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Abstract

An easy mechanochemical and eco-friendly method was employed to obtain ZnO, CuO, ZnFe;04
and CuFe>04 nanocrystals with an average size of about 15 nm, 9 nm, 6 nm and 7nm accordingly.
Their corresponding X-ray diffraction (XRD) patterns reveal a hexagonal structure for ZnO, a
monoclinic structure for CuO, a cubic crystal structure for ZnFe,O., whereas in CuFe;04 the
tetragonal and cubic crystal phases coexist, the latter being the majority phase. The transmission
electron microscopy (TEM) images of these nanoparticles corroborate the formation of
nanocrystals with dimensions consistent with those obtained from the XRD patterns. Furthermore,
their corresponding Raman spectra confirm the structure and composition of nano oxides and
ferrites. The electron paramagnetic resonance (EPR) spectra were obtained for each
nanoparticle. The ZnO nanocrystals present 3 bands, with g = 1.97, 2.085 and 2.001
corresponding to different types of vacancies in the crystal structure, while for the CuO the
spectrum shows a band with g = 2.2 corresponding to Cu?* monomers and dimers. In addition,
both nano ferrites show an EPR spectrum with a wide band with g = 2.0, characteristic of
ferromagnetic oxides. Besides, the antibacterial effect of ZnO, CuO, ZnFe,O4 and CuFe;O4
nanocrystals against two opportunistic pathogens, Staphylococcus epidermidis (ATCC 14,990)
and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 43,636), was tested. The minimum bactericidal
concentration (MBC) results showed that the oxides were more effective than the ferrites against
S. epidermidis, and ZnFe»04 was more effective than CuFe,04. The activity against P. aeruginosa
was greater for CuFe;O4 NPs than the other systems. On the other hand, when 27 mg/mL of
nanocrystal were dispersed in the agar plates, the growth of S. epidermidis was 100% inhibited,
whereas ZnO, CuO, ZnFe;04 and CuFe20. inhibited 85 %, 86 %, 67 % and 78 % of P. aeruginosa
growth, respectively.



Resumen

Un método mecanoquimico sencillo y amigable con el medio ambiente, fue empleado para
obtener nanocristales de ZnO, CuO, ZnFe;04 y CuFe204 con un tamafio promedio de 15 nm, 9
nm, 6 nm and 7nm, respectivamente. Los patrones de difraccion de Rayos X (XRD) revelan una
fase hexagonal tipo wurtzita para el ZnO, monoclinica para el CuO, clbica para el ZnFe;0,,
mientras que para el CuFe,04 coexisten las fases tetragonal y cubica, siendo esta Ultima la fase
mayoritaria. Las imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) de estas
nanopatrticulas (NPs) corroboran la formacion de nanocristales con dimensiones consistentes
con las obtenidas a partir de los patrones de XRD. Adicionalmente, los espectros Raman
confirman la estructura y composicién de los nano 6xidos y nano ferritas. Los espectros de
resonancia paramagnética electronica (EPR) fueron obtenidos para cada nanoparticula. Los
nanocristales de ZnO presentan 3 bandas, con g = 1.97, 2.085 y 2.001 correspondientes a
diferentes tipos de vacancias en la estructura cristalina, mientras que para el CuO el espectro
muestra una banda con g = 2.2 relacionada con monémeros y dimeros de Cu?*. En el caso de
ambas nano ferritas, se muestra una banda ancha con g = 2.0, caracteristica de los 6xidos
ferromagnéticos. El efecto antimicrobiano de las NPs de ZnO, CuO, ZnFe»0, y CuFe,04 contra
dos patdégenos oportunistas, Staphylococcus epidermidis (ATCC 14,990) y Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 43,636), fue evaluado. Los resultados de la determinacion de la concentracion
minima bactericida (CMB) indican que los 6xidos fueron mas efectivos que las ferritas contra S.
epidermidis, siendo el ZnFe>04 mas efectivo que CuFe.O,. La actividad contra P. aeruginosa fue
mayor por parte de las NPs de CuFe;04. Por otro lado, cuando 27 mg/mL de las NPs fueron
dispersadas en las placas de agar, el crecimiento de S. epidermidis fue inhibido al 100%; mientras
gue las NPs de ZnO, CuO, ZnFe;04y CuFe;04 inhibieron el crecimiento de P. aeruginosa en un
85 %, 86 %, 67 % y 78 %, respectivamente.



Introduccion

Este trabajo de tesis esta enfocado a la sintesis de NPs de ZnO y CuO, asi como de las espinelas
de zinc (ZnFe204) y cobre (CuFe;04) a partir de un método mecanoquimico. Las NPs obtenidas
fueron caracterizadas por XRD de polvos, TEM, espectroscopias de absorcion UV-Visible,
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés), Raman y por
espectroscopia de resonancia paramagnética electréonica (EPR, por sus siglas en inglés).
Ademas, se evaluaron las propiedades bactericidas de las NPs frente a dos cepas de bacterias;
una bacteria Gram (+) Staphyloccocus epidermidis y una Gram (-) Pseudomonas aeruginosa,
para lo cual se emplearon diferentes metodologias como antibiogramas, dispersion en agary la
determinacién de la concentracién minima bactericida. Finalmente, se presenta un estudio de la
interaccion de los sistemas sintetizados con diferentes moléculas componentes de la pared
celular, a partir de un estudio por espectroscopia Raman.

En la siguiente tesis se presentan los antecedentes correspondientes a los nanomateriales, y
a los diferentes sistemas con los que se trabajaron; asi como los estudios presentados con
relacion a su actividad antimicrobiana contra diferentes bacterias. Se introduce a las bacterias
con las que se evalud la actividad antimicrobiana y sus generalidades. Posteriormente se
plantea el problema, la justificacion, la hipétesis y los objetivos del trabajo presentado. Las
siguientes secciones se refieren al procedimiento experimental de sintesis, el cual se realizd
en el Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia (ICAT), y los ensayos bioldgicos, los cuales se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Biointerfases de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia. Finalmente se presentan los resultados obtenidos

de cada prueba y las conclusiones.

1. Antecedentes

1.1 Nanomateriales

En los dltimos tiempos se ha desarrollado una gran cantidad de investigacién alrededor de los
nanomateriales, es decir, aquéllos en los que al menos una de sus tres dimensiones presenta un
tamafo entre 1 y 100 nm. En 2011, la Comisién Europea adopté una recomendacién sobre la
definicion de nanomaterial, entendiéndose como “un material natural, accidental o fabricado que

contenga particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado, en el que al menos el 50 %



de las particulas presente una o mas de las dimensiones externas en el intervalo de tamafios
comprendido entre uno y 100 nanémetros!t”.

El término nanomaterial también incluye a los materiales manufacturados disefiados
intencionadamente con unas propiedades especificas muy diferentes, en muchos casos, a las
gue presenta el mismo material en bulto. EI cambio en sus propiedades fisicas y quimicas se
debe a la reduccion de tamafio de particula y hace que las NPs tengan aplicaciones en areas
como la catalisis, el almacenamiento y conversion de energia, en sensores, y mas recientemente
en el ambito de la medicina. Los nanomateriales manufacturados pueden presentarse en
diferentes formas; como nanopeliculas, nanofibras o nanoparticulas (NPs), dependiendo si
tienen una, dos o tres dimensiones en la nanoescala, respectivamente. Durante el proceso de
produccion de los diferentes nano-objetos, las particulas tienden a unirse unas con otras para
dar lugar a agregados en los que las dimensiones externas pueden alcanzar tamafios superiores
a los 100 nm; mientras la estructura interna o la estructura superficial se encuentre en la escala
nanométrica, los materiales pueden ser considerados como nanoestructurados. Los materiales
nanoestructurados pueden presentar una distribucion de tamafo de particula, o tener poros o
precipitados en dicha escala.

Por otro lado, uno de los retos de mayor importancia en el area médica es la lucha contra
diferentes patégenos que ocasionan enfermedades que pueden llegar a ser letales. En particular
se han investigado diversas NPs que puedan presentar actividad antimicrobiana, esto debido a
sus dimensiones de unos cuantos nandmetros y a su gran superficie especifica que las hacen

candidatos ideales para interactuar con las bacterias.

1.2 Actividad antimicrobiana de los nanomateriales.

Debido al uso indiscriminado de los antibioticos, las bacterias han desarrollado una
multirresistencia a éstos, ocasionando que las terapias contra las infecciones bacterianas sean
inttiles, resultando en millones de muertes al afio. Se calcula que aproximadamente 70% de los
patdgenos bacterianos son resistentes a mas de un antibiético. En este sentido, las NPs se han
propuesto como una alternativa para la lucha contra estos patdégenos, siendo auxiliar en la
prevencion de infecciones. Dentro de los sistemas mas estudiados por sus propiedades
antimicrobianas se encuentran las NPs de plata (Ag®), oro (Au®), cobre (Cu®) y mas recientemente
las constituidas por 6xidos metalicos de la primera serie de transicion, como el 6xido de titanio
(TiOy), 6xido de zinc (ZnO), 6xido cuprico (CuO), la espinela de manganeso (Mn30,), la magnetita

(Fe20.) y la hematita (Fe,O3)"?.. La toxicidad de los sistemas nanoestructurados esta determinada



por la morfologia y el tamafio de particula principalmente; caracteristicas que dependen del
método de sintesis utilizado. Por lo tanto, las condiciones de sintesis, asi como los precursores
utilizados, son de suma importancia para la obtencibn de NPs con posible aplicacion
bactericidal?.

A pesar de los numerosos sistemas con propiedades antimicrobianas, el mecanismo exacto de
la accion bactericida de las nanoestructuras no ha sido completamente dilucidado. Se han
propuesto diferentes formas de accion de éstas, las cuales se mencionan a continuaciéon y se

ilustran en la Figura 1
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Figura 1. Mecanismos de accién antimicrobiana de las NPs!

e [Estrés oxidativo a partir de la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las ERO, son un conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en
los que participa el oxigeno: el anién superéxido Oz que es un potente agente oxidante muy reactivo
con el agua, el peréxido de hidrégeno H2O- y el radical hidroxilo (OH) que es el mas reactivo, ya
gue aceptando un electron mas, da lugar a una molécula de agua. Las NPs de 6xidos metalicos son
capaces de producir distintas especies reactivas de oxigeno, pueden participar en distintos tipos de

reacciones en las que pueden sufrir procesos de oxidacion o reduccion. Las ERO pueden producir
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efectos nocivos sobre las células como dafios en el ADN, dafios producidos por oxidacion de &cidos
grasos polinsaturados y de aminoacidos. La alteraciébn del balance en los mecanismos de
produccion y eliminacién de las ERO, en favor de la produccion, origina el estado de estrés oxidativo
en la célula. Las NPs de ZnO pueden generar H>O; y "OH, pero no O;". Por otro lado, las NPs de
CuO pueden producir los cuatro tipos de oxigeno reactivo. El O,y el H,O, causan reacciones de
estrés menos agudas y pueden ser neutralizados por antioxidantes endégenos, como las enzimas
superéxido y la catalasa, mientras que el ‘OH- y el O, pueden conducir a la muerte microbiana

aguda.

o Dafio en pared — membrana celular.

Los grupos electronegativos de los polisacéridos en la membrana bacteriana son sitios de atraccion
de cationes metalicos. La diferencia de carga entre membranas bacterianas y las NPs de 6xidos
metélicos conduce a la atraccién electrostatica y asi se acumulan en la superficie de la bacteria
alterando la estructura y la permeabilidad de la membrana celular. Los poros de las membranas se
encuentran en el orden de nanémetros, por lo tanto, entre menor sea el tamafio de particula y mayor
el area de superficie, mayor es la eficacia de los éxidos metdlicos nanoestructurados. De la misma
manera, los cationes extraidos de las NPs de los éxidos metélicos y su acumulacion en la pared
celular crean fosas en ella, llevando a un cambio en la permeabilidad debido a la liberacién sostenida
de LPS, proteinas de la membrana y factores intracelulares. Ademas, se ha vinculado este
mecanismo con la interrupcion de la replicacion del ATP y ADN de la bacteria, llevandola a su
muerte. Un estudio sefiala que la accion de las NPs depende de los componentes y la estructura de

la célula bacteriana.
e Pérdida de homedstasis por iones metalicos.

El balance de elementos metalicos es esencial para la supervivencia microbiana, ya que regula las
funciones metabdlicas al ayudar a las coenzimas, cofactores y catalizadores. Cuando las bacterias
tienen un exceso de metales o iones metalicos, habra un desorden en las funciones metabdlicas.
Los iones metdlicos se unen con el ADN vy alteran la naturaleza helicoidal mediante enlaces
cruzados entre y dentro de las cadenas de ADN. Los iones metalicos neutralizan las cargas en las
LPS y aumentan la permeabilizacion de la membrana externa. Por ejemplo, las NPs de TiO; pueden
adherirse a la superficie de las células bacterianas liberando iones y dafiando la composicion y
estructura de la membrana celular, interfiriendo con la funcién de la membrana celular y causando
la fuga de contenido celular, resultando en la muerte bacteriana. Las NPs que contienen Fe?*/Fe3*
también puede causar la descomposicion de las células bacterianas debido a la difusion de iones

metdlicos generando grandes cantidades de radical hidroxilo y la difusién en las células bacterianas.
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Otros estudios sefialan que las NPs de 6xidos metalicos pueden liberar lentamente iones metalicos
através de adsorcion, disolucién e hidrdlisis. Dichos iones son tdxicos y abrasivos para las bacterias
generando la lisis de las células las células.

e Disfuncién de proteinas y enzimas.

La disfuncion de la proteina es otro modo de actividad antibacteriana exhibida por NPs de 6xidos
metalicos. Los iones metdlicos catalizan la oxidacion de las cadenas laterales de aminoacidos dando
como resultado carbonilos unidos a proteinas. Los niveles de carbonilacién dentro de la molécula
de proteina sirven como marcador para el dafio oxidativo de la proteina. Esta carbonilacion de
proteinas conducira a la pérdida de la actividad catalitica en el caso de las enzimas, lo que
finalmente desencadena la degradacién de las proteinas. Ademas, estos iones reaccionan con los

grupos -SH de muchas proteinas y enzimas volviéndolos inactivos.
e Genotoxicidad e inhibicién de la sefal de transduccién.

Debido a sus propiedades eléctricas, las NPs de 6xidos metdlicos interactian con los acidos
nucleicos, en particular el ADN gendmico y el plasmidico. Suprimen la division celular de los
microbios al alterar los procesos de replicacion del ADN cromos6mico y del plasmido. Se sabe que
la transduccién de sefiales en las bacterias se ve afectada por las NPs de 6xidos metalicos. La
fosfotirosina es un componente esencial del mecanismo de transduccién de sefales en bacterias.
Estas NPs desfosforilan los residuos de fosfotirosina, lo que inhibe la transduccion de sefiales y en
Ultima instancia, obstruye el crecimiento de bacterias. Las NPs de CuO pueden regular la expresion
de proteinas relacionadas con el metabolismo de nitrégeno bacteriano e inhibir significativamente la

actividad del nitrato reductasa y la reductasa de nitrito.

