecimiento de la bacteria Gram positiva Enteroccocus faecalis. En este caso la incubacion

fue por 48 h debido al lento crecimiento de esta bacteria.
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Cabe resaltar, las diferencias estructurales de los microorganismos utilizados en este
estudio. Enterobacter aerogenes, es una Proteobacteria Gram negativa por lo que posee
membrana externa y una pared celular delgada, en cambio Enterococcus faecalis, es una
bacteria del Filo Firmicutes Gram positivo por lo que posee una pared celular muy gruesa
que podria otorgar una resistencia estructural a este microorganismo. Sin embargo, los
microorganismos en general poseen varios mecanismos de defensa frente a la accion toxica
de los metales [112]. En la presente investigacion ambas bacterias mostraron sensibilidad
al tratamiento con el nanocompuesto de FesO4/Ag lo que hace pensar en su utilidad para el
control de la mayoria de microorganismos que pueden afectar al humano y otros animales,

asi como su uso en tratamiento de aguas contaminadas con microorganismos.
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Se sintetizo las nanoparticulas de magnetita por método sol gel, a partir de una
solucion de Fe (I1), usando como surfactante al CTAB en medio béasico a una
temperatura de 80°C. Se comprobo la formacion de la magnetita con las siguientes
técnicas de caracterizacion:

- La espectroscopia FTIR, donde se evidenci6 los enlaces Fe-O para los sitios
tetraédricos (578 cm™) y octaédricos (459 cm™) de la magnetita.

- La espectroscopia Raman, mostro sefiales caracteristicas de la magnetita entre
200-800 cm™,

- La espectroscopia Mdossbauer, corroboro la formacion de magnetita con sus tres
sextetos de ™Fe®*, O"Fe3* y OMFe?* y una relacion no estequiométrica de la
magnetita (19.4% de Fe?* y 80.6% de Fe®").

- La difraccion de rayos X, evidencio los planos de crecimiento de la magnetita,
con un crecimiento preferencial del plano (311) y un didmetro de critalita de
5.60 A.

- Se obtuvo particulas esféricas un tamafio medio de 7.75 nm segun la
microscopia electrdnica de barrido SEM y un porcentaje en masa de 65.28 % de
Fe y 26.14 % de O relacionados a la magnetita mediante la espectroscopia de

energia dispersiva de rayos X (EDX).

Se sintetiz6 el nanocompuesto de magnetita/plata (FesOs/Ag) a partir de la
reduccién quimica de los iones plata con glucosa como agente reductor y
acomplejante PVP sobre la dispersion coloidal de nanoparticulas de magnetita,
caracterizandolas por, espectroscopia FTIR, espectroscopia Raman, espectroscopia
Maossbauer, difraccion de rayos X, espectroscopia UV-Visible, dispersion de luz
dindmica, microscopia electrénica de barrido SEM y espectroscopia de energia
dispersiva EDX.
- La espectroscopia FTIR, evidencio los enlaces Fe-O para los sitios tetraédricos
(578 cm™) y octaédricos (450 cm™) de la magnetita, indicando que la presencia
de NPs-Ag no modificd la estructura de la MNPs de magnetita.
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La espectroscopia Raman mostro sefiales caracteristicas de la magnetita con un
desplazamiento a menores nimeros de onda con respecto a las MNPs de
magnetita.

La espectroscopia Mdssbauer, corrobord los tres sextetos de ™Fe3*, OnFe3* y
OhFe2* v una relacion no estequiométrica de la magnetita (18% de Fe?* y 82%
de Fe®"). Esta relacion fue menor (Fe?*/Fe**=0.22) que la de la magnetita
(Fe?*/Fe3*=0.24) indicando cualitativamente una pérdida del magnetismo en el
nanocompuesto por la mayor cantidad de Fe®** en la estructura.

La difraccion de rayos X, indico los planos de crecimiento de la magnetita y la
plata, con un crecimiento preferencial del plano (311) para las MNPs de
magnetita y (111) para las NPs-Ag. Los diametros de cristalista para las MNPs
de magnetita result6 4.85 A 'y 3.97 A para las NPs-Ag.

Se determing el tamafio hidrodinamico del nanocompuesto resultando 77.9 nm
y una polidispersidad de 30.2 %. El nanocompuesto presentdé un leve
crecimiento después de dos y cinco dias con didmetros de 80.6 y 85.3 nm,
respectivamente y una polidispersidad similar para los tres casos. Por lo tanto,
el nanocompuesto se mantiene estable.

Se obtuvo particulas esféricas y dispersas con un tamafio medio de 10.13 nm
segun la microscopia electrénica de barrido SEM y un porcentaje en masa de
58.2 % de Fe, 27.3 % de O y 11.7% de Ag relacionados a la magnetita y la plata
caracterizados la espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX).

La espectrofotometria UV-Visible evidencié el pico del plasmoén resonante de
las NPs-Ag (420 nm) en las nanoparticulas Fes04/Ag-GLUC y se constatd que
la glucosa actua como agente reductor y que el PVP funciona como dispersante,
ya que no se observo ninguna banda de absorcion del plasmén resonante de las

NPs-Ag cuando se intento realizar la reduccion de los iones plata con solo PVP.

Se comprobo la actividad antibacteriana del nanocompuesto de FezO4/Ag frente a la

bacteria Gram negativa Enterobacter aerogenes y la bacteria Gram positiva

Enterococcus faecalis usando un método estandar ASTM modificado. La

inhibicion del crecimiento de ambas bacterias fue total (100%), frente al

tratamiento con el nanocompuesto de FesOs/Ag, demostrando su potencial

aplicacién en tratamientos de aguas contaminadas, ya que estas bacterias son

excelentes indicadores de contaminacion fecal.
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SUGERENCIAS

Realizar medidas de curva de magnetizacion para estudiar el comportamiento

magnético de la magnetita y del nanocompuesto sintetizado.

Realizar la caracterizacion con microscopio electrénico de transmision TEM de la
magnetita y del nanocompuesto para tener informacion sobre el tamafio y la

distribucion de las NPs-Ag sobre las MNPs de magnetita.

Comprobar la actividad antimicrobiana del nanocompuesto en muestras de aguas

contaminadas.

Comprobar la actividad antimicrobiana del nanocompuesto contra otros

microorganismos patdgenos.
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