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RESUMEN

El combatir microorganismos patdgenos es de suma importancia tanto para una
serie de sectores industriales como para la salud publica. Diversas bacterias han
desarrollado resistencia a agentes antimicrobianos, convirtiéndose en una gran
amenaza para la humanidad. Debido a ello surge la necesidad de disefiar nuevas
estrategias no convencionales para combatir bacterias patdgenas. En este trabajo
se sintetizaron y evaluaron formulaciones nanotecnolégicas como posibles agentes
antibacterianos. Se prepararon nanoparticulas de magnetita empleando un método
de sintesis electroquimico mediante pulsos de potencial asimétricos. Se modificaron
superficialmente con diferentes recubrimientos poliméricos, para lo que se
emplearon 3 polimeros biocompatibles: quitosano, polietilenglicol (PEG) vy
polivinilpirrolidona (PVP). Las nanoparticulas sintetizadas con y sin modificacion
superficial se caracterizaron por difraccion de rayos X (XRD), determinando asi la
obtencion exitosa de magnetita. Empleando la informacion de los difractogramas se
calcul6 el parametro de red y se estimo el tamafio de particula mediante la ecuacion
de Scherrer., microscopia electrénica de barrido (SEM). Se estudi6 la actividad
antibacteriana tanto de las particulas de magnetita desnudas como de los materiales
modificados con polimeros contra una bacteria grampositivo, Staphylococcus
aureus, y una gramnegativo, Pseudomonas aeruginosa, realizando estudios de
cinética de crecimiento bacteriano y conteo de colonias en placa a diferentes
concentraciones. Los resultados mostraron que las nanoparticulas de magnetita
mejoran su efecto antibacteriano al ser recubiertas por alguno de los polimeros que
se emplearon, ademas de incrementar su eficacia a bajas concentraciones. Las
nanoparticulas modificadas con quitosano mostraron una mayor actividad

bacteriostatica frente a ambas bacterias.

Palabras clave: nanoparticulas de magnetita, electroquimica, polimero

biocompatible, agente antibacteriano, resistencia bacteriana.
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ABSTRACT

Pathogenic microorganisms are one of the most important safety concerns for both
industrial sectors and public health. Several bacteria have developed resistance to
antimicrobial agents, becoming a serious health problem. Due to this, the need
arises to design new non-conventional strategies to combat pathogenic bacteria. In
this research, nanotechnological formulations were synthesized and evaluated as
possible antibacterial agents. Magnetite nanoparticles were prepared by an
electrochemical synthesis method using asymmetric potential pulses. They were
superficially modified with different polymeric coatings, for which three biocompatible
polymers were used: chitosan, polyethylene glycol (PEG) and polyvinylpyrrolidone
(PVP). The synthesized nanoparticles with and without surface modification were
characterized by X-ray diffraction (XRD), thus determining the successful synthesis
of magnetite. Using the information from diffractograms, lattice parameter was
calculated and particle size was estimated using Scherrer equation. The
antibacterial activity of both naked magnetite particles and polymer-modified
materials were studied against a gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus,
and a gram-negative bacteria, Pseudomonas aeruginosa. Kinetic studies on
bacteria growth were performed as well as the standard plate count method using
different treatment concentrations. Results shows that magnetite nanoparticles
improve their antibacterial effect when coated with anyone of the polymers used in
this stud. In addition, coated noparticles increased their efficacy at low
concentrations. Chitosan-modified nanoparticles showed higher bacteriostatic

activity against both bacteria.

Keywords: magnetite nanoparticles, electrochemistry, biocompatible polymer,
antibacterial agent, bacterial resistance.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Los agentes antibacterianos son fundamentales para prevenir y combatir
enfermedades infecciosas. Sin embargo, con su uso excesivo se ha propiciado la
aparicién de microorganismos resistentes (Hajipour et al., 2012).

Con el descubrimiento de la penicilina en 1928 y el consiguiente uso indiscriminado
de antibidticos desde la década de 1940, una larga lista de bacterias patdgenas,
incluidas Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Enterobacter cloacae,
han aumentado rapidamente su resistencia a los antibidticos, convirtiéendose en uno
de los 10 problemas de salud publica mas criticos a nivel mundial de la actualidad
(S. Tang & Zheng, 2018).

Las infecciones bacterianas siguen siendo una de las principales causas de
mortalidad (Mihai et al., 2020). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud,
las bacterias resistentes a los antibidticos provocan la muerte de unas 700,000
personas cada afio en todo el mundo, y se prevé que este nUmero aumente a 10

millones de muertes para el afio 2050 (Y. Wang et al., 2020).

En general, la resistencia es la capacidad de los microorganismos para sobrevivir al
efecto de agentes antimicrobianos (Maillard, 2012). Cabe mencionar que los
microorganismos no solo desarrollan resistencia a antibioticos, sino que también
frente a desinfectantes y antisépticos (Gnanadhas et al., 2013). De hecho, el uso de
cualquier agente antimicrobiano impone una presion selectiva que da lugar a
microorganismos resistentes (Lineback et al., 2018), ya sea hacia una sustancia
especifica o el desarrollo de resistencia cruzada hacia mdultiples agentes

antibacterianos, incluyendo antibiéticos (Zhelev, 2021).

Ademas de inducir el desarrollo de resistencia, los agentes antibacterianos

convencionales presentan otros inconvenientes, como los terribles efectos
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secundarios derivados de su toxicidad y de la administracion de altas dosis. Entre
estos efectos se encuentran reacciones alérgicas, irritacion e inflamacion de
diferentes érganos, alteracion de la flora intestinal, problemas gastrointestinales,
neurotoxicidad, dafio renal y hepatico, entre muchos otros. Asimismo, las dosis
necesarias para combatir a los microorganismos cada vez son mayores, lo que
aumenta su toxicidad y hace que los tratamientos sean muy costosos (Crawford et
al., n.d.; Mohsen et al., 2020; Su et al., 2019).

Para abordar estos desafios, se han dedicado grandes esfuerzos para combatir las
infecciones bacterianas y la resistencia a agentes antibacterianos, y se ha planteado
la necesidad de desarrollar estrategias alternativas, entre las que se encuentran el
uso de péptidos antimicrobianos, terapia con fagos, anticuerpos terapéuticos,
inhibidores de quorum sensing y nanoparticulas antimicrobianas (Rodrigues et al.,
2019).

En particular, la nanotecnologia ha obtenido un éxito notable en las aplicaciones
antibacterianas, mostrando un gran potencial para revolucionar las estrategias libres
de antibiéticos, pues los nanomateriales tienen una gran variedad de composiciones

y, por lo tanto, ofrecen una serie de ventajas Unicas.

La aplicacion de soluciones nanotecnoldgicas, como el uso de nanoparticulas, es
una manera novedosa para enfrentar el problema de la resistencia bacteriana.
Especialmente, las nanoparticulas metélicas son prometedores agentes

antimicrobianos (Slavin et al., 2017).

Las nanoparticulas de magnetita se consideran como uno de los nanomateriales
mas populares que se investigan en la actualidad, debido a que presenta buenas
propiedades y grandes ventajas en su uso en diferentes aplicaciones, como
disponibilidad, bajo costo, versatilidad y bioseguridad (Niculescu et al., 2021).
Presenta ademas una baja toxicidad y es biocompatible, ademas de tener un efecto
antimicrobiano (Mashjoor et al., 2018).

16



CAPITULO 2: REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Bacterias resistentes

Se define como antimicrobianos a los agentes capaces de matar microorganismos
o de detener su crecimiento. Los principales tipos de agentes antimicrobianos son
los desinfectantes, antisépticos y antibioticos: los desinfectantes son sustancias que
matan a una gran variedad de microorganismos de manera no selectiva, siendo
aplicados sobre superficies inertes; los antisépticos son sustancias que se aplican
sobre tejido vivo para reducir un riesgo de infeccion; y los antibiéticos son un tipo de

medicamentos usados para combatir bacterias. (Turner, 2018).

Asi mismo, dentro de los agentes antimicrobianos encontramos los agentes
antifingicos, que se encargan del control de hongos patdégenos, y agentes
antibacterianos, encargados ya sea de producir la muerte de bacterias (agente
bactericida) o de detener su crecimiento (agente bacteriostatico) (Hajipour et al.,
2012).

En general, la resistencia es la capacidad que tienen los microorganismos para
sobrevivir al impacto de agentes antimicrobianos (Maillard, 2012). Los
microorganismos resistentes podrian definirse como células bacterianas o cepas
que no pueden ser destruidas o inhibidas por concentraciones de un agente
antimicrobiano a las que otras cepas de la misma especie son susceptibles (Zhelev,
2021).

La resistencia se clasifica en resistencia intrinseca y resistencia adquirida. La
primera se refiere a la resistencia causada a los mecanismos naturales existentes
en la bacteria, mientras que se considera resistencia adquirida cuando un
microorganismo dado se vuelve resistente a un agente antimicrobiano especifico, al
gue anteriormente era sensible (Maillard, 2012). La resistencia adquirida suele

asociarse a alteraciones estructurales en la célula que impiden el acceso de los
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agentes bactericidas. Algunos ejemplos de estas alteraciones son la modificacion
de la envoltura celular, los cambios en la permeabilidad celular, la actividad de las
bombas de salida y la conversién (biotransformacién) de biocidas en metabolitos
inofensivos (Zhelev, 2021). A diferencia de la resistencia intrinseca, la adquirida no
es una caracteristica de toda la especie, sino de cepas 0 subpoblaciones

especificas (Maillard, 2012).

La resistencia se basa con mayor frecuencia en procesos evolutivos que tienen
lugar durante la interaccion continua de los microorganismos con un agente
antimicrobiano, como ocurre en la terapia con antibiéticos, conduciendo a una
resistencia hereditaria. Una posible forma en la que la resistencia se acumula y se
hereda es la transferencia horizontal de genes, ya sea por conjugacion,

transduccion o transformacion (Witte, 2004).

Se han informado muchos mecanismos de resistencia en bacterias, como la
inactivacion de enzimas, el cambio de la permeabilidad celular, la alteracion de los
sitios de unién, el aumento de la salida de antibiéticos y la realizacién de cambios
de fenotipos complejos como la formacion de biofilm (WHO, 2020). La resistencia
se puede lograr también mediante mutaciones en diferentes loci cromosoémicos o la
adquisicién horizontal de genes de resistencia (por plasmidos, integrones o
transposones (Witte, 2004).

Cabe destacar que las bacterias no solo generan resistencia frente a los antibiéticos,
sino que también pueden desarrollar este mecanismo frente a cualquier otro agente
antbacteriano, como los desinfectantes y antisépticos. De hecho, existe evidencia
de que el contacto frecuente y repetido con ciertos antisépticos y desinfectantes
conduce al desarrollo de resistencia tanto a la sustancia especifica como a algunos
otros agentes antimicrobianos. A este mecanismo se la conoce también como

resistencia cruzada (Gnanadhas et al., 2013).

Ademas, algunas cepas y especies han desarrollado resistencia a multiples
antibioticos, por lo que se les conoce como “superbacterias”. Las superbacterias

han contribuido a la reaparicién de enfermedades que estuvieron bien controladas
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durante muchos afios, como lo es el caso de la tuberculosis, la neumoni y la

salmonelosis (Hajipour et al., 2012).

Un hecho alarmante es la rapida propagacion de la resistencia a mudltiples
antibioticos, en muchos de estos casos no existe ya algun tratamiento disponible.
Se ha reportado la aparicion de superbacterias principalmente en hospitales, pero
también han aparecido en agua potable, aguas residuales, suelos, plantas, carne
cruda y productos lacteos, asi como el tracto gastrointestinal, el sistema respiratorio
superior, y la piel de humanos y animales, incluyendo porcinos, bovinos y aves de
corral (Serwecinska, 2020). Es asi como la resistencia bacteriana no solo
compromete a la salud publica, sino que también a la seguridad alimentaria y al

medio ambiente.

Asi, dia tras dia, el uso de agentes antimicrobianos convencionales se esta
convirtiendo en un problema mundial cada vez mas grave, que amenaza la salud
de miles de personas, por lo que el desarrollo de nuevas estrategias alternativas
para combatir bacterias es urgente.

Ante tal problematica se han generado nuevas estrategias en terapias
antimicrobianas entre las que destacan el uso de péptidos antimicrobianos, terapias
con fagos, anticuerpos terapéuticos, inhibidores de quorum sensing vy
nanoparticulas antimicrobianas (Rodrigues et al., 2019).

2.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia se puede definir como la investigacion y el desarrollo de
tecnologias a nivel atbmico, molecular y macromolecular con al menos una de sus
dimensiones dentro de una escala de longitud “nano”, es decir, de 1 a 100
nanometros. Cabe mencionar que un nanémetro equivale a la billonésima parte de
un metro o bien, 1x10°m) (Mehlhorn, 2016).

La nanotecnologia comprende el estudio, disefio, creacion, sintesis y manipulacion
de materiales, equipos y sistemas funcionales a través del control de la materia

dentro de dicha escala, con el fin de proporcionar una comprensiéon fundamental de
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los fendmenos y materiales a nanoescala y para crear y utilizar estructuras,
dispositivos y sistemas que tengan nuevas propiedades y funciones (Mufioz-Ecija
et al., 2017). Es un campo altamente multidisciplinario y se relaciona con muchas

disciplinas, incluidas la ciencia coloidal, la quimica, la fisica aplicada y la biologia.

Se prevé que la nanotecnologia abrira camino para una revolucion en los materiales,
la tecnologia de la informacion y la comunicacién, la medicina, la genética, etc., ya
que este tipo de tecnologia tiene un campo de aplicacion muy extenso y promete
ayudar a mejorar los productos y procesos que emplean materiales convencionales
brindando mejores caracteristicas asi como nuevas posibilidades, ademas de dar

solucion a diversas probleméticas (Khan et al., 2019).

Los nanomateriales son una nueva clase de materiales que ofrece la
nanotecnologia. Pueden ser de tipo ceramicos, metalicos, organicos,
semiconductores, poliméricos, o bien, una combinacion de estos, los cuales
presentan la caracteristica de tener al menos una de sus dimensiones dentro de la
nanoescala (<100nm) o estar formado por unidades nanométricas, como lo es el

caso de los materiales nanoestructurados (Hemeg, 2017).

Este nuevo tipo de materiales representa una transicion entre moléculas o atomos,
y un material con dimensiones de solido volumétrico (material en bulto) (Mufioz-
Ecija et al., 2017). Debido a su tamafio reducido a unos cuantos nanémetros, sus
propiedades fisicoquimicas difieren de las del mismo material en bulto, asi como de
las moléculas y los atomos (Khan et al., 2019). Hay un interés creciente en el uso
de nanomateriales derivado de dichas caracteristicas y propiedades Unicas, que
permiten innovar con la creacién de nuevos equipos, materiales y técnicas. Esto
tiene un potencial impacto en el desarrollo multiples aplicaciones (Moritz & Geszke-
Moritz, 2013).

Algunos de los tipos de nanomateriales mas estudiados son los nanotubos de
carbono, los nanocristales fluorescentes, las estructuras nanoporosas, los

dendrimeros, los nanoliposomas, el grafeno y las nanoparticulas (Baig et al., 2021).
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La definicibn de nanoparticulas engloba a una amplia variedad de sustancias
particuladas cuya dimension de mayor tamafio mide menos de 100nm. Las
nanoparticulas pueden tener diferentes formas, desde esféricas y cubicas, hasta
nanorods, discos hexagonales y nanoflores (Moritz & Geszke-Moritz, 2013). Las
particulas dentro de esta escala exhiben propiedades fisicas y quimicas distintivas

debido a los efectos de la mecénica cuantica (Mehlhorn, 2016).

Las nanoparticulas presentan un amplio desarrollo en la investigacion cientifica
debido a que poseen propiedades distintas a sus caracteristicas volumétricas,
dependiendo de su tamafio, morfologia y distribucion, lo que permite crear, y

mejorar productos, servicios y procesos (Niculescu et al., 2021).