Por otro lado, es importante considerar que actualmente la resistencia de las bacterias a los
antibioticos se ha incrementado debido a un mal uso y abuso de éstos. La resistencia en un
organismo o locacién se puede propagar rapida e impredeciblemente. Una bacteria resistente
puede circular en poblaciones de humanos y animales, a través de la comida, el agua y el
ambiente. Si bien, parece que la resistencia antimicrobiana es un problema del sector salud, en
realidad es un problema que afecta a una gran variedad de sectores, impactando en la economia
de un pais. Cuando los microorganismos se vuelven resistentes, las opciones de tratamiento
disminuyen, las enfermedades se prolongan, la mortalidad aumenta y las estancias en los
hospitales se incrementan, generando una disminucién en la productividad de la poblacion.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sugiere mejorar en la investigacién basica con el fin

de buscar alternativas a los usos no terapéuticos de agentes antimicrobianos; ya que la mejor



infeccion es aquélla que no llega a suceder. Los casos més serios y dificiles de tratar son las
infecciones resistentes a los antibidticos que se dan en hospitales y clinicas. Asi que, para enfocar
la investigacion en las enfermedades més persistentes, se ha desarrollado una lista de prioridad
de patdgenos. El objetivo es descubrir y desarrollar nuevas alternativas con blancos novedosos y
mecanismos de accidn sin resistencia cruzada a clases de antibioticos ya existentes. La lista divide
a los microorganismos en 3 categorias de prioridad, basada en la gravedad de la infeccién, asi
como su incidencia en la poblacién (Tabla 1).

Tabla 1. Priorizacion de patdégenos para guiar la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos.

Prioridad Bacteria Resistencia a antibiéticos
Acinetobacter baumannii
Carbapenem (B-lactamicos)
Critica Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae Carbapenem, cefalosporinas de 32 generacion
Enterococcus faecium Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Salmonella sp. Fluoroquinolonas
Alta Staphylococcus aureus Vancomicina, meticilina
Campylobacter sp. Fluoroquinolona
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporina de 32 generacion, fluoroquinolonas
Streptococcus pneumoniae Penicilina
Media Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella sp. Fluoroquinolona

Prioritization of pathogens to guide discovery, research and development of new antibiotics for drug-resistant bacterial
infections, including tuberculosis. Geneva: World Health Organization; 2017(WHO/EMP/IAU/2017.12).

Como se mencion6 previamente, la sintesis de NPs puede llevarse a cabo por una gran variedad
de métodos, de tal manera que las propiedades que éstas exhiban se veran influidas por el
método empleado. Sin embargo, es deseable que la sintesis se lleve a cabo en condiciones de
reaccion suaves, que sea rapida, sencilla y de bajo costo. En este sentido la sintesis de NPs

empleando un método mecanoquimico, resulta una buena alternativa.



1.3 Mecanoquimica

La Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define una reaccion mecanoquimica
como aquélla “que es inducida por absorcion directa de energia mecanica”. Por otro lado, Gaffet
et al. se refieren a la mecanosintesises como “aquellos procesos en los que se induce una
reaccion quimica en las materias de partida, debido Unicamente a la accién de molienda
continual®”. La mecanoquimica es una técnica basada fundamentalmente en reacciones en
estado sdlido, lo cual significa que los procesos involucrados en la evolucion de la
microestructura ocurren sin salir de la fase sélida; por ende, no es necesario pasar por los puntos
de fusiéon de los compuestos participantes en la reaccion. Este procedimiento presenta una
reduccion de costos comparado con aquellos que usualmente involucran cambios de estado. Las
reacciones en estado sélido, producidas mediante esta técnica, corresponden a procesos
difusivos a escala atémica inducidos por las condiciones locales de presion y temperatura que
se generan en la microestructura de las particulas, lo que genera defectos cristalinos y
acumulacion de tension en la red cristalina. El método general consiste en una serie de 4 fases
gue se ilustran en la Figura 2. La reaccion ocurre antes del término del tratamiento mecanico
(fase 1), y es determinada por la excitacion térmica, la cual depende de la temperatura de
reaccion. La aplicacion de energia mecanica resulta en un aumento significativo de la velocidad
de reaccidon (fase 2); después, ésta se estabiliza y permanece constante bajo las mismas
condiciones (fase 3). Por ultimo, después de la interrupcion del tratamiento mecanico, la

velocidad de reaccion vuelve a disminuir (fase 4).
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Figura 2. Esquema general de las etapas que involucra un proceso mecanoguimico.



Por otra parte, el proceso de activacion mecanoquimica trabaja inyectando energia mecénica a
los reactivos en estado sélido, produciendo la energia necesaria para superar la barrera
energética y llevar a cabo la reaccion. Este método de sintesis presenta multiples ventajas como:
una ruta simple que en ocasiones involucra un solo paso, tiempos de reaccion cortos, alto
rendimiento, y bajo costo para obtener materiales complejos de Oxidos nanoestructurados.
Adicionalmente, la mecanoquimica cumple con 6 de los principios de la quimica verde ya que se
emplean menos pasos de reaccién (principio 2), se generan subproductos salinos no toxicos
(principios 3 y 8), no se utiliza o se emplea una pequefia cantidad de disolventes (principio 5) y

se realiza a bajas temperaturas (por debajo de 800°C) (principio 6) ©l.

1.4 Oxido de Zinc

El 6xido de zinc es un semiconductor II-VI con una brecha energética (band gap) amplia con
valor de 3.37 eV y una energia de enlace de exciton de 60 meV. Es un compuesto que puede
presentar tres estructuras cristalinas: una hexagonal tipo wurtzita y dos cubicas: blenda y sal de
Rochelle. La blenda de zinc sélo es estable cuando crece sobre sustratos cubicos; mientras que
la sal de Rochelle, sélo se logra obtener a altas presiones. La fase termodinamicamente mas
estable en condiciones normales es la wurtzita.

La estructura hexagonal tipo wurtzita tiene una celda unitaria con dos parametros de red ay ¢
con c/a igual a 1.633 en un cristal ideal. Esta estructura pertenece al grupo C6v4 en la notacion
Schoenflies y P63mc en la notacion Hermann-Mauguin. La Figura 3 muestra la estructura
hexagonal de la wurtzita en donde se observa que un anion esta rodeado de 4 cationes en las
esquinas de un tetraedro, y viceversa. En un cristal real hay una desviacion de los parametros

ideales, ya que la razdn c/a suele ser mas pequefia.

10



C (0001)
’k»\ J”“— Zinc
—

—==—__ < Oxigeno

a
b
c

U‘T(.OGJ
N M N

25 A
25 A
20

6 A

—

\ -
(0007)

Figura 3. Representacion de la estructura tipo wurtzita del ZnO con constantes de red "

El ZnO es un compuesto de color blanco sobre el cual se ha desarrollado mucha investigacion
debido a sus propiedades eléctricas, quimicas y 6pticas. Hoy en dia se le ha dado importancia
en cuanto a su sintesis a nivel nanométrico, ya que su aplicaciéon va desde celdas solares,
electrodos, sensores de gas y como catalizador, entre otros. Los parametros mas importantes
para controlar son la morfologia y el tamafio; a partir de estas dos caracteristicas las NPs podran
tener diferentes propiedades de acuerdo con la aplicacion deseada.

Existen diversos métodos de sintesis informados en la literatura. Sin embargo, la tendencia es
buscar siempre métodos que sean de bajo costo, sencillos, y que se lleven a cabo en condiciones
de reaccion suaves. Debido a que la morfologia y el tamafio definira la aplicacion de las NPs
obtenidas, los parametros a modificar, ademas del método de sintesis, son los precursores y con
ello las condiciones de trabajo. NPs de 6xido de zinc se han logrado obtener utilizando métodos
como la emulsion, la mecanoquimica, la coprecipitacion, a partir de extractos naturales y por el
método sol-gel, entre otros. Hay que considerar que el método de sintesis determinara las

propiedades que exhiban las NPs, asi como su tamafio y morfologia.

1.4.1 Propiedades antimicrobianas del ZnO

El ZnO ha sido muy investigado debido a sus propiedades Unicas que lo hacen adecuado para
varias aplicaciones en el campo biomédico y de la salud. NPs de ZnO han sido eficientemente
utilizadas en terapia de cancer e imagenologia, pero también en el desarrollo de varios productos
antimicrobianos. El é6xido de zinc ha sido utilizado desde hace tiempo en productos

dermatoldgicos a nivel industrial por sus propiedades bactericidas, siendo un compuesto
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altamente compatible con la piel humana. También se ha reportado su uso en pintura en
hospitales para reducir las infecciones nosocomiales. A pesar de ser un compuesto conocido y
estudiado en el area médica, los mecanismos por los cuales las NPs de ZnO interacttan con las
bacterias no estan del todo entendidos.

Se ha informado que el efecto bactericida del ZnO se debe principalmente a la generacién de
especies reactivas de oxigeno (EROSs) por la presencia de moléculas de agua en la superficie de
las NPs que llevan a la generacion de radicales libres de OH y de oxigeno. Las NPs también
pueden liberar iones al interior de la célula, lo que genera una interferencia con las funciones
celulares. Estos mecanismos se presentan cuando las NPs son los suficientemente pequeiias
como para introducirse en las bacterias. Pero cuando esto no es posible, también pueden
suceder interacciones electrostaticas por las cuales las NPs se pueden unir a la membrana
bacteriana interfiiendo con sus funciones normales. La interaccién puede ser hidrofébica,
electroestatica y/o van der Waals.

Debido a sus propiedades fotocataliticas, también se ha descubierto que cuando el compuesto
se expone a la luz ultravioleta, sus propiedades bactericidas aumentan. Se ha probado su efecto
en bacterias Gram (+) y Gram (-) asi como en esporas, las cuales son muy dificiles de erradicar
por los medios actualmente conocidos. Se ha probado un efecto positivo contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e incluso contra cepas
altamente resistentes causantes de enfermedades graves como Campylobacter jejuni (enteritis,
sindrome de Guillian-Barré), Shigella dysenteriae (gastroenteritis aguda). Se ha logrado probar,
con resultados favorables, contra bacterias que se encuentran en el agua y que generan cerca
de 485 000 muertes al afio (OMS 2022) como Shigella dysenteriae, Salmonella tiphy, Vibrio

cholerae y Escherichia colit® 9,

1.5 Oxido de Cobre

El 6xido cuprico se encuentra en la naturaleza como el mineral tenorita, el cual es un
semiconductor tipo p con una brecha energética de 1.7-2.2 eV. Pertenece al grupo espacial C2/c
(Csh6), teniendo una estructura cristalina monoclinica. En la Figura 4 se muestra la celda unitaria
del CuO, en ésta se puede observar que cada atomo de cobre esté localizado en el centro de un
paralelogramo, en donde cada esquina esta ocupada por un atomo de oxigeno. Por otro lado,
cada atomo de oxigeno esta coordinado por 4 atomos de cobre en una estructura tetraédrica

distorsionada.
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Figura 4. Representacion de la estructura monoclinica del CuO con sus constantes de red*°l.

Este compuesto ha sido ampliamente estudiado debido a la gama de aplicaciones que presenta.
Se ha utilizado como sensor de gases, para conversion de energia solar, en baterias, y su uso
mas conocido es como material catalitico debido a su gran actividad y selectividad en procesos
de oxidacién y reduccion. La investigacion alrededor de este 6xido se ha enfocado en los ultimos
tiempos en mejorar sus propiedades superconductoras y de magnetorresistencia. Los métodos
de sintesis méas desarrollados buscan siempre ser de bajo costo, con una alta eficiencia para
obtener productos de gran calidad.

Algunos métodos de sintesis informados en la literatura para obtener CuO son descompaosicién
térmica, hidrotermal, reacciones en estado sélido, sol-gel, sonogquimico y coprecipitacién. Las
condiciones de sintesis y los precursores utilizados son de suma importancia para poder controlar

el tamafio y la morfologia de las NPs resultantes

15.1 Propiedades antimicrobianas del CuO

El mecanismo que explica la actividad antibacteriana del cobre no esta totalmente dilucidado. Un
elemento crucial en la actividad antibacteriana es la capacidad del cobre para ceder y aceptar
electrones en un proceso continuo. Algunos estudios sugieren que el cobre, en concentraciones
elevadas, tiene un efecto toxico sobre las bacterias debido a la liberacion de radicales de
hidroperéxido, los iones de cobre potencialmente podrian sustituir iones esenciales para el
metabolismo bacteriano como el hierro, interfiriendo inicialmente con la funcién de la membrana

celular y luego a nivel del citoplasma alterando la sintesis proteica, ya sea inhibiendo la formacién
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de proteinas o provocando la sintesis de proteinas disfuncionales, alterando la actividad de
enzimas esenciales para el metabolismo bacteriano.

Por otro lado, el cobre también ha demostrado capacidad para destruir virus de gran importancia
médica, entre ellos el virus de la influenza A y el virus de inmunodeficiencia humana, VIH, en
concentraciones tan bajas como 0.16 a 1.6 mM. La elaboracion de filtros con oxido de cobre ha
permitido eliminar en forma eficiente el riesgo de transmisiéon de VIH a través de fluidos. Los
mecanismos involucrados en la actividad antiviral son la inactivacion de una enzima proteasa
importante para la replicacion viral y dafio a nivel de la envoltura fosfolipidica.

De la misma manera, diferentes especies de hongos, entre ellos Candida albicans, patégeno
importante en pacientes inmunodeprimidos, son inhibidas en su crecimiento y luego destruidas
en contacto con superficies de cobre. Estudios recientes indican que la actividad antifingica
ocurre mediante un proceso complejo denominado “muerte por contacto”, en el cual se produce
fundamentalmente un dafio a la membrana citoplasmatica que se despolariza; no esta claro si el
dafio afecta a las proteinas o los lipidos de la membrana. Esto facilita la entrada de iones de
cobre a la célula, amplificando el dafio y produce subsecuentemente un aumento en el estrés
oxidativo sin apreciar dafio aparente del ADN de estas células®™Y.

Algunas de las bacterias contra las cuales se ha observado efecto antimicrobiano positivo son
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Proteus vulgaris, entre otrasi*?. A partir de diferentes técnicas de caracterizacion, como
microscopia de fuerza atdbmica y microscopia electronica de barrido, se ha observado que las
NPs de CuO generan un dafio en la membrana. También se ha encontrado que el 6xido de cobre
puede prevenir la adhesién bacteriana y la formacion de biopeliculas en dispositivos médicos.
Aunque la actividad antibacteriana depende las propiedades fisicoquimicas y de la cepa
bacteriana. El cobre y sus aleaciones han sido registrados recientemente en la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos de América (EPA, por sus siglas en inglés) como el
Gnico metal con propiedades antimicrobianas, lo que permite su uso en diferentes areas para

prevenir el contagio y transmisién de diferentes microorganismos en hospitales.

