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RESUMEN

Las bacterias patdgenas en el agua representan un riesgo para la salud y el
ambiente. Los métodos convencionales de desinfeccion, como la cloracién,
ozonizacion y radiacion ultravioleta, aunque ampliamente utilizados, presentan
limitaciones asociadas con alto consumo energético y la formacién de subproductos
téxicos bajo condiciones de alta carga organica o exceso de desinfectante, lo que
afecta la calidad del agua tratada. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) poseen
elevada actividad antibacteriana; sin embargo, su liberacién al ambiente implica
riesgos ecologicos que pueden mitigarse al combinarlas con nanoparticulas de
magnetita (MNPs), las cuales permiten su recuperacion magnética y evitan su
descarga. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana de un
nanocomposito plata—magnetita en la reduccién de coliformes totales, coliformes
fecales, enterococos fecales y Escherichia coli en agua residual urbana posterior al
tratamiento secundario. EI nanocomposito se sintetiz6 mediante un diseno factorial
23 para optimizar las concentraciones de AgNPs, MNPs vy glutaraldehido,
considerando la retencion de masa por un iman y el contenido de plata. La
caracterizacion por difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, microscopia electrénica de transmisién y de barrido,
espectroscopia de dispersion de energia de rayos X y magnetometria de muestra
vibrante confirmo las fases cristalinas de AgNPs y MNPs; morfologia esferoidal con
tamafios promedio de 11.3 y 6.3 nm (AgNPs), 9.7 y 81 nm (MNPs vy
nanocomposito); composicion elemental: Fe 47, O 78 y Ag 0.22 %; y magnetizacion
de saturacion de 16 emu/g con comportamiento superparamagnético. La
combinacion éptima de parametros correspondio al nivel alto de todos los factores.
A 10 g/L, el nanocomposito redujo E. coli y Enterococcus faecalis en 99.99996 y
88.8 % (6.44 y 0.95 log1o0), respectivamente. En agua residual tratada redujo entre
0y 78.2 % (0.66 logi0) de bacterias indicadoras, y cerca del 90 % (1.0 log1o) de
microorganismos resistentes a amoxicilina, claritromicina y ciprofloxacino. El
nanocomposito mostré potencial como material recuperable para la inactivacion de
E. coli y bacterias resistentes, aunque su eficacia fue limitada en matrices
complejas, lo que indica la pertinencia de ajustar su disefio o condiciones de
aplicacion.

Palabras clave: Nanocompuesto plata-magnetita, Actividad antibacteriana,
Tratamiento de aguas residuales, microorganismos resistentes a antibioticos (MRA)



ABSTRACT

Pathogenic bacteria in water pose a risk to both human health and the environment.
Conventional disinfection methods such as chlorination, ozonation, and ultraviolet
irradiation, although widely used, have limitations related to high energy demand
and the formation of toxic by-products under conditions of high organic load or
excess disinfectant, which compromise the quality of treated water. Silver
nanoparticles (AgNPs) exhibit strong antibacterial activity; however, their direct
release into the environment entails ecological risks that can be mitigated by
combining them with magnetite nanoparticles (MNPs), which enable magnetic
recovery and prevent their discharge. The aim of this study was to evaluate the
antibacterial activity of a silver-magnetite nanocomposite in reducing total coliforms,
fecal coliforms, fecal enterococci, and Escherichia coli in urban wastewater after
secondary treatment. The nanocomposite was synthesized using a 23 factorial
design to optimize the concentrations of AgNPs, MNPs, and glutaraldehyde,
considering magnetic retention and silver content as response variables.
Characterization by X-ray diffraction, Fourier-transform infrared spectroscopy,
transmission and scanning electron microscopy, energy-dispersive X-ray
spectroscopy, and vibrating sample magnetometry confirmed the crystalline phases
of AgNPs and MNPs, spheroidal morphology, and average particle sizes of 11.3 and
6.3 nm (AgNPs), 9.7 and 81 nm (MNPs and nanocomposite). Elemental
composition included Fe (47), O (78), and Ag (0.22 %), and the material exhibited a
saturation magnetization of 16 emu/g with superparamagnetic behavior. The optimal
parameter combination corresponded to the high levels (+1) of all factors. At 10 g/L,
the nanocomposite achieved 99.99996 % (6.44 logi) and 88.8 % (0.95 log1o)
reductions of E. coli and Enterococcus faecalis, respectively. In treated wastewater,
reductions ranged from 0 to 78.2 % (0.66 log1o) for fecal indicator bacteria, and up
to 90 % (1.0 log1o) for antibiotic-resistant microorganisms, including those resistant
to amoxicillin, clarithromycin, and ciprofloxacin. The nanocomposite demonstrated
potential as a magnetically recoverable material for the inactivation of E. coli and
resistant bacteria, although its efficacy in complex matrices was limited, indicating
the need to refine its design or application conditions.

Key words: Silver-magnetite nanocomposite, Antibacterial activity, Wastewater
treatment, Antibiotic-resistant microorganisms (ARM).



1. INTRODUCCION

El agua es un recurso esencial para todas las actividades humanas, ya sean
agricolas, manufactureras y de consumo humano. Existen varios sectores que
tienen una fuerte dependencia del agua como la agricultura y las industrias textil,
alimenticia, farmacéutica, minera, agricola, entre otros. Ademas, la demanda de
agua aumentara con relacion al crecimiento poblacional y se prevé que para el 2050
aumente cerca de 55 %, debido al aumento en la demanda de productos,
incremento en el consumo doméstico y al consumo asociado a la generacion de

energia (Duran-Sanchez et al., 2020).

Actualmente, la cantidad de agua a la que se le da tratamiento en México es
insuficiente. En el afio 2020, del total de agua residual urbana generada alrededor
del 45 % recibio tratamiento para su disposicion en cuerpos de agua (CONAGUA,
2024). Una vez eliminada la mayor parte de los contaminantes, incluyendo
contaminantes bioldgicos (bacterias patdgenas, virus y parasitos) (Kristanti et al.,
2022), metales pesados, compuestos organicos persistentes, farmacos, productos
de cuidado personal, entre otros contaminantes (Ahmed et al., 2022), las aguas

residuales tratadas pueden destinarse a diversos usos.

Las bacterias patdégenas son uno de los contaminantes a eliminar que generan mas
preocupacion ya que se pueden propagar mediante el agua a los diferentes
ambientes. Las bacterias patégenas presentes en el agua son responsables de

enfermedades gastrointestinales principalmente (Some et al., 2021).

Los métodos de desinfeccion comunmente usados en plantas de tratamiento de
aguas, tales como la cloracion, radiacion ultravioleta (UV), ozonizacién y
membranas, resultan eficaces para eliminar la mayoria de las bacterias patégenas.
No obstante, presentan desventajas, como la generacién de subproductos de
desinfeccion y alto consumo energético, lo cual eleva el costo y riesgo del uso de
agua residual tratada (de Boer et al., 2022; Liao et al., 2024). Es por ello necesario



el desarrollo de nuevos métodos de desinfeccibn que no generen residuos

secundarios toxicos y econdmicamente competitivos.

En afos recientes se ha demostrado la actividad antibacteriana de diversos
nanomateriales, como nanoparticulas de plata (AgNPs), oro, diéxido de titanio y
cobre. Entre ellos, las AgNPs han destacado por presentar la mayor eficacia
antimicrobiana, lo que las hace candidatas prometedoras para el tratamiento de
aguas. Sin embargo, pueden resultar téxicas para organismos acuaticos y plantas,
por lo que es fundamental recuperarlas tras la desinfeccion del agua residual (Anees
Ahmad et al., 2020; Vallinayagam et al., 2021).

Las nanoparticulas de magnetita (MNPs) por otro lado, poseen la capacidad de ser
atraidas por un campo magnético por lo que su unién a las AgNPs puede resultar
en un nanocomposito con actividad antibacteriana que sea capaz de recuperarse
después de su uso en la desinfeccion de aguas residuales (Saladino et al., 2021).
Dicho esto, el objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad antibacteriana de
un nanocomposito sintetizado a partir de la unién covalente de AQNPs y MNPs para
la reduccién de enterococos fecales, E. coli, coliformes totales y fecales en agua

residual urbana con tratamiento secundario.



2. ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion del agua por bacterias patégenas

Las aguas residuales provienen de diversas fuentes: domésticas, servicios urbanos,
industriales, agricolas, y de escorrentia pluvial, cada una con caracteristicas de
contaminacion distintas, con contaminantes como materia organica, compuestos
inorganicos solubles, metales pesados y microorganismos. La composicion del
agua residual, asi como la calidad requerida, determinan el tratamiento que recibe,
el cual puede involucrar procedimientos fisicos, quimicos y biolégicos (Naseem &
Durrani, 2021). Los contaminantes microbiolégicos presentes en el agua residual
corresponden principalmente a microorganismos patégenos capaces de causar
enfermedades, entre ellos bacterias, virus y protozoarios (Singh, 2021; Some et al.,
2021).

El agua residual que recibe tratamiento para eliminar o reducir contaminantes,
puede ser utilizada para diversas actividades, dependiendo de sus caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas. Por ejemplo, para el riego de cultivos y recarga de

mantos acuiferos, permitiendo su uso de forma segura (Singh, 2021).

La contaminacion por bacterias patdgenas es una de las principales limitantes en el
uso del agua residual para riego (Adeel et al., 2024) ya que algunas de estas
bacterias pueden permanecer en el suelo y la superficie de los cultivos por meses,
y transmitirse a personas y animales (Alegbeleye & Sant'/Ana, 2023) . Ademas, la
presencia de bacterias patégenas en el agua residual representa un riesgo para la
salud humana ya que pueden generar enfermedades como cdlera, diarrea, fiebre
tifoidea y gastroenteritis como se muestra en el Cuadro 1 (Joseph et al., 2023).



Cuadro 1. Enfermedades bacterianas transmitidas por el agua, agentes causales y

sintomas (Some et al., 2021).

Enfermedad Agente causal Sintoma

Diarrea con E. coli enterohemorragica serotipo Enfermedad gastrointestinal y
sangre 0O157:H7 sindrome urémico hemolitico
Colera Vibrio cholerae de serogrupo O1y 0139 Diarrea acuosa y vomito
Diarrea E. coli enteropatogénica Enfermedad gastrointestinal
Diarrea E. coli enteroxigénica Enfermedad gastrointestinal
Diarrea E. coli enteroinvasiva Enfermedad gastrointestinal

Shigella sp. (S. dysenteriae., S. flexneri, S.

Shigelosis boydiiy S. sonnie) Disenteria bacilar

Tifoidea y : . . -

paratifoidea Salmonella typhi y Salmonella paratyphi A Fiebre tifoidea

Diarrea acuosa E. coli enteroagregativa Enfermedad gastrointestinal

La presencia de bacterias patégenas se determina usando organismos indicadores
como E. coli, coliformes fecales y enterococos fecales, por lo general, su presencia
es proporcional a la contaminacién fecal en el agua (Goshu et al., 2021). Existe un
limite de contaminacién fecal maximo para el agua residual segun su uso, por
ejemplo, los limites permitidos de organismos indicadores en la NOM-001-
SEMARNAT-2021 en la descarga de agua residual en diferentes cuerpos
receptores como se muestra en el Cuadro 2. La deteccién y cuantificacion de los
métodos de desinfeccion de aguas permiten reducir la concentracién de bacterias

patdgenas por debajo de estos limites (Siponen et al., 2024).



Cuadro 2. Limites permitidos de organismos indicadores de contaminacion fecal
en descarga de aguas residuales en diferentes cuerpos receptores en México
segun la NOM-001-SEMARNAT-2021.

Cuerpo receptor E. coli Enterococos fecales
(NMP/100 mL)  (NMP/100 mL)
P.M. 250 250
Rios, arroyos, canales y drenes  P.D. 500 400
V.. 600 500
P.M. 250 250
Embalses, lagos y lagunas P.D. 500 400
V.. 600 500
P.M. 250 250
Zonas marinas mexicanas P.D. 500 400
V.. 600 500
P.M. 250 250
Riego de areas verdes (suelo) P.D. 500 400
AR 600 500
P.M. 250 250
Infiltracion y otros riegos (suelo) P.D. 500 400
V.. 600 500
P.M. 50 50
Carstico (suelo) P.D. 100 100
V.. 200 200

P.M: Promedio Mensual; P.D: Promedio Diario; V.I: Valor Instantaneo

2.2 Tratamiento terciario de aguas residuales: métodos de desinfeccién del agua

El tratamiento de aguas residuales convencional consiste en tres etapas,
tratamiento primario, secundario y terciario. Estas etapas permiten remover la
materia en suspension, sustancias disueltas y contaminantes especificos del agua
residual (Singh, 2021).

Las plantas de tratamiento pueden optar por un pretratamiento que junto al

tratamiento primario consiste en cribas, camaras de arena y tanques de



sedimentacién para eliminar flotadores grandes, arena, grava y solidos suspendidos
(Tang & Hadibarata, 2021). El tratamiento secundario elimina materia organica
biodegradable mediante la accién de bacterias en sistemas de lodos activados,
empleando filtro de lecho precolador o empleando biorreactores de membrana
(Saravanan et al., 2022).

El tratamiento terciario consiste en un tratamiento disefiado para remover o eliminar
contaminantes persistentes. Algunos tratamientos incluyen la cloracion,
ozonizacion, radiacion UV, filtracidn con arena, filtracidn en humedales artificiales y
filtracion en acuiferos del suelo (Pei et al., 2019; Tang & Hadibarata, 2021). Los
tratamientos terciarios son comunmente usados en la desinfeccion del agua residual
urbana para disminuir la concentracion de bacterias patégenas (de Boer et al.,
2022).

Los métodos de desinfeccidon de agua residual mas utilizados son la cloracion, uso
de luz ultravioleta (UV), ozonizacion y membranas (Ge et al., 2019). La cloracién es
el método mas utilizado para la desinfeccién del agua por su bajo costo y facil
aplicaciéon (Mazhar et al., 2020); sin embargo, la cloracién es el método de
desinfeccion con la mayor generacion de subproductos como trihalometanos,
cloroformo, cloritos, acidos haloacéticos, acido cloroacético y demas subproductos
(Albolafio et al., 2022). Varios de estos compuestos tienen efectos nocivos para la
salud, y estan relacionados al padecimiento de algunos canceres y tumores (Mazhar
et al., 2020).