Se han estudiado sintesis de nanoparticulas de diferentes materiales, desde
polimeros naturales, como la celulosa, alginato, acido polilactico y quitosano, y
artificiales, como el poliestireno y el polivinilo de cloruro; nanoparticulas ceramicas
como las de dioxido de silicio, 6xido de zirconio y dioxido de titanio; hasta
nanoparticulas de metales como cobre, plata, zinc, paladio y oro. Todas ellas tienen
propiedades fisicas y quimicas mejoradas debido a la gran area de superficie

reactiva y expuesta de tamafio cuantico (Aisida et al., 2020).

Para sintetizar nanoparticulas se pueden emplear diferentes estrategias, ya se por
métodos quimicos, fisicos y bioldgicos. Sin embargo, los métodos de reduccion

guimica son los mas utilizados.

Conceptualmente, se consideran dos procesos principales de sintesis. El primero
consiste en la miniaturizacion de los materiales en bulto, denominado enfoque de
arriba abajo o top-down. El segundo proceso busca imitar a la naturaleza mediante
el desarrollo de estructuras a partir de los niveles atémico y molecular, denominado

enfoque de abajo arriba o bottom-up (Modan & Plaiasu, 2020).

La ruta de sintesis de los nanomateriales juega un papel crucial en la preparacion
de productos especificos, y es determinante en las propiedades que se desean

obtener. Los métodos de sintesis incluyen coprecipitaciéon a partir de soluciones,
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condensacion de gases (aerosoles), plasma, combustidn, pirolisis en spray,
“sputtering”, expansion de fluidos supercriticos, evaporacion laser, polimerizacion,
molienda mecanica, litografia, ensamblado molecular, cavitacion hidrodinamica, sol-

gel, solvotérmico, hidrotérmico, microemulsion y otros procesos.

Los nanomateriales se pueden disefiar para reducir la posibilidad de desarrollo de
resistencia. Por lo tanto, comprender el impacto de las propiedades fisicoquimicas
de los nanomateriales en su mecanismo y rendimiento antibacteriano es muy
importante para desarrollar estrategias de tratamiento avanzadas sin antibiéticos (Y.
Wang et al., 2020).

2.2.1. Nanoparticulas antimicrobianas

Con la creciente preocupacion por las infecciones bacterianas, existe una
importante necesidad de desarrollar agentes antibacterianos nuevos y efectivos.
Los nanomateriales son prometedores en las terapias antibacterianas debido a sus
propiedades fisicoquimicas mejoradas, como tamafios de particula muy pequefios,

gran relacion superficie-masa y mayor reactividad quimica.

La aplicacion de soluciones nanotecnolégicas, como el uso de nanoparticulas, es
una de las propuestas viables para superar la resistencia a los antibiéticos en las
bacterias. La ventaja de las formulaciones a base de nanoparticulas en comparacion
con los sistemas convencionales es que pueden aumentar la eficacia del tratamiento
y reducir los efectos secundarios, debido a la accion dirigida especifica (Moritz &
Geszke-Moritz, 2013).

En particular, las nanoparticulas con propiedades antimicrobianas se han aplicado
en: conservacion de alimentos, apdsitos para quemaduras, cosméticos seguros,
dispositivos médicos e implantes, antisépticos para el tratamiento de llagas,
tratamiento de aguas residuales, tratamiento de infecciones, desinfectantes, control
de bacterias en cultivos, entre otras tantas aplicaciones y productos (Ezealigo et al.,
2021; J. Li & Zhuang, 2020).
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El amplio uso de las nanoparticulas se debe a su excelente actividad antibacteriana
en varias bacterias tanto grampositivas como gramnegativas. Se ha demostrado
que el efecto bactericida de las nanoparticulas depende de su tamafo, forma,
distribucion de tamafo, morfologia, funcionalizacion superficial y su estabilidad.
Ademas, el uso de nanoparticulas inorganicas como agentes antimicrobianos tiene
varios beneficios, como una mayor estabilidad y seguridad en comparacion con los
agentes antimicrobianos organicos (Moritz & Geszke-Moritz, 2013).

Las nanoparticulas antibacterianas pueden estar compuestas por metales, 6xidos
metalicos, sales metalicas, hidroxidos metalicos, nanoportadores organicos
cargados con agentes antibacterianos, materiales hibridos y polimeros con
propiedades antibacterianas.

En los dltimos afios, las nanoparticulas de metal y 6xido de metal a base de plata,
oro, cobre, 6xido de cobre, 6xido de zinc, maghemita y magnetita también se han
aplicado en medicina, odontologia, farmacia y biologia. Otros tipos de
nanoparticulas también han despertado una especial atencién en el campo de la

investigacion biomédica.

Se ha reportado en innumerables trabajos que las nanoparticulas de metales
metales y sus éxidos, como lo son las de Ag, ZnO, Fe203, Fe304, Al203, TiO2y CuO,
ejercen una accién antimicrobiana frente a diferentes bacterias, asi como accion
antifangica (Gudkov et al., 2021), por ello es que las nanoparticulas metélicas son
de gran interés en la investigacion para su aplicacion como agentes antimicrobianos
(Slavin et al., 2017) .

Las nanoparticulas metélicas son materiales ampliamente estudiados vy
sintetizados, ya sea en su forma pura o en combinacién con otros materiales, como
es el caso de los recubrimientos ceramicos, las modificaciones superficiales con
polimeros y otras moléculas organicas, las nanoparticulas dopadas, las estructuras
core-shell y los materiales nanocompositos (Bowles & Lu, 2014). En otros términos,

la preparacién, caracterizacién, modificacion de la superficie y funcionalizacién de

23



nanoparticulas inorganicas abre la posibilidad a una nueva generacion de

materiales antimicrobianos (Gudkov et al., 2021).

Las nanoparticulas de 6xido metélico altamente reactivas exhiben una excelente

accion bactericida contra diferentes bacterias grampositivas y negativas (Seil &

Webster, 2012). En la Tabla 1. se enumeran diferentes trabajos con nanoparticulas

metélicas con efecto antibacteriano. Se aprecia que las concentraciones necesarias

para eliminar a la mayoria de las bacterias son muy bajas, lo cual es favorable para

su aplicacion como materiales antimicrobianos.

Tabla 1. Resumen de estudios respecto al efecto microbiano de nanoparticulas (Seil & Webster,

2012).

Material

ZnO

ZnO

ZnO

ZnO

lones de

Zn0O

Ag

Ag

Ag

Tamafo
promedio
(nm)

13

60

40

12

N/A

21

50

135

Organismo
probado

S. aureus

S. aureus

S. aureus,
E. coli

E. coli

P.
aeruginosa,
S. aureus

E. coli, S.
typhi, P.
aeruginosa

E. coli

S. aureus,
E. coli

Efectividad

Reduccion del 95% a 80
pug/mL

Reduccion del 50% a 400
pg/mL

Reduccion del 99% a 400
pg/mL para ambas
especies

Reducciéon del 90% a 400
pg/mL

Reduccion del 100% a 19
y 17.9 yg/mL

Reduccion del 100% a 75
pg/mL

Reduccion del 99 con 0.1
pg/mL

Concentracion inhibitoria
de 3.56 y 0.35 ug/L
agregado a la superficie
del agar

Mecanismo de accion

Inhibicién de ROS (especies
reactivas de oxigeno)

Inhibicion de ROS

Interrupcion de la membrana

Dafo de la membrana debido
a abrasividad de las
particulas

Inhibicion de ROS

Interrupcion de membrana,
interferencia de iones Ag con
replicacién de ADN

Interrupcion de membrana,
interferencia de iones Ag con
replicacion de ADN

Interrupcion de membrana,
interferencia de iones Ag con
replicacion de ADN
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Ag 12 E. coli Reduccion del 70% con 10 Interrupcion de membrana,
pg/mL interferencia de iones Ag con
replicacién de ADN
Cu 100 E. coli, B. Especies de bacterias Inactivacion de proteinas a
subtilis reducidas al 90% con 33.4 través de interaccion tiol
y 20.2 yg/mL
Fes04 9 S. aureus Aumento de las células ROS, disrupcion de
muertas observadas a membrana
3mg/mi
Fes04 8 S. Reduccion del 65% a 2 ROS, disrupcion de
epidermidis mg/ml membrana
Al203 11 E. coli Reduccion del 68% a 500 ROS dependiente de la dosis,
pg/mL penetracién de particulas
Al203 60 E. coli, B. Especies de bacterias Floculacion
subtilis, P. reducidas 36% y 57% a 20
fluorescens pg/mL
TiO2 17 E. coli Reduccion del 0%, 35% y Interrupcion de la membrana
80% con 110, 100 y 500
pg/mL
SiO2 20 E. coli, B. Especies de bacterias Floculacién, alteracién de la
subtiis reducidas 58% y 40% a 20 membrana

pg/mL

Los mecanismos exactos de la toxicidad de las nanoparticulas frente a diversas
bacterias no se comprenden completamente y requieren de mas estudios. No
obstante, se ha reportado que las nanoparticulas pueden adherirse a la superficie
de la membrana de las bacterias mediante interacciones electrostéaticas y alterar la
integridad de la envoltura celular con la liberacion de iones. Entonces, la
nanotoxicidad generalmente se desencadena por la induccion de estrés oxidativo

por la formacion de radicales libres (Hajipour et al., 2012).

La accién antibacteriana de las nanoparticulas generalmente esta relacionada con
su unién superficial a las bacterias, la liberacion de iones, seguida de la generacién
de alto estrés oxidativo. Por lo tanto, se vuelve realmente dificil para las células
bacterianas desarrollar multiples mutaciones genéticas simultdneas frente a

tratamientos mediados por nanomateriales (S. Tang & Zheng, 2018).

Las nanoparticulas son una nueva estrategia para abordar las bacterias

multirresistentes (Y. Wang et al., 2020). Las nanoparticulas metalicas se dirigen a
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multiples biomoléculas a la vez, lo que tiene el potencial de evitar el desarrollo de
nuevas cepas resistentes y asi reducir o eliminar la evolucién de bacterias (Slavin
et al., 2017).

2.3. Nanoparticulas de magnetita

El hierro es uno de los elementos mas abundantes en la Tierra y el cuarto elemento
mas abundante en la corteza terrestre. Constituye mas del 85% de la masa del
ndcleo de la Tierra y aproximadamente el 5% de la masa de la corteza terrestre. En
los sistemas vivos, el hierro es uno de los microelementos clave y tiene varias
funciones importantes como cofactor de varias enzimas y proteinas de transporte
(Gudkov et al., 2021).

Dentro de las nanoparticulas metalicas con aplicaciones antimicrobianas, las
nanoparticulas de hierro presentan una buena actividad contra microorganismos y
alta biodisponibilidad (Cristea et al., 2017). Presentan interesantes propiedades
como baja toxicidad, alta biocompatibilidad y vias de sintesis relativamente faciles.
Estas particulas tienen diversas aplicaciones en las areas médicas y bioldgicas,
como lo es en el etiquetado y separacion celular, agentes de contraste en
resonancia magnética, sistemas de administracion de farmacos dirigidos, técnicas

de hipertermia en la terapia del cancer y deteccion (Setyawan & Widiyastuti, 2019).

Uno de los 6xidos de hierro mas prometedores para una larga lista de aplicaciones
es la magnetita (Fe3Oa) (Cristea et al., 2017). La magnetita es uno de los 6xidos de
hierro mas abundantes en la naturaleza (Zuluaga, 2011). Se considera como uno
de los nanomateriales mas populares que se investigan en la actualidad, y esto es
gracias a su disponibilidad, bajo costo, versatilidad y bioseguridad (Niculescu et al.,
2021). Ademas, la magnetita en escala nanométrica ha representado un material de
gran interés debido a su baja toxicidad en la salud humana, alta biocompatibilidad,
propiedades magnéticas y buena actividad antimicrobiana (Mashjoor et al., 2018),
que le han permitido tener aplicabilidad tecnoldgica en areas diversas, como medio

ambiente, medicina, biomedicina y alimentos (Cristea et al., 2017). .
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Su gran area superficial especifica y su alta energia superficial les permiten a las
nanoparticulas de magnetita unirse a las superficies bacterianas (Ramteke et al.,
2010). Las nanoparticulas de magnetita pueden adsorberse en la superficie de las
células bacterianas por interacciones electrostaticas o hidréfobas y decorarlas. La
capacidad de decoracion bacteriana de las nanoparticulas magnéticas se ha
utilizado en microbiologia industrial y ambiental para la inmovilizacién celular en el
bioprocesamiento. Diversas investigaciones han encontrado buenas propiedades
antibacterianas contra cepas grampositivas y gramnegativas, incluyendo
Staphylococcus aureus (Grumezescu et al.,, 2010), Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli y Bacillus subtilis (Ramteke et al., 2010).

La actividad antimicrobiana intrinseca de las nanoparticulas magnéticas esta
mediada por especies reactivas de oxigeno a través de la accidn de los iones de
hierro, que también son vitales para el crecimiento de los microorganismos, por lo
que es poco probable que se desarrollen mecanismos de resistencia contra dichas
nanoparticulas. El uso de sustancias antimicrobianas para recubrir las

nanoparticulas podria aumentar su eficacia terapéutica (Rodrigues et al., 2019).

2.3.1. Propiedades

2.3.1.1. Magnetita en bulto

La magnetita (FesOa4) es uno de los 6xidos de hierro mas importantes, un compuesto
comun que esta muy extendido en la naturaleza y se sintetiza facilmente en el
laboratorio y se usa ampliamente en la industria. La magnetita es un mineral

ferrimagnético negro que contiene Fe (1l) y Fe (lll) (Setyawan & Widiyastuti, 2019).

La estructura cristalina de la magnetita sigue un patron de espinel inverso con una
celda cubica centrada en la cara basada en 32 iones de O%, que se encuentran
regularmente empaquetados en forma cubica a lo largo del [111]. La celda unitaria
tiene ocho unidades de formula por celda unitaria con un parametro de red de 0.839

nm. La magnetita contiene hierro divalente y trivalente y, con frecuencia, no es
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estequiométrica, es decir, tiene una subred de Fe(lll) deficiente en cationes. Las
especies de hierro divalente ocupan la mitad de los sitios de la red octaédrica debido
a la mayor energia de estabilizacion del campo cristalino. A la inversa, las especies
de hierro trivalente ocupan los otros sitios de la red octaédrica y todos los sitios de
la red tetraédrica. Las capas octaédricas y tetraédricas / octaédricas mixtas apiladas
a lo largo de [111] (Cornell & Schwertmann, 2003).

La temperatura de Curie de la magnetita es de 850 K. A esa temperatura, la
magnetita posee un comportamiento ferrimagnético. En este caso, los momentos
magnéticos en los sitios tetraédricos, ocupados por Fe (lll), estan
ferromagnéticamente alineados, mientras que los momentos magnéticos en los
sitios octaédricos, ocupados por Fe (lll) y Fe (ll), son antiferromagnéticos y se
cancelan entre si. Cuando se alcanza la temperatura de Curie, la magnetizacion
neta es cero y la magnetita posee un comportamiento superparamagnético
(Setyawan & Widiyastuti, 2019).

2.3.1.2. Magnetita nanomeétrica

La magnetita de tamafio nanométrico aun exhibe color negro, con una celda unitaria
cubica centrada en la cara del mismo parametro de red y volumen de celda unitaria.
(Setyawan & Widiyastuti, 2019)

El area superficial efectiva de las particulas de magnetita deberia aumentar al
disminuir el tamafio de las particulas. El area de superficie efectiva de las particulas
de magnetita de 0.2 um es de aproximadamente 6 m2gl y aumenta

considerablemente a 100 m? g~* cuando el tamafio es de ~ 50 nm.

El cambio en el area de la superficie debido al cambio de tamafio de particula no

afecta la estructura cristalina de la magnetita (Li Q. et al., 2017).