1.6 Ferrita de Zinc (ZnFe20.)

NPs de ferritas metalicas, con férmula general AB2O4 han recibido reciente atencién debido a sus
propiedades superparamagnéticas, cataliticas y su gran superficie especifica. Dentro de estos

sistemas, han sido de especial interés las ferritas de metales de transicién las cuales tienen una
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estructura tipo espinela, y tienen propiedades magnéticas, cataliticas, dpticas y electrénicas muy
deseables para diferentes aplicaciones. El ZnFe204 es un 6xido mixto con estructura tipo espinela
normal, donde el ién divalente (zinc) se encuentra en los sitios tetraédricos mientras que el i6n
trivalente (hierro) ocupa los sitios octaédricos. La estructura cristalina de este sistema es cubica
centrada en las caras y pertenece al grupo espacial Fd-3m. En la Figura 5 se observa la celda
unitaria de la ferrita de zinc. La ferrita de zinc es un semiconductor con una brecha energética de
1.9 eV, el cual se ve recorrida hacia 2.6 eV cuando el tamafio de particula se ve reducido a
tamafios nanométricos. ElI ZnFe,Os es un compuesto que en su forma masica tiene
comportamiento paramagnético; sin embargo, cuando se tiene en forma de NPs presenta un
comportamiento ferromagnético debido a la migracion parcial del Zn?* hacia los sitios octaédricos.
Sus aplicaciones son diversas debido a sus propiedades magnéticas, puede ser aplicado en
sensores de gas, catdlisis, fotocatalisis y material absorbente, sistemas acarreadores de
farmacos, hipertermia magnética y en el area de Resonancia Magnética de Imagen. Se ha
reportado la sintesis de NPs de ferrita de zinc por coprecipitacién, método solvotermal,

hidrotermal, autocombustién y por microondas*!
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Figura 5. Representacion de la estructura tipo espinela normal del ZnFe,044,

1.6.1 Propiedades antimicrobianas del ZnFe;0.

La ferrita de zinc es un compuesto biocompatible, y por lo tanto de gran interés en el area
biomédica y de la salud. La presencia de zinc en un sistema como la ferrita se ha visto que
incrementa su toxicidad, y el sistema de 60xido mixto genera un estrés oxidativo en la célula lo

gue disminuye su viabilidad. Se ha estudiado su posible aplicacién para el tratamiento de agua y
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de aguas residuales, ya que es capaz de remover diferentes contaminantes, como metales
pesados y colorantes; asi como tener actividad para matar diferentes microorganismos. El
ZnFe,04tiene actividad antimicrobiana contra diferentes bacterias tanto Gram (+) como Gram
(), tales como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, ademas de reportar actividad contra una levadura de importancia clinica como Candida
albicans. El uso de este tipo de sistemas contra microorganismos patégenos es de gran
importancia, debido a que no se ha reportado resistencia por parte de dichos microorganismos.
Esto se debe a que no hay un blanco especifico en la célula bacteriana por parte de las NPs. Se
ha visto que el mecanismo de accion se debe principalmente a la interaccion electrostatica de
las NPs con la pared celular. La presencia de i6n Fe®" en el sistema, y que éste se pueda liberar
en el medio, puede llegar a promover el crecimiento bacteriano, aunque en altas concentraciones
puede promover el estrés oxidativo de las células debido a la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO)1%!

1.7 Ferrita de Cobre (CuFe;0,).

La ferrita de cobre es un 6xido mixto tipo espinela, con férmula minima CuFe,04, donde el i6n
cobre, ocupa los lugares octaédricos mientras que el hierro ocupa los sitios tetraédricos y
octaédricos; siendo una espinela inversa. Dado que el Cu?* se encuentra en el sitio octaédrico,
se genera una estructura tipo espinela distorsionada, debido al efecto Jahn-Teller. El sistema
puede cristalizar de manera cubica, perteneciente al grupo espacial, Fd-3m o con una estructura
tetragonal del grupo espacial 14./amd. En la Figura 6 se puede observar la estructura de una
espinela inversa. La estructura tetragonal se ha reportado cuando la sintesis se lleva a cabo a
bajas temperaturas, mientras que cuando se aplica un tratamiento térmico por arriba de los 350°C
ya se observa la estructura cubica e incluso se observa migracion parcial del cobre a sitios
tetraédricos. La ausencia de cationes de cobre en sitios octaédricos lleva a la ausencia de la
distorsiéon de Jahn Teller y se favorece la estructura cubica. El CuFe>0O, es un semiconductor con
una brecha energética de 1.5 eV el cual puede recorrerse a 2.1 eV cuando el tamafio de particula

disminuye, ademas presenta propiedades ferromagnéticas.
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Figura 6. Representacion de la estructura tipo espinela inversa del CuFe,0,4*°l.

Este tipo de compuestos son de importancia tecnolégica, sobre todo los compositos formados
con otras fases ya que hay una sinergia de propiedades. Las aplicaciones propuestas para este
sistema son en biomedicina, acarreadores de medicamentos, separaciéon magnética de células
cancerosas, resonancia magnética de imagen, almacenamiento de energia, almacenamiento de
medios magnéticos, en el area de la espintrénica y dispositivos electromagnéticos, para
fotocatdlisis y catalisis. La estructura cristalina impacta en las propiedades de estos sistemas, ya
gue son altamente sensibles a la distribucion de los cationes, y esta distribucién junto con el
tamano y morfologia determina el potencial uso de estos materiales. EI método de sintesis
impacta de manera directa en las propiedades que las NPs presentan; por tanto, es de vital
importancia la eleccion del método adecuado para la posible aplicacion de dichas particulas. La
estructura tetragonal es ideal para aplicaciones en catalisis, mientras que la estructura cubica
exhibe mejores propiedades magnéticas. Algunos métodos reportados para la obtencién de NPs
de CuFe O, son el método sol-gel, sonoquimico, hidrotermal, solvotermal. coprecipitacién,
emulsién y microemulsiéon, micelas inversas, combustibn y asistido por microondas. La
morfologia y estructura cristalina de la ferrita de cobre puede ser modulada de manera fina, lo
gue la hace muy relevante para su aplicacion en diferentes campos. Se han reportado en la

literatura morfologias como nanotubos, nanorods, nanofibras y nanoesferas, entre otras*”,

1.7.1 Propiedades antimicrobianas del CuFe;0,

Se ha visto de manera general que las NPs de ferritas metalicas pueden inhibir la actividad vital

de microorganismos patdégenos. Se ha observado que para las NPs de ferrita de cobre, el
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principal mecanismo de accion contra las bacterias no es la liberaciéon de iones de cobre o hierro,
més bien hay una pérdida de la integridad de la membrana lo cual ha sido identificado debido a
la presencia de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH). Especificamente, cuando la CuFe 04
entra en contacto con los microorganismos ésta puede entrar a la célula y generar especies
reactivas de oxigeno, lo que llevara a un estrés oxidativo de la célula, generando mas dafio a la
membrana y eventualmente ocasionando la muerte de la bacteria. Se ha visto su accion
antimicrobiana con Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina (MRSA),
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, y Pseudomonas aeruginosa.*®
19]

En este trabajo, se estudi6 la actividad antimicrobiana de los sistemas mencionados contra dos
patégenos oportunistas que han ganado relevancia en los ultimos tiempos; Staphylococcus

epidermidis y Pseudomonas aeruginosa.

1.8 Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)

S. epidermidis es una bacteria Gram-positiva que se observa al microscopio como cocos
agrupados en racimos (Figura 7). Es inmovil y su metabolismo es anaerobio facultativo, por lo
gue puede obtener energia de la respiracion aerobia o la fermentacién. Esta bacteria es
coagulasa negativa y ademas, la mayor parte de las cepas presentan capsula. Este patégeno es
parte de la microflora del epitelio humano; sin embargo, se ha convertido en un patégeno
oportunista que provoca diferentes infecciones, siendo el causante mas frecuente de infecciones
relacionadas con cualquier tipo de dispositivo médico como catéteres intravenosos periféricos o
centrales. Especificamente, las infecciones relacionadas con los catéteres se asocian con un
aumento de la mortalidad y contribuyen a una mayor duracion de la estancia hospitalaria y

mayores costos de atencion médica.
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Figura 7. (a) Tincion Gram del Staphylococcus epidermidis y (b) imagen de microscopia
electronica de barridol.

1.9 Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, no formadora de esporas. Es un bacilo con una
longitud aproximada de 1 a 3 um de largo y de 0.5 a 1 um de ancho (Figura 8). Posee un flagelo
polar constituido por una estructura proteica compleja que le proporciona movilidad en medios
liquidos y respuesta a estimulos quimicos. Ademas, le permite ligarse a las membranas de las
células. Presenta pequefios filamentos denominados pili, los cuales se localizan en su exterior,
estas estructuras son utilizadas para desplazarse en los medios semisélidos y al igual que el
flagelo, se adhiere a las superficies.

Se encuentra en el agua, las plantas, el suelo y la epidermis de los animales. En la naturaleza,
se encuentra comunmente como plancton nadando a través del agua o como biopelicula.
Excepcionalmente, P. aeruginosa puede sobrevivir en una variedad de temperaturas y medios
con mala nutricion. Al ser un patdgeno oportunista, P. aeruginosa requiere de una
inmunodeficiencia para infectar a su huésped; y por esta razon, es una amenaza nosocomial tan
importante para los pacientes con maquinas de ventilacion, canceres y quemaduras. La

colonizacién de P. aeruginosa en el tracto respiratorio se asocia con sepsis y muerte.
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Figura 8. (a) Tincion Gram de Pseudomonas aeruginosa y (b) imagen de microscopia
electronica de barrido.

Por otro lado, en este trabajo de tesis también se presenta un estudio preliminar sobre la
interaccion de las NPs de ZnO, CuO, ZnFe»04y CuFe204 con algunos componentes de la pared

celular.

1.10 La pared celular bacteriana

La pared celular, también conocida como pared bacteriana; es una estructura fundamental para
la bacteria. Se ubica inmediatamente antes de la membrana citoplasmética, es decir que es el
elemento mas externo de la bacteria; es una cubierta rigida que le da forma peculiar a la bacteria
y la protege de los elementos externos, principalmente de los posibles cambios de presion
osmética que puedan surgir en el medio donde se encuentra.

La pared puede visualizarse mediante una técnica de tincidon bacteriana de tipo diferencial,
desarrollada por el cientifico Danés Christian Gram en 1884, la cual se conoce popularmente
como tincion de Gram. Esta técnica de tincion se basa en la capacidad de las bacterias de retener
el componente primario (cristal violeta), alin después de haber sido decoloradas con alcohol-
acetona. Este comportamiento se debe a las diferencias estructurales de las paredes celulares
de las bacterias. El resultado de la técnica clasifica a las bacterias como Gram-positivas (color
violeta) y Gram-negativas (color rojo claro o rosado). En general el esqueleto de la pared celular
bacteriana esta constituido por un heteropolimero, el peptidoglicano o mureina. El peptidoglicano
y las enzimas que intervienen en su sintesis, son una caracteristica general de todas las

bacterias.
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El peptidoglicano o mureina est4 formado por una secuencia alterna de N-acetil-glucosamina y
acido N-acetilmuramico, unidos mediante enlaces 3-1,4. La cadena es recta y no ramificada,
constituyendo la estructura basica de la pared celular. El 4cido N-acetilmuramico es un éter
resultante de la unién del hidroxilo del C3 de la molécula de N-acetil-glucosamina con el hidroxilo
del &cido lactico. El grupo &cido se enlaza con una pequefia cadena peptidica. Entre los
aminoacidos tipicos de esta cadena se encuentran la L-alanina, acido D-glutamico, L-lisina, D-
alanina y pentaglicina para las bacterias Gram-positivas, mientras que para las bacterias Gram-
negativas se encuentran la L-alanina, D- glutamico, acido m-diaminopimélico y la D-alanina,

como se muestra en la Figura 9.

CH.OH CH.OH
OH 0
HO H H
HN-COCH; 0 HN-COCH,
N-Acetilglucosamina HF_CHa N-Acetilmuramico
..E=0
hllH
H(li—CHa L-Alanina
D
PIJH
HC—COOH
",
D-Glutamico
¥
.570.
NH NH,
m-Diaminopimélico H(::—[CHzl—CH—COOH
£=0
II~IH
HF_COOH D-Alanina
CH3

Figura 9. Componentes del peptidoglicano de bacterias Gram-positivas.

Los diaminoacidos al tener dos grupos amino pueden formar enlaces peptidicos con aminoacidos
dicarboxilicos de otra cadena. A través de estas uniones peptidicas se unen entre si las cadenas

de heteropolimeros formando una molécula gigante, el sadculo de mureina o peptidoglucano.
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2. Planteamiento del problema

Los antimicrobianos son los medicamentos que utilizamos para prevenir y tratar infecciones en
humanos, animales y plantas. La resistencia antimicrobiana (RAM) ocurre cuando las bacterias,
virus, hongos y parasitos no responden a los medicamentos, ocasionando que las infecciones
sean cada vez mas dificiles de tratar y asi aumentando el riesgo de diseminacion del patégeno,
enfermedad severa y eventualmente la muerte. La RAM ha sido declarada por la OMS como una
de las 10 primeras amenazas de la salud publica que enfrenta la humanidad y ésta se desarrolla
principalmente debido al mal uso y sobre uso de las antimicrobianos que se utilizan en la
actualidad; ademas de la falta de aplicacion de protocolos para el correcto desecho de los
medicamentos. El costo de la RAM a nivel mundial es significativo ya que no sélo es una carga
para el sistema de salud de un gobierno, sino que también afecta la productividad de los
pacientes y del personal de salud debido a estancias prolongadas en hospitales y la necesidad
de cuidados intensivos y caros. Durante el 2019 se estima que 4.95 millones de personas
fallecieron debido a una bacteria resistente a antimicrobianos, ya sea de manera directa o
indirectal?!; siendo P. aeruginosa causante de aproximadamente 0.3 millones de muertes.
Existen otras causas por las cuales un microorganismo se puede volver multirresistente y por lo
tanto, otros aspectos por los cuales se puede evitar el desarrollo de infecciones por parte de
estos microorganismos, como lo son la falta de acceso a agua limpia, poco acceso a los
medicamentos de calidad y a precios accesibles, falta de conocimiento y conciencia de esta
problematica, poca o nula legislacion, y mas importante la falta de protocolos para la sanitizacion
e higiene para promover la prevencion de enfermedades. Los hanomateriales han probado tener
una actividad bactericida importante desde concentraciones muy pequefias, lo que puede llegar
a complementar las terapias actuales, sobre todo en la fase de contagio de la enfermedad. Su
toxicidad estd determinada por la morfologia y el tamafio de particula principalmente;
caracteristicas que dependen del método de sintesis utilizado. Debido a esto es que tanto las
condiciones de sintesis, asi como los precursores utilizados, son de suma importancia para la

obtencion de NPs con posible aplicacion bactericida.
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3. Justificacion

A partir de la problematica presentada anteriormente, y a la falta de produccion de nuevos
antibiéticos efectivos contra los microorganismos multirresistentes, hay una necesidad de
encontrar alternativas para tratar y evitar estas infecciones. En los ultimos tiempos, los
nanomateriales han cobrado gran importancia debido a las aplicaciones que pueden tener en
diversas éareas, y el area médica no se ha quedado atrds. Las nanoestructuras, debido a sus
dimensiones de unos cuantos nandmetros y a su gran superficie especifica, son una alternativa
ideal como agentes antimicrobianos. Hay diversos sistemas nanoparticulados que tienen
propiedades antimicrobianas en un rango amplio de concentraciones. Se busca que las
nanoparticulas sean selectivas hacia los patdégenos, estables, robustas y econémicas. NPs de
Ag, TiO2, ZnO y SiO2, entre otros, han sido probados como agentes antimicrobianos en la
industria textil, desinfeccion de agua y en la industria alimentaria en empaques. La eficacia de la
actividad de los sistemas a tamafios hanométricos dependera del tamafio de particula y de los
precursores utilizados en la sintesis. EI método mecanoquimico es capaz de producir NPs que
son estables y pueden tener actividad antimicrobiana, siendo una sintesis sencilla, que utiliza
condiciones suaves de reaccion y a un costo accesible. En este trabajo se utiliza este método de
sintesis a partir de energia mecénica para obtener NPs de ZnO, CuO y de éxidos mixtos de estos
metales, ZnFe,0.y CuFe204; para posteriormente evaluar su actividad antimicrobiana contra dos
bacterias modelo. También se evalla la interaccidon de estas NPs con diferentes componentes
de la pared celular para aportar en la investigacién con relacioén a los posibles mecanismos de
acciéon de estas NPs, centrandonos en la primera interaccién que tienen los sistemas con la

bacteria.
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4. Hipotesis

A partir de la mecanoquimica, una sintesis sencilla, econémica, y de quimica verde, se
obtendran NPs de ZnO, CuO, ZnFe,;04y CuFe;0. con actividad antimicrobiana contra S.
epidermidis y P. aeruginosa.