Algunos de los subproductos de la cloracién pueden ser eliminados, a lo que se le
denomina decloracién, por técnicas como intercambio idnico, adsorcion vy filtracion
por membranas (Fang & Naidu, 2023). La decloracién con diéxido de azufre en gas
es la mas usada porque no es inflamable y es estable, aunque aumenta el costo del
proceso, induce reacciones con el oxigeno y en consecuencia reduce la

concentracion de oxigeno en el agua (Dutta et al., 2022).

La desinfeccion con ozono presenta ventajas frente al cloro, ya que oxida

compuestos responsables del sabor y olor en el agua y evita la formacién de
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subproductos como los haloalcanos (de Boer et al., 2022; Morrison et al., 2022). Sin
embargo, se ha demostrado que puede generar bromatos, los cuales son
genotoxicos (Jahan et al., 2021). El uso del ozono, asi como otras tecnologias de
oxidacion avanzada, produce numerosos productos de transformacion oxidativa
cuyo impacto ambiental es desconocido, pero que tienen efectos en la salud (Wei
et al., 2023).

El uso de luz UV es un método de desinfeccion de aguas residuales seguro,
eficiente y no genera subproductos de desinfeccion (Albolafio et al., 2022). Ademas,
evita el manejo y almacenamiento de reactivos peligrosos para los operadores
(Makuei & Peleato, 2023). Las desventajas de este método son la desinfeccion
ineficiente por la agregacion de las bacterias en biopeliculas (Vitzilaiou et al., 2021)
y la capacidad de los organismos de reparar los efectos de la radiacion UV (Pei et
al., 2019).

La separacion fisica con membranas semipermeables filtra el agua reteniendo los
contaminantes y solidos suspendidos (Pei et al., 2019). Mediante biorreactores de
membrana se remueve la mayor parte de bacterias, aun asi, es necesario acoplar
un proceso de desinfeccion. El proceso de tratamiento involucra la microfiltracion o
ultrafiltracién, seguidas de &6smosis inversa vy, finalmente la desinfeccién. No
obstante, los tratamientos que incorporan la ésmosis inversa pueden resultar
costosos por la alta demanda energética y el manejo de desechos de salmuera
(Takman et al., 2023).

La desinfeccion de agua residual urbana es de suma importancia para asegurar la
seguridad biolégica de las aguas tratadas. Los métodos de desinfeccion
mencionados para el tratamiento de aguas presentan desventajas econémicas, de
eficiencia y de seguridad. Es por ello necesario desarrollar nuevos materiales que
permitan la desinfeccidén de aguas residuales de forma eficaz, segura, de bajo costo
y que no genere subproductos nocivos (de Boer et al., 2022; Makuei & Peleato,
2023; Vitzilaiou et al., 2021).



2.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas con un tamafo definido entre 1 y 100 nm (Dhaka
et al., 2023; Ramirez Aguirre et al., 2020). La variedad de materiales que componen
a las nanoparticulas ha generado una amplia diversidad de usos en diferentes
campos incluyendo tecnologias de visualizacion, nanomedicina, mejoramiento de
polimeros y sensores, entre otros (Vallinayagam et al., 2021). En particular, las
nanoparticulas metalicas han destacado por su actividad antibacteriana (Das et al.,
2020; Sktodowski et al., 2023) que permiten su aplicacién en la desinfeccion de

aguas y el tratamiento de aguas residuales (Dhaka et al., 2023).

Existen dos enfoques principales para la sintesis de nanoparticulas, descendente y
ascendente (Saravanan et al., 2022). La Figura 1 muestra algunos de los métodos

de sintesis de nanoparticulas segun su enfoque de la sintesis.

\Enfoque descendente\ Enfoque ascendente\
* -'_,'5:'-::.";-'
/\ —lp w* - :’:'?.:'J.{' ¢ ¢ @
*** .. :"e ".::._ ‘e \ s
Material Polvo* Nanoparticulas Cumulos Atomos
« Molido mecanico* . Proceso sol-gel
« Ablacién laser . Electrohilado
» Pulverizacion por « Precipitacién quimica
deposicion fisica de vapor . Sintesis biologica

« Explosion eléctrica

Figura 1. Enfoque descendente y ascendente en la sintesis de nanoparticulas.
Algunos métodos empleados en cada enfoque se muestran al lado de la linea
punteada. ElI molido mecanico es el unico que produce polvo antes de las

nanoparticulas (Saravanan et al., 2021).



El enfoque descendente usualmente corresponde a métodos fisicos que involucran
la reduccion de un material mediante energia térmica, radiacion de alta energia y
presidn mecanica para crear la estructura y propiedades deseadas (Kumari et al.,
2023). Los métodos fisicos son relativamente faciles de realizar y son los mas
empleados a nivel industrial (Saravanan et al., 2021). Tiene como limitaciones que
no se pueden obtener particulas muy pequefias y utilizan grandes cantidades de

energia incrementando su costo (Salih & Mahmood, 2023).

El enfoque ascendente corresponde principalmente a los métodos quimicos o
biolégicos que involucran la agregacion de atomos o moléculas mediante enlaces
idnicos o covalentes para la formaciéon de nanoparticulas. Una desventaja de la
sintesis quimica es que utiliza quimicos toxicos al ambiente y con efectos sobre la
salud humana (Abid et al., 2022; Dhaka et al., 2023).

En la produccién de nanoparticulas destinadas a la remediacidn ambiental es
fundamental evitar impactos secundarios en el entorno. Aunque la sintesis quimica
y fisica se utilizan ampliamente, estos métodos presentan desventajas asociadas
con un elevado consumo energético y la generacion de subproductos o residuos
quimicos que comprometen su sostenibilidad ambiental. La sintesis biolégica con
un enfoque verde (sintesis verde) se refiere al uso de productos, purificaciones y
extractos de plantas o microorganismos para la formacion de nanoparticulas. En
general, estos métodos son econémicos, amigables con el medio, y evitan el uso de
quimicos toxicos, presiones y temperaturas elevadas y reducen el consumo

energético (Saravanan et al., 2021).

2.3.1 Nanoparticulas de plata

El efecto bactericida de las nanoparticulas es potenciado por su tamano
nanométrico que incrementa su area superficial. Entre las nanoparticulas metalicas,
la fuerte actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata se ha demostrado
en multiples investigaciones (Ahmad et al., 2024; Anees Ahmad et al., 2020; More
et al., 2024; Reddy et al., 2021).



Las AgNPs son nanoparticulas metalicas que presentan actividad antibacteriana. El
efecto bactericida de las AgNPs ha sido ampliamente reportado; sin embargo, aun
no se conoce el mecanismo de accion completo (Anees Ahmad et al., 2020). El
mecanismo de accidn mas comun es la liberacion de Ag* que se unen con el enlace
tiol (-SH) de compuestos cruciales y los desestabiliza (Dhaka et al., 2023). Otros
efectos descritos es que los microorganismos tratados con particulas con plata
pierden la capacidad de replicacion del acido desoxirribonucleico (DNA) (Anees
Ahmad et al., 2020), presentan dafio al DNA, oxidacion de lipidos en la membrana,
formacién de radicales libres, inhibicion de la actividad enzimatica, etc. Los
mecanismos afectan tanto a las bacterias Gram negativas como a las Gram
positivas (Rodriguez-Félix et al., 2022) ya que la actividad antibacteriana depende
del tiempo de interaccion con las membranas bacterianas. La estabilidad de las
AgNPs en el medio incrementa el tiempo de interaccibn con la membrana
bacteriana, por lo tanto, es un factor importante para inhibir el crecimiento de las
bacterias (Anees Ahmad et al., 2020).

La toxicidad de las nanoparticulas esta asociada a factores como el tamafio, forma,
composicion superficial y la concentracion. A medida que el tamafio de las AgNPs
disminuye, su area de superficie aumenta, lo que mejora su actividad antibacteriana
(Nie et al., 2023). En este estudio se priorizd el tamafno de nanoparticulas para

seleccionar el método de sintesis y asi maximizar la actividad antibacteriana.

Las AgNPs pueden obtenerse mediante métodos fisicos, quimicos o biolégicos. La
sintesis fisica tiende a generar nanoparticulas con una amplia distribucién de
tamanos, lo que dificulta su control, mientras que la sintesis quimica puede generar
particulas de tamafo uniforme; sin embargo, emplea reactivos poco amigables con
el ambiente. En contraste, la sintesis verde ofrece un mejor control del tamano de
particula y emplea agentes naturales, por lo que en este trabajo se eligié alternativa
adecuada (Fahim et al., 2024).

El uso de infusiones y extractos vegetales permite sintetizar AQNPs por via verde a

partir de precursores de plata de forma econdmica, estable y reproducible (kazemi
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etal., 2023). Los iones de plata son reducidos por diferentes metabolitos de la planta
como carbohidratos, terpenoides, acidos fendlicos, proteinas, entre otros para
sintetizar y estabilizar AQNPs (Anees Ahmad et al., 2020; Nie et al., 2023).

El creciente uso de AgNPs en diversos productos, gracias a sus propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas, ha disparado su demanda. Este aumento en la
produccion y aplicacion conlleva una mayor liberacion de AgNPs en el ambiente, lo
que representa un riesgo significativo para los organismos y ecosistemas (Girilal et
al., 2018; Nie et al., 2023). Las AgNPs, asi como los compuestos derivados de su
degradacion, pueden llegar a ser contaminantes ambientales (Vallinayagam et al.,
2021) y en altas concentraciones son citotoxicas a células humanas (Mariadoss et
al., 2023). Por lo que, al hacer uso de las AgNPs en el tratamiento de aguas se tiene
que evitar la permanencia de las AgNPs una vez realizada su actividad

antibacteriana (Vallinayagam et al., 2021).

La actividad antibacteriana de las AgNPs puede alterar la composicién microbiana
en ambientes acuaticos. Su exposicidén prolongada reduce la diversidad microbiana,
afectando organismos clave como Synechococcus, cuya disminucion puede limitar
la fotosintesis y la oxigenacion del agua. En cambio, el incremento de bacterias
tolerantes como Flavobacterium sugiere alteraciones en el metabolismo del carbono

y posibles impactos en los ciclos biogeoquimicos del ecosistema (Zou et al., 2020).

Las AgNPs sintetizadas de forma bioldgica tienen la particularidad de presentar
menor toxicidad en animales y plantas en comparacién a las sintetizadas de forma
quimica manteniendo su toxicidad en microorganismos (Ramirez Aguirre et al.,
2020). La toxicidad de las AgNPs se ha estudiado en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) dénde se reportd que la mayor toxicidad hacia la planta fue dada por
iones de plata, seguido de AgNPs sintetizadas de forma quimica vy, finalmente,

AgNPs sintetizadas por via verde (Girilal et al., 2018).

Un enfoque del uso de las AgNPs en la desinfeccion de aguas es el realizado por
Liu et al., (2021) al unir las AgNPs a un papel filtro de celulosa, eliminando hasta el

99.999 % de E. coliy S. aureus. Ademas, la concentracion de Ag* liberada fue
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menor al limite de plata en agua potable segun la Organizacién Mundial de la Salud
(0.1 mg/L). Pero, el uso de filtros presenta desventajas, como la obstruccién del

material y, los costos de operacion y mantenimiento

Una solucion para recuperar las AgNPs y evitar el uso de filtros es el uso de
nanomateriales magnéticos. Las nanoparticulas magnéticas pueden ser
recuperadas de fuentes de agua mediante imantacion, facilitando la recuperacion y

posible reutilizacion del material (Vallinayagam et al., 2021).

2.3.2 Nanoparticulas de magnetita

Las nanoparticulas de magnetita (MNPs) estan formadas por Fe3O4 y pueden ser
controladas mediante campos magnéticos (Caciandone et al.,, 2022). Ademas,
destacan por su biodegradabilidad, estabilidad quimica y térmica, baja toxicidad a

organismos superiores y bajo costo (Niculescu et al., 2022).

Las MNPs poseen propiedades antibacterianas contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas (Das et al., 2020), por lo que podrian actuar de forma sinérgica
junto a otras sustancias, de modo que se podria desarrollar materiales

antibacterianos en base a las MNPs (lota et al., 2023).

El comportamiento de las MNPs depende en gran medida de su tamano, morfologia
cristalina y la composicion quimica de su superficie. MNPs con tamafios menores a
20 nm presentan propiedades superparamagnéticas (Saladino et al., 2021). Esta
propiedad superparamagnética significa que las MNPs se magnetizan bajo la
influencia de un campo magnético externo, pero no conservan magnetizacién una
vez que dicho campo se retira (Wu et al., 2023). El grosor del recubrimiento o
tamano de la nanoparticula reduce la saturacion de magnetizacion de las MNPs
(Arévalo-Cid et al., 2022), por lo que al agregar elementos en su superficie se puede

ver afectada su atraccion por campos magnéticos.

El método de sintesis de las MNPs determinara las dimensiones, estabilidad coloidal
y actividad bioldgica, entre otras propiedades. Existen métodos de sintesis fisicos,

biolégicos y quimicos, la eleccion del método depende de su simplicidad,
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reproducibilidad y en las caracteristicas que se le quiere conferir al nanomaterial
(Kumar et al., 2021).

La sintesis fisica de las MNPs tiene desventajas ya mencionadas como alto costo
de las tecnologias requeridas, tiempo y distribucion de tamafio de particula amplio
(Samrot et al., 2021). Dentro de la sintesis biolégica los principales tipos son la
sintesis basada en bacterias magnetotacticas, bacterias reductoras del hierro y la
basada en plantas. Si bien existen bacterias magnetotacticas y reductoras de hierro
que sintetizan MNPs intra o extracelularmente, el rendimiento de sintesis por los
magnetosomas de las bacterias es relativamente pequefio. También, el crecimiento
de las bacterias magnetotacticas es complicado en condiciones de laboratorio,

costoso y requiere tiempos prolongados (Hossain et al., 2024).

La sintesis mediada por plantas es el método de produccién de MNPs mas eficiente
a corto plazo, en el cual, la funcionalizacion esta dada por los metabolitos
secundarios que redujeron y estabilizaron las MNPs (Yew et al., 2020). El uso de
moléculas especificas en la funcionalizacién de la superficie de las MNPs mejora la

especificidad en sus aplicaciones (Saladino et al., 2021).