La Tabla 2 se presentan dichas propiedades resumidas.
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Material Parametro de red

(A)
Magnetita 8.39
Nanoparticulas 8.40
de magnetita (6.4
nm)

Volumen de
celda unitaria

(A%

590.6

592.7

Tabla 2. Propiedades de la magnetita (Setyawan & Widiyastuti, 2019)
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2.3.2. Métodos de sintesis

Se ha reportado que la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas depende de
ciertos factores como el tamafio, la concentracion, la carga superficial y el método
de sintesis (Behera et al., 2012). Algunos estudios sugieren que el tamafio de la
nanoparticula es inversamente proporcional a la actividad antimicrobiana, cuanto

menor sea el tamafio, mayor sera su actividad (Yong et al., 2017).

En lo que refiere al método de sintesis, el tamafio, morfologia y estabilidad de la
nanoparticula llega a ser dependiente del método de sintesis que se seleccione
(Azeredo, 2011). Teniendo en cuenta las caracteristicas deseadas y el campo de
aplicacion, existen tres rutas principales para la sintesis de nanoparticulas de
magnetita: métodos fisicos, quimicos y bioldgicos (Mihai et al., 2020). La Figura 1.

muestra algunos de los métodos de sintesis més usados.
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Métodos de

sintesis
|\

(

Fisicos

Molienda de alta
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[
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I

Ablacion laser

l

Sputtering

Spray pirélisis

Litografia

Quimicos

Co-precipitacion

|

Termdlisis

|

Sol-Gel

|

Microemulsion

Sonoquimica
|

Hidrotermal

l

Reduccién quimica

I

Solvotermal

Electroquimica

\

Biologicos

A partir de bacterias

A partir de plantas

Figura 1. Métodos de sintesis de nanoparticulas de magnetita (Mihai et al., 2020).

2.3.2.1. Métodos fisicos

Los métodos fisicos para la preparacién de nanoparticulas de magnetita siguen un
enfoque top-down (de arriba hacia abajo) en el que los materiales a granel o las
particulas grandes se rompen en particulas a nanoescala. Existe una variedad de
métodos fisicos para sintetizar nanoparticulas de magnetita, que incluyen la
molienda y la litografia por haz de electrones, como los mas utilizados, y otros, como
la ablacion laser, el sputtering o pulverizacion catodica, la deposicion en fase

gaseosa Yy la pirdlisis en aerosol (Mihai et al., 2020). Los métodos fisicos consisten
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en procedimientos elaborados que en general no pueden controlar el tamafio de las
particulas en el rango de nandmetros pero que son faciles de realizar (Xu et al.,
2014). Si bien estos métodos son los preferidos para la produccién a gran escala de
nanoparticulas, existen también importantes desventajas con respecto a las
tecnologias costosas que requieren y su alto consumo energético (Aisida et al.,
2020).

2.3.2.2. Métodos bioldgicos

Un método biologico o sintesis bacteriana puede ser también una opcion para
sustituir la sintesis quimica, ya que se llevan a cabo en condiciones suaves y evitan
el uso de productos quimicos toxicos; por lo tanto, estos métodos puede ofrecer un
nuevo compuesto biocompatible y no téxico. Sin embargo, las sintesis biologicas
presentan la desventaja de tener un bajo rendimiento de produccion, y
complicaciones para la reproducibilidad y la escalabilidad, pues los procesos de

fermentacion necesarios conllevan mucho tiempo (Rodrigues et al., 2019).

2.3.2.3. Métodos quimicos

Los métodos quimicos se usan con mayor frecuencia debido a su simplicidad,
manejo controlable y eficiencia, ademas de ser mas rentables en cuanto a tiempos
y costos. Proporcionan una distribucion de tamafio de particulas mas estrecha.
Existen diversos métodos reportados en la literatura para sintetizar magnetita, a

continuacion se describen los principales (Niculescu et al., 2021).

2.3.2.3.1. Microemulsién

Una microemulsion es una dispersion termodinamicamente estable de dos liquidos
inmiscibles en presencia de un tensioactivo, que forma una monocapa en la interfaz
entre el aceite y el agua, exhibiendo posiblemente una tension interfacial ultrabaja.
En microemulsion, las nanoparticulas se sintetizan tipicamente por nucleacion y
crecimiento intramicelar. Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas
preparadas mediante tal técnica dependen esencialmente de la eleccion del
tensioactivo. Especificamente, las nanoparticulas dan como resultado una forma

esférica (Ansari et al., 2019).
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El tamafio y las formas de las particulas suelen variar en un intervalo relativamente
amplio. Ademas, la ventana de trabajo para la sintesis en microemulsiones suele
ser bastante estrecha y el rendimiento de nanoparticulas es bajo en comparacion
con otros métodos. Se necesitan grandes cantidades de disolvente para sintetizar
cantidades apreciables de material. Por tanto, no es un proceso muy eficiente y

también bastante dificil de escalar (Lu et al., 2007)

2.3.2.3.2. Sol-Gel

Este método para la produccién de nanoparticulas consiste en la hidroxilacion y
condensacion de algunos precursores de hierro formando un "sol" (es decir, una
solucién coloidal) de nanoparticulas que luego se secan o gelifican mediante la
eliminacién del solvente hasta obtener una red tridimensional de 6xido de hierro. En

este proceso, se suele utilizar agua como disolvente (Ansari et al., 2019).

El sol-gel presenta algunas desventajas, ya que el producto final puede contener
residuos de solventes, los cuales generalmente son sustancias orgénicas que

pueden legar a ser toxicas (Modan & Plaiasu, 2020)

2.3.2.3.3. Co-precipitacion quimica

La co-precipitacibn quimica es probablemente el método de sintesis de
nanoparticulas de magnetita mas popular (Ansari et al., 2019). Consiste en mezclar
en una disoluciéon acuosa sales de Fe?* y Fe®*. Se pueden controlar parametros
como el pH y la temperatura, ademas de la posibilidad de trabajar bajo una
atmosfera inerte (Lu et al., 2007). Las caracteristicas de las nanoparticulas
obtenidas, como el tamafo y la forma, dependen fuertemente del tipo de sales
empleadas, la razon de los iones Fe?*/Fe3*, la temperatura de reaccion, el pH de la

disolucién y la fuerza iénica del medio (Ansari et al., 2019).

Sin embargo, la coprecipitacion todavia tiene algunos inconvenientes en términos
de la amplia distribucion del tamafio de particula de los productos, la necesidad de
una base fuerte para el proceso de sintesis (Niculescu et al., 2021) y las reacciones
inmediatas que se llevan a cabo en la solucion y que dificultan el control del proceso

de cristalizaciéon (Setyawan & Widiyastuti, 2019).
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2.3.2.4. Meétodos electroquimicos

Los métodos electroquimicos emplean energia eléctrica para generar reacciones
quimicas, remplazando asi el uso de reactivos quimicos costosos o toxicos (Mufioz-
Ecija et al., 2017). La sintesis electroquimica de magnetita presenta algunas
ventajas sobre otros métodos, como la alta pureza del producto obtenido y el control
del tamafio de particula logrado mediante el ajuste de la corriente o el potencial

aplicado al sistema (Cabrera et al., 2008).

En la Tabla 3 se presentan diferentes trabajos en donde se llevaron a cabo sintesis
de nanoparticulas de magnetita por métodos electroquimicos. Diversos factores
influyen en las caracteristicas del producto final, como pueden ser la configuracion
de la celda, la composicion de los electrodos, el medio electrolitico empleado, el

modo de operacién y el tiempo de sintesis.

Tabla 3. Estudios de sintesis de nanoparticulas de magnetita por métodos

electroquimicos (Setyawan & Widiyastuti, 2019)

Precursor Electrodo Electrolito Modo de Tiempo Tamafio de Referencia
operacion particula
(nm)
Anodo de Laminas de Fe Fe(ClOa4)2 (ac) Galvanostato: 20y 45 13-35 (Gopi D, et
Fe + como anodo y 0.01 M 40-60 mA-cm2 min (cubicas) al., 2016)
Fe(ClOa)2 catodo
Anodode Placas de acero NaCl (ac) 0.04 M  Galvanostato: 20y 30 30.5-45.2 (Weng, Y.C.
hierro como anodo y con aire 62.5y 125 min (esféricas) et al., 2005)
céatodo burbujeado mA-cm-2 (70°C)
Anodo de Laminas de Fe  Y0sNCI (ac) 0.04 Potenciostato: 1800 s 23-33 (Cabrera L.
hierro como anodo y M 1-15v; (60°C)  (esféricas) etal., 2008)
catodo galvanostato:
10-200
mA-cm-
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Anodo de
hierro

Fe(NO3)s3

Anodo
de hierro

Anodo
de hierro

Anodo
de hierro

Anodo
de hierro

Fe(NO3)s3

Tres electrodos:

pellets de acero

inoxidable, SCE
y Pt

Tres electrodos:
disco de
carbono,

Ag/AgCly Pt

Laminas de Fe
como anodo y
catodo

Tres electrodos:
2 laminas de
hierro y SSE

como electrodo
de referencia

Laminas de Fe
como anodo y
catodo

Laminas de Fe
como anodo y
catodo

Cilindros de
carbono como
anodo y catodo

NaCl 0.04 M (ac)
con aire
burbujeado

0.01-0.16M
Fe(NO3)3-9H20
en etanol

Na>S04 0.25M

KCI 0.5 M (ac)

KOH 2M con
CTAB

Agua
desionizada

Fe(NOs)s3-9H20
0.01-0.016 M
en etanol

Galvanostato
12.5 mA-cm?

Voltametria
ciclica
(potencial de
20 a 60mV)

Potenciostato
5V (60°C)

Pulsos de
potencial

Corriente
pulsada
(UN=18

mA-cm-2;
F=8Hz)

Galvanostato:
205-415
MA-cm-2

Potenciostato:
62V

30 min

NA

30 min

60 min

30 min

20 h

12 h

45-80

(esféricas)

6.2
(esféricas)

25-90

27-32
(esféricas)

67
(nanorods)

10-30
(esféricas)

4.4-9
(esféricas)

(Franger S.
et al., 2004)

(Ibrahim M.
etal,
2009)

(Mosivand
S.etal,
2013)

(Rodriguez-
Lépez A. et
al., 2012)

(Karami H.
y Chidar E.,
2012)

(Fajaroh F.
et al.,
2012)

(Marques
R.F.C. et
al., 2008)

Haciendo una recapitulacion histérica, en 1999, Pascal y cols. sintetizaron

nanoparticulas de maghemita mediante un meétodo electroquimico, y ademas

demostraron que el tamafio de las nanoparticulas puede ser controlado modificando

la densidad de corriente impuesta, siendo ésta inversamente proporcional al tamafio

de particula (Pascal et al., 1999). A partir de este trabajo, se realizaron diversas

investigaciones sobre meétodos electroquimicos para la sintesis de nanoparticulas

metdalicas.
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Mas tarde se reportaron las primeras sintesis electroquimicas de nanoparticulas de
magnetita. En 2002, Ying y col. sintetizaron particulas de magnetita utilizando
electrodos de acero al carbono. Reportaron mecanismos de interés para la sintesis
de nanoparticulas de magnetita y compararon el efecto de diferentes electrolitos
(NaCl, CaCl, MgCl2 y CuCl2) y de diferentes condiciones de operacion como la

temperatura y el voltaje (Ying et al., 2002).

Cabrera y col. (2008) estudiaron la sintesis electroquimica de nanoparticulas de
magnetita, empleando placas de hierro de alta pureza como anodo de sacrificio y
como catodo, MesNCl como electrolito, y variando el potencial de 1 a 15 V y la
densidad de corriente de 10 a 200 mA/cm?. Obtuvieron nanoparticulas uniformes y
esféricas de 20 a 30 nm de tamafio de particula y reportaron que aplicando un
potencial o corriente elevados se obtiene hierro metalico como producto indeseado,
ademas, indicaron la importancia de la distancia de separacion entre los electrodos

para favorecer la reaccion, no debiendo ser mayor a 5 cm.

También en 2008, Santos y cols. publicaron un estudio sobre la sintesis y
comportamiento electroguimico de nanoparticulas de magnetita., empleando como
electrolito soporte una solucion acuosa de cloruro de hierro (1) y dimetil sulféxido.
Las nanoparticulas obtenidas presentaron hidrofobicidad superficial y un tamafio
controlado de aproximadamente 4—27 nm. Estos autores mencionan que para lograr
la estabilidad, en la superficie de la nanoparticula se forma una pequefa capa de

otro producto, por ejemplo un oxihidréxido,

Rodriguez y cols., (2012) propusieron un novedoso método de sintesis
electroguimica de nanoparticulas de magnetita usando pulsos de potencial
asimétricos, empleando barras de hierro de alta pureza como electrodos y cloruro
de potasio (KCI) en solucion acuosa como electrolito. Este método permite reducir
costos energéticos y optimizar la sintesis. Basicamente consiste en alternar la
polaridad de los electrodos, asi el electrodo de trabajo actia como anodo por un
tiempo, generando iones ferrosos y férricos, luego como catodo, generando iones

hidroxilo para formar hidréxido férrico quimicamente y, al mismo tiempo, reduciendo
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ese hidroxido a magnetita. De esta forma, los iones hidroxilo generados en el catodo
ya no viajan al otro electrodo, ahorrando en consecuencia la energia relacionada
con esta transferencia de masa. Rodriguez y cols. (2012) realizaron multiples
experimentos bajo diferentes condiciones en cuanto a los potenciales anddicos y
catddicos y la duracion de cada uno, con lo que se demostré que controlando los
pulsos se puede favorecer la formacion de magnetita y evitar la produccion de iones
de hierro o de otros Oxidos.

2.3.2.4.1. Mecanismo de reaccién

En lo que respecta al mecanismo de reaccion para la formacién de magnetita por
medio de sintesis electroquimica, en la literatura se han planteado diferentes

propuestas.

El mecanismo propuesto por Franger y cols. (2004) sugiere que la magnetita se
produce a través de un intermediario de oxihidroxido de hierro (l1l). Propusieron tres
reacciones involucradas en la formacion de magnetita: oxidacion del hierro en el
anodo (reaccion 1), electrdlisis del agua en el catodo (reaccién 2) y una reaccion

quimica en la solucion (reaccién 3).

Fe + 30H™ © yFeOOH + H,0 + 3¢~ (1)

H,0 + e~ & %Hz + OH™ -----(2)
3YFeOOH + 2H, - Fey0, + 2H,0 ———(3)

Mencionaron que el hidrégeno molecular (H2) generado en el contraelectrodo
desemperia un papel importante en la formacion de magnetita, ya que su difusion a
través de la solucion permite reducir parcialmente el y-FeOOH formado en el &nodo
para formar magnetita. Sin embargo, este mecanismo ha sido discutido por otros
autores (Rodriguez-Lépez et al., 2012), puesto que se basa en la suposicion de que
el gas hidrogeno generado en la interfaz del electrodo viaja en forma de burbujas

desde el catodo hasta la disolucion para reducir el oxihidréxido, cuando las burbujas
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generalmente tienden a abandonar el medio acuoso tan pronto como se separan

del electrodo.

Ying et al. (2002) asi como Cabrera et al. (2008) propusieron un segundo
mecanismo que sugiere la reduccion de hidroxido férrico en el catodo. Se plantea
que los iones ferroso y férrico se generan en el &nodo (reacciones 5y 6); mientras
que en el catodo hay un aumento de pH debido a las reacciones 7 y 8. El pH
interfacial incrementa también debido a que simultaneamente se lleva a cabo la

reaccion de electrolisis en el agua (reaccion 9)

Fe & Fe?t +2e™ ------ (5)

2H* 4+ 2e~ & H, - (7)
AH* + 0, + 4e~ & 2H,0 --—---(8)
2H,0 + 2e~ & H, + 20H ™ ------ (9)

Los iones hidroxilo producidos en el catodo llegan a la superficie del anodo por
difusién, proporcionando un medio basico que favorece la produccion de hidroxido
férrico (reaccidn 10) que precipita (Cabrera et al., 2008).