Las NPs de ZnFe;O, y CuFe;O4 tendran una actividad antimicrobiana a menor
concentracion debido a la presencia de dos iones metalicos en la NPs.

Se podra determinar el tipo de interaccion que tienen diferentes componentes de la pared
bacteriana y las NPs sintetizadas utilizando la metodologia mecanoquimica y la

caracterizacion por espectroscopia Raman.

5. Objetivos

Objetivo General

R/
0‘0

Sintetizar y evaluar las propiedades antimicrobianas de NPs de ZnO, CuO, ZnFe;04 y

CuFe;04, obtenidas por un método mecanoquimico.

Objetivos Particulares

o
o
D3

*

Y/
0'0

Y/
0'0

Sintetizar nanoestructuras de ZnO, CuO, ZnFe;O. y CuFe;Os empleando un método
mecanoquimico.

Caracterizar dichas nanoestructuras por XRD de polvos, asi como por diferentes técnicas
espectroscopicas: UV-Visible, FT-IR, Raman, EPR y TEM.

Evaluar la actividad antimicrobiana de las NPs obtenidas, frente a dos cepas de bacterias,
una Gram-positiva (Staphylococcus epidermidis) y una Gram-negativa (Pseudomonas
aeruginosa).

Estudiar la interaccién que se lleva a cabo entre dichas nanoestructuras y los aminoacidos
(L-alanina, D-alanina, acido D-glutamico y glicina) y polisacéaridos (N-acetil-glucosamina

y acido N-acetil-muramico) constituyentes de la pared celular bacteriana.

24



6. Desarrollo Experimental

En esta seccion se describe la metodologia empleada para la obtencién de las NPs de ZnO,
CuO, ZnFe;0.y CuFe;04; asi como las técnicas analiticas utilizadas para la caracterizacion de
éstas. Posteriormente se presenta la metodologia para evaluar la actividad antimicrobiana in vitro

y las interacciones con los diferentes componentes de la pared bacteriana.

6.1 Reactivos empleados para la sintesis

Los reactivos empleados en las sintesis de las NPs objeto de estudio de este trabajo de tesis

fueron los siguientes:

= Acetato de cobre monohidratado; Cu(CO>CHs),-H-O (98%+ Sigma-Aldrich).
= Acetato de zinc dihidratado; Zn(CO2CHzs).-2H,0 (99% Sigma-Aldrich).

= Acetilacetonato de hierro Fe(CsH702); (99% Sigma-Aldrich).

» Hidréxido de sodio; NaOH (98% Sigma-Aldrich)

» Agua desionizada

= Acetona; CH3(CO)CHs (299.5%Sigma-Aldrich)

6.2 Equipos empleados en la caracterizacion de las NPs

= Espectrofotometro UV-Vis Ocean Optics USB2000, del laboratorio de Sistemas hibridos y
nanoespectroscopia del Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia (ICAT), UNAM. Los
espectros se obtuvieron a temperatura ambiente con un barrido de 180 nm a 800 nm
empleando el método de reflectancia difusa.

= Espectrofotometro de dispersion Raman WITec con laser Nd:YVO4 de 532 nm con un
aumento de 100x del Laboratorio Universitario de Caracterizacién Espectroscépica (LUCE)
del ICAT, UNAM. La potencia del laser se modific6 de acuerdo con la muestra.

= Difractbmetro de Rayos X Siemens D5000. Los difractogramas se obtuvieron con una
radiacion Cu Ka (A=1.5406 A) en el laboratorio de Estado Sélido de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, UNAM

=  Espectrometro de Resonancia Paramagnética Electronica (EPR) Elexsys E500 Brucker, en
banda X, de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) de la
Facultad de Quimica de la UNAM. Los espectros de EPR se obtuvieron a temperatura

ambiente.
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= Espectrometro de Absorcion Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en
inglés) Thermo Nexus del LUCE del ICAT, UNAM.

= Microscopio Electrénico de Transmision de Alta Resolucién FEI Tecnai F20, emision de
campo 200 KV S/TEM con un lente X-TWIN y cafién de electrones de emision de campo
(FEG), del Instituto Mexicano de Petrdleo. Las muestras se dispersaron en etanol y una gota
de dicha dispersion se deposité en una rejilla de cobre cubierta con una capa de carbén.

6.3 Sintesis de las NPs
6.3.1 NPs de ZnO

Se pesaron 0.27 g (10 mol) de la sal de acetato de zinc (Il) y 0.08 g (2x103mol) de NaOH
previamente molido. La molienda de ambos reactivos se llevo a cabo utilizando un mortero de
agata por aproximadamente 30 minutos, tiempo después del cual no se observé ningan cambio.
El producto obtenido se lavéd 4 veces con agua destilada y 2 veces con acetona, separando el
precipitado por centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos en cada caso. Finalmente, el producto
obtenido se dejo secar al aire y se tratd térmicamente en una mufla a 400°C por dos horas.

La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

Zn(C0,CHs), + 2NaOH — Zn(OH), + 2NaCO0,CH,
Zn(OH), —» ZnOyps + H,0

6.3.2 NPs de CuO

Se pesaron 0.18 g de acetato de cobre (102 mol) y se molieron con 0.08 g (2x10-*mol) de NaOH
previamente molido. La molienda se realiz6 por aproximadamente 20 minutos, tiempo después
del cual no se observé ningun cambio. El producto obtenido se lavé 4 veces con agua destilada
y 2 veces con acetona, separando el precipitado por centrifugacién a 3500 rpm por 10 minutos
en cada caso. Finalmente, el producto obtenido se dejé secar al aire y se trat6 térmicamente en

una mufla a 400°C por dos horas. La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

Cu(C0,CH3), + 2NaOH — Cu(OH), + 2NaCO0,CH;
Cu(OH), - CuOyps + H,0
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6.3.3 NPs de ZnFe>04

La sintesis de las NPs de ZnFe.O. se llevé a cabo de la siguiente manera. Se molieron 0.73 g
de acetilacetonato de hierro (Fe(CsH-0-)s), equivalente a 2x10- mol, con 0.27 g de Zn(C,H30,).
durante 10 minutos. A la mezcla anterior se le afiadieron 0.33g (8x10-*mol) de NaOH previamente
molido, y se continué la molienda hasta que no se observaron cambios en la consistencia y color
del producto. El polvo obtenido se lavé 4 veces con agua destilada y 2 veces con acetona,
separando el precipitado por centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos en cada caso. Finalmente,
el producto obtenido se dejo secar al aire y se traté térmicamente en una mufla a 400°C por dos

horas. La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

Zn(CO,CHs), + 2Fe(CsH;05)5 + 8NaOH — ZnFe,04y,, + 6Na(CsHr04)s

+ 2NaC0,CHs + 6H,0

6.3.4 NPs de CuFe;04

Por otro lado, las NPs de CuFe;04 se sintetizaron mediante el siguiente procedimiento. Se
molieron 0.73g de Fe(CsH702); con 0.18g de Zn(CzHs0-), durante 10 minutos. Posteriormente
se afiadieron 0.33g de hidroxido de sodio previamente molido. La molienda se continu6 hasta
gue no se observé ningln cambio. El producto obtenido se lavd 4 veces con agua destilada y 2
veces con acetona, separando el precipitado por centrifugacién a 3500 rpm por 10 minutos en
cada caso. Finalmente, el producto obtenido se dej6 secar al aire y se traté térmicamente en una

mufla a 400°C por dos horas. La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

Cu(CO,CHs), + 2Fe(CsHy05)5 + 8NAOH - CuFeyOuyp, + 6Na(CsH,0,)s

+ 2NaC0,CH; + 6H,0

El rendimiento de todas las reacciones fue de aproximadamente del 85% y se realizaron por

triplicado, para garantizar la reproducibilidad del método de sintesis.

6.4 Pruebas antimicrobianas

Las pruebas antimicrobianas se realizaron en el Laboratorio de Biointerfases de la Division de

Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia.
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6.4.1 Reactivos empleados para las pruebas antimicrobianas
= Cajas Petri

= Discos de papel filtro

»= Asas de vidrio en L estériles

= Tubosdel5y2mL

*= Micropipetas y puntas estériles

» Placas de 96 pozos

= Agar Tripticasa-Soya (TSA) y Caldo Tripticasa-Soya (TSB)

= Las cepas bacterianas utilizadas para los ensayos antimicrobianas se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (ATCC®); Psudomonas aeruginosa (ATCC®43636™)
y Staphylococcus epidermidis (ATCC®14990™). Se cultivaron usando TSB y TSA) de
Becton-Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, adicionados con hemina y menadiona
de Sigma-Aldrich.

6.4.2 Equipos empleados
» |Incubadora Cleaver utilizada a 37°C por 24 horas en agitacion a 100rpm para la

incubacién de placas de 96 pozos. Se opero a las mismas condiciones, sin agitacion,
para incubar las cajas Petri por 24 h.

= Esterilizador UV utilizado para esterilizar los tubos de 1.5 y 2mL, asi como las NPs por
90 s.

» Estufa operada a 37°C por 24 h para la incubacién de las cajas Petri.

Se realizaron 3 tipos de pruebas, las cuales se describen a continuacion

6.4.3 Antibiogramas

Se realizaron antibiogramas como pruebas preliminares para evaluar la posible actividad
antimicrobiana de las NPs obtenidas contra una cepa Gram (+) Staphylococcus epidermidis y
una cepa Gram (-) Pseudomonas aeruginosa. Para lo cual se cortan circulos de papel filtro y se
esterilizan. Posteriormente se pesan 50 mg/mL de las NPs y se dispersan en 1 mL de medio
TSB. Los discos de papel filtro se sumergen en la dispersion de NPs aproximadamente 5
segundos, la cual se agita con un vortex antes de sumergir el disco cada vez. Se colocan los
discos sobre una placa de TSA previamente inoculada con la bacteria. Se incuban las placas por
24 h a 37°C y después se observa si hubo presencia de halos de inhibicion. Se utiliza un disco

sumergido en TSB como control negativo, para comprobar que el medio de cultivo no esté
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contaminado. El control positivo utilizado es Clorhexidina (0.2%), con el cual se espera un efecto
antimicrobiano. La Figura 10 muestra la disposicion de los discos con los diferentes sistemas de
NPs a probar, junto con los controles.

Clorhexidina

ZnFe20q4

Figura 10. Posicién de los discos en la placa de agar para la prueba de antibiogramas.

6.4.4 Concentracién Minima Bactericida (CMB)

La concentracion minima bactericida (CMB) se define como “la concentracion mas baja de un
agente antimicrobiano necesaria para matar el 99.9% del in6culo final después de 24 h de
incubacion en un conjunto estandarizado de condiciones”. La CMB se puede determinar
contando las unidades formadoras de colonias (UFC) que se pueden observar después de la
microdilucion, sub-cultivando una muestra. Lo que produce un crecimiento microbiano en la
superficie de placas de agar no selectivo para determinar el nimero de células supervivientes.

El experimento se llevé a cabo en placas de 96 pozos, por triplicado para cada bacteria y cada
sistema sintetizado; ZnO, CuO, ZnFe;04 y CuFe,O.. Se utilizaron 3 filas de 12 pozos cada una
para cada cepa; de las cuales 3 pozos se utilizaron como controles. El pozo 10 fue el control

negativo (-), que contiene medio de cultivo y bacterias, el pozo 11 fue el control positivo que
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contiene clorhexidina (0.2%), medio de cultivo y bacterias, y finalmente el pozo 12 que fue el
pozo doble negativo (=) que sélo contiene medio de cultivo TSB.

Se pesaron 150 mg de las NPs de ZnO, CuO, ZnFe;O,; 0 CuFe;04 Yy se dispersaron en 1 mL de
medio de cultivo TSB con ayuda de un vortex. Se agregaron 200 pL de la dispersion de NPs al
pozo 1, mientras que al resto de los pozos (1-9) se agregaron 100 pL de medio TSB.
Posteriormente se tomaron 100 uL del pozo uno y se agregaron al pozo 2, se homogeniza y se
vuelven a tomar 100 L para agregarlos al pozo 3; el proceso se repite hasta el pozo 9 del cual
se retiran 100 pL. Se agregaron 80 pL de medio de cultivo y 20 yL de suspensién de bacterias
(10® UFC?) a todos los pozos. Las placas se introdujeron a la incubadora con agitacién a 100 rpm
a una temperatura de 37°C por 24 h. Finalmente se tomaron 10 pL de la suspensién de cada
pozo y se sembraron en placas de agar TSA y se incubaron por 24 h a 37 °C. La Figura 11

muestra el diagrama de la placa con la concentracion final de la dispersion de NPs en mg/mL.

Pozol Pozo2 Pozo3 Pozo4 Pozo5 Pozo6 Pozo7 Pozo8 Pozo9 Pozo 10 Pozo 11 Pozo 12

OEHEOEEEEEEEOEOE

Figura 11. Concentracion aproximada de la dispersion de NPs para cada pozo.

1 Unidad Formadora de Colonia se define como un propagulo (nico y viable que
produce una sola colonia. La colonia es la poblacibn de células viables Vvisibles al

0jo humano en un medio de cultivo semisélido.

6.4.5 Dispersién en Agar

Se pesan 1.35 g de las NPs a estudiar y se dispersan en 50 mL de medio TSA, se agita y se
vacia en cajas Petri. La concentracion final en las cajas es aproximadamente de 27 mg/mL. Una
vez gelificado el agar con las NPs, las cajas se inoculan con una dispersion de 102 bacterias/mL
de las especies a evaluar. Se lleva a cabo la inoculacion de la bacteria en una caja Petri con TSA
como control positivo. Las cajas se incuban a 37 °C por 24 h, después de este tiempo se hace el
conteo de las UFC. El porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano se determiné a partir

de la siguiente férmula:
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UFC itivo— UFC
% Inhibicién = < Control positivo NPs) « 100%

UFCControl positivo

6.5 Interaccion de NPs con moléculas componentes de la pared celular
Los reactivos y equipo utilizado fueron los siguientes:

» Nanoparticulas sintetizadas (ZnO, CuO, ZnFe;04y CuFe;0a)

= Moléculas componentes de la pared celular (L-alanina, D-alanina, acido D-glutamico,
glicina, N-acetil-glucosamina y acido N-acetil-muramico, todas fueron adquiridas en
Sigma-Aldrich)

»= Mortero de agata

» Tubosde?2mL

El estudio de la interaccion de las NPs sintetizadas con diferentes componentes de la pared
celular, se llevé a cabo utilizando un método mecanoquimico. El procedimiento se describe a
continuacion. Cada uno de los sistemas de NPs obtenidos se hicieron reaccionar con un grupo
de moléculas componentes de la pared celular; L-alanina, D-alanina, acido D-glutamico, glicina,
N-acetil-glucosamina é acido N-acetil-muramico, en relacién 1:1. Se pesaron aproximadamente
0.015 g de las NPs y 0.015 g de las moléculas. Ambos sistemas se introdujeron en un mortero
de agata y se molieron por alrededor de 20 minutos. Posteriormente, el producto de la reaccion
se almacens en un tubo para su posterior caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo y

Raman.
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7. Resultados

En esta seccidon se presentan y discuten los resultados obtenidos a partir de las diferentes
técnicas analiticas empleadas en la caracterizacion de los sistemas obtenidos.