La coprecipitacion es un método de sintesis quimica de MNPs, basado en la
precipitacion simultanea de sales de hierro férrico y ferroso en una solucién acuosa

basica (Mohammadi et al., 2021), como se describe en la Ecuacion 1 (E1):
Fe?* + 2 Fe3* + 8 OH™ —»Fe304+4 H20 1)

Las ventajas de este método son su simplicidad, altos rendimientos, tiempos cortos,
facilmente escalable y que las MNPs se pueden funcionalizar mediante el agente
estabilizador que lo recubre (Arévalo-Cid et al., 2022). Por otra parte, este método
de sintesis aun tiene inconvenientes como el uso de bases fuertes que pueden
provocar danos a la salud. El uso de bases débiles puede evitar el riesgo, pero se

obtienen rendimientos bajos de precipitacion (Niculescu et al., 2022).

La composicién quimica del recubrimiento de las MNPs puede estar compuesta por

diferentes materiales que funcionan como capas protectoras. El origen de los
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materiales puede ser sintético, como es el caso del polietilenglicol, acidos organicos
-como el acido citrico- o polisacaridos naturales, como el dextrano, quitosano o

celulosa (Niculescu et al., 2022).

El quitosano es un polisacarido lineal conformado por unidades de N-acetil-D-
glucosamina y B-(1-4) D-glucosamina dispuestas de forma aleatoria. Mas del 60 %
de la glucosamina en el quitosano posee un grupo amino (Pal et al., 2021). Este
polimero natural es usado en la funcionalizacién de las MNPs, como se muestra en
la Figura 2, ya que presenta biodegradabilidad, actividad antibacterial y baja
toxicidad (Mabrouk et al., 2020). La Figura 2 muestra una representacion del
quitosano en la funcionalizacion de las MNPs. Los grupos amino (-NHz) que posee
el quitosano hacen posible su modificacion quimica mediante agentes
entrecruzantes que le confieren mayor estabilidad y aumentan su resistencia a la

degradacion bioquimica y microbiana (Shaumbwa et al., 2021).

f\HE

s on MNP-Quitosano
/'\/: Quitosano =( °m0)
n

CH,0H

Figura 2. Representacion del recubrimiento de quitosano en la superficie de las
MNPs. Modificado de Le et al., (2020).

El quitosano tiene aplicaciones en diferentes campos como el biomédico, agricola,
energético y ambiental, entre otros. Particularmente en el area ambiental, el
quitosano se ha empleado en el tratamiento de suelos, para favorecer mecanismos

de defensa en plantas, encapsulacién de comunidades microbianas y tratamiento

14



de agua residual (Pal et al., 2021). Algunas aplicaciones del quitosano en el
tratamiento de aguas residuales son: degradacion de colorantes, remocion de

metales pesados, herbicidas y pesticidas, entre otros (Issahaku et al., 2023).

2.4 Nanocomposito de plata-magnetita

Los nanocompositos de plata-magnetita se pueden obtener mediante
entrecruzamiento o mediante sintesis de las AgNPs directamente sobre las MNP.
El entrecruzamiento consiste en la union de un agente entrecruzante a grupos
funcionales especificos de otra molécula mediante un enlace covalente. Algunos de
los agentes entrecruzantes usados con el quitosano son el formaldehido,

tripolufosfato, glioxal y glutaraldehido (Shaumbwa et al., 2021).

El glutaraldehido es un agente entrecruzante capaz de reaccionar con los grupos
amino, por ejemplo, los que posee el quitosano de las MNPs funcionalizadas y los
de las AgNPs en las moléculas organicas de su recubrimiento para producir
nanocompositos plata-magnetita que se pueden emplear en la desinfeccion de agua
(Arévalo-Cid et al., 2022).

El uso de AgNPs y MNPs se ha reportado por (Lazi¢ et al., 2019) usando el grupo
amino libre del acido 5-aminosalicilico, el cual actua como recubrimiento de las MNP
y como agente reductor y estabilizador de las AQNPs. El tamafo del nanocomposito
fue de alrededor de 50 nm, el tamafo de las AgNPs fue de 41 nm rodeadas de
aglomerados de MNPs de 10 nm, aproximadamente. El nanocomposito logro la
inactivacion de 3 logaritmos de un cultivo de E. coliy S. aureus con concentracion
de 10° CFU/mL en 4 h con una concentracion de 0.1 y 0.2 g/L. Al estudiar su
actividad antibacteriana en ciclos de reuso con 1 g/L del nanocomposito, se
demostrd una reduccion de 3 logaritmos en la concentracion de E. coliy S. aureus

después de 5 ciclos de 24 h.

Ge et al., (2019) sintetizaron un nanocomposito Fe30O4/AgO mediante una reduccién
quimica del AgO sobre las MNPs. El nanocomposito tuvo forma irregular y un
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diametro de alrededor de 40 nm con una saturacién magnética de 38.3 emu/g. La
actividad antibacteriana de 20 mg/L del nanocomposito después de 25 min en
cultivos de S. aureus 6.8 x 10" UFC/mL y E. coli 6.8 x 10" UFC/mL fue del 99.35 %
y 98.7 %, respectivamente. El nanocomposito mantuvo el 99.99 % de su actividad

antibacteriana inicial después de 5 ciclos a 5 g/L.

Gharaati et al.,, (2023) reportaron la sintesis de un nanocomposito de MNPs
recubierto de mucilago de semilla de membrillo y AgNPs. El tamafo del
nanocomposito fue de 73 nm con saturacion magnética de 22.69 emu/g. La
actividad antibacteriana del nanocomposito fue evaluada en E. coliy S. typhimurium,
la concentracion minima inhibitoria en ambos casos fue de 0.8 mg/mL del

nanocomposito.

El control del tamano de las MNPs y las AgNPs es importante para favorecer sus
propiedades superparamagnéticas y antibacterianas. Las propuestas actuales para
el desarrollo de un nanocomposito con AgNPs y MNPs donde las primeras se
sintetizan sobre las segundas, tienen un bajo control en la sintesis y resultan en
AgNPs de alrededor de 50 nm. La sintesis separada de las MNPs y AgNPs permite
mayor control de su tamafno y en consecuencia del nanocomposito (G. Liu et al.,
2021; Saladino et al., 2021).

El entrecruzamiento de AgNPs con las MNPs podria mejorar la estabilidad quimica
y mecanica de ambas nanoparticulas (Arévalo-Cid et al., 2022). Ademas, permitiria
aprovechar la capacidad magnética de las MNPs para recuperar las AQNPs una vez

realicen su actividad antibacteriana.

Dicho lo anterior, un nanocomposito resultante del entrecruzamiento de
nanoparticulas de plata, sintetizadas por via verde, y nanoparticulas de magnetita,
funcionalizadas con quitosano, es un material con gran potencial bactericida para el

tratamiento de aguas residuales secundarias.

16



3. HIPOTESIS
Las nanoparticulas de plata, sintetizadas a partir de una infusion de albahaca,
pueden entrecruzarse a nanoparticulas de magnetita mediante glutaraldehido, el
nanocomposito presentara actividad antibacteriana contra bacterias indicadoras de

contaminacion fecal y se podra recuperar mediante un iman.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de un nanocomposito plata-magnetita para la
reduccion de enterococos fecales, Escherichia coli, coliformes totales y fecales en

agua residual urbana posterior al tratamiento secundario.

4.2 Objetivos especificos

e Desarrollar un nanocomposito a partir del entrecruzamiento de
nanoparticulas de plata y magnetita con glutaraldehido para maximizar su

retencion de masa por un campo magnético y la concentracion de plata.

e Establecer la concentracion y el periodo de exposicion que maximiza la
reduccion bacteriana del nanocomposito plata-magnetita contra Escherichia

coliy Enterococcus faecalis.

e Comparar la estructura, composicion elemental, morfologia y saturacién
magnética de las nanoparticulas de magnetita con el nanocomposito plata-

magnetita para confirmar la incorporacion de las nanoparticulas de plata.

e Determinar la actividad antibacteriana del nanocomposito plata-magnetita
sobre la reduccidon de la concentracidon de enterococos fecales, coliformes
totales, coliformes fecales y Escherichia coli en agua residual urbana

posterior al tratamiento secundario.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal

La albahaca fresca Ocimum basilicum (Lamiaceae) se obtuvo de la empresa

FreshQro ubicada en Plomeros 51-A Pefnuelas, Querétaro, Querétaro.

5.2 Métodos

5.2.1 Sintesis del nanocomposito plata-magnetita
5.2.1.1  Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se prepararon usando una infusién de Ocimum
basilicum (Lamiaceae). La infusidon se preparé con 1 g de hoja fresca lavada que se
hirvié en 10 mL de agua destilada, durante 2 min, después la infusion se coloco en
un bafio de hielo. La infusion se filtré con papel con tamarfio de poro de 8 ym (Cytiva
Whatman) y se ajustoé el pH a 12 £ 0.2 usando una solucién de NaOH 1M (JT Baker).
La infusion de O. basilicum y una solucion de AgNOs (Sigma Aldrich), se
esterilizaron a 120°C y 15 psi durante 15 min. Después, a temperatura ambiente, se
agrego el AgNOs a la infusidn en concentracion tal que se obtuvo una concentracion
final 1 mM.

La infusion con el nitrato de plata se agité a 160 rpm por 24 h protegida de la luz. La
absorbancia de la solucion se midié en un intervalo de longitudes de onda de 335 —
700 nm en espectrofotdmetro HACH DR6000 (Centeno-Chavez et al., 2023; Flores-
Suarez et al., 2021). La concentracién de la muestra se determiné con una curva de
calibracién en el intervalo de 2 a 12 mg/L (R? = 0.9886) que se encuentra en el
Anexo 1. Las nanoparticulas de plata usadas en la curva de calibracion fueron
AgNPs comerciales de 10 nm de diametro, estabilizadas en citrato de sodio con

absorbancia maxima a 388 nm (Sigma aldrich).
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5.2.1.2 Sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano

La sintesis de las nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano (MNPs)
se realiz6 de acuerdo con lo reportado previamente (Sandoval-Cardenas et al.,
2023) sustituyendo el extracto de Sargassum spp. por quitosano. Se empled una
concentracion de 3.6 x 103 mol de hierro de en una proporcién molar 2:1 (Fe3*: Fe?*)
de cloruro ferroso (Fisher Scientific) y cloruro férrico (Fisher Scientific) con quitosano
(Sigma Aldrich, EUA Product Number: 417963 CAS Number: 9012-76-4) al 0.5 %
(p/v), cada ingrediente sélido se afiadio a una solucion de acido acético al 3 % y se

mezclé a 100 rpm a 70 °C hasta su disolucion.

La solucion hierro-quitosano se dispersé por ultrasonicacion al 70 % de amplitud
durante 10 min. Después la solucion de hierro-quitosano se precipitdé afiadiendo una
solucion de NaOH al 20 % (p/v) y etanol al 96 % (v/v) en una relacién 1:4,
respectivamente. La solucion basica-etandlica se mezcld con la solucidn hierro-
quitosano en proporcién 1:1. La mezcla alcalina se homogenizé usando un agitador
en voértice durante 30 s y, después se agité a 60 rpm durante 18 h a temperatura
ambiente (23 a 25 °C).

El precipitado se recuperé por centrifugacion a 1,600 x g durante 15 min y se lavo
con una solucion de amortiguador de fosfatos (PBS, formula por litro: 8 g NaCl, 0.2
g KCI, 1.45 g Na2HPO4, 0.24 g KH2PO4, JT Baker, EUA) 50 mM a pH 7 hasta
neutralizacion. El sélido neutralizado se recuperd por centrifugacion y se lavé con
etanol al 96 % (v/v) en relacion de volumen 1:1. El sodlido recuperado por
centrifugacion se secod en horno a 80 °C durante 5 h y se pulverizé usando un
mortero y pistilo.

Finalmente, el polvo se tamizé utilizando un tamiz con apertura de 180 pm, se lavd
1 g de polvo agitando en vortice con agua destilada hasta su clarificacién, se
recuperd con un iman de neodimio de 1.5 T (0.5 mm largo x 1.5 mm de diametro).
La cantidad de nanocomposito retenido se reportd como porcentaje de masa atraida

(% p/p) y se calculd con la ecuacion 2.
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masa de nanocomposito atraida

%E = x 100 (E2)

masa total obtenida

5.2.1.3 Evaluacién del efecto de la concentracion de AgNPs, MNPs y
glutaraldehido en la cantidad de AgNPs y retencion de masa del

nanocomposito plata-magnetita

Las concentraciones de AgNPs, MNPs y glutaraldehido (Fisher Scientific) para la
sintesis del nanocomposito plata-magnetita se determinaron mediante un disefio y
analisis factorial 22 que se muestra en el Cuadro 5 de la seccioén 5.3. Las condiciones
de sintesis del nanocomposito que resultaron en el mayor porcentaje de masa
retenida por un minuto y la mayor cantidad de AgNPs en el nanocomposito se
seleccionaron para la produccion del nanocomposito para usos posteriores en este

proyecto.

El entrecruzamiento se realizé segun lo reportado previamente (Sandoval-Cardenas
et al., 2023). Las AgNPs, MNPs vy glutaraldehido se agitaron en vortice 10 s cada
10 min durante 1 h, en amortiguador de acetatos 0.5 M pH 4.5 a temperatura
ambiente. Después, el nanocomposito se dejo sedimentar durante 15 min y se

recuperd con un iman.

5.2.2 Evaluacion del tiempo de contacto y la concentracion sobre la actividad
antibacteriana

La actividad antibacteriana del nanocomposito se evalué en cultivos de bacterias
Gram negativas y Gram positivas usando Escherichia coli y Enterococcus faecalis
respectivamente. La metodologia propuesta por Lazi¢ et al., (2019) se realizé con

algunas modificaciones.

El cultivo bacteriano se prepard resembrando los microorganismos en 20 mL de
caldo métodos estandar y se incubaron por 14 h a 37 °C. Después, el inéculo se

centrifugo a 1735 xg (Hermle Z 300 K) durante 20 min a 4 °C. La pastilla celular se
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lavé con solucién salina (NaCl al 0.85 %) estéril, se centrifugd nuevamente y se
resuspendioé en agua residual sintética cuya composicién se muestra en el Cuadro
3.

Cuadro 3. Composicion de agua residual sintética basada en las directrices de la

Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OECD, 2001).