Fe3* + OH™ & Fe(0OH), © (10)

Una vez que se ha formado el hidréxido férrico, si el pH de la solucién se encuentra
alrededor de 8 0 9, la reduccion a magnetita es posible (reaccion 11). Para lograr
esto, es necesario que el hidréxido viaje al catodo para reducirse parcialmente en
este electrodo (Ying et al. 2002; Cabrera et al. 2008).

3Fe(0H)3 () +H* +e” © Fes0,  +5H,0 —--(11)

Este segundo mecanismo también presenta algunas irregularidades debido a que
sugiere que el hidroxido férrico (Fe(OH)s), que es solido, viaja a la superficie del
catodo mediante difusién para reducirse a magnetita, lo que parece poco probable

debido este es un compuesto que tiende a precipitar. Ademas, para que se lleve a
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cabo la reaccion 11 es necesaria la existencia de protones en la interfase catédica
para reducir al hidroxido férrico, no obstante, éstos se consumen también mediante

las reacciones 7 y 8 por lo que son escasos.

Fajaroh y cols. (2012) propusieron un mecanismo distinto que comienza con la
oxidacion del hierro en el anodo a iones ferrosos (reaccion 5) y la reduccion del
agua que se lleva a cabo en el catodo (reaccion 12) que genera iones hidroxilo, los
cuales reaccionan con los iones ferrosos produciendo hidréxido ferroso (reaccion
13).

2H,0 + 2e~ & H, + 20H™ ------ (12)
Fe*t + 20H™ - Fe(OH), ------ (13)

Los iones hidroxilo llegan al &nodo por difusién, creando el medio basico necesario
para la formacién de hidréxido ferroso, con un pH de solucion de alrededor de 9 al

final del proceso.

Ademas, se sugiere que la oxidacién de iones hidroxilo es otra reaccion que

proporciona electrones cerca del anodo segun la siguiente reaccion.
40H™ = 0, + 2H,0 + 4e~------(14)

Entonces, en presencia de oxigeno, el hidroxido ferroso puede oxidarse

parcialmente para formar oxihidroxido de hierro (reaccion 15).
3Fe(OH); +5 0, - Fe(OH); + 2yFeOO0H + Hy0 -----(15)

En tal caso, la magnetita se forma mediante la reaccion del hidroxido ferroso y

oxihidroxido de hierro mediante la siguiente reaccion:
2Fe(OH), + yFeOOH — Fe;0, + 2H,0 ------ (16)

Fajaroh y cols. concluyeron que el rol de los iones hidroxilo es esencial en la sintesis
electroquimica de magnetita y que y-FeOOH es un producto intermediario en la

formacion de magnetita.
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Mas tarde, se llevaron a cabo algunos estudios para comprender mejor estos
mecanismos, como el trabajo realizado por Lozano y cols. (2017), donde mediante
experimentos se concluyo que el oxigeno (O2) es necesario durante la sintesis para
la formacion de hidroxido ferroso (Fe(OH)2), un precursor importante para la
obtencion de magnetita. Sus resultados van de acuerdo al mecanismo propuesto
por Fajaroh et. al., sin embargo no coinciden con su propuesta sobre la produccién
de oxigeno en el &nodo por la oxidacion del agua.

En ese mismo afio, Montoya y cols. (2017) analizaron la formacion de magnetita por
electro-oxidacion, identificando los precursores durante la sintesis por medio de
espectroscopia Raman, evidenciando que la sintesis involucra una interaccion
redox entre y-FeOOH y Fe(OH)2 (reaccién 16).

Reséndiz-Ramirez 'y cols. (2022) estudiaron el mecanismo mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica. Compararon sus resultados con los
mecanismos reportados anteriormente haciendo una extensa revision en la
literatura. En base a sus resultados experimentales, concluyeron que el mecanismo
de formacién de la magnetita es mas complejo que lo descrito por todos los modelos
anteriores, por lo que se propone un mecanismo mas, el cual se muestra a
continuacion. Este mecanismo considera los efectos de adsorcion que se dan

durante la sintesis en las superficies de los electrodos de hierro.

Fey — Felyo + @ -mmmmmmmmmmemm oo (Reaccién 17)
Felys © Fell  + e -mmmmmmmmmmm e (Reaccion 18)
Fell. 4+ 2(0H™) - Fe(OH), 4------------ (Reaccion 19)
Fells = Felfi-nmmmmmmemm oo (Reaccion 20)
Fell. o Fell + e =mmmmmmmmmmmmmcoeeeeee (Reaccion 21)
Fedl. = Feldl -mmmmmmmee el (Reaccion 22)
Fe3' + 30H™ - yFeOOH + H,Q------------- (Reaccion 23)

2Fe3t + FeZh + 80H™ — Fe;0, + 4H,0-----(Reaccion 24)

sol sol
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2yFeOOH + Fe(OH), — Fe;0, + 2H,0 ----(Reaccion 25)

De acuerdo a las Reacciones 24 y 25, la magnetita se forma ya sea mediante la
reaccion de iones ferroso y férricos contenidos en la soluciéon y en presencia de

iones hidroxilo, o por la reaccion del oxihidroxido de hierro con hidroxido ferroso.

Este ultimo modelo es el que mejor describe los fendmenos que ocurren en el &nodo
al considerar tres adsorbatos (Fe},,, FeZi. y Fe3}.). Ademas que se basa en el
andlisis de modelos previos y se aproxima a las caracteristicas experimentales, lo

que sugiere una representacion mas completa del mecanismo de reaccion.

2.4. Modificacién superficial

La estabilidad de las nanoparticulas de cualquier material en entornos acuosos
depende de muchos parametros, incluidas las condiciones ambientales, la

concentracion del material y las caracteristicas intrinsecas de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas de magnetita presentan una alta energia superficial, por lo que
son generalmente inestables, principalmente en solucion, y se agregan facilmente..
Ya que suelen ser hidrofobas, cargadas positivamente y con alta energia superficial,
existe una alta tendencia a formar grandes aglomerados a través de fuerzas de Van
der Waals e interacciones magnéticas. La agregacion afecta significativamente la
dispersién de las nanoparticulas en el medio acuoso, ademas que tienden a
oxidarse (Mihai et al., 2020; Rodrigues et al., 2019).

Para superar tales desventajas, se pueden usar diferentes métodos de modificacion
de la superficie, incluido el uso de productos quimicos (como acido oleico, acido
citrico, polimeros, etc.) o de moléculas biolégicas (es decir, quitosano, albumina,

dextrano, etc.) (Rodrigues et al., 2019).

La modificacion superficial de las nanoparticulas de magnetita es un proceso
fundamental para evitar fendbmenos de aglomeracion y oxidacion, como la

maduracién de Ostwald, y mejorar la estabilidad y compatibilidad al proporcionar
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fuerzas de repulsion electrostatica o estérica interfacial entre particulas (Moaca et
al., 2018). Ademés, la funcionalizacion de la superficie permite las respuestas
especificas de las nanoparticulas a las especies biolégicas y elimina las
interacciones no especificas con los componentes dentro del sistema, protegiendo
a las nanoparticulas de las condiciones del medio y la erosidon por acidos o bases
(Mihai et al., 2020; Wallyn et al., 2019).

Muchos de los agentes antimicrobianos usados en la actualidad son causantes de
diversos efectos adversos. En el caso de los desinfectantes, los mas utilizados como
aguellos basados en alcohol, cloro, fenol y aminas cuaternarias, pueden ocasionar
desde dafios en la piel e irritacién ocular hasta reacciones alérgicas, dermatitis y
asma (Crawford et al., 2000; Su et al., 2019). Debido a ello existe un gran interés en
encontrar formulaciones innovadoras de materiales antimicrobianos que sean

altamente biocompatibles (Prasad et al., 2017).

Una forma ideal de disminuir la toxicidad de las nanoparticulas metélicas es la
optimizaciébn de sus concentraciones a niveles no toxicos y sin afectar sus
propiedades funcionales. Este objetivo se puede lograr recubriendo a las
nanoparticulas con polimeros que mejoren su estabilidad, biocompatibilidad y
eficacia (Petkova et al., 2014).

La funcionalizacién de nanoparticulas metélicas tiene un gran impacto no solo en la
estabilidad de las nanoparticulas, sino que también puede mejorar sus propiedades,
como lo es la biocompatibilidad e hidrofilicidad, ademéas de agregar nuevas

posibilidades a los nanosistemas (Kadhim et al., 2019).

Por otra parte, en las investigaciones generalmente se estudian nanoparticulas
metalicas modificadas superficialmente para evaluar su efecto antimicrobiano, ya
gue por si solas requieren de concentraciones muy altas para inhibir el crecimiento
bacteriano (Taimoory et al., 2018). El uso de nanoparticulas magnéticas requiere de
un método de modificacion de la superficie 0 un recubrimiento con moléculas
poliméricas biocompatibles para evitar efectos de aglomeracion e interacciones

indeseadas y permitir su aplicacion en sistemas biolégicos (Antarnusa & Suharyadi,
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2020). El recubrir nanoparticulas metalicas por otras especies quimicas aumenta
también las interacciones electrostaticas con la carga de la superficie celular

bacteriana y la unién a las células bacterianas (Y. Wang et al., 2020).

A continuacion, se explicaran algunos polimeros con buenas propiedades para su

aplicacién como recubrimiento de nanoparticulas metalicas.

2.4.1. Quitosano

La quitina, un componente estructural del exoesqueleto de los crustaceos, es la
segunda biomolécula mas abundante en la naturaleza (Motiei et al., 2017). El
derivado més comun de la quitina es su forma N-desacetilada llamada quitosano.
El quitosano es un aminopolisacarido natural biodegradable, biocompatible y no

toxico usado en diversas aplicaciones (Natesan et al., 2020).

El quitosano tiene una buena actividad antimicrobiana frente a hongos y bacterias
grampositivas y gramnegativas; baja inmunogenicidad y alergenicidad; facil
procesamiento; y propiedades fisicas y quimicas que lo convierten en un material
atractivo para su aplicacion como recubrimiento (Vaz et al., 2018). Como resultado,
se ha utilizado ampliamente en el campo de los antibacterianos. Sin embargo, la
solubilidad del quitosano limita en gran medida su actividad antibacteriana, por lo
que generalmente recibe tratamientos o es utilizado en combinacion con otras
sustancias (J. Li & Zhuang, 2020).

Representa un material muy atractivo para el desarrollo de recubrimientos
superficiales con actividad antibacteriana inherente y permite la posibilidad de
funcionalizar con otros antimicrobianos mas selectivos (Vaz et al., 2018)
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2.4.2. Polivinilpirrolidona

La polivinilpirrolidona (PVP), también llamada povidona, es un polimero sintético
obtenido por polimerizacion radical del mondémero, N-vinilpirrolidona (Schwarz,
2018).

Es soluble en agua, inerte, no toxica, resistente a la temperatura, estable al pH,
biocompatible y biodegradable, que interactia tanto con moléculas hidrofilicas como
lipofilicas. Su naturaleza anfifilica le permite servir como estabilizador de superficie,
modificador de crecimiento, dispersante de nanoparticulas y agente reductor.
(Koczkur et al., 2015). Es por tales motivos que ha ganado un importante papel en
la industria farmacéutica, biomédica, cosmeética y alimentaria. La PVP ha sido
reconocida por muchos paises como un excipiente no toxico (ingrediente no
medicinal) y aditivo de grado alimenticio, siendo un material aprobado por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA). (Kurakula & Rao, 2020)

2.4.3. Polietilenglicol

El polietilenglicol (PEG) es un polimero sintético aprobado por la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA). Para sistemas de administracion de
medicamentos y consumo interno. Es un polimero hidrofilo, plastificante,
biocompatible, biodegradable no toxico, no inmunogénico y no inflamatorio (Pereira
et al., 2019). Asi mismo, el PEG ha demostrado mejorar la hidrofobicidad de los
sistemas (Keihan et al., 2017). Tiene buenas caracteristicas como material de
recubrimiento, como una buena capacidad de adsorcidn y alta estabilidad térmica y
quimica (Kadhim et al., 2019).

2.5. Generalidades sobre bacterias

Las bacterias se pueden clasificar en dos grandes grupos: gramnegativas y
grampositivas. Estos dos grupos difieren uno del otro por las caracteristicas de la

pared celular de los organismos (Martinko et al., 2004). Las bacterias grampositivas
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y gramnegativas pueden responder a las nanoparticulas antibacterianas de manera
diferente (Seil & Webster, 2012).

Las bacterias grampositivas poseen una pared celular relativamente simple que
comprende una sola membrana rodeada por una capa gruesa de moléculas de
peptidoglicanos (Mihai et al., 2020). Por el contrario, las bacterias gramnegativas
tienen una pared celular mas compleja que comprende de una capa interna delgada
rodeada por una capa de una o dos moléculas de peptidoglicanos, y una membrana
externa que contiene el lipopolisacaridos o endotoxinas y una estructura que
contiene poros. El espacio entre las dos membranas se denomina periplasma y
contiene una serie de enzimas degradantes y proteinas de transporte (Long et al.,
2012).

Muchos estudios han encontrado que las bacterias grampositivas son mas
resistentes a los mecanismos de accion de los nanomateriales. La destruccion de
la pared celular que se produce por la interaccion fisica entre las nanoparticulas y
la pared celular es mas perjudicial para las bacterias gramnegativas, ya que carecen
de la capa gruesa de peptidoglicano que se encuentra en las bacterias
grampositivas que posiblemente podrian actuar como una capa protectora (Slavin
et al., 2017).

Las bacterias gramnegativas estan recubiertas con moléculas de lipopolisacéaridos,
gue tienen una carga negativa (Hemeg, 2017). Estas moléculas cargadas
negativamente tienen una mayor afinidad por los iones positivos que liberan la
mayoria de las nanoparticulas metélicas, lo que conduce a una acumulacion y una

mayor absorcion de iones, que causan un dafio intracelular (Long et al., 2012).

La clasificacion de tincion de Gram es de vital importancia ya que las caracteristicas
de la envoltura celular estan asociadas con varias propiedades celulares,
especialmente relacionadas con su respuesta a estimulos externos (Mihai et al.,
2020). Asi que los estudios de materiales con propiedades antibacterianas a
menudo incluyen al menos una especie grampositiva y una especie gramnegativa

en una variedad de ensayos para determinar su eficacia (Seil & Webster, 2012).
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La actividad antibacteriana de las nanoparticulas generalmente se estima en el
grupo representativo de microorganismos patdgenos conocido como “ESKAPE”, es
decir, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa y especies de Enterobacter, que son las
principales responsables de las infecciones nosocomiales y que ademas tienen la
capacidad para “escapar’” de la accion de los agentes antibacterianos. Estas
bacterias representan una amenaza importante para la salud publica (Botelho et al.,
2019; Moritz & Geszke-Moritz, 2013).

2.5.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria anaerobia facultativa tipo
grampositiva. Es ubicua en el medio ambiente y comun en el cuerpo humano en la
superficie de la piel y en la mucosa del tracto respiratorio superior (Lowy, 1998).
Aproximadamente el 20% de la poblacién humana son portadores a largo plazo de
S. aureus y la mayoria de las personas no muestran sintomas clinicos; sin embargo,
S. aureus es uno de los patégenos mas peligrosos para los seres humanos (Guo et
al., 2020).

Es el patbgeno mas comun que causa infecciones de la piel y tejidos blandos y
contribuye a la fisiopatologia de trastornos cutdneos complejos como la dermatitis
atopica (Totté et al., 2017). Puede producir una amplia gama de enfermedades tales
como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital,
como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o
neumonia. Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal (Tang et al.,
2015).