7.1 Oxido de Zinc
7.1.1 Caracterizacion por XRD de polvos

El producto obtenido de la sintesis descrita en la seccion 6.3.1 se caracteriz6 por XRD. La Figura
12 muestra el difractograma obtenido para los cristalitos de ZnO; en éste se puede observar que
todos los picos corresponden al ZnO en su fase hexagonal, wurtzita (tarjeta JCPDS* 89-7102).

No se observan picos de difracciéon que puedan ser asignados a otras fases del ZnO.

T = NPs ZnO
=
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Figura 12. Difractograma de los cristalitos de ZnO.

A partir de la ecuacién de Scherrer se calculé el diametro promedio de cristalita para cada uno

de los productos obtenidos:
D kA
Bnb

*Joint Committee on Powder Diffraction Standards
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Donde D es la longitud del cristal, A es la longitud de onda incidente (CuK=1.54056 A°), k es una
constante con valor de 0.94, B, es el ancho del pico a la mitad de la méxima intensidad y 6 es la
posicion del pico. Se calcul6 el tamafio a partir de cada pico del difractograma, para
posteriormente obtener el promedio y la desviacion estandar. El resultado obtenido se presenta
en la Tabla 2. Al estar presente el NaOH desde el inicio de la reaccion, la fase de nucleacion
sucede rapido y asi la fase de crecimiento se ve inhibida lo que resulta en un tamafio de cristalita

pequefio.

Tabla 2. Tamafio promedio de cristalita del ZnO.

Oxido | Diametro promedio de cristalita(nm) | Desviacion estandar

ZnO 14.7 0.7

7.1.2 Caracterizacién por TEM

La Figura 13 (a) muestra una micrografia representativa obtenida por TEM de las NPs de ZnO.
Se observan NPs poligonales ligeramente alargadas de tamafio entre 17 y 20 nm
aproximadamente, como se muestra el histograma presentado en la Figura 13 (b). El tamafio de
particula obtenido por esta técnica es mayor al tamafio promedio de cristalita obtenido por XRD,
esto debido a que una particula puede estar formada por mas de un cristal generando una

medicion mayor en el tamafio de particula.
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Figura 13. (a) Micrografia de TEM representativa de las NPs de ZnO y (b) histograma de
distribucion de tamafio de particula.

7.1.3 Caracterizacion por Espectroscopia de Absorcién UV-Vis

La Figura 14(a) muestra el espectro de absorcion UV-Visible obtenido por la técnica de
reflectancia difusa (RD) para las NPs de ZnO; en éste se observa una banda con un borde de
absorcion en 400 nm. A partir de este espectro se llevo a cabo el calculo del valor de la brecha

energética optico utilizando el método de Tauc. La formula empleada es:
(ahv)? = A(hv — Ey)

Donde Egq es el valor de brecha energética en eV, h es la constante de Planck equivalente a
4.14*10%eV, a es el coeficiente de absorcion y v es la frecuencia del foton. La grafica resultante
se muestra en la Figura 14(b) donde se obtiene el valor de brecha energética a partir de la
extrapolacion de la recta correspondiente al borde de absorcion y determinando su interseccion
con el eje x. En este caso el valor de la brecha energética para las NPs de ZnO sintetizadas fue

de 3.2 eV, el cual es el esperado para este sistemal??,
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Figura 14. (a) Espectro UV-Visible y (b) grafica de Tauc de las NPs de ZnO.

7.1.4 Caracterizacion por Espectroscopia Raman

Para un cristal perfecto de ZnO, so6lo los fonones épticos estan involucrados en la dispersion

Raman de primer orden. La teoria predice la existencia de los siguientes modos opticos.
Fopt == Al + 2B1 + El + 2E2

Donde tanto A; como E; son modos polares y se dividen en componentes dpticos transversos
(TO) y opticos longitudinales (LO). EI modo E; consiste en dos fonones, uno a baja frecuencia
(E2 bajo) debido a la vibracion de la sub-red de zinc y otro a alta frecuencia (E: alto), atribuido a
la vibracion de los atomos de oxigeno. Estos modos son activos en Raman, los cuales
corresponden a una banda en el espectro Raman. El modo B1 es no polar y también tiene dos
frecuencias, baja y alta; sin embargo, este modo es silencioso en Raman.

La Figura 15 muestra el espectro Raman de las NPs de ZnO, donde se observan las bandas
esperadas para este sistema en 198, 317, 424. 548 y 640 cm™. Todas las bandas se observan
anchas y corridas hacia frecuencias menores respecto a las bandas para un sistema masico, lo
gue confirma la presencia de una fase Unica de unos cuantos nanémetros. La banda observada

en 548 cm! correspondiente al modo A; se ha asociado a vacancias de oxigeno?2.
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Figura 15. Espectro Raman de las NPs de ZnO.

7.1.5 Caracterizacion por Espectroscopia FT-IR

Las NPs de ZnO fueron caracterizadas por Espectroscopia FT-IR cuyo espectro se muestra en
la Figura 16. Se puede observar la presencia de una banda intensa a 447 cm™ debida a la
vibracion n(Zn-0). Ademas, se pueden observar otras bandas alrededor de 3450 cm™ y a 1440
cm? las cuales se atribuyen a movimientos de estiramiento del grupo hidroxilo, lo que indica la
presencia de una cantidad pequefia de agua en la superficie de la nanoparticula®. La presencia
de O-H es comun en este tipo de NPs debido a la naturaleza higroscépica del ZnO, y puede ser

de relevancia al momento de evaluar la actividad antimicrobiana.
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Figura 16. Espectro de Infrarrojo de las NPs de ZnO.

7.1.6 Caracterizacion por EPR

Las NPs obtenidas se caracterizaron por EPR en banda X, a temperatura ambiente. A partir de
las sefales observadas en el espectro (Figura 17) se calcularon los valores de la constante

magnetogirica (g) a partir de la siguiente ecuacion:

_hv

Donde h es la constante de Planck (6.6260x102" erg*seg), v es la frecuencia de las microondas
(9.859267x10° Hz), B es el magnetdn nuclear de Bohr (9.2740x10-%* erg/Gauss) y H la intensidad
del campo magnético (Gauss). En el espectro de EPR de las NPs de ZnO se observan tres
sefales: una sefial ancha alrededor de 3400 G, una sefial angosta cerca de 3500 G, y una banda

mas pequefia en 3600 G. Los valores de g obtenidos se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores de g.

Campo magnético
(Gauss) ?
3377.75 2.085
3519.67 2.001
3573.32 1.970

Sefiales EPR con valores similares de g, han sido observadas por otros autores; la sefial con
valor de g=1.97 se ha atribuido a la presencia de vacancias de oxigeno ionizado (V*o), vacancias
de zinc (Vzn), asi como zinc (Zn;) y oxigeno (Oj) intersticiales. La sefial ancha (g= 2.085) se ha
atribuido a defectos producidos en la red debido a un exceso de vacancias de zinc, asi como a

un acoplamiento de defectos como vacancias negativas de zinc y vacancias de zinc intersticial

V zn:Zni. La sefial con un valor de g de 2.001 se ha atribuido a vacancias de zinc ionizado o
incluso a electrones desapareados atrapados en vacancias de oxigeno los cuales generan
centros paramagnéticos?®l. Sin embargo, el origen de las diferentes sefiales sigue en debate, se
ha aceptado la teoria de la formacion de particulas tipo nacleo-coraza para el sistema de ZnO
como se muestra en la Figura 17?4, La sefial de 1.97 se ha asociado a defectos de la parte del
centro (nucleo), y es una sefial que aparece sin importar la morfologia o el tamafio de la particula;
mientras que las sefales de 2.001-2.005 se han asociado a los defectos de la parte superficial
(coraza) y aparecen cuando las particulas tienen un diametro menor a 50 nm. Debido al tipo de
defectos presentes, la parte del centro en este modelo tiene carga negativa por las vacancias de
zinc, y la capa externa tiene una carga positiva. El que ambas sefiales se observen en las NPs
obtenidas, confirma que el tamafio de las particulas es pequefio, asi como la presencia de
diferentes defectos paramagnéticos en la estructura del ZnO. Cabe mencionar que el ZnO masico

no presenta espectro de EPR ya que es un sistema tipicamente diamagnético.
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Figura 17. Espectro de EPR de las NPs de ZnO.
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Figura 18. Propuesta de la distribucién de los defectos paramagnéticos en las NPs de ZnO.
Diagrama tomado de [24]
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7.2 Oxido de Cobre
7.2.1 Caracterizacion por XRD de polvos

A continuacion, se discuten los resultados relacionados con las NPs de CuO. En la Figura 19 se
muestra el difractograma de los cristalitos de CuO, obtenidos siguiendo el procedimiento
presentado en la Seccién 6.3.2. Se pueden observar todas las reflexiones correspondientes al
CuO en su fase monoclinica (tarjeta JCPDS 85-2529).

— NPs CuO
' on «  CuO (89-2529)

(002)
(111)

Intensidad (u.a.)

;_. (110)

30 35 40

Figura 19. Difractograma de los cristalitos de CuO.

Se empled la ecuacion de Scherrer para calcular el diametro promedio de cristalita, los resultados
se muestran en la Tabla 4. Se observa que los tamafios de cristalita son cercanos a 10 nm. Este
resultado es consistente con lo observado para las particulas de ZnO, lo que fue explicado por

la velocidad de nucleacién, mediada por el medio béasico.
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Tabla 4. Tamafio promedio de cristalita del CuO.

Oxido | Diametro promedio de cristalita(nm) | Desviacidon estandar

CuO 8.7 1.0

7.2.2 Caracterizacion por TEM

Se obtuvieron las micrografias por TEM de las NPs sintetizadas en la Seccion 6.3.2. Una
micrografia representativa se muestra en la Figura 20 (a) donde se observa que las NPs tienen
una morfologia poligonal. La Figura 20 (b) muestra el histograma donde se observa que el
tamafo promedio de particula entre 10 y 15 nm, el cual es mayor al tamafio promedio de cristalita

obtenido por la técnica de XRD; esto debido a que varios cristales pueden conforman una
particula.

CuO

a @ 8 & 8

Numero de particulas (%)

Tamafio (nm)

(b)

Figura 20. (a) Micrografia de TEM representativa de las NPs de CuO y (b) histograma de
distribucion de tamafio de particula.

7.2.3 Caracterizacion por Espectroscopia de Absorcion UV-Vis

El espectro de absorcion UV-Visible de las NPs de CuO se obtuvo empleando la técnica de RD.
A partir de éste se estimo el valor de la brecha energética Optico, utilizando la ecuacion de Tauc.
El espectro de absorcion, Figura 21 (a), muestra una banda centrada alrededor de 500 nm. Esta
banda es ancha ya que las NPs de CuO son de color café obscuro y absorben en toda la region

del visible. Por otro lado, en la Figura 21 (b) se observa la gréfica de Tauc, en donde se observa
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un valor de brecha energética estimado en 2.5 eV. El valor de brecha energética para este
sistema es de 1.7 a 2.2eV1'Z, asi que observamos un corrimiento en el valor obtenido

experimentalmente de estas NPs confirmando que son de tamafio nanométrico.
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Figura 21. (a) Espectro UV-Visible y (b) grafica de Tauc de las NPs de CuO.

7.2.4 Caracterizacion por Espectroscopia Raman

Por otro lado, el 6xido de cobre presenta los siguientes modos vibracionales:
Topt = Ag + 2B, + 44, + 5B,

El CuO presenta 9 modos Opticos, de los cuales 3 son activos en Raman, con simetrias Ag y Bg,
mientras que 6 son activos en el Infrarrojo (3A. + 3By). Los modos Raman Ag y By solo involucran
el movimiento de los atomos de oxigeno, mientras que los modos activos en Infrarrojo involucran
el movimiento de ambos atomos. En la Figura 22 se observan 3 bandas anchas correspondientes
a los 3 modos caracteristicos de este sistema en 270 (A), 319y 597(2By) cm™2%, |o que confirma

la composicién de las NPs de CuO obtenidas. La posicion de las sefiales observadas se ven
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desplazadas a la izquierda respecto al material masico, lo que indica un efecto importante de
confinamiento, debido al tamafio reducido de las NPs.
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Figura 22. Espectro Raman de las NPs de CuO.

7.2.5 Caracterizacion por Espectroscopia FT-IR

La Figura 23 muestra el espectro FT-IR de las NPs de CuO obtenidas en este trabajo.
Se pueden observar dos bandas caracteristicas de este sistema en 525 y 586 cm™ las
cuales se asignan al estiramiento del enlace n(Cu-O); la banda en 525 cm?
corresponde al modo vibracional B,, mientras que la otra sefial observada en 586 cm
se debe al modo 6ptico vibracional longitudinal (LO). Debido a que las NPs tienen una
alta relacion éarea-volumen son capaces de absorber humedad del ambiente, lo que
resulta en agua adsorbida en su superficie y esto explica la presencia de una banda

alrededor de 3450 cm™7,
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Figura 23. Espectro de Infrarrojo de las NPs de CuO.

7.2.6 Caracterizacion por EPR

Se obtuvo el espectro de EPR del polvo de las NPs de CuO el cual se muestra en la Figura 24.
En éste se observa una sefial ancha alrededor de 3150 G, cuyo valor de g es 2.22. Esta sefal
se ha asociado al acoplamiento de dos Cu?*, o incluso a monémeros de Cu?" presentes de
manera aislada en las NPs de CuO®®, Es importante mencionar que el CuO masico presenta
una seflal EPR muy ancha e intensa, siendo muy diferente al espectro obtenido cuando el

sistema tiene dimensiones de unos cuantos nanémetros.
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Figura 24. Espectro de EPR de las NPs de CuO.

7.3 Ferritade Zinc (ZnFez0y4)
7.3.1 Caracterizacién por XRD de polvos

La Figura 25 muestra el difractograma de las NPs de ZnFe.O. obtenidas en este trabajo. En su
difractograma se observan todos los picos de la espinela de zinc en fase cubica (tarjeta JCPDS
89-7412), que es la fase esperada para este sistema. No se observan reflexiones debido a

impurezas de ZnO o de Fe;Os3, por lo que la ferrita aparece como fase Unica.
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Figura 25. Difractograma de los cristalitos de ZnFe;O..

Se calculé el tamafio de promedio de cristalita de ZnFe.O, a partir de la ecuacion Scherrer. El

resultado se muestra en la Tabla 5 donde se observa que el tamafio promedio es de

aproximadamente 7nm.

Tabla 5. Tamafio promedio de cristalita para la ferrita de ZnFe2Oa.