Compuesto Concentracion (mg/L)
Peptona 160

Extracto de carne 110

Urea 30

Fosfato de potasio dibasico 28

Cloruro de sodio 7

Cloruro de calcio dihidratado 4

Sulfato de magnesio 2
heptahidratado

La suspension bacteriana se diluyé en matraces de 50 ml para obtener 5 mL con
una concentracion de 1x107 UFC/mL (unidades formadoras de colonias / mL).
Después, se agrego el nanocomposito a 10, 5,2y 1 g/L y se agitdé a 200 rpm durante
40 min.

Una vez terminada la agitacion se separd el nanocomposito de la suspensién
bacteriana y se tomaron 100 uL de muestra, tras diluciones seriadas se sembré por
extensidon una alicuota de 100 pL en cajas Petri con Agar Métodos Estandar. Las
cajas inoculadas se incubaron a 37 °C durante 24 a 36 h y se contaron las UFC. El

porcentaje de reduccion microbiana se calculé empleando la siguiente Ecuacion 3.

R =10g10(Co) — log10(C) (3

Dénde Co es el numero de UFC en la muestra control (sin nanocomposito) y C es

el numero de UFC en el tratamiento con nanocomposito.
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5.2.3 Caracterizacién del nanocomposito plata-magnetita

La caracterizacion estructural de las nanoparticulas obtenidas se realizé mediante
difraccion de rayos X de polvos (Difractometro Anton Par, XRDynamic 500). La
presencia de grupos funcionales asociados al recubrimiento o sintesis se realizé
mediante espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) en el rango de
550 - 4000 cm™, con parametros de operacion de 40 barridos por analisis y
resolucién de 16 en el equipo Nicolet iS5, Thermo scientific. La morfologia de los
productos sintetizados se evalué mediante microscopia electronica de transmisién
(microscopio JEOL modelo JEM-1010 a 80 kV) y microscopia electronica de barrido
(Hitachi SU8230 de emisién de campo frio (CFE) SEM/STEM]). La composicién
elemental fue determinada mediante espectroscopia de rayos X por dispersion de
energia (EDS, Bruker XFlash 6160) acoplada al SEM. Para el analisis TEM las
AgNPs (diluidas en relacion 1:10), las MNPs y el nanocomposito plata magnetita (1
mg/L) y se sonicaron por 15 min, después 10 yL se montaron sobre una rejilla de
cobre recubierta con Lacey carbon y Formvar, y se dejo secar a 30 °C protegida de
la luz. En el caso del SEM-EDS Las AgNPs, MNPs y nanocomposito plata-magnetita
(2 mg aproximadamente) se montaron sobre un cilindro/bala de aluminio con cinta
de carbono y se us6 aire comprimido para eliminar el excedente. Las propiedades
magnéticas de las nanoparticulas fueron determinadas mediante un magnetémetro
de muestra vibrante a 300 K con un campo maximo de £+ 30 kOe usando un equipo
de medicién de propiedades fisicas (Physical Property Mesurement System, PPMS)

DynaCool-9.

5.2.4 Determinacion de la actividad antibacteriana del nanocomposito en agua

residual urbana con tratamiento secundario

La muestra de agua residual urbana con tratamiento secundario se obtuvo del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Electroquimica Querétaro ubicado en
Parque Tecnologico Querétaro SN, 76703 San Fandila, Qro., de acuerdo con la
norma mexicana NMX-AA-003-1980 que establece los lineamientos generales y

recomendaciones para muestrear las descargas de aguas residuales. Se emplearon
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guantes estériles y mascarilla como medidas de seguridad durante el muestreo.

Las muestras fueron recolectadas en recipientes estériles de 5 L. El recipiente fue
enjuagado antes de efectuar el muestreo con la ayuda de un recipiente muestreador
y se transfirieron 3 L de agua residual con tratamiento secundario. Las muestras
fueron trasladadas y mantenidas a 4 + 2 °C hasta su uso dentro de las 48 h
posteriores a su recoleccion. Antes del uso en pruebas, el agua se mantuvo a

temperatura ambiente para ser atemperadas.

El nanocomposito a 10 g/L fue afadido en 20 mL de agua residual con tratamiento
secundario, se mantuvo 40 min a 20 rpm en agitacion orbital (Maxi mix plus,
Thermolyne). El porcentaje de reduccion bacteriana se determiné mediante el
numero mas probable de coliformes totales (CT), fecales (CF), Escherichia coli y
enterococos fecales de acuerdo con la NMX-AA-042-SCFI-2015.

Cada muestra de agua se diluyé en agua peptonada con factor de 10, obteniendo
las diluciones 101, 102y 103. Después, cada dilucion se inoculd en tubos con caldo
lauril sulfato (DIBICO, México) y campanas Durham y se incubaron a 37°C durante
48 h. Transcurridas 48 h se observo la formacién de gas y se resembré una muestra
de los tubos con presencia de gas en medio de confirmacion de coliformes totales
y coliformes fecales, caldo lactosa lauril bilis verde brillante y caldo EC (Escherichia

coli), respectivamente.

Los tubos con caldo lactosa lauril bilis verde brillante (DIBICO, México) se incubaron
a 37°C y los tubos con caldo EC (DIBICO, México) se incubaron a 44.5 °C, ambos
durante 36 h. La presencia de E. coli se confirmé resembrando del caldo EC con
presencia de gas en agua peptonada e incubando a 44 °C durante 36 h. Finalizada
la incubacion se agrego reactivo de kovacs para la prueba de indol y aquellos tubos

con formacién de un halo rojo fueron reconocidos como positivo para E. coli.

La determinacién de enterococos fecales en agua urbana con tratamiento
secundario se realizo de acuerdo con la NMX-AA-167-SCFI-2017. La muestra de

agua se diluyé en agua peptonada en diluciones 10", 102 y 103. Después, tres
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tubos con caldo azida dextrosa (DIBICO, México) fueron inoculados y se incubaron
a 35 °C = 0.5 °C. Después de 48 h los tubos que presentaron turbidez se
consideraron positivos y se confirmaron con subcultivo en cajas de Petri con agar
bilis esculina (BEA). Las cajas se incubaron a 35 °C = 0.5 °C por 24 h. La
confirmacion de la presencia de enterococos fecales se confirmé con la presencia
de colonias con halos de color café negruzco. Las colonias fueron transferidas a
tubo con caldo infusién cerebro corazén con NaCl a 6.5 %, y se incubaron a 35 °C
£ 0.5°Cdurante 48 h £ 4 h.

El numero mas probable se estimé a partir del numero de tubos de cada serie de

diluciones que fueron positivos en los medios confirmativos segun el Cuadro 4.

Cuadro 4. Valores de NMP por cada 100 mL de muestra y 95 % de limite de
confianza (para diversas combinaciones de resultados positivos cuando se utilizan
tres diluciones de muestra, 10!, 102 y 10-3). Obtenida de la NMX-AA-167-SCFI-

2017.
Numero de tubos Limite de Numero de tubos Limite de
que dieron reaccion NMP por confianza al 95 | que dieron reaccion NMP por confianza al
positiva 100 mL % positiva 100 mL 95 %
10" 102 103 Inf. Sup. 10" 102 10° Inf.  Sup.
0 0 0 <3 --- --- 3 0 0 23 4 120
0 0 1 3 <1 3 3 0 1 39 7 130
0 1 0 3 <1 13 3 0 2 64 15 379
1 0 0 4 <1 20 3 1 0 43 7 210
1 0 1 7 1 21 3 1 1 75 14 230
1 1 0 7 1 23 3 1 2 120 30 380
1 1 1 11 3 36 3 2 0 93 15 380
1 2 0 11 3 36 3 2 1 150 30 440
2 0 0 9 1 36 3 2 2 210 35 470
2 0 1 14 3 37 3 3 0 240 36 1300
2 1 0 15 3 44 3 3 1 460 71 2400
2 1 1 20 7 89 3 3 2 1100 150 4800
2 2 0 21 4 47 3 3 3 = 2400 --- ---
2 2 1 28 10 149
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Las concentraciones de antibidticos utilizadas en agar métodos estandar fueron
basadas en puntos de corte clinicos establecidos por The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2023), dado que se evalud la presencia y
reduccion de bacterias resistentes a antibidticos en muestras de agua residual sin

identificacion previa de los microorganismos presentes.

La deteccion de bacterias resistentes a amoxicilina (16 ug/mL), claritromicina (4
pg/mL), y ciprofloxacino (2 pg/mL) fueron evaluados mediante conteo de UFC/mL,
de diluciones seriadas del agua residual con tratamiento secundario sembrada en
agar métodos estandar suplementado con el antibidtico. El antibidtico fue

adicionado al agar liquido a 40 °C previo a su disposicion en las cajas Petri.

Con el fin de evaluar el efecto del nanocompuesto plata-magnetita en el agua
residual, se determinaron diversos parametros fisicoquimicos antes y después del
tratamiento. El peso del nanocompuesto utilizado en cada ensayo se registro en
miligramos. La concentracién de plata libre en solucién se cuantifico en partes por
millén (ppm) con tiras reactivas Bori’s silver check (SenSafe). Ademas, los sdlidos
disueltos totales (SDTs, ppm) fueron medidos con el instrumento A1 portable TDS
& EC METER al que se anadié 4 mL a temperatura ambiente, la demanda quimica
de oxigeno (DQO, mg/L) fue determinada con los viales de digestion para DQO
(HATCH) de rango alto (20 — 1500 mg/L). Para el analisis, se colocaron 2 mL de
muestra de agua residual en un vial y se agitaron por inmersion. Posteriormente, las
muestras se calentaron a 150 °C durante 2 h en el equipo HACH DRB200. Después
del enfriamiento a temperatura ambiente durante 20 min, se procedié a medir la
absorbancia en el espectrofotometro HACH DRG6000. El color verdadero se
determind por espectrofotometria a tres longitudes de onda caracteristicas (436,
525y 620 nm). A partir de la absorbancia (A) obtenida en unidades arbitrarias (u.a.),
se calculo el coeficiente de absorcidon espectral (a) mediante la relacion a = 2.303
A/l, considerando una celda de 1 cm de recorrido 6ptico. EI pH se determind

mediante tiras indicadoras de pH 0 — 14 MQuant®.
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5.3 Disefo experimental y analisis de datos.

El efecto de la concentracion de AgNPs, MNPs y glutaraldehido se evalué mediante
un disefio factorial 23 con tres réplicas y controles negativos como se muestra en el
Cuadro 5. Las variables de respuesta fueron la concentracién de AgNPs en el
nanocomposito y la masa retenida por un iman de neodimio. La cantidad de AgNPs
sera determinada de forma indirecta al calcular la reduccion en la concentracién de

AgNPs en el medio al atraer el nanocomposito con un iman.

Cuadro 5. Disefio experimental 23. Concentraciones de AgNPs, MNPs y

glutaraldehido (Glut) a evaluar con el disefio experimental.

Tratamiento AgNPs MNPs Glut

1,9y 17 -1 -1 -1
2,10,y 18 +1 -1 -1
3,11y 19 -1 +1 -1
4,12y 20 +1 +1 -1
5,13y 21 -1 -1 +1
6, 14 y 22 +1 -1 +1
7,15y 23 -1 +1 +1
8,16y 24 +1 +1 +1

Las pruebas se realizaron de forma aleatoria por triplicado y los resultados se

expresaron como la media *+ desviacion estandar.

El analisis de varianza de una via (ANOVA) se aplicd para evaluar la actividad
antibacteriana en funcién del tiempo de contacto y la concentracion del
nanocompuesto plata-magnetita en cultivos de E. coliy E. faecalis. Posteriormente,
se realiz6 una comparacién de medias mediante la prueba de Tukey (p = 0.05). Los
grupos con diferencias significativas se indican con letras distintas, y los resultados

se presentan con sus respectivas desviaciones estandar de la media.

Las micrografias obtenidas por TEM fueron analizadas mediante el software ImageJ

27



para determinar el tamafo y la distribucidn de las nanoparticulas. Al menos 170
particulas fueron medidas en al menos 7 micrografias diferentes con el fin de
obtener una representacion estadisticamente significativa. A partir de estas
mediciones se calcularon los valores promedio, la desviacion estandary el rango de
tamanos de particula. La distribucion se representé en forma de histograma y se
ajusté a una curva de tipo Gaussiano para describir la dispersion del tamafo. La
comparacion de tamafios se realizd por ANOVA de una via y comparacion de

medias por la prueba de Tukey (p = 0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Sintesis del nanocomposito plata-magnetita.
6.1.1 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Con el fin de obtener un nanocomposito plata-magnetita se sintetizaron
nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir de una infusién de Ocimum basilicum de
acuerdo con la metodologia reportada. La infusion de O. basilicum obtenida tuvo un
color amarillo como se muestra en la Figura 3 (A), que cambié a café al ajustar el
pH a 12 (Figura 3B). El color de la infusion cambio nuevamente a café oscuro al
finalizar la agitacion durante 24 h a 160 rpm después de la adicion de AgNOs (Figura
3C).

Qamar et al., (2024) reportaron resultados similares al sintetizar AQNPs con infusién
de O. basilicum donde la infusion paso de color café oscuro a un color negro. El
cambio de color en la infusion a café oscuro fue considerado como el primer
indicador de la presencia de AgNPs en la solucion (Dhaka et al., 2023). Este cambio
se debe a la resonancia del plasmon de superficie, que confirma la reduccion de los
iones Ag* a Ag® en forma de nanoparticulas (Abdelkhalek et al., 2022; Deepa et al.,
2017). La infusién de O. basilicum es rica en compuestos antioxidantes que son
responsables de la reduccion de la Ag* como los fenoles y flavonoides (Qaeed et
al., 2023).

Figura 3. Cambio de color de la solucién en el proceso de sintesis de las AgNPs.
Infusion obtenida de O. basilicum (A), ajuste a pH 12 (B), solucién al finalizar las

24 h de agitacion después de la adicién de AgNOs (C).
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La sintesis de las AgNPs se confirmd por espectroscopia UV-Vis con un barrido de
absorbancia de 335 a 600 nm. Los espectros de absorcion de los lotes 1y 2 de
AgNPs sintetizadas (Figura 4 de color morado, y 2 de color azul), mostraron una
banda de absorcién con absorbancia maxima a los 390 y 373 nm que no son visibles

en el espectro UV-Vis de la infusion de O. basilicum (roja).
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Figura 4. Espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas. Infusion de O. basilicum

(rojo) y AgNPs sintetizadas (lote 1, morado y lote 2 azul).