Es la causa principal de infecciones del tracto respiratorio inferior y la segunda
causa principal de bacteriemia nosocomial, neumonia e infecciones
cardiovasculares (Klein et al., 2007). S. aureus es uno de los principales patdégenos
en las infecciones nosocomisales (intrahospitalarias) y comunitarias (Guo et al.,

2020). Esta situacion se ve favorecida por el hecho de que esta especie habita tanto
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en las mucosas como en la piel de los seres humanos, lo que permite que a través
de las heridas quirtrgicas pueda penetrar en el torrente sanguineo del paciente por
medio del contacto directo o indirecto con el personal sanitario, con un objeto

contaminado o incluso con otro paciente (Humphreys, 2012).

S. aureus se considera ademas como una causa importante de transmision
zoonGtica entre animales y humanos a través del contacto cercano o el consumo de

alimentos infectados de origen animal (Kotb & Gafer, 2015).

El peligro de patogenicidad de S. aureus se asocia en gran medida con una
combinacion de capacidad invasiva, virulencia mediada por toxinas y resistencia a
los antibidticos. Contiene un gran nimero de genes que codifican toxinas, como
enterotoxinas, toxinas del sindrome de choque téxico y toxinas exfoliativas (Guo et
al., 2020).

Las infecciones por S. aureus son especialmente dificiles de tratar debido a la
evolucién de la resistencia a los farmacos antimicrobianos (Klein et al., 2007). Con
el uso generalizado de la penicilina en la década de 1950, aparecieron las primeras
cepas de S. aureus resistentes a la penicilina (Klein et al., 2007). Luego, con el uso
generalizado de antibidticos ha insidido cada vez mas su resistencia frente a
antibioticos y apareciendo cepas de S. aureus resistentes a multiples farmacos, que

se ha considerado un problema de salud primordial (Totté et al., 2017).

El S. aureus resistente a la meticilina se encuentra en todo el mundo, y se ha
convertido en uno de los patébgenos mas importantes en las infecciones
nosocomiales y comunales. Las tasas de mortalidad asociadas con esta infeccion
llegan hasta el 63,1% y las infecciones nosocomiales representan 60-80% de los
casos. El S. aureus resistente a la meticilina ha desarrollado, ademas, resistencia a
los desinfectantes convencionalmente utilizados en hospitales (D. Wang et al.,
2018).
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Dado que la resistencia contra los antibioticos clasicos esta surgiendo rapidamente,
se necesitan desesperadamente opciones de tratamiento alternativas (Totté et al.,
2017).

2.5.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es una bacteria gramnegativa, aerdbica
y ubicua perteneciente a la familia Pseudomonadaceae que es capaz de sobrevivir
en una amplia gama de ambientes (Silby et al., 2011). Se encuentra presente en
multiples nichos ecoldgicos, prospera en habitats acuaticos y terrestres debido a su
versatilidad metabdlica y puede colonizar seres vivos, causando infecciones tanto
en seres humanos como en plantas y animales (Botelho et al., 2019).

Se le ha reconocido como un patdgeno oportunista. Es la bacteria mas comun
asociada con las infecciones nosocomiales y la neumonia asociada al ventilador
(Barbier et al., 2013). Afecta principalmente a individuos inmunodeprimidos,
causando alta morbilidad y mortalidad (Sadikot et al., 2005). Se le asocia con una
gama cada vez mas grande de infecciones agudas y cronicas potencialmente
mortales, que incluyen fibrosis quistica, infecciones del tracto urinario, otitis externa,
infecciones en heridas y quemaduras, infecciones de huesos y articulaciones.
bacteriemia e infecciones sistémicas (Botelho et al., 2019). P. aeruginosa
representa mas del 5% de las exacerbaciones infecciosas en pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica y se ha asociado con un aumento de la

mortalidad de estos pacientes (Murphy, 2009).

P. aeruginosa ha desarrollado multiples mecanismos para resistir a los agentes
antimicrobianos. Su resistencia se puede dividir en resistencia intrinseca,
resistencia adquirida y resistencia adaptativa. Dada la presencia de modos de
resistencia tanto intrinsecos como adquiridos en P. aeruginosa, es sumamente dificil
curar las infecciones resultantes (Smith, 2017). Algunas cepas de P. aeruginosa son

resistentes a la mayoria de los agentes antimicrobianos disponibles, desde el
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carbapenem hasta las cefalosporinas de tercera generacion, que son las opciones

preferidas para tratar la resistencia a multiples farmacos (Azam & Khan, 2019).

P. aeruginosa se encuentra en la categoria "critica” de la lista de prioridades de
patdgenos bacterianos de la Organizacion Mundial de la Salud para los que se
requiere con urgencia la investigacion y el desarrollo de nuevos antibiéticos
(Tacconelli et al., 2018).
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CAPITULO 3: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

Se obtendran tres diferentes sistemas nanoparticulados conformados por
nanoparticulas de magnetita recubiertas por un polimero (quitosano,
polivinilpirrolidona y polietilenglicol) los cudles presentaran distintas propiedades
superficiales que serdn aprovechadas para combatir bacterias tanto grampositivo

como gramnegativo.

2.6. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanomateriales conformados por nanoparticulas de
magnetita con recubrimientos poliméricos y evaluar su potencial efecto

antibacteriano.

3.3. Objetivos especificos

e Sintetizar por via electroquimica nanoparticulas de magnetita aplicando
pulsos de potencial asimétricos.

e Obtener mediante modificacién superficial, nanoparticulas de magnetita
recubiertas con diferentes polimeros: quitosano, polietilenglicol vy
polivinilpirrolidona.

e Realizar la caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas de magnetita
sin y con modificacion superficial mediante las técnicas de difraccién de rayos
X (XRD) y microscopia electronica de barrido (SEM).

e Evaluar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de magnetita
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sintetizadas y modificadas con polimeros in vitro sobre el crecimiento de las
bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa mediante
estudios de cinética de crecimiento microbiano y conteo de colonias en placa.
Comparando los resultados obtenidos, determinar qué material a base de
nanoparticulas es mas conveniente para su uso como agente antibacteriano

frente a las bacterias estudiadas, considerando el efecto de la concentracion.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. Sintesis electroquimica de nanoparticulas de magnetita

La sintesis de nanoparticulas de magnetita se llevdé a cabo mediante el método
electroquimico de pulsos de potencial asimétricos, propuesto por Rodriguez y cols.
(2012).

Se empled un vaso de precipitados de 50ml como celda de vidrio. Se adapt6 una
configuracion de dos barras de hierro de alta pureza separadas 1cm de distancia
entre si, que funcionaron como electrodo de trabajo y electrodo auxiliar (Fig. 2.a).
Se sumergié 1cm? de su area geométrica en el medio electrolitico, correspondiente
a una solucion 0.5 M de cloruro de potasio (KCI) grado reactivo y de la marca J.T.

Baker, en agua destilada.

Para la realizacion de algunas pruebas electroquimicas y seleccidon de potenciales,
se empled una configuracion de 3 electrodos (Fig. 2.b), usando un electrodo de plata
(Ag | AgCl) como electrodo de referencia.

Ambas configuraciones se conectaron a un equipo potenciostato Gamry Reference
3000, con la ayuda del cual se realizaron estudios electroquimicos y se llevd a cabo

la sintesis de nanoparticulas.

52



Potenciostato Computadora Potenciostato Compiitadora
(®)
Hierro Hierro
Hierro
KCl 1M
J KCl 1M
oz
lcm
1
//1 n Electrodo de
referencia ~ T~~__ -1
ram \__,-/

Figura 2. Disefio experimental: a) configuracion de 2 electrodos y b) configuracién
de 3 electrodos, izquierda y derecha respectivamente

4.1.1. Seleccién de pulsos

Con la configuracién de 3 electrodos, se obtuvo primeramente el potencial de
circuito abierto del sistema. El valor obtenido, es decir, cuando el potencial se

estabilizé, se empled en las pruebas posteriores.

Para identificar y seleccionar los potenciales (pulso 1 y 2) de reduccion y oxidacion
de los iones de hierro, se realizaron estudios de voltamperometria lineal en sentido
anodico (desde potencial de circuito abierto hasta -0.1 V Ag | AgCl) y catddico
(desde -1.5 V Ag | AgCl hasta el potencial de circuito abierto). Con ayuda de la
literatura, se analizaron estos potenciales y se establecieron los potenciales anddico

y catédico mas convenientes a emplear en la sintesis por pulsos asimétricos.
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Posteriormente, se realizaron estudios por cronoamperometria empleando los
potenciales seleccionados previamente durante un tiempo de 30 sy la configuracion
de 2 electrodos, para asi poder seleccionar el tiempo de duracion de los pulsos

idéneos para la sintesis.

4.1.2. Sintesis electroquimica

Una vez obtenidos los potenciales anddico y catodico y sus periodos de duracion,
se procedi6 a llevar a cabo la sintesis. Para ello, usando la configuracion de 2
electrodos de hierro en la celda, se realiz6 una voltamperometria diferencial de
pulsos, empleando dichos pulsos durante un lapso de 2 horas. Los experimentos se

realizaron a temperatura ambiente y presion atmosférica.

4.1.3. Obtencién de polvos de nanoparticulas de magnetita

Al finalizar las 2 horas, se desconecté la celda y se retiraron los electrodos. Luego
se procedié a separar del medio las nanoparticulas de magnetita formadas. Para
ello, primero se extrajo y descartd el sobrenadante rojizo formado en la superficie,
puesto que esa coloracién indica la formacion de una especie de hierro intermedia
generada durante la sintesis, lo cual no es de interés para este trabajo. El resto del
contenido de la celda fue sometido a centrifugacion a 900 rcf durante 15 min, para
posteriormente retirar el sobrenadante y realizar dos lavados mas usando agua

destilada y un dltimo lavado con alcohol isopropilico.

Al terminar el lavado, las muestras se mantuvieron en refrigeracion a -18°C y
después se liofilizaron por 48 h a una temperatura de -52.5°C y una presion de 0.25
mbar empleando una liofilizadora Benchtop (LABCONCO). Los polvos obtenidos se

almacenaron en tubos Eppendorf.
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4.2. Modificacion superficial con polimeros

Para obtener nanoparticulas de magnetita recubiertas con polimeros, se siguio el
meétodo propuesto por Zhu y cols. (Zhu et al., 2008). Siguiendo esta metodologia,
se prepararon 100 ml una solucion 1 M de &cido acético en agua destilada, en la
que se disolvieron 20 mg de polimero surfactante (quitosano, polivinilpirrolidona o
polietilenglicol) y se sometiéo a un bafio ultrasénico durante 10 min con el fin de
disolver perfectamente el polimero. En seguida se suspendieron 20 mg de
nanoparticulas de magnetita en la solucion y se mantuvieron en agitacion magnética
a temperatura ambiente durante 18 h. Luego, se centrifug6 la solucion a 1000 rcf
durante 45 min y el sedimento se lavo dos veces con agua desionizada para eliminar
restos de acido acético y el exceso de polimero. Se sec6 en una estufa durante 16
h a 65°C.

4.3. Caracterizacion fisicoquimica

4.3.1. Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X es una de las herramientas clave mas utilizadas para
caracterizar nanoparticulas metalicas. La técnica de difraccion de rayos X
proporciona informacion detallada sobre las fases, los parametros de red, el tamafio
de grano cristalino y las estructuras cristalinas. La composicion, las estructuras
cristalinas y la naturaleza de las fases se pueden determinar comparando la
posicion y la intensidad de los picos de rayos X con la base de datos de referencia
disponible, mientras que el tamafo de grano cristalino se puede calcular mediante

la ampliacién de los picos (Kouhpaniji & Stadler, 2020).

Para el estudio de las fases cristalinas presentes, se realizo un analisis de difraccion
de rayos X de los materiales en polvo, usando un equipo de difraccion Bruker D8
Advanced con un tubo de sellado de cobre que genera radiacion de Cu Ka (A=1.5406
A) dentro de los angulos de Bragg 10 < 20 < 80° en pasos de 0.01°. Se hizo una

comparacion de los picos de reflexion obtenidos en los difractogramas con los
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patrones de magnetita, maghemita, hierro metalico obtenidos mediante bases de

datos, para de esta manera poder confirmar la formacion exitosa de magnetita.

Los resultados obtenidos con este estudio fueron de utilidad también para estimar

el pardmetro de red y el tamafio de particula.

4.4. Estudios microbioldgicos

4.4.1. Cinética de crecimiento bacteriano

Para estudiar el efecto antimicrobiano de los materiales sintetizados con respecto
del tiempo, se realizé un estudio de cinética bacteriana. Con este fin se prepararon
15 matraces estériles con 100 mL de medio agar LB liquido. Todos los estudios se
realizaron por triplicado, entonces, 3 matraces control se mantuvieron Ganicamente
con medio, mientras que a los 12 matraces restantes se les aplicaron tratamientos

de 2mg/L de las nanoparticulas sintetizadas: magnetita, M-Q, M-PVP y M-PEG.

Esta concentracion se selecciond para su estudio puesto que trabajos similares con
nanoparticulas de 6xido de hierro modificadas con polimeros han reportado bajas
concentraciones para la inhibiciobn del crecimiento sobre ésta y otras bacterias,
como lo son el trabajo de Arakha y cols. (2015) que reportaron una actividad
bacteriostatica a una concentracion de 2 mg/L de nanoparticulas de magnetita
modificadas con quitosano frente a E. coli. Javanbakht y cols. (2016) reportaron un
efecto bacteriostatico frente a S. mutants bajo concentraciones de 1 a 3 mg/L de
nanoparticulas de magnetita modificadas con TEPSA. y cols. (2021) igualmente
reportaron actividad bacteriostatica de nanoparticulas de magnetita modificadas con

PEG a una concentracién 1 mg/L frente a S.aureus.

A las nanoparticulas previamente se les afiadié 1 ml de agua destilada, luego se
sometieron a sonicacion durante 10 minutos hasta suspenderse y se esterilizaron

bajo luz ultravioleta durante 2 horas.
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Se tomaron alicuotas del control y de los matraces con tratamientos de
nanoparticulas, los cuales mas tarde sirvieron como muestra blanco en los estudios

de espectroscopia.

Cada matraz se inocul6 con dos colonias de P. aeruginosa y se llevé a incubacion
a 37°C por 24 h con agitacion continua. A lo largo de este tiempo se tomaron
alicuotas de 1 mL de cada recipiente en intervalos de tiempo de 2 h. Estas alicuotas
fueron analizadas a través de un espectrofotometro UV-vis (Thermo Scientific
Genesus 10S), a una longitud de onda de 600 nm para determinar la turbidez del

sistema.

De acuerdo a la Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO 7027), la turbidez
se define como la disminucién de la transparencia de un liquido causada por la
presencia de particulas de un material distinto al propio liquido. Es entonces un
indicador de apariencia 6ptica y solo puede ser medido usando técnicas Opticas. De
acuerdo a la ley de Lambert-Beer, la turbidez es proporcional a la concentraciéon de

particulas.

Un haz de radiacibn monocromatica paralelo con intensidad 10 llega al medio
absorbente perpendicular a la superficie; luego pasa a través de la longitud X del
medio, que contiene particulas absorbentes que bloquearan la transmision de la luz
(atomos, iones o moléculas), la intensidad del haz disminuye a como resultado de

la absorcién y la dispersion.

Cuando el haz de luz atraviesa el fluido de la muestra, los sélidos suspendidos
dispersan la luz en todas direcciones. La reduccion de la intensidad del haz de luz
se debe a la difusién del haz por dichos sélidos suspendidos en el medio. Asi es

como la turbidez es un indicador de crecimiento bacteriano
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Esta misma prueba se realiz6 con la bacteria S. aureus, asi que, de la misma
manera, se emplearon 15 matraces con medio LB liquido, se aplicaron los
tratamientos con nanoparticulas, se inocularon 2 colonias en cada matraz, se
incubaron por 24 horas tomando alicuotas cada 2 horas y se realiz6 el analisis UV-

vis de cada muestra.