Ferrita | Didmetro promedio de cristalita (nm) | Desviacién estandar

ZnFez04 6.4 0.6

7.3.2 Caracterizacién por TEM

Por otro lado, en la Figura 26 (a) se muestra una micrografia representativa, obtenida por TEM.
En ésta se logra observar que la morfologia de las NPs de ZnFe;O,4 es cubica. Adicionalmente
se realizé el histograma presentado en el inserto de la Figura 26 (b), observandose una
distribucién de tamafio entre los 5y 10 nm. El tamafio promedio de particula observado por esta

técnica es mayor al tamafio promedio de cristalita obtenido por XRD, esto debido a que varios

cristales forman una particula.
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Figura 26. (a) Micrografia de TEM representativa de las NPs de ZnFe,O. y (b) histograma de
distribucion de tamafio de particula.

7.3.3 Caracterizacion por Espectroscopia de Absorcién UV-Vis

A partir de la caracterizacion por espectroscopia de absorcion UV-Visible usando la técnica de
reflectancia difusa, se calcul6 el valor de la brecha energética utilizando la ecuacién de Tauc. En
el espectro de absorcién en la Figura 27 (a) se observa una banda de absorciéon ancha, con un
maximo aproximadamente a 308 nm y un borde de absorcién en 480 nm. Por otro lado, en la
Figura 27 (b) se presenta la grafica de Tauc, en ésta se observa que la brecha energética optica

para este sistema es de 2.6 eV. Dicho valor coincide con lo informado en la literatura para NPs
de ZnFe,0..
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Figura 27. (a) Espectro UV-Visible y (b) grafica de Tauc de las NPs de ZnFe;O..

7.3.4Caracterizacion por Espectroscopia Raman

La espinela de ZnFe»O, es un sistema que cristaliza en forma clbica y pertenece al grupo
espacial Fd3m, teniendo 56 &tomos en cada celda unitaria. La teoria de grupos predice los

siguientes modos vibracionales para esta espinela:
Topt = Arg+ Eg+ Fig+ 3Fy5 + 245, + 2E, + 4Fy, + 2F,,

Siendo 4 modos activos en infrarrojo (4F;,), 5 modos activos en Raman (4,4 + E; + 3F,;), y el
resto de los modos son inactivos. En la Figura 28 se presenta el espectro Raman de las NPs de
ZnFe,04; en éste se observan 4 modos vibracionales en 332, 656, 238 y 475 cm, con simetrias
Eq, Aig Y 2F24 respectivamente. El modo Ai4 por arriba de 600 cm™ se ha relacionado con el
movimiento del oxigeno en los grupos tetraédricos AO4. Las otras sefiales observadas se han
relacionado al movimiento de los atomos en los grupos octaédricos BOs. El modo Eq4 se debe al
doblamiento simétrico de los enlaces Fe-O. Los modos Fi4 se han relacionado al estiramiento

asimétrico de dichos enlacesl?” 28], Esta técnica permite confirmar la pureza y composicion de la
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fase. Nuevamente, la posicion de las sefiales observadas se ven desplazadas a la izquierda
respecto al material masico, lo que indica un efecto importante de confinamiento, debido al
tamafo reducido de las NPs.

—— NPs ZnFe,0,

Intensidad (u.a.)

2(I)0 4(I)O G(I)O 8(I)O 1 OIOO
Corrimiento Raman (cm™)

Figura 28. Espectro Raman de las NPs de ZnFe,O..

7.3.5 Caracterizacion por Espectroscopia FT-IR

Se llevé a cabo la caracterizacién de la ferrita de zinc, ZnFe»Q4, por espectroscopia infrarroja
(FT-IR) obteniéndose el espectro mostrado en la Figura 29. En éste se observan tres bandas
intensas correspondientes a la vibracion metal oxigeno en la estructura cristalina. La banda en
461 cm™ (v2) se ha asignado a la vibracién del enlace Zn-O en los sitios octaédricos, mientras
gue la banda de 588 cm™ (vi) al estiramiento del enlace Fe-O en los sitios tetraédricos.
Adicionalmente se puede observar una pequefia banda junto a la sefal vi denominada v1' en 765
cm?, la cual se ha relacionado con una migracion parcial del cation zinc hacia sitios octaédricos.
Si bien este sistema es una espinela normal, cuando el tamafio de particula se reduce a tamafios
nanomeétricos hay una inversién parcial debido al intercambio de cationes entre sitios tetraédricos
y octaédricos. En el espectro también se observa una banda en 1093 cm™ correspondiente a la
vibracion del enlace Zn-Fel??, La posicion e intensidad de las bandas dependera de la longitud
de los enlaces presentes, los cuales se ven afectados por la posicién de los cationes en los

diferentes sitios de la estructura cristalina que a su vez dependen del método de sintesis utilizado.
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Adicionalmente se observan bandas en 3500 cmy 1500 cm™ debido al enlace O-H de moléculas
de agua adsorbidas en la superficie de las particulast®.
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Figura 29. Espectro de Infrarrojo de las NPs de ZnFe;0..

7.3.6 Caracterizacion por EPR

Se realizd la caracterizacion de las NPs de ZnFe,O4 por EPR. La Figura 30 muestra el espectro
correspondiente. En éste se observa una banda ancha caracteristica de las ferritas
nanoestructuradas con un comportamiento superparamagnético. Generalmente la sefial se debe
a diferentes factores como la interaccién dipolo-dipolo, interacciones spin-red cristalina,
interacciones del spin con el campo de radiacién y el movimiento los spines desapareados. El
valor de g en 1.97 se ha relacionado con la presencia del radical superoxido 03 con un electron
desapareado, en la superficie de las NPs. Se ha propuesto que una sefial con valor de g cercana
a 2 se debe a vacancias de oxigeno V, y a electrones desapareados en dichas vacancias, dichos
electrones confinados pueden ser transferidos al oxigeno adsorbido a la molécula lo que resulta

en la generacion del radical 05 !
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Figura 30. Espectro de EPR de las NPs de ZnFe20..

7.4 Ferrita de Cobre (CuFez0.).
7.4.1 Caracterizacién por XRD de polvos

La ferrita de cobre, CuFe;O4, obtenida a partir de la reaccion de la Seccién 6.3.4, presenta el
difractograma mostrado en la Figura 31. Esta ferrita cristaliza de forma mayoritaria en forma
cubica, de acuerdo con la tarjeta JCPDS 25-0283. Sin embargo, en este caso también se observa
la presencia de otras reflexiones que pertenecen a la fase tetragonal del sistema (JCPDS 34-
0425). La temperatura de transicién (T) de la fase cubica a la tetragonal es principalmente
dependiente del método de sintesis; ademas, las distorsiones de tipo Jahn Teller debido a la
presencia de cobre favoreceran el predominio de una u otra fase. Se ha informado que la T;
puede ser de 400°C si el enfriamiento de la muestra, posterior al tratamiento térmico, se hace de
manera lenta. El método de sintesis llevado a cabo en este trabajo, asi como el hecho de que
las muestras fueron enfriadas lentamente a temperatura ambiente, pudo favorecer la

coexistencia de las dos fases.
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Figura 31. Difractograma de los cristalitos de CuFe20a..

En la Tabla 6 se muestra el resultado obtenido para el calculo promedio de cristalita para la ferrita

de CuFe;0q; la cual se obtuvo utilizando la ecuacién Scherrer.

Tabla 6. Tamafio promedio de cristalita de la ferrita de CuFe;0..

Ferrita | Diametro promedio de cristalita (hm) | Desviacion estandar

CuFe;04 7.5 0.6

7.4.2 Caracterizaciéon por TEM

Se realizé la caracterizacion por TEM de las NPs sintetizadas de acuerdo con el procedimiento
de la Seccién 6.3.4. La Figura 32 (a) y (b) muestran dos micrografias representativas de las NPs
de donde se observa que su morfologia es cuboide. A partir del histograma de la Figura 32 (c)
se observa que el tamafio de particula es entre 6 y 15 nm aproximadamente. Este tamafio es
similar al diametro promedio de cristalita estimado para este sistema. Sin embargo, se observa

la presencia de particulas mas grandes debido a que varios cristales conforman una particula.
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Figura 32. (@) y (b) icrografl’as de TEM representativas de las NPs de CuFe;0. Y (c)

histograma de distribucion de tamafio de particula.

7.4.3 Caracterizacion por Espectroscopia de Absorcion UV-Vis

El espectro de absorcion de las NPs de CuFe20,, Figura 33 (a), obtenido por la técnica de RD,
presenta una banda ancha centrada alrededor de 500 nm. La brecha energética 6ptica de 3.4 eV
para este sistema, fue estimado a partir del método de Tauc, Figura 33 (b). En este caso se
observa un corrimiento con respecto al valor que han informado otros autores, de 2.1 eV, para

NPs de CuFe;04, lo que sugiere un confinamiento intenso para este sistema.
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Figura 33. (a) Espectro UV-Visible y (b) grafica de Tauc de las NPs de CuFe;O..

7.4.4 Caracterizacion por Espectroscopia Raman

La teoria de grupos predice 5 modos activos en Raman para la fase clubica de la ferrita de cobre:
Aig + Eg + 3F24. Mientras que para la fase tetragonal se esperan 10 modos activos: 2A14 + 3B1g +
Bog + 4E,. En la Figura 34 se presenta el espectro Raman de las NPs de CuFe,O4 obtenidas en
este trabajo; en dicho espectro se pueden observar cuatro modos de los cinco esperados para
la fase clbica en 214 y 490 cm™ (Fyg), 284 cm™ (B1g) y 490 cm™ (Ayg), confirmando la presencia
de dicha estructura en las NPs obtenidas. Adicionalmente se observa una banda en 400 cm, la
cual corresponde a un modo vibracional de la fase tetragonal. Los modos vibracionales a altas
frecuencias se deben a las vibraciones metal-oxigeno en los sitios tetraédricos (Aig), el resto de
los modos en baja frecuencia se deben a las vibraciones en sitios octaédricos®> 3, La intensidad
de las bandas, asi como el ancho, se asocian con el tamafio de las NPs y la distribucion de los

cationes en los diferentes sitios de la estructura cristalina.
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Figura 34. Espectro Raman de las NPs de CuFe;O..

7.4.5 Caracterizacion por Espectroscopia FT-IR

Por otro lado, en la Figura 35 se presenta el espectro de FT-IR caracteristico de las NPs de la
ferrita se cobre. Se observan bandas en 424 cm™ debida a la vibracion del enlace n(Cu-O) en los
sitios octaédrico y una sefial mas intensa en 588 cm™ que se ha asignado a la vibracion del
enlace n(Fe-O) en los sitios tetraédricos®®?. También se observan sefiales alrededor de 1500 y
3500 cm* debidas a las vibraciones de grupos O-H®¥, de agua adsorbida en la superficie de las
NPs.
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Figura 35. Espectro de Infrarrojo de las NPs de CuFe20..

7.4.6 Caracterizacion por EPR

En la Figura 36 se muestra el espectro EPR obtenido de las NPs de CuFe;0., en éste se observa
una banda de absorcion la cual se ha asociado a vacancias de Cu?*y O?, asi como la presencia
de cationes Fe®'. La presencia de vacancias se favorece debido a la coexistencia de las fases
tetragonal y cubica. En el proceso de la formacion de las NPs, durante la transicion de fases, se
crean zonas deficientes de oxigeno, y durante el tratamiento térmico se favorece la transicién de
Cu?* de los sitios octaédricos a los sitios tetraédricos; esto a su vez genera regiones ricas o
pobres de oxigeno. La no homogeneidad en la estructura de la ferrita en el proceso de sintesis

explicaria las diferentes vacancias presentes en la estructura.
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Figura 36. Espectro de EPR de las NPs de CuFe;0..

Los resultados obtenidos muestran que una metodologia sencilla, permite obtener NPs de ZnO,
CuO0, ZnFe;04y CuFe;04 con didmetros promedio entre 7 y 15 nm. Por lo tanto, como alternativa
para desinfectar y prevenir la propagacion bacteriana, estas NPs fueron evaluadas contra dos
patdbgenos oportunistas, S. epidermidis y P. aeruginosa. Los resultados de las pruebas

antimicrobianas se presentan a continuacion.

7.5 Pruebas antimicrobianas
7.5.1 Antibiogramas

Los resultados de la prueba de antibiogramas se muestran en la Figura 37 para la bacteria S.
epidermidis, donde se puede observar que la prueba es valida debido a que el disco del control
negativo (TSB) se muestra sin halo de inhibicién mientras que la Clorhexidina si muestra un halo
gue nos indica que el compuesto es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo,
para los sistemas de NPs sintetizados en este trabajo no observamos la presencia de halos de
inhibicion, lo que indicaria que no se tiene actividad antimicrobiana contra esta bacteria Gram

positiva.
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Figura 37. Antibiograma de S. epidermidis.

Por otro lado, los resultados presentados en la Figura 38 se refieren a la bacteria P. aeruginosa
en donde de nuevo la prueba se valida a partir de los resultados observados en los controles. Se
pueden observar unos halos de inhibicion muy tenues para los discos con NPs de ZnO, CuO y
CuFe20.. En la Figura 38 (b) estos halos son mas evidentes; aunque no se observan tan claros
como el caso de la clorhexidina que si logra inhibir por completo el crecimiento de la bacteria. A
partir de estos resultados se propone que los sistemas presentan un efecto bacteriostatico, lo
gue significa que las NPs logran disminuir la velocidad del crecimiento bacteriano ocasionando
la diferencia de tonalidad sobre el agar; es decir, el crecimiento bacteriano no es tan denso como

en el resto de la placa.
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Figura 38. Antibiograma de P. aeruginosa.

Esta prueba se considera una metodologia tradicional y fue disefiada para antibi6ticos en
disolucién, por lo que depende de la difusion de dicha disolucién sobre el agar. Cuando el
principio activo se difunde, entra en contacto con las bacterias y asi se puede observar si se
inhibe su crecimiento a partir de la presencia de halos.

Sin embargo, las NPs no se encuentran en disolucion si no en dispersion y por lo tanto no se
comportan de la misma manera a la esperada para esta prueba. Las NPs no logran difundirse de
manera tan eficiente sobre el agar, impidiendo asi el contacto del sistema con las bacterias de
tal manera que el efecto observado no es representativo de la actividad potencial antimicrobiana.
Por dichas razones, se decidi6 llevar a cabo otras pruebas en donde el contacto de las NPs con

las bacterias se favoreciera, y asi poder evaluar si las NPs presentan un efecto antimicrobiano.

7.5.2 Concentracion Minima Bactericida

La Concentracion Minima Bactericida o CMB, se refiere la concentracion a la cual se observa
una inhibicion del crecimiento del 99 % de las bacterias presentes en el medio. En este caso se
prueban diferentes concentraciones aproximadas de las NPs para encontrar dicha concentracion
a la cual el efecto antimicrobiano sea el maximo. Se debe considerar que al tratarse de una
dispersion, la concentracion reportada es aproximada. Las graficas resultantes de esta prueba
se encuentran en el Apéndice B. A continuacion, en la Tabla 7, se muestra la CMB encontrada

para cada sistema sintetizado.
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Tabla 7. CMB para las NPs sintetizadas contra S. epidermidis y P. aeruginosa.

CMB (mg/mL)

Nanoparticulas

S. epidermidis P. aeruginosa
Zn0O 2.3 75
CuO 2.3 75
ZnFez0q 4.7 75
CuFe;0q4 9.4 18.8

A partir de los resultados obtenidos, se puede observar que la bacteria Gram positiva (S.
epidermidis) es més sensible a la accion antimicrobiana de las NPs, ya que el 99% de las
bacterias en el medio mueren a concentraciones mas pequefias. Este resultado era de esperarse
ya que en la estructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas s6lo se tiene la
membrana plasmatica y el peptidoglicano. Al no tener la membrana externa, estas bacterias no
tienen una barrera fisica tan compleja para impedir el paso o la interaccion con las NPs.