Las AgNPs generalmente presentan una banda de resonancia de plasmén de
superficie alrededor de los 350 a 500 nm. Esta banda de resonancia de plasmén de
superficie es la vibracion combinada de los electrones en la banda de conduccién
de las AgNPs que esta en resonancia con las ondas de luz (Dhaka et al., 2023), por

lo que se confirmd la presencia de AgNPs.

La concentracién de AgNPs sintetizadas se determiné con una curva de calibracion

a partir de un estandar de AgNPs de 10 nm de diametro con absorbancia maxima a
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388 nm. La concentracion estimada de AgNPs sintetizadas en el primer y segundo

lote fueron 137 £ 0.9 y 125 + 7.0 mg/L, respectivamente.

6.1.2 Sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano

Las nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano fueron sintetizadas con
el objetivo de obtener un material magnético estable, para su posterior incorporacion
en el nanocompuesto plata—magnetita. La Figura 5 muestra el cambio de color del
material tras el proceso de lavado. El polvo inicial tamizado presentd una tonalidad
café rojiza (Figura 5A) y mostré una retencion de masa del 100 % al ser atraido por
un iman de neodimio. El material lavado adquirié una tonalidad negra (Figura 5B)
caracteristica de la magnetita (Eldeeb et al., 2023). La masa recuperada del proceso
de lavado fue del 27.3 £ 0.6 % de la masa inicial, lo que sugiere la eliminacion de
material no magnético que se encontraba adherido a la magnetita. El analisis
granulométrico del polvo de magnetita lavado mostré que la mayor parte de las
particulas presentaron un tamafio entre 63 y 250 um, con una retencién del 61 %.
Las fracciones retenidas en los tamices de 250, 500 y 850 um representaron

porcentajes por debajo de 5 %, lo que indica una distribucion dominada por
particulas finas.
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Figura 5. Polvo obtenido tras (A) la sintesis de magnetita (B) después del proceso

de lavado y (C) distribucién granulométrica del material.
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6.1.3 Evaluacion del efecto de la concentracion de AgNPs,

MNPs y

glutaraldehido en la cantidad de AgNPs y retencion de masa imantada

del nanocomposito plata-magnetita

Las concentraciones de AgNPs, MNPs y glutaraldehido se evaluaron en un disefio

factorial 23 con el fin de obtener un nanocomposito con la mayor recuperacion de

masa y la mayor concentracion de AgNPs. El

Cuadro 6 resume la significancia estadistica de los factores e interacciones sobre el

porcentaje de AgNPs en el nanocomposito plata-magnetita, mientras que la

Ecuacion 4 representa el

correspondiente.

modelo ajustado para

la variable

respuesta

Cuadro 6. Analisis de varianza para el porcentaje de AQNPs en nanocomposito.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 7 1132.63 161.804 49.79 0.000
Lineal 3 984.46 328.153 100.97 0.000
AgNPs 1 590.04 590.042 181.55 0.000 ¢
MNPs 1 376.04 376.042 115.71 0.000 ¢
Glut 1 18.37 18.375 5.65 0.030 ¢
Interacciones de 2 términos 3 141.13 47.042 14.47 0.000
AgNPs*MNPs 1 57.04 57.042 17.55 0.001 ¢
AgNPs*Glut 1 7.04 7.042 217 0.160
MNPs*Glut 1 77.04 77.042 23.71 0.000 ¢
Interacciones de 3 términos 1 7.04 7.042 217 0.160
AgNPs*MNPs*Glut 1 7.04 7.042 217 0.160
Error 16 52.00 3.250

Total 23 1184.63

+: Efecto significativo sobre la respuesta, GL: grados de libertad, SC Ajust: Suma de
cuadrados ajustada, MC ajust: Media de cuadrados ajustada.

% de AgNPs
en nanocomposito

-14.83 + 428 AgNPs + 11.7 MNPs + 11.3 Glut + 56 AgNPs*MNPs +
144 AgNPs*Glut - 6.7 MNPs*Glut — 1444 AgNPs*MNPs*Glut

(E4)
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Los tres efectos principales con fueron estadisticamente significativos (p <0.05)

como se muestra en el analisis de varianza del

Cuadro 6. Indicando la relevancia de las variables seleccionadas en la sintesis del
nanocomposito plata-magnetita. Las MNPs y el glutaraldehido contribuyen a la
uniéon de AgNPs como soporte de anclaje y agente entrecruzante, respectivamente.
La mayor contribucién fue dada por las AgNPs con un coeficiente de 428 (Ecuacién
4), lo que sefala que el porcentaje de AgNPs es directamente proporcional a la

concentracion de AgNPs empleadas en el proceso de sintesis.

En cuanto a la interaccion entre factores, se observé que las interacciones dobles
AgNPs*MNPs (56) y MNPs*Glut (— 6.7) fueron significativas. El primer caso sugiere
que al aumentar la concentracion de MNPs en la sintesis, incrementan los sitios de
unién a los que pueden unirse las AgNPs. Por el contrario, el aumento en la
concentracion de las MNPs respecto al glutaraldehido hay menor porcentaje de
AgNPs entrecruzadas posiblemente por la competencia por grupos amino en el

quitosano para entrecruzamiento.

El mayor porcentaje de AgNPs (> 21 %) en el nanocomposito se obtiene con la
mayor concentracion de AgNPs (+1), Glut (+1) y la menor concentracion de MNPs

(-1) como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Grafica de contorno MNPs (g/L) contra Glut (%) para el porcentaje de

AgNPs en el nanocomposito plata-magnetita con AgNPs +1 como valor fijo.

El Cuadro 7 resume la significancia estadistica de los factores e interacciones sobre
el porcentaje de masa recuperada del nanocomposito plata-magnetita, mientras que
la Ecuacion 5 (E5) representa el modelo ajustado para la variable respuesta

correspondiente.
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Cuadro 7. Analisis de varianza para el porcentaje de masa de plata-magnetita

recuperado.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 7 8678.6 1239.81 6.52 0.001
Lineal 3 4360.7 1453.57 7.64 0.002
AgNPs 1 863.3 863.25 4.54 0.049 ¢
MNPs 1 3273.0 3272.99 17.20 0.001 ¢
Glut 1 224.5 224.46 1.18 0.294
Interacciones de 2 términos 3 41324 1377.47 7.24 0.003
AgNPs*MNPs 1 0.9 0.87 0.00 0.947
AgNPs*Glut 1 893.5 893.50 4.70 0.046 ¢
MNPs*Glut 1 3238.0 3238.05 17.02 0.001 «
Interacciones de 3 términos 1 185.5 185.53 0.98 0.338
AgNPs*MNPs*Glut 1 185.5 185.53 0.98 0.338
Error 16 3044.1 190.26
Total 23 11722.8

+: Efecto significativo sobre la respuesta, GL: grados de libertad, SC Ajust: Suma de
cuadrados ajustada, MC ajust: Media de cuadrados ajustada.

v 309.2 — 2758 AgNPs — 721 MNPs - 245.1 Glut + 5688
e

recuperacion de  AGNPS*MNPs + 3110 AgNPs*Glut + 798 MNPs*Glut - 7414 (E5)

nanocomposito = AgNPs*MNPs*Glut

Los efectos principales AgNPs y MNPs para el porcentaje de masa retenida fueron
estadisticamente significativos (p < 0.05) segun el analisis ANOVA del Cuadro 7.
Los coeficientes de dichos efectos fueron negativos con valores — 2758 y — 721,
respectivamente, como se muestra en la Ecuacion 5. Este resultado sefala que el
incremento en la concentracion de AgNPs y MNPs disminuye la masa recuperada

de nanocomposito plata-magnetita.

El mayor efecto sobre las AgNPs en la recuperacién del nanocomposito esta dado
por las AgNPs, hasta 3.8 veces mayor que el de las MNPs. Al adherir un
componente no magnético, la atraccion del nanocomposito por el iman es menor.
Al aumentar la concentracion de MNPs también incrementamos los sitios de unién
y favorecemos este fendmeno. De manera similar, el nanocomposito compuesto por

magnetita funcionalizada con extracto de Sargassum spp. y EDTA, desarrollado por
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Sandoval-Cardenas et al., (2023) mostré menor atraccién de masa por un iman tras
adicionar el extracto de Sargassum y EDTA a la superficie de las MNPs. La
reduccion fue atribuida a la masa no magnética que proporciona el EDTA al
nanocomposito, efecto que también se observé al adsorber mercurio.
Yeamsuksawat et al., (2021), reportaron la disminuciéon de 60.06 emu/g a 40.39
emu/g en la saturacibn magnética de MNPs al recubrirlas con quitosano, que
posteriormente fue entrecruzado con glutaraldehido. El incremento en el grosor del
recubrimiento resulta en la disminucion de la capacidad del nanocomposito de ser

atraido por un iman (Arévalo-Cid et al., 2022).

Las interacciones dobles AgNPs x glutaraldehido y MNPs x glutaraldehido
mostraron efectos significativos y positivos sobre el porcentaje de masa atraido con
un iman. La concentracion baja de AgNPs y glutaraldehido reduce la cantidad de
AgNPs unida a las MNPs, lo que se traduce como mayor recuperacion del
nanocomposito. La interacion MNPs x Glut funciona de forma similar. La baja
concentracion de MNPs y glutaraldehido, reduce sitios de unién y reaccién
entrecruzante, limitando la unén de AgNPs y favoreciendo la recuperacion del

nanocomposito.

El mayor porcentaje de masa atraida se obtiene con la menor concentracion de las
tres variables AgNPs (-1), MNPs (-1) y glutaraldehido (-1) como se muestra en la

grafica de contorno de la Figura 7.
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Figura 7. Grafica de contorno MNPs (g/L) contra AgNPs (g/L) para el porcentaje de
recuperacion del nanocomposito plata-magnetita con un iman de neodimio 1.5 T,

el valor fijo usado fue Glut -1.

El modelo de prediccion para el efecto de la concentracion de AgNPs, MNPs y
glutaraldehido sobre el porcentaje de AgNPs en el nanocomposito y el porcentaje
de masa atraida por un iman, se ajustaron a una ecuacién polinomial de primer

grado con una R? de 96 y 74 %, respectivamente.

Las condiciones optimizadas para mantener la mayor cantidad de nanocomposito
se establecieron dando una importancia de 10 al porcentaje de masa atraida por un
iman y de 1 al porcentaje de AgNPs en el nanocomposito, con el objetivo de reducir
al maximo la liberacion de AgNPs y iones de plata en el agua a tratar. Los valores
correspondientes fueron los siguientes: AgNPs (-1), MNPs (-1) y glutaraldehido (-
0.99). El nanocomposito resultante de estas condiciones experimentales, en las que
se prioriza la recuperacion del material, fueron las seleccionadas para evaluar su

actividad antibacteriana.
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6.2 Evaluacion del tiempo de contacto y la concentracion del nanocomposito

sobre la actividad antibacteriana

El nanocompuesto seleccionado, que presentaba la mayor retencion de masa
mediante un iman, fue evaluado para determinar el tiempo minimo necesario para
reducir la mayor cantidad de bacterias. La evaluacion de la actividad antibacteriana
de dicho nanocomposito se realizé mediante retos microbianos agitando a 200 rpm
en agua residual sintética a una concentracién de 1 g/L en diferentes tiempos (40,
60 y 80 min) con E. coli y E. faecalis. La concentracion inicial se ajusté a 0.5
unidades de la escala de McFarland que correspondieron a 2 x108 + 8.7x107
UFC/mL de E. faecalis y 6.47 x 108 + 2.63 x 108 UFC/mL de E. coli. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. Ensayo de reto microbiano del nanocomposito plata-magnetita a
diferentes tiempos contra E. faecalis y E. coli. El grupo control es la cepa
respectiva sin contacto con el nanocomposito. Las barras con diferente letra

indican diferencia significativa entre tratamientos (prueba HSD de Tukey, p < 0.05)
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No se encontr6 diferencia significativa entre los tratamientos y el grupo control sin
nanocomposito. De estos resultados se establecio el tiempo de contacto a 40 min
al no encontrarse diferencia significativa con los otros tiempos evaluados. Asi mismo
para asegurar la actividad antibacteriana se establecieron las condiciones de
sintesis de nanocompositos en base al porcentaje de plata del nanocomposito plata-

magnetita y se evalud el doble de la concentracién del nanocomposito (2 g/L).

La Figura 9 muestra los nanocompositos seleccionados para la evaluacion. El
nanocomposito A, sefialado con un circulo verde, corresponde al nanocomposito
previamente seleccionado por presentar la mayor retencion de masa con un iman.
El nanocomposito B fue seleccionado porque presentd la mayor concentracion de
AgNPs reportada, 23.1 £ 2.5 %. El nanocompositos C fue seleccionado dando un
nivel de importancia 1:1 a ambas variables de respuesta y al demostrar actividad
antibacteriana significativa en pruebas preliminares a pesar de tener un porcentaje
de plata apenas por encima del nanocomposito A con valoresde 7.4 £+ 0.4 (C)y 4.9

1+ 0.5 % (A), respectivamente.
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Figura 9. Grafica de caja del % de AgNPs en el nanocomposito plata-magnetita en

los diferentes tratamientos segun el disefio factorial 23.
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Los resultados del ensayo de reto microbiano de los nanocompositos B y C se
muestran en la Figura 10. Dicho ensayo se realizé contra E. faecalis, debido a que
mostré una mayor resistencia en ensayos preliminares realizados con el
nanocomposito C. Los nanocompositos mostraron reduccion bacteriana significativa
respecto al control sin nanocomposito (E. faecalis), pero no hubo diferencia
significativa entre ambos tratamientos, por lo que se establecié la sintesis del
nanocomposito C ya que se obtuvo aproximadamente 3 veces mas material. El
aumento en la concentracion de AgNPs en el nanocomposito no promovié su
actividad antibacteriana. Este resultado se puede explicar con lo demostrado por
Suljagi¢ et al., (2022) quienes resaltaron que una distribucién uniforme de la plata
en una matriz de éxido de hierro influye mas en la actividad antimicrobiana que la

cantidad total de plata presente.