Cabe mencionar que la bacteria S. aureus con la que se trabajo fue aislada
empleando un medio de cultivo selectivo y diferencial: agar manitol salado. Son muy
pocas las bacterias capaces de crecer en un medio como este debido a su alta
concentracion de sal. Especialmente el S. aureus puede crecer en medios salinos,
ademas de ser capaz de fermentar el manitol produciendo &cidos que modifican el
pH del medio, el cual originalmente tiene un color rojo, pero debido a este cambio
se torna color amarillo, formando pequefias colonias, rodeadas por un area

pigmentada amarilla (Sharp & Searcy, 2006).

Figura 3. Cepa de S. aureus aislada en medio manitol-sal

Entonces, se tomaron muestras de la superficie de la piel de nariz humana con
ayuda de un hisopo estéril y se inoculé en dicho medio de cultivo. Esto debido a que
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aproximadamente el 30% de los adultos humanos presentan esta bacteria en esa
zona de la piel sin causarles problema alguno (Humphreys, 2012). En la figura 3 se
aprecia una fotografia de una de las placas donde se aisl6 la bacteria S. aureus y
se observa cdmo las colonias formadas efectivamente tienen un didmetro pequefio,
color amarillo y que a su vez la region del medio que rodea a estas colonias se torné

de un tono rojizo a uno amarillento.

4.4.2. Conteo bacteriano en placa

Este estudio se realizd para evaluar el efecto antibacteriano de los materiales
sintetizados de acuerdo a su concentracion. Para ello se prepararon 27 cajas Petri
con medio agar LB y tratamientos con nanoparticulas. Todo se esterilizd

previamente, las placas y el medio en autoclave y las nanoparticulas con luz UV.

De la misma manera que en el estudio de cinética de crecimiento, todas las pruebas
se realizaron por triplicado, es decir, se prepararon 3 placas con cada una de las
concentraciones de cada material (magnetita, M-Q, M-PVP y M-PEG). Las
concentraciones de material estudiadas fueron 0, 2 y 4 mg/L para las pruebas sobre
P. aeruginosa y el experimento se repitid para S. aureus ahora con concentraciones
de 0,5y 10 mg/L. En cada caja se inocularon alicuotas de 100 uL de una solucién
con la bacteria a una dilucion de 1:1,000,000 y se extendieron perfectamente sobre

la superficie del gel solidificado con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril.

Las diferentes placas se incubaron a 37°C durante 48 horas y luego se realizo el
conteo de las colonias obtenidas, asi como un andlisis de imagen digital mediante

el software ImageJ.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sintesis de nanoparticulas

Antes de comenzar las pruebas electroquimicas y la sintesis de nanoparticulas, se
obtuvo el potencial de circuito abierto del sistema, con un valor de -606mV vs Ag |
AgCl, como se observa en la Figura 4, donde el potencial se mantiene practicamente
estable a partir del segundo 200. El potencial de circuito abierto se define como la
diferencia de potencial entre las terminales de una celda electroquimica cuando no
fluye corriente a través de ésta, por lo que también se le conoce como potencial de
equilibrio. Al aplicar un potencial mayor al potencial de circuito abierto se facilitara
un proceso de oxidacién, lo mismo que un proceso de reduccion con un potencial
menor (Del Olmo et al., 2021). Es por ello que fue de suma importancia para este
trabajo conocer este valor de potencial, para asi poder realizar los estudios
electroquimicos posteriores, como los de voltamperometria lineal, y conocer los

potenciales en sentido anddico y catddico.
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Figura 4. Potencial de circuito abierto
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5.1.1. Seleccién de pulsosy potenciales

5.1.1.1. Voltamperometria lineal

Para la seleccion de los potenciales, se realizaron estudios de voltamperometria
lineal en sentido catddico (Fig. 5) y anddico (Fig. 7), esto con el fin de establecer los

potenciales a emplear en la sintesis por pulsos asimétricos.

La voltamperometria en sentido catédico se realizdé desde el potencial de circuito
abierto (-0.606 mV vs Ag | AgClI) hasta -1.5 V Ag | AgCl, aplicando una velocidad de
barrido de 20 mV/s. En la Figura 5 es posible observar que la curva presenta un
ligero cambio de pendiente a -1.1 V, aproximadamente, lo que se puede atribuir a
la reduccion del ion férrico (Fe3*) a ion ferroso (Fe?*) (Periasamy et al., 1996).
Ademas de un segundo cambio de pendiente a -0.75 V Ag | AgCl, que suele

atribuirse a la reduccién del ion ferroso a hierro metalico (Ying et al. 2002).
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Figura 5. Voltamperograma en sentido catodico
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La aparicion de ambas sefiales en el voltamperograma en sentido catodico indica
que el medio electrolitico (KCI 1M) oxida ligeramente al hierro metalico de los
electrodos. Cabe mencionar entonces que el medio electrolitico influye en los
estudios electroquimicos y la sintesis, asi como el pH de la solucién (Cabrera et al.,
2008; Rodriguez-Lopez et al., 2012). En la Figura 6 se muestra un diagrama que
relaciona el potencial aplicado y el pH de la solucion con las posibles fases de iones
u oxidos de hierro a obtener. Para la formacion de magnetita se requieren

potenciales menores a 0 V y un pH alcalino.

F8042-

Fe(OH)" "*-.. 8

Fey0; (s) P »6
(or Fe(OH)y(s)) 2| T

pH

Figura 6. Diagrama de Pourbaix para el sistema Fe-H>O a 25°C (Ying et al. 2002).

Con base en los resultados, se seleccion6 como potencial catédico un valor situado
entre las dos sefiales descritas previamente, con lo cual se pueden obtener tanto
iones férricos como ferrosos sin presencia de hierro metalico, lo que favorece a la
formacién de magnetita (FesOs = Fe?*Fe3*204). El potencial seleccionado para este
estudio fue de -0.9 V vs Ag | AgClI.

En el estudio de voltamperometria lineal en sentido anodico, realizado desde el
potencial de circuito abierto hasta -0.1 V Ag | AgCl, no fue posible observar algun

pico de oxidacion (Fig. 7) pero si un cambio de pendiente alrededor de -0.3 V Ag |
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AgCl, comportamiento que puede atribuirse a un cambio en el proceso de oxidacion.
De acuerdo a lo reportado por Rodriguez-Lopez y cols. (2012), las nanoparticulas
sintetizadas empleando un potencial anédico menor a este valor presentan la
coexistencia de las fases magnetita (FesOa4) y maghemita (Fe203), mientras que un
potencial anddico mayor al cambio de pendiente favorece a la formacion anicamente
de magnetita, que es el objetivo de este trabajo. Por ello, el potencial anddico que
se selecciono fue de -0.25 V Ag | AgCl, al ser un valor que se posiciona después

del cambio de pendiente.
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Figura 7. Voltamperograma en sentido anddico
5.1.1.2. Cronoamperometria

Se realizaron estudios por cronoamperometria utilizando los potenciales
seleccionados previamente durante un tiempo de 25 s, para seleccionar el periodo
de duracion de los pulsos mas conveniente para emplear en la sintesis

electroquimica.

El cronoamperograma obtenido al aplicar el potencial catédico (-0.9 V Ag | AgClI) se
muestra en la Figura 8. Inicialmente, la corriente presenta un incremento y luego

disminuye abruptamente de -0.05 a -0.02 A/cm?. Entonces se observa un aumento
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continuo de la corriente hasta el segundo 6 para posteriormente mantenerse

estable.
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Figura 8. Cronoamperograma en sentido catédico

La estabilidad de la corriente indica que el proceso se esta llevando a cabo mediante
difusion, por lo cual se eligié un periodo de 3 segundos para el pulso catédico,
tiempo en el que todavia no se estabiliza la corriente, lo que favorece una sintesis

electroquimica controlada por transferencia de carga (Rodriguez-Lopez et al., 2012)

Para la seleccion del periodo del pulso anddico, igualmente se realizé un estudio de
cronoamperometria, pero esta vez a un potencial de -0.25 V Ag | AgCI. En la Figura
9 se puede apreciar un incremento de corriente que inmediatamente disminuye
hasta el segundo 7, cuando la corriente comienza a estabilizarse (proceso mediado
por disfusion). De esta manera se selecciond un tiempo de 5 segundos para la

aplicacion del pulso anddico.
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Figura 9. Cronoamperograma en sentido anddico

5.1.2. Pulsos asimétricos

Para la sintesis electroquimica de nanoparticulas de magnetita por pulsos de
potencial asimétricos, se aplicaron los pulsos seleccionados en los estudios
mencionados anteriormente, puesto que favorecen la produccion de las especies
férricas necesarias para la formacién de magnetita. De esta manera, el pulso
catddico aplicado fue de -0.9 V Ag | AgCl durante 5 segundos y el anddico, de -0.25
V Ag | AgCl durante 3 segundos. Estos pulsos se aplicaron alternadamente durante

2 horas.

El pH de la solucion electrolitica se midio antes y después de llevar a cabo la sintesis
y se obtuvo un incremento de 6.1 a 9.9 unidades de pH, lo cual es un indicativo de
gue la formacién de magnetita se vio favorecida. El incremento de pH es atribuido

a la formacion de los iones hidroxilo generados mediante la hidrélisis del agua. De
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acuerdo a Andrade y cols. (2010), quienes estudiaron el efecto del pH en la sintesis
de nanoparticulas magnetita, las sintesis que se llevan a cabo bajo un pH entre 9.7
a 10.6 tienden a producir magnetita pura o con cantidades despreciables de otros

o6xidos de hierro.

En la Figura 10 se observa el comportamiento de la corriente durante la sintesis
electroguimica con respecto al tiempo. Se pueden apreciar los pulsos catédicos y
anaodicos en el primer minuto. El primer pulso (anddico) comienza con una corriente
alta que después disminuye con el pulso catédico, para luego aumentar en el
siguiente pulso, después incrementar nuevamente y asi sucesivamente durante 2

horas.
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Figura 10. Primer minuto de sintesis de magnetita por pulsos de potencial

asimétricos

El comportamiento de la corriente de salida respecto al tiempo al cabo de 2 horas
se representa en la Figura 11. La corriente de los pulsos catodicos disminuyd
después de 20 minutos para luego estabilizarse, mientras que la corriente de los

pulsos anddicos incremento hasta el minuto 33, lo que puede significar que al inicio
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del experimento hay poca materia disponible para oxidar y por tanto la corriente es
baja, pero conforme pasa el tiempo se forman particulas susceptibles de oxidarse
electroquimicamente cerca de la interfase, necesitando aparentemente mayor
cantidad de corriente, y posteriormente también se mantuvo estable. Finalmente, la
intensidad de corriente catddica también se estabilizd hasta el final de la sintesis.
La estabilidad de corriente tanto anddica como catddica se puede atribuir a un
equilibrio entre la formacién de especies intermedias, particulas en las superficies

de los electrodos y particulas precipitadas al fondo.
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Figura 11. Comportamiento de la corriente durante la sintesis electroquimica de

magnetita por pulsos de potencial asimétricos en KCI 0.5M

En la Figura 12.a) se observa una fotografia de la celda electrolitica al inicio de la
sintesis de magnetita. Se aprecia el sistema de dos electrodos de hierro en una

solucion incolora, con una ligera tonalidad amarillenta en la interfase electrodo-
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electrodo, que indica el comienzo de la reaccién. Este color es atribuible a la
formacién de hidréxido ferroso (Fe(OH)z2), una especie precursora necesaria para la
sintesis (Fajaroh et al., 2012; Montoya et al., 2017; Reséndiz-Ramirez et al., 2022).
También es probable que esa tonalidad indique la presencia de iones Fe3* que, en

solucion acuosa, genera tonos amarillos y rojizos.

La Figura 12.b) muestra la celda después de 10 minutos de sintesis, donde es
presente un poco de precipitado en tonalidades verdosas y oscuras. De acuerdo a
Lozano y cols. (2017), ese color verde se debe también a la formacioén de Fe(OH)z,
aungue también podria deberse a la coloraciéon verdosa de los iones Fe?* en
solucién. Al mismo tiempo se observa una ligera tonalidad color café que puede
atribuirse a iones Fe3*. Cabe recalcar, que de acuerdo a Reséndiz-Ramirez y cols.

(2022), los iones Fe?* y Fe3* reaccionan entre si para formar magnetita.

La Figura 12.c) es una fotografia de la celda al finalizar la sintesis, donde se observa
que la solucién de trabajo se tornd de un color café rojizo, que es posible que indique
la presencia de oxihidroxido férrico, el cual tiene un color caracteristico anaranjado
oscuro (Cornell et. al.,, 2003) y un precipitado color negro, caracteristico de la

magnetita.

Figura 12. a) Celda electroquimica al inicio de la sintesis, b) después de 10 miny

c) al finalizar las 2 horas
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Al finalizar la sintesis, se procedi6 a realizar lavados del material negro formado en
el precipitado, descartando el sobrenadante color café-rojizo. En la Figura 13 se
muestra una fotografia de las nanoparticulas obtenidas suspendidas en agua

destilada para realizar los lavados. En evidente el color negro intenso caracteristico
de la magnetita.

Figura 13. Nanoparticulas de magnetita en solucion

5.2. Modificacién superficial

Se empleo el método de modificacion superficial de nanoparticulas propuesto por
Zhu y cols., (2008). Aunque esta metodologia ha sido ampliamente utilizada para
modificar nanoparticulas de o6xido de hierro con quitosano, en este trabajo se
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emple6 igualmente para recubrir nanoparticulas de magnetita con PEG y PVP.
Siguiendo esta metodologia se disolvieron 20 mg de polimero en 100 mL de
solucién de acido acético 1 M y se sometio a sonicacion durante 10 min con el fin
de disolver perfectamente el polimero. Posteriormente, se suspendieron 70 mg de
las nanoparticulas en la solucion de quitosano previamente preparada. Se mantuvo
en agitacion magnética a temperatura ambiente durante 18h y se observé un ligero
cambio de color de la solucion de negro a café, como indicativo de la adsorcién de

las moléculas de polimero sobre la superficie de las nanoparticulas de magnetita.

En la Figura 14 se muestra una comparacion de los materiales obtenidos. Las
nanoparticulas de magnetita presentan un color negro, mientras que las
nanoparticulas modificadas presentan un color negro también con tonalidades

cafés.

Figura 14. Izquierda: Solucién de &cido acético, PVP y nanoparticulas de

magnetita en el minuto 1. Derecha: Solucion después de 20 horas

Diversos autores han sugerido que la ruta mas favorable para la estabilizacion de
las nanoparticulas de hierro es quizas la union directa al grupo Fe-OH que se
encuentra presente en la superficie de las nanoparticulas de magnetita (Fig. 15).
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Esta union puede ser covalente o de tipo electrostatica y se requiere de un grupo

reactivo que tenga afinidad por el Fe-OH (Barrow 2015).

0 OH

OH OH

Figura 15. Representacion de nanoparticula de magnetita

=

Figura 16. Modificacion superficial de las nanoparticulas de magnetita con PVP

mediante enlaces puente de hidrégeno
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Figura 17. Modificacion superficial de las nanoparticulas de magnetita con
quitosano mediante enlaces puente de hidrogeno

Q
ke

Figura 18. Modificacion superficial de las nanoparticulas de magnetita con

guitosano mediante enlaces puente de hidrégeno y enlaces covalentes
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En las Figuras 16, 17 y 18 se muestran los mecanismos de union de los polimeros
a las nanoparticulas de magnetita propuestos con base en la literatura. Los grupos
funcionales de los polimeros, carbonilo para PVP, amino para quitosano e hidroxilo
para PEG se atraen principalmente de manera electrostatica a la superficie de las
nanoparticulas. En este trabajo no fue posible determinar la carga superficial de las
nanoparticulas con y sin modificacion, pero en estudios posteriores seria de utilidad
determinar esta propiedad, para lo cual se puede utilizar la técnica de Potencial Z.