Por otro lado, en el caso de la bacteria Gram negativa, observamos que la poblacion muere a la
concentracion mas alta que se probd (75 mg/mL) a excepcion de las NPs de CuFe;0.. En el caso
de S. epidermidis, los 6xidos, ZnO y CuO, resultaron ser los mas eficientes a 2.3 mg/mL. Por lo
tanto, la hipétesis de que las ferritas presentarian un efecto sinérgico debido a la presencia de
dos cationes metalicos no resulté cierta. Al comparar las ferritas, observamos que la ferrita de
zinc parece ser mas eficiente al matar las bacterias a una concentracion mas pequefa. Si bien
parece gque las concentraciones reportadas para P. aeruginosa son mas altas, se debe considerar
gue es una bacteria muy resistente a los efectos de diferentes antimicrobianos. El hecho de
observar un resultado positivo, es decir, que las NPs logran matar al 99% de las bacterias es un
excelente resultado y presenta una nueva alternativa para controlar la reproduccion y transmision
de este microorganismo. En este caso, contrario a lo observado para la bacteria S. epidermidis,
se observa que la ferrita de cobre presenta mejor actividad antimicrobiana.

A pesar de obtener buenos resultados en esta prueba, ya que confirmamos que los sistemas de
NPs si tienen actividad antimicrobiana y que esta prueba presenta una mejora contra la prueba
de antibiograma aun se tiene limitantes. Las placas de 96 pozos, si bien se encuentran en
agitaciéon durante la incubacion, las NPs tienden a sedimentarse parcialmente lo que limita el
contacto de éstas con las bacterias suspendidas en el medio. Debido a esta razén es que se
propuso llevar a cabo la prueba de dispersion en agar, cuyos resultados se muestran en la

siguiente seccion.
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7.5.3 Dispersion en Agar

Debido a las diferentes desventajas que se mencionan en las pruebas anteriores, se llevé a cabo
la prueba de dispersién en agar; donde se espera que las NPs tengan un mejor contacto con las
bacterias al estar homogéneamente dispersas en la superficie del agar. En la Tabla 8 se
presentan un concentrado de fotografias representativas de las placas con las NPs dispersas.
En la primera columna se presentan las placas después de gelificar, antes de la inoculacién. En
este caso las placas presentan el color de las NPs, lo que indica que las NPs no se descomponen
y sélo se dispersan. La Unica excepcion a esto son las NPs de CuO, las cuales tienen un color
café obscuro; sin embargo, al dispersarse en el medio de cultivo éste se torna de un color verde-
azul lo que podria indicar una liberacion parcial de iones de cobre al medio. En la siguiente
columna se observan las placas una vez que fueron inoculadas con la bacteria S. epidermidis e
incubadas por 24 h. Las placas no presentan UFC lo que indica que todas las NPs tienen
actividad antimicrobiana al matar al 100% de la poblaciéon bacteriana presente cuando estan a
una concentracion aproximada de 27 mg/mL. Por otro lado, en la tercera columna observamos
las placas una vez que fueron inoculadas e incubadas con la bacteria P. aeruginosa; donde si
hay presencia de UFC.
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Tabla 8. Imdgenes de las placas de agar con las NPs dispersas antes y después de ser
inoculadas con ambas cepas.

Nanoparticulas Antes de la |24 h después de |24 h después de
inoculacion incubacién con S. |incubacibn con P.

epidermidis aeruginosa

Zno P p— ™~
4

CuO

ZnFe;0q4

CuFe204

Si bien en el caso de la bacteria Gram negativa las NPs no fueron capaces de inhibir el 100% de

la poblacion bacteriana, al comparar estas placas con la placa control si se observa una inhibicién

parcial del crecimiento. Las colonias observadas fueron contabilizadas, al igual que las de la

placa control, y se hizo el calculo del porcentaje de inhibicién. Los resultados obtenidos se

presentan en las graficas de las Figuras 39 para los diferentes sistemas contra S. epidermidis y

en la Figura 40 contra la bacteria P. aeruginosa.
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Figura 39. Grafica del porcentaje de inhibicion de crecimiento contra la bacteria S. epidermidis
de las NPs a una concentracion de 27mg/mL.
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Figura 40. Gréfica del porcentaje de inhibicion de crecimiento contra la bacteria P. aeruginosa
de las NPs a una concentracién de 27mg/mL.

Se debe considerar que los experimentos se realizaron por triplicado y lo que se presenta es el
porcentaje promedio para cada sistema de NPs. En la Figura 39 se puede observar que la
inhibicion del crecimiento para todas las NPs es del 100 % y no se presentan barras de error,

esto se debe a que las 3 placas para cada sistema no presentaron ninguna UFC. A partir de los
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resultados presentados en la prueba de CMB; la concentracién a la cual los sistemas lograban
matar al 99 % de la poblacion bacteriana, no se esperaba que la bacteria S. epidermidis lograra
crecer en esta prueba de dispersion. Esto se debe a que la CMB para todos los sistemas resultd
ser menor a 27 mg/mL, que fue la concentracion utilizada en esta prueba. En la Figura 40 se
compara la actividad antimicrobiana de cada sistema de NPs a la misma concentracion para la
bacteria P. aeruginosa. En este caso se sabe que la CMB es de 75 mg/mL para todas las NPs,
excepto para la ferrita de cobre, CuFe;O4, que es 18 mg/mL. La prueba de CMB indicaba que
después de dicha concentracion las bacterias crecian hasta un punto incontable, pareciendo que
no habria ningun tipo de actividad antimicrobiana a concentraciones menores. Sin embargo, esta
prueba de dispersion permite probar que incluso a menores concentraciones se puede observar
un porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano del 85 %, 86 % y 67 % por parte de las
NPs de ZnO, CuO y ZnFe;04 respectivamente. Si bien al comparar estos resultados con los de
CMB parecen no concordar debido a que en la prueba de dispersion los 6xidos tienen una mayor
actividad antimicrobiana que las ferritas, mientras que en la CMB el sistema con la mejor actividad
antimicrobiana es CuFe,0.; esto se puede explicar a partir de la manera en la que estan
presentes las NPs. Se habia explicado que en la prueba de CMB las NPs se sedimentaban lo
gue impedia que tuvieran contacto con las bacterias y asi poder observar una actividad
antimicrobiana significativa; al estar las NPs dispersas y fijas en la superficie del agar tienen un
mejor contacto con las baterias y es por eso por lo que el efecto antimicrobiano observado es
mayor. Al comparar las ferritas entre si, los resultados son consistentes ya que la ferrita de cobre
tiene mejor actividad antimicrobiana que la de zinc, aunque por las razones antes mencionadas,
la ferrita de zinc si tiene una actividad antimicrobiana significativa que antes no habia podido
verse.

Los resultados de la actividad antimicrobiana obtenidos a partir de esta ultima prueba son
favorables ya que todas las NPs sintetizadas en este trabajo presentan actividad antimicrobiana
contra ambas bacterias. Las concentraciones a las cuales se observa esta actividad pueden
parecer altas; sin embargo, no se esta buscando una aplicacion como medicamento y por lo tanto
Nno es nuestro objetivo tener una concentracibn muy pequefia para evitar efectos secundarios
adversos. Lo que nos interesa es la posible aplicacion de este tipo de NPs para la desinfeccion
de superficies, y por esto la prueba de dispersion en agar es la que simula de mejor forma las
condiciones en las que se presentaran las NPs en la superficie. Mientras se tenga la
concentracion a la cual las NPs puedan matar a las bacterias, seran Utiles en la superficie para

ayudar a evitar la adherencia y el crecimiento de colonias bacterianas.
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Tabla 9. Resumen de resultados de caracterizacion y pruebas antimicrobianas de las NPs

sintetizadas.

Nanoparticulas

ZnO CuO ZnFez04 CuFez04
Tamario promedio
o 14.7 £ 0.7 8.7+1.0 6.4+0.6 75206
de cristalita (nm)
o Hexagonal (tipo o o Cubica/
Fase cristalina _ Cubica Cubica
wurtzita) Tetragonal
Morfologia Poligonal Poligonal Cuboide Cuboide
Tamaro promedio
] 17 10 7 9
de particula (nm)
Brecha energética
_ 3.2 2.5 2.6 3.4
Optica (eV)
198, 317, 424. 214y 490 (F2q)
548 y 640 270 (Ag) 332, 656, 238y 284 (Byg)
Raman (cm™) _
Vacancias 319 y 597 (2By) 475 656 490 (A1)
oxigeno 400
461 7Zn-0O
424 Cu-O (Oh)
447 cm1zZn-O | 525,586 Cu-O 588 Fe-O
FT-IR (cm™) _ _ 588 Fe-O (Th)
Presencia -OH | Presencia -OH 765 Zn (Oh) _
) Presencia -OH
Presencia -OH
2.085 Vzp,
V zn:Zn;
2.001 V'z,, € 2.22 1.997
EPR desapareados Monémeros, 02, Vo, € V*ey, Vo, Fed*
en Vo dimero de Cu?* | desapareados
1.97 V¥o, Vzn,
Zn;, O;
CMB (mg/mL)
S. epidermidis 2.3 2.3 4.7 9.4
P. aeruginosa 75 75 75 18.8
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La Tabla 9 presenta un resumen de los resultados de caracterizacion de las NPs sintetizadas
utilizando un método mecanoquimico; asi como su actividad antimicrobiana frente a las dos
cepas evaluadas, S. epidermidis y P. aeruginosa.

Se puede observar que las NPs de ZnO son las mas grandes con un tamafio promedio de
cristalita de 14 nm, mientras que el resto de las NPs tienen un tamafio promedio menor a 10 nm.
A partir de las técnicas de XRD, espectroscopia Raman y de FT-IR se comprueba en todos los
casos la obtencién de la fase pura para cada sistema excepto para las NPs de ferrita de cobre;
donde observamos una mezcla de la fase cubica y la tetragonal debido a que a la temperatura
del tratamiento térmico es la temperatura de transicién entre estas fases. La espectroscopia de
FT-IR nos indica que hay presencia de moléculas de agua adsorbidas en las superficies de las
NPs en todos los sistemas sintetizados. La técnica de EPR nos permitié conocer que las NPs
sintetizadas presentan diferentes defectos paramagnéticos en la estructura cristalina, como los
son vacancias, defectos intersticiales y electrones desapareados, lo que influye de gran manera
en la actividad antimicrobiana de cada sistema debido a la produccién de EROs.

La actividad antimicrobiana es mas eficiente contra la bacteria Gram positiva debido a la
estructura de su pared bacteriana haciéndola mas susceptible a agentes antimicrobianos. En
este caso los 6xidos parecen ser mas eficientes que las ferritas, y la ferrita de zinc a su vez mas
eficiente que la de cobre al matar bacterias a una menor concentracion. Por otro lado, las NPs
de ZnO, CuO y ZnFe;0. logran matar al 99 % de las bacterias P. aeruginosa, la bacteria Gram
negativa, a la misma concentracion de 75 mg/mL. Mientras que la ferrita de cobre es mas
eficiente al matar a esta bacteria a menor concentracién. Si bien se piensa que las NPs mientras
mas pequefas logran interactuar de mejor manera con las bacterias, en el caso de las NPs
sintetizadas en este trabajo podemos observar que no siempre a menor tamafio mejor actividad
antimicrobiana®. Se podria decir la composicion quimica de las NPs influye mas que su tamafio,
en su actividad contra las bacterias. También hay que tener en cuenta el tipo de bacteria que se

guiere eliminar y el tipo y composicién de la pared externa.

7.6 Interaccidon de las NPs con moléculas componentes de la pared celular
7.6.1 Caracterizacién por Espectroscopia Raman

Una de las principales técnicas empleadas para investigar las propiedades vibracionales de los
materiales, es la espectroscopia Raman. En términos generales, esta técnica consiste en la

interaccion de la luz de una fuente laser con el material de estudio. La luz dispersada proporciona

66



informacioén sobre los estados rotacionales, vibracionales, y eventualmente electrénicos del
material. A partir de un espectro Raman podemos obtener una huella digital vibracional de la
muestra, la cual dependerd de los constituyentes, la simetria y el entorno; por lo que la
espectroscopia Raman es utilizada para determinar componentes quimicos, estructuras
moleculares y la conformacion e interaccion entre moléculas. La técnica puede utilizar luz desde
el rango ultravioleta y hasta el infrarrojo cercano como fuente de excitacion, lo que ofrece una
alta resolucion espacial. Todas estas caracteristicas hacen a la espectroscopia Raman una
técnica ideal para estudiar complejos formados por NPs y biomoléculas, ademas la sefial Raman
del agua es débil, por lo que no se presenta como una interferencia en el espectro al momento
de hacer el andlisis.

Los aminoacidos son moléculas constituidas por un carbono, un grupo NHs*, un grupo CO2 y un
grupo radical. El grupo radical es lo que caracteriza a los diferentes aminoécidos, y es justamente
esta cadena que influira en la posicion e intensidad de las bandas observadas en el espectro
Raman. Por otro lado, el peptidoglicano es un copolimero formado por acido N-Acetilmurdmico
(NAM) y N-Acetilglucosamina (NAG) unidos por un enlace B1-4. El peptidoglicano es el
encargado de formar una barrera para proteger a las bacterias contra las amenazas del ambiente
y funciona como un filtro para dejar pasar nutrientes, y sacar los desechos. Esta barrera tiene
unidos algunas proteinas y cadenas de aminoacidos; de tal manera que cuando las NPs entran
en contacto con las bacterias lo primero que ven son estos aminoacidos y al peptidoglicano. Por
esta razon es importante estudiar la interaccién de las NPs con estas biomoléculas para poder
comprender el mecanismo de accién de éstas como agentes antimicrobianos.

Para estudiar la interaccion de las NPs con las biomoléculas propuestas, se llevaron a cabo las
reacciones entre diferentes aminoacidos de acuerdo con el procedimiento de la Seccion 6.5. Los
productos obtenidos se caracterizaron por espectroscopia Raman. La Figura 41 muestra el
espectro Raman del aminoacido glicina, el cual es el aminoacido mas simple; junto con las

vibraciones caracteristicas de esta molécula.
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Figura 41. Espectro Raman del aminoacido Glicina con la asignacion de sus sefales
caracteristicas.

A continuacion, se presentan los espectros obtenidos de los productos obtenidos de la
interaccion de cada nanoparticula con los diferentes aminoacidos y los componentes del
peptidoglicano. Los espectros se comparan con los espectros de las biomoléculas y las NPs,
para poder observar los cambios generados en el espectro del producto obtenido de la

interaccion.

7.6.1.1Interaccién con ZnOy CuO.