Log1g (UFC/mL)

Conteo bacteriano de E. faecalis

Figura 10. Ensayo de reto microbiano con E. faecalis después de 40 min
evaluando los nanocompositos By C a 2 g/L. El grupo control es E. faecalis sin
contacto con el nanocomposito. Las barras con diferente letra indican diferencia

significativa entre tratamientos (prueba HSD de Tukey, p < 0.05).
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La concentracion inicial de inéculo para los ensayos de reto microbiano fue de 1.21
x 107 + 8.5 x 10° UFC/mL de E. coliy de 1 x 107 UFC/mL para E. faecalis. La
concentracion del nanocomposito C necesaria para eliminar la mayor cantidad de
bacterias en 40 min se determind con tres diferentes concentraciones (2, 5y 10 g/L)
contra E. coli y E. faecalis. Ademas, se evalud la actividad antibacteriana de las
MNPs en estas concentraciones y de las AgNPs a 0.1 g/L equivalente a las AgNPs
estimadas en 2 g/L de nanocomposito. No se incluyeron controles con AgNPs
equivalentes a las concentraciones de 5 y 10 g/L de nanocomposito, debido a que

estas exceden la concentraciéon madre disponible de AgNPs.

La evaluacion del nanocomposito, MNPs y AgNPs contra E. coli se muestra en la
Figura 11. La concentracion de 10 g/L de nanocomposito logré la mayor reduccion
bacteriana, de 6.44 log1o equivalente a una reduccion del 99.99996 %. Mientras que,
5y 2 g/L lograron reducir en 4.64 y 4.08 log1o equivalentes a reducciones de, 99.998
y 99.99 %, sin diferencia significativa entre ambos tratamientos. La concentracién
de E. coli disminuyd al aumentar la concentracion del nanocomposito, aunque la
reduccion bacteriana mostré una relacién no lineal con la concentracion del

nanocomposito.
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Figura 11. Reduccion logaritmica (logio UFC/mL) de E. coli después de 40 min de
contacto con MNPs, AgNPs y nanocomposito plata-magnetita a diferentes
concentraciones. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres
réplicas independientes. Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes. ns: la diferencia respecto al conteo del cultivo control

no fue significativa.

El nanocomposito a 2 g/L mostrd 1.7 veces mayor reduccion bacteriana respecto a
su equivalente en AgNPs (0.1 g/L). No se observd actividad antibacteriana

significativa de las MNPs frente a E. coli en las concentraciones evaluadas, 2, 5y
10 g/L.

La evaluacién del nanocomposito, MNPs y AgNPs en E. faecalis se muestra en la

Figura 12. La actividad antibacteriana del nanocomposito frente a E. faecalis, fue
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evaluada a concentraciones de 2, 5y 10 g/L, obteniéndose reducciones de 0.47,

0.76 y 0.95 log1o, respectivamente. Los tratamientos no presentaron diferencia

significativa entre si, ni respecto a las AgNPs (1.09 log1o de reduccién). Por otro

lado, la concentracion de 2 g/L de nanocomposito plata-magnetita no presenté

diferencia significativa con respecto al control negativo (sin nanoparticulas), lo que

sugiere una eficacia limitada contra E. faecalis a bajas concentraciones.
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Figura 12. Reduccién logaritmica (log1o UFC/mL) de E. faecalis después del

tratamiento con MNPs, AgNPs y nanocomposito plata-magnetita a diferentes

concentraciones. Los datos representan la media £ desviacion estandar de al

menos tres réplicas independientes. Las medias que no comparten una letra son

significativamente diferentes. ns: la diferencia respecto al conteo del cultivo control

no fue significativa.
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Los resultados obtenidos mostraron una mayor eficacia antibacteriana del
nanocomposito frente a E. coli que contra E. faecalis. Este comportamiento puede
estar influenciado por multiples factores estructurales y fisiologicos propios de cada
cepa, asi como por el mecanismo dominante de accién de las AgNPs en el

nanocomposito (Bruna et al., 2021; Rodrigues et al., 2024).

Las AgNPs se encuentran unidas de forma covalente a agregados de magnetita que
no pueden penetrar al interior de las células bacterianas y tampoco se espera su
separacion del nanocomposito como AgNPs libres. Por lo tanto, se infiere que el
mecanismo de accién bactericida del nanocomposito plata-magnetita se basa
principalmente en la liberacion de iones Ag* desde las AgNPs inmovilizadas, asi

como en su interaccion superficial con la membrana bacteriana.

Las AgNPs con tamafios < 10 nm presentan una mayor tasa de liberacion de Ag*
debido a su elevada relacién superficie-volumen que facilita su oxidaciéon y
disolucién, a su vez favoreciendo la actividad antimicrobiana (Casals et al., 2025;
Platania et al., 2022). Las AgNPs sintetizadas presentaron un tamafio promedio de
10.7 nm (Figura 15), dentro de este rango critico, lo que sugiere una liberacion

eficiente de iones de plata desde el nanocomposito.

La bacteria E. coli presenta una mayor carga negativa en su membrana debido a la
presencia de lipopolisacaridos, grupos fosfato y pirofosfato, lo que favorece la
atraccion electrostatica con especies cargadas positivamente, como los iones Ag*
liberados por las AgNPs o los grupos amino protonados del quitosano en las MNPs,
facilitando asi su interaccion con la membrana bacteriana y potenciando el efecto

antimicrobiano (Sktodowski et al., 2023; Yeamsuksawat et al., 2021).

Bajo el pH neutro del agua residual sintética los grupos amino del quitosano en el
nanocomposito se encuentran mayormente desprotonados lo que limita su
capacidad bactericida (Yilmaz Atay, 2020). Tal como se observo en los resultados,
no se registré una reduccion significativa por parte de las MNPs en comparacion
con el control negativo. En este contexto, la funcién del recubrimiento de quitosano

en las MNPs podria restringirse a facilitar la interaccion inicial con la superficie
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celular (Yeamsuksawat et al., 2021).

La sinergia mostrada por la magnetita y las AgNPs en forma de nanocomposito
podria estar relacionada con la capacidad de los grupos amino en el recubrimiento
de las MNPs para interactuar con E. coli y facilitar la liberacién de iones Ag*

directamente sobre la membrana.

La mayor actividad del nanocompuesto plata-magnetita podria estar relacionada
con la capacidad de los grupos amino en el recubrimiento de las MNPs para
interactuar con E. coli y facilitar la liberacion de iones Ag* directamente sobre la
membrana. De esta forma evitando la unién de los iones Ag* con ligandos
inorganicos del medio, como cloruros o sulfuros, y con compuestos organicos
presentes en la materia organica disuelta, que reducen su efectividad antibacteriana
(Kedziora et al., 2018; Smith et al., 2021).

En contraste, E. faecalis presenta una pared celular rica en peptidoglicano, menor
permeabilidad y una carga superficial menos negativa, lo que reduce la interaccion
del nanocomposito plata-magnetita y de los iones Ag* (Lv et al., 2023; Platania et
al., 2022; Wu et al., 2021).

Los resultados presentados en este trabajo resultados concuerdan con lo reportado
por (Lv et al., 2023), quienes sefalaron que la desintegracion de la membrana en
E. faecalis permite la entrada de iones Ag* y es clave para su acumulacion
intracelular. Por tanto, aunque las AgNPs inmovilizadas pueden liberar iones de
plata activos, la efectividad de este mecanismo frente a E. faecalis podria verse
limitada por la baja penetracion y acumulacién de los iones de Ag*. En cambio, E.
coli, al no poseer barreras tan robustas, muestra una respuesta mas sensible incluso

frente a la menor concentracion evaluada de nanocomposito.

La adicion de plata a los nanocompositos de magnetita se ha reportado como un
factor clave para potenciar su actividad antimicrobiana. En el estudio de Dabagh et
al., (2023), la incorporacién de Ag en un nanocomposito conformado por plata, silice

(SiO2), y MNPs (Fes3O4) permitid disminuir significativamente la concentracién
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minima bactericida en comparacion con los materiales sin plata (FesOs y
SiO2@Fe304). Mientras que estos ultimos requerian concentraciones superiores a
1 g/L para inhibir el crecimiento bacteriano, el nanocomposito con plata alcanzé
valores de 0.2 g/L frente a S. aureusy 0.3 g/L contra E. coli, lo que confirma el efecto
determinante de la plata en la accion bactericida. EI mecanismo propuesto incluye
la liberacion de iones Ag*, capaces de interactuar con enzimas y proteinas
esenciales, asi como la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
provocan desestabilizacion de la membrana, pérdida de control osmatico y dafio a

proteinas y material genético.

En contraste con los resultados obtenidos en esta investigacion, el nanocomposito
Ag@SiO2@Fe304 mostro una mayor eficacia contra S. aureus (Gram positivas) que
frente a E. coli (Gram negativa). Esta diferencia se la atribuyeron a la diferencia en
la sensibilidad bacteriana entre Gram positivas y Gram negativas, al considerar que
las bacterias Gram negativas presentan una mayor resistencia debido a su envoltura

celular mas compleja (doble membrana y espacio periplasmico).

Distintos nanocompositos han mostrado un comportamiento diferenciado que
sugiere que la respuesta no es uniforme dentro de esta clasificacion (Q. Fang et al.,
2020; Lazi¢ et al., 2019; Sandupatla et al., 2021; Yeamsuksawat et al., 2021; Yildiz
et al., 2020). En el caso particular del estudio de Dabagh et al., (2023), factores
como el tamafo del nanocomposito (~ 90 nm) y su carga superficial negativa
(potencial Z de - 34 mV) pudieron favorecer una mayor adhesion a la superficie de

S. aureus, aumentando su sensibilidad al tratamiento.

Considerando que la eficacia antibacteriana del nanocomposito esta estrechamente
relacionada con sus propiedades fisicoquimicas, se realizé la caracterizacion

estructural, morfoldgica, elemental y superficial.
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6.3 Caracterizacion del nanocomposito plata-magnetita

6.3.1 Analisis estructural por difraccion de rayos X
La estructura cristalina de las MNPs y del nanocomposito plata-magnetita fue
identificada mediante analisis de difraccion de rayos X (XRD), asignando los picos
observados a las fases correspondientes de magnetita (Fe3Oa4) y plata metalica. En

la Figura 13 se presentan los patrones de difraccion obtenidos, donde se confirma

la incorporacion de ambas fases en el nanocomposito.
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Figura 13. Patrones de difraccion de MNPs y del nanocomposito plata-magnetita.
Planos cristalinos correspondientes a las MNPs se muestran en rojo con linea

sélida y los de la plata se muestran en color azul con linea punteada.
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En el patron de XRD de la magnetita, los picos de mayor fiabilidad en la asignacion
de fase fueron 20 = 30.24°, 35.59° y 74.34°, correspondientes a los planos
cristalograficos (220), (311) y (533), respectivamente (color rojo, linea solida).
También se identificaron sefiales de menor intensidad en 26 = 43.13° y 62.76°,
asociadas a los planos (400) y (440). Para el nanocomposito, los picos de mayor
fiabilidad de la magnetita se observaron en 26 = 30.3°, 35.61°, 53.67° y 62.85°,
asignados a los planos (220), (311), (422) y (440); las sefales de menor
coincidencia con el patron de referencia fueron 26 = 37.32, 43.19, 57.17, 74.28 y
79.28°, estan asociadas a los planos (222), (400), (511), (533) y (444),
respectivamente. Estos resultados concuerdan con la carta PDF No. 00-023-0616,
correspondiente a la estructura cubica de espinela inversa de la magnetita. El
difractograma obtenido para las MNPs mostré los planos cristalograficos
caracteristicos de la fase Fes3O4, aunque con picos poco definidos y un nivel
considerable de fondo difuso, lo que indica una cristalinidad deficiente (Sandupatla
et al., 2021).

Los resultados obtenidos confirmaron que la estructura cristalina de la magnetita se
conservo tras la incorporacion de AgNPs en el nanocomposito. La coincidencia de
los picos mas intensos con los planos caracteristicos de la magnetita (220), (311),
(400) y (440) indica que la fase espinela inversa cubica de FesOs4 no se alterd
durante el proceso de funcionalizacion demostrando que el entrecruzamiento con

las AgNPs no afecta su estabilidad estructural (Dabagh et al., 2023).

En el patron de difraccion del nanocomposito se identificaron picos
correspondientes a las AgNPs en 26 = 38.01°, 44.01° y 76.9°, correspondientes a
los planos (111), (200) y (311), de una estructura cubica centrada en las caras (fcc),
de acuerdo con el archivo PDF No. 00-901-3046; Sin embargo, estos picos
presentaron baja intensidad y definicion, lo cual se atribuye a la baja concentracion
de plata en el nanocomposito (porcentaje atomico de 0.22 %), lo que limita la

contribucion relativa de esta fase a la senal del difractograma (Taufiq et al., 2020).

En conjunto, los resultados indican que el método de sintesis empleado permitio
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obtener un nanocomposito bifasico, donde la fase magnética se mantiene estable y

la presencia de plata, aunque baja, queda evidenciada por sus picos caracteristicos
en el difractograma.

6.3.2 Analisis de grupos funcionales por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier

El analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
se realizé para identificar los grupos funcionales presentes en las AgNPs, las MNPs
y el nanocomposito plata-magnetita, asi como para evidenciar la reaccién de
entrecruzamiento entre los grupos amino del quitosano en las MNPs vy los
compuestos organicos del extracto de O. basilicum en las AgNPs. La Figura 14

muestra el espectro FTIR de las MNPs, AgNPs y nanocomposito plata-magnetita.
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Figura 14. Espectro FTIR de las AgNPs, MNPs y del nanocomposito plata-

magnetita.
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En las AgNPs se identificé una banda en 3328 cm', atribuida al estiramiento O-H/N-
H de grupos hidroxilo y amino, lo que indica la presencia de alcoholes y fenoles. La
banda en 2360 cm™ se relacion6 con la absorcion residual de CO2. La banda en
1637 cm™' corresponde al estiramiento C=0 o N-H asociado a compuestos fendlicos
y/o proteicos (amida ), mientras que la sefial en 648 cm™' se asigno a vibraciones
fuera del plano C-H de compuestos aromaticos (Pirtarighat et al., 2019; Qamar et
al., 2024).