El cambio de coloracién de la magnetita se puede atribuir a que la modificacion
superficial con polimeros se llevo a cabo en medio &cido al tratarse de una solucién
de 4cido acético. También se atribuye a la oxidacion de la magnetita durante la
formacién del recubrimiento, mediante las uniones covalentes de los polimeros con

el grupo hidroxilo del éxido en la superficie de la particula.

Figura 19. Polvos de a) nanoparticulas de magnetita desnudas, b) M-PEG, c) M-Q
y d) M-PVP

5.3. Difraccién de rayos X (XRD)

En la Figura 20 se muestran los resultados de las pruebas de difraccion de rayos X

correspondientes a las nanoparticulas de magnetita desnudas y modificadas con
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polimeros. Se incluye también un difractograma correspondiente a magnetita
obtenido de la base de datos RRUFF, el cudl es util para comparar los resultados
experimentales con magnetita pura, y asi poder determinar si efectivamente se

obtuvo el material deseado o si se encuentra presente junto con alguna otra fase.

La magnetita desnuda presenta 6 picos de refraccion bien definidos a 30.263°,
35.524°, 43.358°, 53.080°, 57.155° y 62.583°, correspondientes a los planos (220),
(331), (400), (422), (511) y (440), caracteristicos de la estructura cubica tipo espinela
inversa de la magnetita. Las difraxiones de las nanoparticulas forman picos de
mayor amplitud en comparacion con el patron referencia, correspondiente a la
magnetita en bulto. Esto es algo que suele suceder en las nanoparticulas metélicas
e indica dominios de dispersion coherentes en la nanoescala (Permien et al., 2013).

Las nanoparticulas de magnetita modificadas superficialmente con los diferentes
polimeros demostraron presentar también los mismos planos que las
nanoparticulas de magnetita desnudas, lo que significa que la modificacion no
afecto a la estructura cristalina de la magnetita.
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Figura 20. Difractogramas de los materiales sintetizados. Nota: Intensidad en

unidades arbitrarias

Los difractogramas correspondientes a las nanoparticulas de magnetita recubiertas
muestran un aumento de la linea base a angulos bajos, que se puede apreciar de
25 a 35°, lo que puede ser atribuido a la naturaleza amorfa de los recubrimientos
poliméricos, evidenciando entonces el éxito de la modificacion superficial de las
nanoparticulas de magnetita. Este comportamiento ha sido reportado previamente
en otros estudios con nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas por polimeros

(Samrot 2018; Arista 2019; Gervits 2019).

Se realizd un analisis mas detallado del pico de difraccion caracteristico,

correspondiente al plano (311) de las nanoparticulas de magnetita sintetizadas
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(Figura 21) comparado con las reflexiones de Bragg correspondientes a ese mismo
plano obtenidas de los patrones XRD estdndar para magnetita y maghemita (Cornell
& Schwertmann, 2003). Se puede observar que el valor 26 maximo en el pico del
material sintetizado corresponde Unicamente con la fase de magnetita, sin presentar
la fase maghemita. Lo que es un indicador de la obtencién de magnetita de alta

pureza.

7] —— Nanoparticulas de magnetita
| —— Magnetita (referencia)
—— Maghemita (referencia)
]
4] -
o
"
c -
e
=
T T T T T T T
34.5 35.0 355 36.0 36.5 37.0
20

Figura 21. Pico caracteristico (311) de las nanoparticulas de magnetita
sintetizadas comparado con magnetita y maghemita (Cornell & Schwertmann,
2003)

Para corroborar la obtencion de magnetita, se utilizaron los patrones de XRD de
cada material sintetizado para calcular el parametro de red. El valor para la
magnetita en bulto es 8.39 A. Los valores obtenidos para la magnetita sintetizada

se encuentran ligeramente por debajo de este valor, lo que significa también una
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contraccion en el volumen de celda unitaria. Este efecto se puede explicar en
términos del numero de atomos en la superficie de las nanoparticulas, que es
grande en proporcion con la cantidad de los atomos que constituyen el nlcleo de
las nanoparticulas. A medida que disminuye el tamafio de las nanoparticulas, la
cantidad de atomos de la superficie es considerablemente mas grande y la
minimizacion de la energia de la superficie requiere la contraccion de la red, lo que
resulta en una menor distancia de celda unitaria o pardmetro de red (Gholizadeh,
2017).

La amplitud de los picos de difraccion se utilizé para calcular el tamafio de las

particulas mediante la ecuacién de Scherrer:

D kA
" PBcosd

En esta ecuacion, 6 es el angulo del pico, B es el ancho total a la mitad del maximo
del pico de difraccion respectivo, k es una constante que se realciona con la forma
de la particula (0.89 para particulas esféricas) y A es la longitud de onda de la
radiacion de rayos X, que en este estudio fue de 1.541 A. Se calcul6 el tamafio de
particula de cada material considerando 3 planos principales, (311), (511) y (440),

y se promediaron los resultados. Los tamafios estimados se indican en la Tabla 4.

Cabe destacar que la ecuacion de Scherrer es una herramienta originalmente
propuesta para calcular el tamafio de cristalito. No obstante, se han reportado varios
trabajos que sugieren que esta ecuacion es también util y relativamente confiable
para calcular particularmente el tamafio de nanoparticulas de magnetita
(Gholizadeh, 2017; Rodriguez-Lopez et al., 2012; Schwaminger et al., 2020; Takai
et al., 2019).

En general, el ensanchamiento de los picos de Bragg de la magnetita sintetizada es
un indicativo de la formacién de nanoparticulas (Pham et al., 2016). El tamafio
medio calculado de los cristalitos de las nanoparticulas de magnetita desnudas fue

de 9.22 nm, mientras que para los materiales con modificacion superficial se calculd
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un tamafio de 11.83, 1551 y 13.95 nm, para M-PVP, M-PEG y M-Q
respectivamente, con lo que se puede corroborar la obtencion de nanoparticulas,
al estar dentro del rango de la nanoescala. Sin embargo, para el caso de las
nanoparticulas recubiertas, no se puede considerar el tamafio calculado mediante
esta técnica como el tamafo de particula total, pues solo se esta considerando a la
parte cristalina que es la magnetita, pero no la contribucion de los polimeros al
tamafio de particula. Por ello, seria conveniente realizar estudios posteriores para
calcular la distribucién de tamafios de particula, como puede ser la técnica de

dispersion dinamica de luz o DLS por sus siglas en inglés.

Rodriguez y cols. (2012) llevaron a cabo una serie de estudios para sintetizar
nanoparticulas de magnetita por pulsos de potencial asimétricos empleando
diferentes potenciales anddicos y catodicos y diferentes tiempos de pulso,
demostrando que el tamafio de las nanoparticulas es dependiente de dichos
valores. No se ha reportado previamente en la literatura una sintesis electroquimica
por este método empleando un potencial catddico de -0.9 V durante 5 segundos y

uno anadico de -0.25 V durante 3 segundos.

Tabla 4. Célculos a partir de los resultados XRD. Nota: Los valores son el
promedio de 3 calculos para 3 diferentes picos de difraccion y s corresponde a la

desviacion estandar

Material Tamafio (nm) s Parametro S
dered (A)

M 9.22 0.7937 8.3678 0.0215
M-PVP 11.83 2.2219 8.3712 0.0087
M-PEG 15.51 3.5229 8.3746 0.0231

M-Q 13.95 4.9008 8.3618 0.0147
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5.4. Cinética microbiana

Con la finalidad de evaluar el efecto antimicrobiano de los materiales sintetizados,
es decir, las nanoparticulas de magnetita desnudas y modificadas, se realizaron
estudios de cinética de crecimiento microbiano. Los estudios se realizaron en un

periodo de 24 horas, haciendo mediciones cada 2 horas.

OD 600nm

0 5 10 15 20 25

Figura 22. Curvas de cinética de crecimiento durante 24 horas de S. aureus con

tratamientos de nanoparticulas de magnetita desnudas y modificadas

Las curvas obtenidas de las pruebas realizadas con S. aureus se muestran en la
Figura 22. La cinética de crecimiento para las muestras control (sin tratamientos con

nanoparticulas) presenté dos fases: durante las primeras 8 horas se mantuvo en
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fase de latencia, lo que significa que los microorganismos se encuentran en un
proceso de adaptacion al medio y por ello no hay crecimiento celular; y después
comenzé la fase exponencial, donde las bacterias comenzaron a multiplicarse

aceleradamente.

La curva de crecimiento de S. aureus con un tratamiento de 2 mg/L de
nanoparticulas de magnetita desnudas presenté un comportamiento similar a las
pruebas control, mostrando una fase de latencia durante las primeras 10 horas y
después una fase exponencial, en la que el crecimiento se dio a gran velocidad,
aunqgue ligeramente por debajo de la curva control. Tal es asi que al cabo de 24
horas, la densidad éptica medida para el control fue de 0.9 mientras que para la
muestra con magnetita resultoé de 0.7, lo que indica que el material inhibié un 22%
el crecimiento de S. aureus, y es muy probable que este efecto se vea mejorado a
mayores concentraciones, pues la concentracion minima inhibitoria para
nanoparticulas de magnetita reportada es generalmente mas grande. Por ejemplo,
Amuthay Sridhar (2015) reportan una actividad bacteriostatica para nanoparticulas
de magnetita obtenidas mediantes sintesis verde a 30 mg/mL para S. aureus
mientras que W. Liy cols. (2020) sintetizaron nanoparticulas de magnetita mediante
una sintesis hidrotermal y reportaron que el efecto bactericida de éstas frente a S.

aureus solo se observaba a partir de una concentracion de 1 g/L.

Las pruebas con M-PVP y M-PEG arrojaron resultados muy similares, presentando
una fase de latencia durante 12 horas, para después comenzar la fase exponencial.
El tratamiento con M-PVP mostr6 un efecto inhibitorio que es evidente al comparar
su curva de cinética contra la del control. Es probable que en las ultimas 4 horas la

bacteria entré en la tercera fase de su crecimiento, la fase estacionaria.

El mejor efecto inhibitorio frente a S. aureus se observo en los tratamientos con
nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano. Para las bacterias tratadas
con este material, a fase estacionaria se llevo a cabo durante las primeras 10 horas
y en seguida inici6 la fase exponencial, con un crecimiento mas lento que el de la

muestra control. Al cabo de 18 horas, las bacterias entraron en la fase estacionaria,
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con un crecimiento celular lento y despreciable, y manteniéndose asi hasta
completar las 24 horas. La densidad 6ptica final fue de 0.5 que, comparada con la
del control de 0.9, indica una inhibicibn de crecimiento del 44%, lo cual es
considerable. De acuerdo a estos resultados, se puede concluir que el material bajo
la concentracion estudiada (2 mg/L) ejerce un efecto antibacteriano de tipo
bacteriostatico contra S. aureus. Cabe mencionar que en el 80% de los estudios
reportados en la literatura, las nanoparticulas de 6xido de hierro han mostrado tener

una accién antibacteriana de tipo bacteriostatica (Gudkov et al., 2021).

Es destacable observar el comportamiento de las curvas de cinética de crecimiento
bacteriano durante las primeras 12 horas (Fig. 23). M-PVP y M-PEG se mantienen
en valores cercanos a 0 (sin crecimiento microbiano), mientras que el resto de los
materiales evaluados y el control muestran crecimiento. Esto significa que M-PVP y

M-PEG tienen una excelente actividad antimicrobiana durante 12 horas.
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Figura 23. Curvas de cinética de crecimiento durante 12 horas de S. aureus con

tratamientos de nanoparticulas de magnetita desnudas y modificadas

Los mecanismos de accién antimicrobiana de los nanoparticulas de magnetita se
han sugerido en varios estudios en funcidén de su tamafio y son comunes para otros
tipos de nanoparticulas de 6xido metalico. Para las nanoparticulas de magnetita, se
han propuesto diversos mecanismos, siendo uno de los principales la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales tienen una accién genotdxica,
dafiando las moléculas de ADN. Los iones metalicos como Fe?*y Fe3* pueden
unirse a los grupos de proteinas mecapto (-SH), amino (-NH) y carboxilo (~COOH)
de dichas las enzimas, lo que conduce a una inactivacion o inhibicion enzimatica
parcial. Una disminucion en la actividad de las enzimas del sistema antioxidante
(SOD, catalasa y glutation reductasa) puede ocasionar un aumento en la
concentracion de ROS (Gudkov et. al., 2021). Ademas, las nanopatrticulas de hierro,
entre ellas las de magnetita, han demostrado la capacidad de dafar la integridad de
la pared celular bacteriana. Otros mecanismos sugieren que las nanopatrticulas de
magnetita pueden penetrar en el citoplasma, concentrarse alli dentro y ocasionar la
formacion de vacuolas y la consiguiente disrupcion de la pared celular (Gabrielyan
2019).

Sin embargo, los mecanismos de accion de las nanoparticulas de magnetita con
recubrimientos como quitosano, PEG y PVP han sido poco estudiados, por lo que
se requieren mas estudios al respecto. Y en el caso de este trabajo no es posible
determinar el mecanismo por el cual el crecimiento bacteriano se ve inhibido. Lo
que es evidente es que la modificacion superficial mejora la actividad antimicrobiana
de las nanoparticulas de magnetita y es probable que esto se deba a que el
recubrimiento les confiere a las particulas una mejor estabilidad y, en este caso que
las pruebas se realizaron en medio liquido, una mejor solubilidad, lo que implica una
menor tendencia a formar aglomerados o precipitarse. También, se sugiere que este
efecto puede ser temporal y que con el paso del tiempo los recubrimientos,
principalmente PEG y PVP se fueron perdiendo en las superficies de las

nanoparticulas.
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Para evaluar el efecto antimicrobiano de los materiales contra la la bacteria P.
aeruginosa se llevé a cabo un estudio semejante de cinética de crecimiento. En la
Figura 24 se observan los resultados de las curvas de cinética del control, y las
muestras tratadas con nanoparticulas de magnetita desnudas y recubiertas a una

concentracion de 2 mg/L.
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Figura 24. Curvas de cinética de crecimiento durante 24 horas de P. aeruginosa

con tratamientos de nanoparticulas de magnetita desnudas y modificadas

Las curvas para las bacterias control y tratadas con magnetita y M-PVP mostraron
un comportamiento muy similar entre si. Las primeras 6 horas corresponden a la

fase de latencia, luego la fase exponencial se observa con un crecimiento rapido

83



hasta la hora 18 y después se sigue dando un crecimiento celular relativamente mas

lento.

Las bacterias tratadas con nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano
presentaron su fase estacionaria de las 14 a las 22 horas. Y para la hora 24 se
observa una caida considerable en la densidad 6ptica, lo que sugiere el inicio de la
fase de muerte celular. Al comparar esta muestra con la muestra control se observa
una diferencia significativa en las mediciones de densidad Optica, siendo 0.7 el
mayor valor alcanzado por las bacterias tratadas con M-Q (hora 18) y 1.15 para el

control (hora 24).

El material que presentd un mejor efecto antibacteriano en esta prueba fue el M-
PEG. La curva correspondiente a las bacterias tratadas con este material muestra
un crecimiento bacteriano muy lento y controlado, observandose un claro efecto
bacteriostatico. El crecimiento fue muy bajo en comparacion con la muestra control
(ODeoonm de 1.15), siendo apenas 0.35% el valor maximo de densidad 6ptica medida

en esta prueba.
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Figura 25. Curvas de cinética de crecimiento durante 12 horas de P. aeruginosa

Analizando las primeras 12 horas (Fig. 25), el material M-PEG es aun el mas efectivo
en cuanto a su actividad bacteriostética, presentando una fase de latencia de 6
horas, al igual que el resto de materiales analizados y el control, pero después un

crecimiento en fase exponencial a muy baja velocidad.