En las MNPs recubiertas con quitosano se observo una banda en 3353 cm™,
correspondiente al estiramiento de O-H y N-H del quitosano. Las sefiales en 1647
cm™y 1536 cm™' se asignaron a las vibraciones de flexion del grupo amino. Las
bandas en 1176 y 1093 cm™' se atribuyeron al estiramiento C—O—C de polisacaridos
(Garcia et al., 2024; Pham et al., 2016), mientras que la banda en 1008 cm™' se
relacion6 con el efecto combinado del estiramiento C-O y C-N en polisacaridos y
aminas primarias. Finalmente, la senal en 625 cm™ se asignd a la vibracion de
estiramiento Fe—O, caracteristica en la magnetita (Liu et al., 2023; Pham et al., 2016;
Taheri et al., 2025).

En el nanocomposito plata-magnetita se conservaron bandas propias de la
magnetita, como las de en 3353 cm™' (O-H/N-H), 1091 y 1006 cm-! (C-O-C y C-
0), y 1646 cm™ (Amida 1) y la banda en 625 cm™ (Fe-O). Ademas, aparecieron
nuevas sefales en 2940 y 2871 cm™', correspondientes a estiramientos C-H
alifaticos del glutaraldehido (CH y CH2); en 1714 cm™, asociada a C=0 de
carbonilos; en 1556 cm, atribuida a la flexion en tijera de N-H de aminas primarias
entrecruzadas; y en 1455 y 1361 cm™', asignadas a vibraciones C-O y C-N de
grupos alcohol y amino del quitosano, respectivamente (Galan et al., 2021; Li et al.,
2023; Pham et al., 2016; Taheri et al., 2025). Las nuevas bandas observadas en el
nanocomposito plata-magnetita confirman la incorporacion del glutaraldehido y la
formacion de enlaces por entrecruzamiento. De forma similar, el ensanchamiento

de las bandas en la region 1000—1100 cm™ evidenciaron la contribucion de los
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grupos C-O-C del quitosano (Galan et al., 2021; Taheri et al., 2025).

6.3.2.1 Anadlisis de la morfologia y tamafio de particula por microscopia

electronica de transmision

Las micrografias TEM permitieron caracterizar la morfologia y el tamafio de las
AgNPs, las MNPs y el nanocomposito plata-magnetita. En la Figura 15 (A-D),
correspondiente a las AgNPs, se observdo una morfologia predominantemente
esferoidal en ambos lotes sintetizados. En el lote 1 (AgNPs L1), la mediana fue de
10.9 nm (rango intercualitativo: 3.9 nm), con una media de 11.3 nm influenciada por
una fraccion de particulas grandes (~ 12 % > 17 nm). En contraste, el lote 2 (AgNPs
L2) presenté una mediana de 3.6 nm (rango intercualitativo: 1.9 nm), media de 6.3
nm y una fraccion menor de particulas grandes (~ 9 % > 17 nm). Estos resultados
evidencian la reproducibilidad de la sintesis para obtener nanoparticula de menos
de 30 nm, aunque con diferencias significativas en el tamano caracteristico de cada

lote como se muestra en el Cuadro 8.
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Figura 15. Micrografias TEM y distribuciones de tamafo de (A, B) AgNPs lote 1,
(C, D) AgNPs lote 2, (E, F) MNPs y (G, H) nanocomposito plata-magnetita. El brillo
y el contraste fueron ajustados digitalmente unicamente para mejorar la

visualizacion de la morfologia.
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Cuadro 8. Tamano promedio de particula y agrupacion estadistica de AgNPs,

MNPs y nanocompuesto plata-magnetita

Particula N Media Desviacién Agrupacion
(nm) estandar (nm)

AgNPs L1 362 11.3 3.6 A

AgNPs L2 290 6.3 7.8 B

MNPs 170 9.7 3.6 C

Nanocomposito 278 8.1 37 D
plata-magnetita

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

La morfologia esferoidal de las AgNPs obtenidas en este estudio coincide con lo
reportado por Ahmad et al., (2024), quienes utilizaron extractos acuosos de hojas
de Ocimum sanctum y obtuvieron nanoparticulas con un diametro promedio de 10
nm y una distribucion entre 4 y 98 nm. Por otro lado, Qamar et al., (2024) sintetizaron
AgNPs con un tamafio promedio de 35 nm a partir de extractos acuosos de hojas y
tallos de O. basilicum. Las diferencias observadas en el tamafio y la dispersion de
las nanoparticulas respecto a estos estudios pueden atribuirse a la modificacion
alcalina (pH 12) de la infusion de O. basilicum utilizada en este trabajo, condicién

que no fue reportada en los trabajos mencionados previamente.

El pH es un factor determinante en la sintesis verde de AgNPs, ya que controla
simultaneamente la velocidad de reduccion y las caracteristicas finales de las
nanoparticulas (Dhaka et al., 2023). En este estudio, trabajar a pH 12 permitio la
conversion de Ag* a Ag®, lo que resulto en la formacion de particulas con un tamafio
promedio de 10.7 nm. Estos resultados coinciden con lo reportado previamente,
donde condiciones alcalinas aumentan la disponibilidad de agentes reductores,
favorecen la estabilidad coloidal mediante una carga superficial negativa y reducen

la tendencia a la aglomeraciéon (Fahim et al., 2024).
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El tamano de las AgNPs obtenidas sugiere un alto potencial antibacteriano, como
se evidenciod en la reduccién de 2.41 log1o de aproximadamente 10’ UFC/mL de E.
coli tras 40 minutos de exposicion a una concentracion de 0.1 g/L. Las
nanoparticulas con diametros menores a 30 nm suelen exhibir una mayor eficacia
bactericida, atribuida a su elevada relacién superficie-volumen, que favorece tanto
la interaccion con la membrana celular como la liberacion sostenida de iones Ag*
(Crisan et al., 2021; Menichetti et al., 2023).

La micrografia representativa de las MNPs (Figura 15, E) mostré particulas de
morfologia esferoidal y algunas estructuras en forma de baston que se encuentran
aglomeradas. La distribucion de tamafio (Figura 15, F) indicé un didmetro promedio
de 9.7 £ 3.6 nm (N = 170), con un intervalo entre 4 y 15 nm, y un 3 % de particulas
superiores a 16 nm. La metodologia empleada en este estudio para las MNPs es
consistente con lo reportado previamente por Diaz-Hernandez et al., (2018) para la
misma ruta de sintesis, donde se obtuvo un tamafo promedio de particula de 8.5 +
0.14 nm, valor que concuerda con el intervalo observado en nuestros resultados.
Ademas de las particulas esferoidales, en nuestras micrografias TEM se evidencio

la presencia de estructuras alargadas con morfologia de bastén.

La aparicion de esta segunda morfologia podria estar asociada a variaciones locales
en la nucleacion y crecimiento de los cristales de magnetita, posiblemente
influenciadas por el elevado pH alcalino empleado en la sintesis, que favorece un
crecimiento anisotropico. Ademas, la formacion de bastones en las sintesis de
MNPs a veces viene acompafiado de hematita como fase secundaria (Mona et al.,
2024). En este sentido, la coexistencia de morfologias esferoidales y bastonadas en
nuestras micrografias podria relacionarse con la deficiente cristalinidad detectada
en DRX.

En el caso del nanocomposito plata-magnetita (Figura 15, G y H), se identificaron
particulas con morfologia similar a la magnetita también aglomeradas, pero
acompanadas de nanoparticulas mas pequefas atribuibles a la incorporacion de

AgNPs. La distribucion de tamafo (N = 278) present6 un valor promedio de 8.1

54



3.7 nm, con un rango aproximado de 2 a 16 nm.

El tipo de sintesis para incorporar la plata en las MNPs influye sobre el tamafio final
de nanocomposito. En algunos casos, la adicion simultdnea de ambos reactivos
durante la sintesis provoca una disminucion en el diametro de las nanoparticulas
debido a la menor disponibilidad de precursor de hierro. En contraste, cuando la
plata forma recubrimientos sobre los nucleos de magnetita, se ha reportado un
incremento en el tamafno de particula. Esto resalta la influencia critica de las
condiciones de sintesis en las caracteristicas morfolégicas del nanocomposito
(Dabagh et al., 2023; Najafpoor et al., 2020). En el presente estudio no se observo
una variacion significativa en el diametro promedio de las nanoparticulas tras la
incorporacion de AgNPs a las MNPs. La distribucién de tamafios del nanocomposito
(8.1 £ 3.7 nm) se mantuvo dentro del intervalo observado para las MNPs (9.7 £ 3.6
nm), con amplia superposicion en los rangos intercuartilicos. Estos resultados
sugieren que la incorporacion de AgNPs no fue suficiente para inducir un

recubrimiento apreciable ni modificar el tamafio de las MNPs.

6.3.2.2 Microscopia electronica de barrido de alta resolucion y espectroscopia

de energia dispersiva

La Figura 16 muestra las imagenes SEM representativas de las MNPs y del
nanocomposito plata-magnetita antes y después del tratamiento antimicrobiano. En
la imagen (A), correspondiente a las MNPs sin AgNPs, se observa una morfologia
granular aglomerada. La imagen (B) muestra el nanocomposito plata-magnetita sin
contacto con bacterias, donde se evidencia una morfologia mas compacta atribuible
a la incorporacién de AgNPs (Abdo, 2021). Posterior al tratamiento con E. coliy E.
faecalis (imagenes C, D y E), se observaron restos celulares y morfologia de células
dafadas, que indica la interaccion directa entre el nanocomposito y las bacterias.
Estos dafios estructurales apoyan la idea del efecto antibacteriano del
nanocomposito relacionado al dafio de la membrana celular (Ge et al., 2019).
Ademas, se pudo observar otra morfologia del nanocomposito plata-magnetita de
bastén alargado irregular (D). El tamafio del polvo de nanocomposito plata-
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magnetita presento el 60.1 % de particulas entre 63 y 250 ym, y el 39.9 % de
particulas con tamafio menor a 69 ym de los cuales se calcularon por SEM con

tamano promedio de 56 nm y desviacion estandar de 32 nm.
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Figura 16. Imagenes SEM de las MNPs y el nanocomposito plata-magnetita antes
y después del tratamiento antimicrobiano. (A) MNPs, (B) Nanocomposito sin tratar,
(C) nanocomopostio después de tratamiento contra E. coli, (D,E), contra E.

faecalis y (F) nanocomposito, vista a baja magnificacién.

La espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS) acoplada a la
microscopia electrénica de barrido (SEM) se utilizé para confirmar la composicion
elemental del nanocomposito. La presencia de varios elementos en las MNPs y el
nanocomposito plata-magnetita caracterizados por el espectro EDS se muestran en
la Figura 17 (A y B). La muestra correspondiente a las MNPs mostré senales
intensas correspondientes a hierro y oxigeno, lo cual es consistente con la presencia
de 6xido de hierro (Fes3O4). Los picos correspondientes a carbono, sodio, fésforo y
azufre podrian estar asociados a impurezas residuales. El aluminio detectado se

atribuy6 al material de soporte usado en el analisis. Los picos caracteristicos de la
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plata confirmaron su incorporacion en la matriz magnética.

El mapeo elemental de las MNPs y del nanocomposito plata-magnetita se muestran
en la Figura 17. Los elementos mapeados fueron el hierro (E y F), oxigeno (G y H)
y plata (I). En las MNPS los mapas de distribucion elemental muestran la presencia
homogénea de hierro y oxigeno, confirmando la formacion del 6xido de hierro. En
la muestra correspondiente al nanocompuesto plata-magnetita, ademas de Fe y O,
se observa la sefal caracteristica de plata (Ag), la cual se distribuye de manera
uniforme sobre la superficie, lo que confirma su incorporacion en el nanocompuesto.
La intensidad de Ag esta ausente en la magnetita pura, lo que valida que la sefial

corresponde a la adiciéon de nanoparticulas de plata en el material compuesto.
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Figura 17. Imagenes SEM-EDS de las MNPs sin modificar y del nanocompuesto
plata-magnetita. (A, B) Espectros EDS correspondientes a la magnetita y al
nanocompuesto, respectivamente. (C, D) Imagenes SEM de la magnetita y del
nanocompuesto. (E, F) Mapas de distribucion de Fe y O en la magnetita; (G, H, 1)

Mapas de Fe, O y Ag en el nanocompuesto, obtenidos mediante analisis EDS.

El porcentaje atomico de las MNPs y el nanocomposito plata magnetita antes y
después del contacto con E. coliy E. faecalis se cuantificé por EDS como se muestra
en el Cuadro 9. ElI nanocomposito plata-magnetita mostr6 una concentracion
atomica de plata de 0.22 % antes del tratamiento antimicrobiano. Después de la
exposicion del nanocomposito a E. coli y E. faecalis, se observé una disminucion
notable en el contenido de Ag, reduciéndose a 0.05 % y 0.02 %, respectivamente.
Esta disminucién sugiere una posible liberacion de iones Ag* durante el tratamiento,

lo cual es consistente con su participacion en el mecanismo antimicrobiano.
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Cuadro 9. Porcentaje de concentracion atomica de los elementos detectados
mediante EDS en la magnetita sin modificar y en el nanocomposito plata-

magnetita, antes y después del tratamiento contra E. coli y E. faecalis.

% Concentracion atémica

Nanocomposito plata-magnetita

Elemento Magnetita Contra Contra
Sin tratar E. coli E. faecalis

(0 58.89 47.39 78.3 74.38
Fe 19.04 29.36 12.85 17.68
Ag 0 0.22 0.05 0.02
Na 2.18 1.88 3.09 2.59
P 0.9 0.58 0.46 0.78
S 4.91 6.5 5.25 4.22

% Concentracion atdmica: La proporcion relativa del numero de atomos de cada
elemento detectado en una regién especifica de la muestra, sin considerar sus
masas atomicas.

Aunque se ha planteado que la actividad antibacteriana de las AgNPs es
proporcional a su concentracion, en el caso de los nanocompositos, dicha actividad
no depende exclusivamente del contenido de plata. Por ejemplo, Lazi¢ et al., (2019)
emplearon un nanocomposito con 42 % de plata a una concentracién de 2 g/L,
logrando una reduccién del 65 % de E. coli a partir de 10° UFC/mL. En contraste,
en el presente estudio, se obtuvo una reduccion del 99.99 % frente a E. coli a partir
de una concentracion de 107 UFC/mL utilizando la misma concentracion de

nanocomposito, pero con solo 0.22 % de plata.

Resultados similares se observan al comparar los trabajos de Sandupatla et al.,
(2021) y Hartati et al., (2022). Sandupatla et al., (2021) reportaron un nanocomposito
de AgNPs y MNPs con 31.1 % de plata, que a 1 g/L mostré zonas de inhibicion de

7 mm y 4 mm contra E. coli y Bacillus subtilis, respectivamente. En cambio, el
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nanocomposito desarrollado por Hartati et al., (2022), con un contenido de plata de
apenas 5.2 %, generd halos de inhibicién de aproximadamente 19 mm contra E. coli

y 16 mm frente a Bacillus cereus.

Estas comparaciones refuerzan la idea de que el porcentaje de plata en el
nanocomposito no es el principal factor determinante de su efectividad
antimicrobiana. Variables como el tamafo y forma de las AgNPs, la liberacién
efectiva de iones Ag™, la naturaleza del soporte, la sinergia con otros componentes
y las condiciones del medio, podrian tener un papel mas relevante que el contenido

total de plata incorporado.

6.3.3 Analisis de las propiedades magnéticas por magnetometria de muestra

vibrante

Las propiedades magnéticas del nanocompuesto fueron evaluadas mediante un
magnetometro de muestra vibrante (VSM) a temperatura ambiente (300 K), con el
fin de determinar su comportamiento frente a campos magnéticos externos. En la
Figura 18 se muestra la curva de magnetizacién (M—H) obtenida al aplicar un campo
magnético en el rango de + 30,000 Oe. La magnetizacion de saturacion (Ms) fue de
aproximadamente 20 emu/g para las MNPs sin modificar y disminuy6 a cerca de 16

emu/g tras la incorporacién de nanoparticulas de plata.
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Figura 18. Curva de magnetizacion de las MNPs y del nanocomposito plata-

magnetita.

El valor maximo tedrico de Ms para la magnetita es de 98 emu/g; sin embargo, este
valor tiende a disminuir significativamente debido a efectos de tamaro,
recubrimiento superficial y la estructura cristalina del material (Nguyen et al., 2021).
La magnetizacién de saturacion obtenida para las MNPs fue menor a la reportada
para magnetita pura, lo que se atribuye tanto al recubrimiento con quitosano, que
constituye una fraccion no magnética y reduce la respuesta neta por unidad de
masa, como a la baja cristalinidad evidenciada en el analisis de DRX, donde ademas
de los picos caracteristicos se observo un nivel considerable de fondo difuso,
indicativo de fases desordenadas o amorfas que limitan la orientacion coherente de

los dominios magnéticos (Ali et al., 2021).

Estos factores se suman al efecto de la morfologia, ya que Baghshahi y Yousefi
(2021) demostraron que las particulas cubicas presentan mayor magnetizacién de

saturacién de 66.36 emu/g que las esféricas con 60.74 emu/g, mientras que las
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bastonadas alcanzan valores significativamente menores (35.11 emu/g) debido a la
anisotropia de forma y a la desviacion de espines. De manera similar, Mona et al.,
(2024) reportaron que la formacion de bastones suele presentar hematita lo que
reduce la saturacion magnética del material. En concordancia, la presencia de
bastones y la cristalinidad deficiente observadas en nuestro caso explican la
disminuciéon de la magnetizacion de saturacion respecto a lo esperado para

magnetita altamente cristalina.

La Ms del nanocomposito disminuyo respecto a la magnetita con quitosano, lo cual
es un comportamiento esperado tras la incorporacion de fases no magnéticas. Por
ejemplo, Dabagh et al., (2023) reportaron un valor de 78.5 emu/g para Fe3Oa4 puro,
que disminuyd a 56.4 emu/g al recubrirse con silice (SiO2), y posteriormente a 43.8
emu/g al incorporar AgNPs. De manera similar, Fang et al., (2020) observaron una
reduccion de la Ms de 47.1 emu/g en Fe3O4 a 30.3 emu/g en un nanocomposito
recubierto con polidopamina (PDA) y plata. Estas caidas en la respuesta magnética
se atribuyen a la dilucion del material magnético por fases diamagnéticas (como

silice, polimeros organicos o plata).

En el presente estudio, la disminuciéon observada en la Ms se puede atribuir al
recubrimiento organico (proveniente del extracto de O. basilicumy el quitosano), asi
como a la incorporacion de AgNPs y el entrecruzamiento con glutaraldehido. A
pesar de esta reduccién, la saturacidn magnética fue suficiente para permitir la
recuperacion del nanocomposito mediante un iman, confirmando su aplicabilidad

practica en sistemas de separacion en tratamiento de aguas.

Ambas muestras, MNPs y nanocomposito plata-magnetita, presentan una forma de
curva sigmoide estrecha, centrada en el origen, caracteristica de materiales
superparamagnéticos. En ambos casos, tanto la coercitividad como la
magnetizacion remanente fueron practicamente nulas, lo que indica la ausencia de
histéresis = magnética. Este  comportamiento  confirma la  naturaleza
superparamagnética del material, consistente con particulas de magnetita de

tamano nanométrico, en las que los momentos magnéticos individuales pueden

63



alinearse bajo un campo aplicado, pero no conservan la magnetizacion una vez
retirado (Nguyen et al., 2021; Yusoff et al., 2018). Esta propiedad es especialmente
favorable para aplicaciones donde se requiere un control externo del movimiento
del nanocompuesto sin retencion magnética residual, como en separacidon

magnética o sistemas dirigidos.

6.4 Determinacion de la actividad antibacteriana del nanocomposito en agua

residual urbana con tratamiento secundario

Los efectos antibacterianos del nanocomposito sobre diferentes grupos bacterianos
presentes en agua residual secundaria fueron analizados, incluyendo mesdfilos
aerobios totales (MAT), coliformes totales (CT) y fecales (CF), E. coli, enterococos
fecales (EF) y microorganismos resistentes a antibioticos (MRA) de uso comun,

como amoxicilina (AMX), ciprofloxacino (CIP) y claritromicina (CLR).

El tratamiento con el nanocomposito plata-magnetita mostré una reduccion de la
carga microbiana en las muestras de agua residual. Como se observa en la Figura
19, sobre la muestra 3 se presentaron los mayores efectos del nanocomposito plata-
magnetita, alcanzando reducciones de hasta 1.19 logio en microorganismos
resistentes a AMX de 2.15x10* UFC/mL y 1.16 log1o para CLR y CIP de 8.20x10*
UFC/mL. También se observaron reducciones en MAT (1.00 log.,) y en E. coli (0.66
logio) en dicha muestra. En contraste, el nanocomposito plata-magnetita en las
muestras 1 y 2 tuvo reducciones mas limitadas por debajo de 0.81 y 0.43 log+o,

respectivamente, sin actividad contra CF y E. coli.
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Figura 19. Reduccién logaritmica (log1o) de parametros microbioldgicos en tres
muestras de agua residual tratadas con el nanocomposito plata-magnetita, en
comparacién con los controles sin tratamiento. Las reducciones se muestran a
partir de una concentracion inicial aproximada de 4 log1o. Sobre cada barra se

muestra el valor absoluto obtenido.

La variacion en la efectividad antimicrobiana del nanocomposito fue relacionada a
la carga organica del agua residual. En particular, las muestras 1 y 2 presentaron
valores iniciales mas elevados de DQO (176 y 489 mg/L, respectivamente) en
comparacién con la muestra 3 (110 mg/L), que mostré los mejores resultados como
se muestra en el Cuadro 10. Este efecto puede atribuirse a la presencia de
compuestos reductores en aguas residuales con alta DQO, que transforman los
iones Ag* en formas menos reactivas, asi como a la precipitacién de la plata en
forma de complejos insolubles con cloruros o sulfuros (Smith et al., 2021). Ambos

fendmenos limitan la disponibilidad de Ag* y, en consecuencia, disminuyen la
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eficacia bactericida del material.

Cuadro 10. Comparacion de parametros microbioldgicos y fisicoquimicos en

muestras de agua residual con tratamiento secundario con tratamiento de

nanocomposito plata-magnetita y controles sin el tratamiento.

Parametro

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

05 de mayo de 2025

29 de mayo de 2025

5 de junio de 2025

Sin nanocomposito /
Con nanocomposito

Sin nanocomposito /
Con nanocomposito

Sin nanocomposito /
Con nanocomposito

Parametros mic

robiolégicos

CT (NMP/100 mL) 1100 / >2400 1100 /460 1100 /460
CF (NMP/100 mL) 1100 / >2400 460 / 460 1100 /460
EC (NMP/100 mL) 1100 / >2400 460 / 460 1100 /240
EF (NMP/100 mL) 240/150 93/43 150/43

MAT (UFC/mL)

7.44x10*/ 2.56x10*

6.67x10*/3.11x10*

8.11x10*/8.11x10%

MRA CIP (UFC/mL)

6.20x10*/1.06x10*

3.85x10*/1.67x10*

8.2x10%/5.7x103

MRA AMX (UFC/mL)

2.44x10%/4.10x103

6.5x10%/2.43x10°

2.15%10%/1.38x103

MRA CLR (UFC/mL)

8.10x10*/ 1.26x10*

6.31x10%/1.52x10*

8.20x10*/5.70x103

Parametros Fis

icoquimicos

Peso de composito (mg)

201.47 /196.48

200.12/195.05

201.29/193.25

< 0.005/<0.005

< 0.005/<0.005

< 0.005/<0.005

Plata libre (ppm)

SDTs (ppm) 638 /755 230/ 256 241 /264
DQO (mg/L) 176 / 334 489 /528 110/ 198
Color verdadero a
436 nm 0.352/0.815 0.463/0.633 0.389/0.550
525 nm 0.210/0.620 0.253/0.433 0.136 / 0.396
620 nm 0.140/0.520 0.196 / 0.366 0.076/ 0.329
pH 717 7/6 7/6

SDT: Sdlidos suspendidos totales

Otros procesos de desinfeccion también muestran pérdida de eficacia en matrices
complejas. Por ejemplo, la luz UV que logré entre 4.5 y 6 log de reduccion frente a
E. coli en suspensiones bacterianas en condiciones controladas, pero en aguas
residuales reales los valores se limitaron a valores entre 1y 3.4 log (Collivignarelli
et al., 2020). De forma similar, los procesos de desinfeccion convencionales como
la cloracién, la ozonizacion y la radiacion UV reportan reducciones en rangos de 0.3
a8,0.3a4y-0.3a8.3logo, respectivamente, moduladas por parametros como la
turbidez, pH, temperatura, solidos suspendidos totales, entre otros parametros

(Arden et al., 2024). En este contexto, el desempefio del nanocompuesto aun no es
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comparable con el de estas tecnologias consolidadas.

La limitada eficacia frente a CT, CF y E. coli también puede explicarse por la
capacidad de los coliformes, entre otras bacterias, de activar mecanismos de
resistencia. Al igual que el recrecimiento descrito en procesos de cloracion, las
células lesionadas pueden recuperarse mediante respuestas antioxidantes,
incluyendo enzimas y tioles de bajo peso molecular, lo que amortigua el efecto de
iones Ag* y contribuye a la persistencia de los indicadores bacterianos (Gupta et al.,
2022; Randall et al., 2015).

En cuanto a los MRA, el nanocomposito plata-magnetita mostré actividad
antibacteriana pese a la resistencia especifica de cada antibiético. La amoxicilina,
un B-lactdmico que inhibe la sintesis de la pared celular al bloquear la formacion de
peptidoglicanos; el ciprofloxacino, una quinolona que interfiere en la replicacién del
DNA,; y la claritromicina, un macrdélido que inhibe la sintesis proteica al unirse a la
subunidad ribosomal 50S (Casals et al., 2025). Aun asi, el nanocomposito plata-
magnetita logro reducciones cercanas a 1 log1o frente a bacterias resistentes a los
tres mecanismos, lo que sugiere que su accion antimicrobiana no depende de un
unico blanco molecular y puede superar, al menos parcialmente, las limitaciones de
los antibidticos convencionales (Rodrigues et al., 2024). Cabe destacar que, aunque
se ha sefialado la posibilidad de co-resistencia a antibiéticos y iones Ag* (Gillieatt &

Coleman, 2024), esta asociacion no se evalué directamente en este trabajo.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos (Cuadro 10), se observé un ligero
aumento en solidos disueltos totales (SDTs) y en el color verdadero tras el
tratamiento, probablemente asociado a la presencia del nanocomposito en
suspension. No obstante, la concentracion de plata libre se mantuvo por debajo del
limite de deteccion (< 0.005 ppm), lo cual indica una liberacion minima del metal al
medio. Este aspecto es relevante ya que reduce el riesgo de toxicidad ambiental vy,
junto con la alta recuperacion magnética (96—98 %), sugiere la retencion y posible

reutilizacion del material.

En conjunto, los resultados muestran que el nanocompuesto plata-magnetita puede
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contribuir a la reducciéon de la carga microbiana en agua residual secundaria,
aunque su eficacia estda modulada por las caracteristicas de la matriz. La baja
liberacion de plata y la alta recuperabilidad magnética refuerzan su potencial como
estrategia complementaria a los procesos de desinfeccion convencionales,
ofreciendo ventajas tanto en seguridad ambiental como en la posibilidad de actuar
frente a bacterias resistentes a antibidticos. Pese a los resultados obtenidos, es
imperativo continuar con la mejora del nanocompuesto, tanto para reducir pérdidas
de material como para incrementar su eficacia antimicrobiana, asi como establecer

las condiciones operativas que maximicen su actividad en agua residual.
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7. CONCLUSIONES

La sintesis del nanocompuesto plata-magnetita mediante entrecruzamiento con
glutaraldehido permitié integrar nanoparticulas de plata a nanoparticulas de
magnetita conservando la capacidad de recuperacion magnética para garantizar un
bajo desprendimiento de plata al medio. La caracterizacion estructural y morfolégica
corroboré la formacion del material compuesto y su composicion elemental. Los
ensayos demostraron que la accion del nanocompuesto plata-magnetita depende
del tipo de bacteria, siendo E. coli mas susceptible que E. faecalis. Los resultados
sugieren que la actividad antibacteriana del nanocompuesto se relaciona
principalmente con la liberacion de iones Ag* y posibles interacciones directas con
la membrana bacteriana, aunque este mecanismo debera confirmarse en estudios
posteriores. La eficacia antibacteriana del nanocompuesto esta influenciada por las
caracteristicas de la matriz, lo que resalta la importancia de factores como la carga
organica en aguas residuales. El nanocomposito mostré potencial contra
microorganismos resistentes a antibiéticos y su baja actividad ante coliformes

fecales, totales, E. coli y enterococos fecales.
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