Los resultados obtenidos en las curvas de cinética para S. aureus y P. aeruginosa
fueron distintos. Las diferencias en los efectos de las nanoparticulas de magnetita
sobre bacterias grampositivas y gramnegativas puede estar relacionada a las
diferencias en su estructura celular y metabolismo. Las nanoparticulas de magnetita
afectan a las membranas bacterianas probablemente cambiando su estructura y
permeabilidad. Algunos componentes de la pared celular bacteriana, como los
lipopolisacéaridos, pueden regular la adhesion de las nanoparticulas y los flujos de
iones a través de la membrana bacteriana. La FOF1-ATPasa es una enzima que

juega un papel clave en la respiracion y metabolismo de las células bacterianas. Las
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nanoparticulas pueden afectar directamente esta enzima los complejos FHL (Fig.
26) asociados a la membrana celular, que son Unicos de las bacterias tipo
gramnegativo. Y esto confiere a las nanoparticulas de magnetita una mejor actividad

antimicrobiana contra las bacterias gramnegativas (Gabrielyan 2019).

MNanoparticulas de @
'.,. P : -
magnetita

o+ FoFi-ATPasa

FoFi-ATPasa Pared celular

Membrana
plasmadtica

Membrana externa

Figura 26. Diferencias estructurales en las bacterias grampositivo y gramnegativo

Cabe destacar que la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de magnetita
modificadas con polimero es debida a las propiedades intrinsecas del material
compasito y no por la actividad antimicrobiana del polimero por si solo; ya que estos
compuestos no presentan actividad antimicrobiana a las concentraciones
empleadas en el presente estudio (Arakha et al., 2015). Entonces, los
recubrimientos poliméricos brindan estabilidad en solucion a las nanoparticulas de
magnetita, ademas de evitar la oxidacion y agregacion de las particulas. Es posible
que la carga superficial inducida por la presencia de los polimeros en la superficie
de las nanoparticulas de magnetita favorezca la atraccion electrostatica entre las

nanoparticulas y la membrana del microorganismo, incrementando asi la
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produccion de ROS y causando un efecto antimicrobiano (Mashjoor y cols., 2018;

Kloster y cols., 2015; Morales y cols., 2013).
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5.5. Conteo en placa

La actividad antibacteriana de los materiales sintetizados contra S. aureus y P.
aeruginosa se evalud mediante el método de conteo de colonias en placa, en medio

agar enriguecido con LB, durante un lapso de 48 horas de incubacion a 37°C.

En la Figura 27 se muestran fotografias de las pruebas realizadas contra la bacteria
S. aureus. Se evaluaron dos concentraciones de nanoparticulas diferentes, 5y 10
mg/L. Se seleccionaron estas cantidades puesto que los estudios de cinética de
crecimiento en S. aureus demostraron una baja efectividad para una concentracion
de 2mg/L. Para el caso de las nanoparticulas de magnetita desnudas, las pruebas
se realizaron Unicamente usando la concentracion de 10 mg/L, pues de la misma
manera, las pruebas de cinética demostraron su pobre actividad antibacteriana en

comparacion con las nanoparticulas modificadas con polimeros.

En las imagenes se observa que todos los materiales evaluados presentaron un
efecto inhibitorio, en comparacion con el control. En la fotografia de la prueba
control, se aprecia un excesivo crecimiento de colonias, cubriendo éstas
practicamente toda la superficie del gel agar en la caja Petri. Por tanto el nimero de

colonias se considero incontable (Tabla 5).

Las pruebas con nanoparticulas de magnetita desnudas dieron resultados
visiblemente distintos a las muestras control, puesto que se pueden distinguir
facilmente las colonias unas de otras. No obstante, hay presencia de una gran
cantidad de colonias distribuidas por toda la placa. Entonces, es evidente que las
nanoparticulas de magnetita sintetizadas, por si mismas tienen un cierto efecto
antibacteriano, sin embargo, se requeririan de concentraciones muy grandes para

lograr eliminar el total de bacterias tipo S. aureus.

Las nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano, PEG y PVP
demostraron tener un buen efecto antibacteriano a una concentracion de 10 mg/L,
con la cual, después de 48 horas de incubacion se formaron solo unas cuantas

colonias. Los resultados del conteo de colonias se muestran en la Tabla 5. Las
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fotografias se analizaron con la ayuda del software de procesamiento de imagen
digital ImageJ, con lo que fue posible calcular el area de la placa cubierta por
colonias de bacterias y asi poder calcular un porcentaje de eficacia antibacteriana
de cada uno de los materiales a diferentes concentraciones. Se asumio un

porcentaje del 100% para la superficie cubierta por bacterias en la muestra control.

De acuerdo a este célculo, las nanoparticulas de magnetita recubiertas por
cualquiera de los 3 polimeros a una concentracién de 10 mg/L presentaron una
eficacia de méas del 99%. Con la concentracion de 5 mg/L se obtuvo una inhibicién
del 97.47, 90.42 y 96.95, M-Q, M-PVP y M-PEG respectivamente, siendo el
recubrimiento con quitosano el que presenté un efecto ligeramente superior, lo cual
coincide con los resultados observados en la cinética de crecimiento microbiano,
donde el material que presentdé una mayor inhibicion fue M-Q. El-Khawaga y cols.
(2021) reportaron que las nanoparticulas de M-Q de 8 a 17 nm presentaron una

concentracion minima inhibitoria de 10 mg/L para S. aureus.

Para el caso de M-PEG, los resultados obtenidos fueron alentadores, ya que
estudios previos reportados, como el de Jananiy cols. (2021) donde se sintetizaron
nanoparticulas M-PEG de 26 nm mediante co-precipitacion, reportaron una
efectividad frente S. aureus del 100% a una concentracion de 100 mg/L. Por otra
parte, Darwish y cols. (2015) reportaron una concentracion de 259 mg/L de M-PEG
para a penas para conseguir el 10% de inhibicién en S. aureus
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Figura 27. Fotografias de las pruebas de conteo en placa contra la bacteria S.
aureus

Control M-Q. 5 mg/L M-Q. 10 mg/L

M-PVP. 5 mg/L M-PVP. 10mg/L

M-PEG. 5 mg/L
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Tabla 5. Célculos a partir de las pruebas de conteo en placa contra S. aureus

Prueba NUmero de % Area % Eficacia

colonias de ocupadapor antibacteriana

S. aureus colonias (considerando
el area)
Control NA 100 NA

M (10 mg/L) 595 9.57 90.43
M-Q (5 mg/L) 191 2.53 97.47
M-Q (10 mg/L) 14 0.13 99.87
M-PVP (5 mg/L) 273 9.58 90.42
M-PVP (10 mg/L) 19 0.21 99.79
M-PEG (5 mg/L) 416 3.05 96.95
M-PEG (10 mg/L) 16 0.17 99.83

De la misma manera, se estudi6 el efecto antibacteriano de los materiales
sintetizados contra la bacteria P. aeruginosa mediante la técnica de conteo en placa.
Las concentraciones de nanoparticulas que se evaluaron en estas pruebas fueron
mas bajas que en el estudio descrito anteriormente frente a S. aureus, puesto que
en las pruebas de cinética de crecimiento para esta bacteria se observo un buen
efecto inhibitorio de las nanoparticulas de magnetita recubiertas por PEG y
quitosano a una concentracién de mg/L. Asi que las concentraciones seleccionadas

para ésta técnica fueron de 2 y 4 mg/L.

En la Figura 28 se muestran los resultados de las pruebas realizadas. Es evidente
el gran numero de colonias presentes en la prueba control, sin embargo, las
colonias se encuentran bien definidas y es posible distinguir una de otra y realizar

el conteo, donde se obtuvieron un promedio de 445 colonias (Tabla 6)
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Las pruebas para las nanoparticulas de magnetita sin recubrir se realizaron
solamente a la concentracion de 4 mg/L. Se observa un ligero efecto de inhibicion,
pero este es muy pobre en comparacion con el de las nanoparticulas recubiertas
con polimeros, dentro de esa misma concentracion. Asi que nuevamente es
evidente que las nanoparticulas de magnetita que se sintetizaron tienen un efecto
antibacteriano a altas concentraciones, pero este se ve extraordinariamente

mejorado cuando las particulas son modificadas con polimeros.

Esto coincide con lo reportado en la literatura, donde se han reportado altos valores
para la concentraciéon minima inhibitoria de nanoparticulas de magnetita frente a P.
aeruginosa. Al-Shabib y cols. (2018) reportaron un efecto antibacteriano de
nanoparticulas de magnetita de entre 6 y 9 nm sintetizadas por el método de co-
precipitacion sobre P. aeruginosa, siendo 128 ug/mL la concentracion minima
inhibitoria. Asi mismo, otro estudio (Mousavi et al., 2020) reportdé una concentracion
minima inhibitoria de 250 ug/mL de nanoparticulas de magnetita de 30 a 50 nm

tanto para S. aureus como para P. aeruginosa.

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas modificadas se puede observar de
manera cualitativa en las fotografias (Fig. 23), donde también se aprecia como la
concentracion del tratamiento se relaciona con el efecto inhibitorio de los materiales,

teniendo un mejor desempefio a 4 mg/L.

Cabe destacar que es evidente un cambio en la morfologia de las colonias entre las
pruebas tratadas con 2y 4 mg/L. Con la primera concentracion se observan colonias
de gran tamafo, en comparacion con las que crecieron a 4 mg/L. Asi mismo, las
pruebas control y con nanoparticulas de magnetita desnudas presentaron colonias
grandes. Mientras que M-Q, M-PVP y M-PEG a 4 mg/L inhibieron la formacion de

colonias grandes, fenbmeno que también se observa en M-PEG a 2mg/L.

Las imagenes también se analizaron mediante ImageJ, para calcular la superficie
de las placas ocupada por colonias bacterianas, lo cual fue significativo para esta
prueba debido al efecto de la concentracion y el material en el tamafio de las

colonias. Luego se calculé el porcentaje de area cubierta por bacterias y la
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efectividad de los tratamientos con respecto a este porcentaje (Tabla 6). Asi mismo,
se llevé a cabo el conteo de colonias y se calculd el efecto antibacteriano de los
materiales comparando el ndmero de colonias con el control. Debido a las
diferencias en cuanto a tamafos de colonias, el calculo del efecto antibacteriano
calculado considerando la superficie arrojo resultados mayores a los del porcentaje

de efectividad basado en el conteo.

De cualquier manera, la actividad antibacteriana frente a P. aeruginosa presentada

por PEG fue levemente superior a la presentada por M-Q y M-PVP

De acuerdo a este célculo, las nanoparticulas de magnetita recubiertas por
cualquiera de los 3 polimeros a una concentracion de 10 mg/L presentaron una
eficacia de mas del 99%. Con la concentracion de 5 mg/L se obtuvo una inhibicién
del 97.47, 90.42 y 96.95, M-Q, M-PVP y M-PEG respectivamente, siendo el
recubrimiento con quitosano el que present6 un efecto ligeramente superior, lo cual
coincide con los resultados observados en la cinética de crecimiento microbiano,

donde el material que presentd una mayor inhibicion fue M-Q.

Esto coincide con lo reportado por El-Khawaga y cols. (2021), reportaron una
concentracion minima inhibitoria de 10mg/L para P. aeruginosa empleando

nanoparticulas de M-Q de 8 a 17 nm.
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Control M-Q. 2 mg/L

M-PVP. 2 mg/L M-PVP. 4 mg/L

M-PEG. 4 mg/L

Figura 28. Fotografias de las pruebas de conteo en placa contra la bacteria P.
aeruginosa
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Tabla 6. Célculos a partir de las pruebas de conteo en placa contra P. aeruginosa

Prueba NUmero de % Eficacia % Area % Eficacia

colonias de  antibacteriana ocupadapor antibacteriana

P. aeruginosa (considerando colonias (considerando
conteo) el area)
Control 405 NA 75.68 NA

M (4 mg/L) 97 76.05 22.06 70.85
M-Q (2 mg/L) 23 94.32 5.96 92.12
M-Q (4 mg/L) 19 95.31 0.62 99.18
M-PVP (2 mg/L) 34 91.60 7.82 89.67
M-PVP (4 mg/L) 20 95.06 1.40 98.15
M-PEG (2 mg/L) 69 82.96 2.61 96.55
M-PEG (4 mg/L) 17 95.80 0.48 99.36
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Mediante el método electroquimico de pulsos de potencial asimétricos fue
posible sintetizar nanoparticulas de magnetita con un tamafio estimado de
9 nm + 0.7937. El éxito de la sintesis se puede atribuir a la buena seleccion
de pulsos y potenciales.

Gracias a la caracterizacion por difraccion de rayos X se corroboroé la pureza
de la magnetita sintetizada. Ademas que se hicieron evidentes las
modificaciones superficiales con polimeros y fue posible calcular el
pardmetro de red y estimar el tamafio de particula mediante la ecuacién de
Scherrer,

Las nanoparticulas de magnetita obtenidas presentaron una pobre actividad
antimicrobiana a bajas concentraciones frente a S. aureus y P. aeruginosa.
El efecto bacteriostatico de las nanoparticulas de magnetita se vio mejorado
gracias a las modificaciones superficiales con polimeros.

Tanto en las pruebas de cinética de crecimiento microbiano como en las de
conteo en placa se observdo que las nanoparticulas recubiertas con
guitosano presentaron la mejor actividad antibacteriana respecto al resto de
los materiales frente a la bacteria grampositivo S. aureus; observandose un
efecto del 45% de inhibicion después de 24 horas bajo una concentracion
de tan solo 2 mg/L. Mientras que las nanoparticulas recubiertas con PEG y
PVP mostraron una buena inhibicién al crecimiento de la bacteria durante
las primeras 12 horas Unicamente.

Los resultados de las pruebas de conteo en placa fueron muy similares para
las nanoparticulas de M-Q, M-PEG y M-PVP al aplicar tratamientos de 10
mg/L en geles agar, alcanzando los 3 tipos de materiales una efectividad
por encima del 99%.

Contra la bacteria P. aeruginosa tipo gramnegativo, las nanoparticulas de

M-PEG fueron las que generaron un mejor efecto antibacteriano, seguidas
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de las de M-Q. Se observé un comportamiento claramente bacteriostatico,
donde el crecimiento maximo alcanzado después de 24 horas fue 70%
menor que el del control para el caso de M-PEG y 50% para M-Q.

Las pruebas de conteo de colonias en placa contra P. aeruginosa sugieren
que las nanoparticulas de magnetita tienen un ligero efecto antibacteriano
durante 48 horas a una concentracion de 4 mg/L, y un buen efecto bajo esta
misma concentracion cuando estan recubiertas tanto por PEG, Q o PVP,
siendo PEG con el que se presentd el mejor efecto inhibitorio.

En todos los estudios realizados se demostré que estos materiales tienen
un buen desempefio aln a bajas concentraciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos contra ambas bacterias, se propone
a las nanoparticulas de magnetita modificadas con quitosano como un
potencial material antibacteriano con posibles aplicaciones en diferentes
sectores.

El mecanismo de muerte bacteriana originado por los materiales aun se
desconoce, por lo que queda abierta la posibilidad de investigarlo en
trabajos futuros.

Este trabajo abre la posibilidad de continuar estudiando las nanoparticulas
de magnetita recubiertas con polimeros, y probar con nuevos
recubrimientos poliméricos y diferentes concentraciones en los
tratamientos, asi como evaluar su efecto sobre diferentes bacterias y
microorganismos patégenos.

Seria conveniente evaluar la biocompatibilidad de los materiales mediante

técnicas in vitro e in vivo.
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ANEXOS

Total de fotografias de las pruebas microbioldgicas en placas

para P. aeruginosa, realizadas por triplicado

Tratamiento

BLANCO

M-PVP

M-PVP

M-PEG
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Tratamiento | mg/L #1 #2 #3
M-PEG 10
M-Q 5
M-Q 10
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Total de fotografias de las pruebas microbioldgicas en placas

para S. aureus, realizadas por triplicado

Tratamiento

BLANCO

M-PVP

M-PVP

M-PEG

M-PEG
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