Se puede observar que los espectros de las interacciones (Figura 42 (a-l)) entre las NPs y las
biomoléculas no corresponden a la suma de los espectros individuales de cada participante en
la reaccioén, lo que indica una interaccion entre ellos. Los espectros de manera general presentan
bandas méas anchas y con menor intensidad que los espectros de las biomoléculas individuales
en todos los casos. Se pueden observar cambios similares en algunas bandas cuando

interactian las NPs de CuO y ZnO con glicina, D-alanina y L-alanina. Los cambios se observan
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en las bandas entre 300 y 600 cm™, las cuales corresponden al movimiento de flexiéon del grupo
-COg, asi como el movimiento de flexién del grupo metilo. En el caso de las interacciones antes
mencionadas, e incluyendo la interaccion con el 2,6 &cido diaminopimélico, se observan cambios
en las bandas entre 1100 y 1500 cm?, correspondientes a los enlaces al grupo amino, al grupo
carboxilo y al estiramiento del grupo carboxilo; dichas bandas se observan anchas y con menor
intensidad. El resultado de este cambio es que las diversas bandas individuales en esta zona se
unan y se vea solo un par de bandas muy anchas. EI mismo fendmeno se observa en la zona
alrededor de 3000 cm, donde las diferentes bandas cambian su intensidad relativa y se
ensanchan. Analizando la interaccion con los componentes del peptidoglicano; en el caso de la
interaccion de los 6xidos con el NAG se observa el ensanchamiento de las bandas Unicamente
en la zona entre 1000 y 1600 cm™, adicionalmente el CuO ocasiona un cambio en las bandas
alrededor de 3000 cm™, donde en la interaccion sélo se observa una banda muy ancha. La
interaccion de CuO y NAM genera un espectro completamente diferente, observandose
Gnicamente dos bandas muy anchas alrededor de 1500 y 2900 cm™*. Este cambio en el espectro
seria indicacion de una interaccion muy fuerte entre los dos componentes de la reaccién. La
banda observada aproximadamente a 3300 cm™ se ha asignado al grupo NHs*; dicha banda en
la interaccién con las NPs de ZnO se sigue observando de manera definida. Cuando la
interaccion es con las NPs de CuO, se observa que la banda no esta presente mientras que

cuando es con el NAG la banda se observa con menor intensidad.
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Figura 42. Espectros Raman de la interaccién de NPs de ZnO y CuO con los diferentes
componentes de la pared celular.

7.6.1.2 Interaccion con ZnFe,04

En el caso de la interaccién de las NPs de ZnFe;O4 con los aminoacidos, podemos observar las
bandas caracteristicas de las NPs en todos los casos, entre 200 y 700 cm*(Figura 43 (a-f)). En
esta zona no es posible distinguir las bandas caracteristicas de los aminoacidos. Lo que si se
logra distinguir en la zona entre 1000 y 1500 cm™, donde sucede algo similar que con la
interaccion de los 6xidos metalicos. Las bandas en esta zona se observan poco definidas, muy
anchas y con menor intensidad. Las bandas presentes en la zona de 3000 cm™, se observan con

poca definicién en la interaccion con D- y L-alanina. La interaccion con 2,6 acido diaminopimélico
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y glicina s6lo muestra una banda ancha en esta zona, indicando una mayor afinidad de las NPs
con estos aminoécidos que con las alaninas. La interacciéon con NAM y NAG es muy similar a la
interaccidn con alanina, donde se observan las bandas caracteristicas de las NPs mientras que
las bandas caracteristicas de las biomoléculas entre 1000 y 1600 cm™, asi como la zona
alrededor de 3000 cm™, se observan con menos definicion y mas anchas. En ambos casos se
presenta una banda aproximadamente en 3300 cm™* para ambas biomoléculas debido al grupo

NHs*, la cual no se observa en el espectro de las interacciones con las NPs.
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Figura 43. Espectros Raman de la interaccion de las NPs de ZnFe»O. con algunas moléculas
componentes de la pared celular.

7.6.1.3 Interacciéon con CuFe;0s..

En el caso de las interacciones de las NPs de CuFe.04, con los aminoacidos, de manera general
se observan dos bandas anchas, aproximadamente en 1350 y 1580 cm*(Figura 44 (a-f)). Las
bandas que se encuentran entre 1300 y 1500 cm™ se deben al grupo carboxilo, y estas bandas
pueden verse afectadas a partir de las cadenas laterales del aminoacido. Las NPs, al estar
interactuando con el aminoécido, podrian estar modificando la posicion espacial de las cadenas
laterales del aminoacido lo que podria afectar a las bandas del grupo CO2. Otros cambios
notables se observan alrededor de 3000 cm™, asignadas al movimiento de diferentes grupos, no
se observan en la interaccién con glicina y D-alanina; mientras que para L-alanina y el 2,6 acido
diaminopimélico se observan con una menor intensidad y se distingue una banda ancha. Cuando
las NPs interactian con el NAM, en el espectro se observan las bandas correspondientes a las
NPs aproximadamente a 250 cm™, y las bandas caracteristicas de la biomolécula,
aproximadamente a 1500 y 3000 cm™, aunque estas bandas se observan mas anchas y con
menor intensidad. Al igual que para los aminoacidos, se observa la presencia de dos bandas,
una a 1350 cm™ de mayor intensidad y otra a 1580 cm™. El espectro de la interaccion de las NPs
con NAG no se observa significativamente diferente al de la biomolécula sola, sélo se observan
bandas mas anchas; pudiendo indicar una menor interaccion de las NPs a esta biomolécula en

comparacion con las otras biomoléculas analizadas.
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Figura 44. Espectros Raman de la interaccion de NPs de CuFe;O, con los diferentes
componentes de la pared celular.

74



Los mecanismos por los que se puede llevar a cabo una interaccion entre las bacterias y las NPs
pueden ser de dos tipos. El primer mecanismo es por receptores y ligantes, pero para que esta
interaccion se lleve a cabo generalmente se requiere de la funcionalizacién de la superficie de
las NPs. El otro mecanismo es la conjugaciéon quimica, a partir del acoplamiento de grupos
funcionales a la superficie de la nanoparticula, y aqui es donde los aminoéacidos y los
componentes del peptidoglicano tienen importancia ya que seran los que logren interactuar de
esta manera con las NPs cuando se encuentran en el medio de cultivo con las bacterias.
Entender como se da la interaccién de biomoléculas simples con NPs inorganicas es vital para
la investigacion de la interfase bio-nano y tiene aplicaciones en biotecnologia, medicina y
catalisis; el estudio de esta interaccion nos permite determinar la aplicacion segura y eficiente de
los nanomateriales. Para este tipo de interaccion hay que considerar principalmente la interaccion
i6nica debido a que las biomoléculas presentan un grupo carboxilo cargado negativamente y un
grupo amino cargado positivamente. A pesar de ser el principal tipo de interaccion, también
podemos observar interacciones de tipo hidrofébicas e interacciones quimicas especificas.

Una variable importante que considerar es la concentracion, tanto de las NPs como de las
biomoléculas. Cuando las NPs se encuentran en un sistema biologico, interactuaran con las
biomoléculas que estén en mayor concentracion al inicio y con el tiempo, las interacciones se
daran con las biomoléculas con las que tengan mayor afinidad; asi que es de suma importancia
estudiar el ambiente y la duracidon de la interaccién, para poder entender los diferentes
mecanismos que ocurren cuando las NPs interactian con las bacterias. Por otra parte, debemos
considerar la aglomeracion de NPs, la internalizacién celular, el tiempo de circulacion, la
sefalizacién que desencadenan, la cinética de su transporte, la acumulacién y eventualmente la
toxicidad.

Al observar los espectros de las interacciones entre las biomoléculas y las diferentes NPs,
podemos decir que los cambios que presentan en la posicion y forma de las bandas son
indicativos de que hay una interaccién entre los diferentes componentes. A partir de los
resultados de caracterizacion, en especial de los resultados de EPR, podriamos decir que la
interaccion es de tipo electrostdtica ya que las bandas modificadas estan relacionadas a los
grupos amino y/o carboxilico. Ademas, hay que considerar que las NPs tienen defectos como
vacancias y en algunos casos electrones desapareados.

Es necesario seguir haciendo este tipo de investigacion para poder entender la manera en la que
las NPs interactian con las bacterias, y en general con sistemas biolégicos, ya que

eventualmente nosotros estaremos en contacto con estos nanomateriales. De esta manera se
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lograran disefiar nanomateriales mas especificos para actuar como antimicrobianos, de una
manera eficiente y especifica, reduciendo la toxicidad hacia los seres humanos. Asi poder llegar
a laaplicacion de estas NPs para luchar contra los microorganismos, especificamente en la etapa

de transmision por superficies y prevenir infecciones.
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8. Conclusiones

El método mecanoquimico, el cual es uno sencillo, reproducible y amigable con el medio
ambiente, permite obtener nanoestructuras de ZnO, CuO, ZnFe;O4 y CuFe;04, con un
diametro promedio de cristalita de 14.7, 8.7, 6.4 y 7.5 nm, respectivamente.

Las NPs de CuFe;O. presentan una mezcla de fases cristalinas; cubica y tetragonal lo
gue determina sus potenciales aplicaciones, asi como los defectos cristalinos
observados.

No se observa una relacion entre el tamafio de la NP y el efecto antimicrobiano
observado, el cual probablemente se vea determinado mas por la composicién de la NP
y los defectos de la estructura cristalina.

Las NPs tienen un efecto antimicrobiano a menores concentraciones contra la bacteria
Gram positiva que contra la bacteria Gram negativa; esto debido a la diferencia en la
composicion de su pared celular, lo que hace las bacterias Gram positivas mas
susceptibles.

Las NPs de oxido de cobre y de zinc son mas efectivas al eliminar la bacteria S.
epidermidis a una concentracién menor, de 2.3 mg/mL que las correspondientes ferritas.
Mientras que las NPs de ferrita de zinc son mas efectivas al tener una CMB de 4.7mg/mL
gue la ferrita de cobre, con una CMB de 9.4 mg/mL. Esto se puede explicar a partir de los
diferentes defectos en la red cristalina que presentan los 6xidos, como vacancias,
defectos intersticiales y electrones desapareados los que probablemente promueven la
generaciéon de EROs, lo que eventualmente resultan en la muerte celular.

Las NPs de CuFe;0, tienen una mayor actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa, en
comparacion con los otros sistemas, siendo su CMB de 18.8 mg/mL. Esto se puede deber
a la fuerte interaccion que ocurre entre estas NPs y los diferentes aminoacidos y el
peptidoglicano; esto a partir del cambio que se observa en los espectros Raman de las
interacciones entre estos componentes.

A partir de los cambios observados en las diferentes bandas correspondientes al grupo
CO2 y NHs* en los espectros Raman de las interacciones, se determina que hay una
afinidad de las NPs de ZnO, CuO, ZnFe;0. y CuFe.O. por los diferentes componentes

de la pared celular.
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APENDICE A

EPR de Productos Masicos
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Figura 45. Espectro de EPR de ZnO comercial
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APENDICE B

Gréficas para la determinacion de la Concentracion Minima Bactericida.
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Figura 47. Determinacion de CMB de las NPs de ZnO contra S. epidermidis.
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Figura 48. Determinacion de CMB de las NPs de CuO contra S. epidermidis.
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Figura 49. Determinacion de CMB de las NPs de ZnFe;O4 contra S. epidermidis.
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Figura 50. Determinacion de CMB de las NPs de CuFe.O. contra S. epidermidis.
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Figura 50. Determinacion de CMI de las NPs de ZnO, CuO y ZnFe»O, contra P. aeruginosa.
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Abstract

An easy mechanochemical and eco-friendly method was employed to obtain nanocrystals with an average size of about
9 nm of zinc ferrite (ZnFe;04) and copper ferrite (CuFe;0.). Their corresponding X-ray diffraction (XRD) patterns reveal
a cubic crystal structure for ZnFe,O4, whereas in CuFe;0O,4 the tetragonal and cubic crystal phases coexist, the latter being
the majority phase. The transmission electron microscopy (TEM) images of these nano ferrites corroborate the formation of
nanocrystals with dimensions consistent with those obtained from the XRD patterns. Furthermore, their corresponding
Raman spectra confirm the structure and composition of nano ferrites. In addition, both nano ferrites show an electron
paramagnetic resonance (EPR) spectrum with a wide band with g ~ 2.0, characteristic of ferromagnetic oxides. Besides,
the antibacterial effect of ZnFe,04 and CuFe,04 nanocrystals against two opportunistic pathogens, Staphylococcus epi-
dermidis (ATCC 14,990) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 43,636), was tested. The minimum bactericidal concen-
tration (MBC) results showed that ZnFe,O; was more effective against S. epidermidis, while CuFe;O4 was for P.
aeruginosa. On the other hand, when 27 mg/mL of nano ferrites were dispersed in the agar plates, the growth of
S. epidermidis was 100% inhibited, whereas ZnFe,O4 and CuFe,0y inhibited 67% and 78% of P. aeruginosa growth,
respectively.

Keywords Mechanochemical - Nanocrystals - Zinc ferrite - Copper ferrite - Antibacterial activity

Introduction antimicrobial  activity  against some pathogenic
microorganisms.
Due to their superparamagnetic and catalytic behavior, Zinc ferrite (ZnFe,0y) is a mixed oxide where the Zn>"

ferrites nanoparticles have received much attention in ions occupy the tetrahedral (A) sites while the Fe?" ions
recent times [1]. In particular, spinel ferrites with general  take up the octahedral (B) sites in a unit cell of 32 oxygen
formula AB;O,4, where A is adivalent cationand B is Fe**,  (0) atoms in a cubic close-packed (ccp) arrangement [2].
are amongst the most studied systems. They have very  ZnFe,O4 is a semiconductor with a narrow bandgap of
desirable properties for various applications, including 1.9 eV [3] for bulk material. Over the last two decades, this
compound has received considerable attention because of
its technological applications in ferrofluids, medical

B América R. Vizquez-Olmos imaging, drug targeting, magnetic data storage, and catal-
america.vazquez@icatunam.mx ysis [4-7]. ZnFe,O; nanoparticles (NPs) significantly

' Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia, Universidad contribute to biomedical applications mainly due to their
Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior S/N, biocompatible nature [8]. Synthesis methods like sol-gel
04510 CDMX, México [9], microemulsion [10], precipitation [11], sonochemical
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Auténoma de México, 04510 CDMX, México [14]. combustion method [15], solid-state [16] and
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Norte, 152 Col. San Bartolo Atepehuacan, 07730 CDMX,
México

Published online: 20 November 2021 @ Springer

91



B. Paz-Diaz et al.

Oppositely, copper ferrite (CuFe;O4) has an inverse
spinel structure with ferromagnetic behavior [18]; it is a
p-type semiconductor with a bandgap around 1.39 to
2.5 eV [19, 20]. In this ferrite, Cu®t occupies the octahe-
dral sites, while Fe** occupies tetrahedral and octahedral
sites. The distribution of cations will strongly affect crystal
symmetry and the properties of the nanoparticles [21].
When the synthesis is carried out at lower temperatures,
around 300 °C, this ferrite crystallizes in a tetragonal
phase, with space group /4l/amd. However, when the
temperature increases above 350 °C, the cubic phase, with
a space group Fd-3 m, is favored [22]. When the crystal is
cubic, there is a partial migration of the divalent cations
(copper) to the tetrahedral site. The distribution of the
copper ion provides unique properties to this ferrite and
influences the type of crystal structure that it can present,
due primarily to the contribution of the Jahn-Teller effect
[21]. Several methods to synthesize CuFe;O4 NPs have
been employed such as sol-gel [22-24], combustion [20],
sonochemical [25], solvothermal [23, 26], co-precipitation
[21, 27-29], microemulsion [30] and solid-state
[18, 23, 31, 32]. In biomedicine, the main application of
CuFe;O4 NPs is in drug delivery, magnetic resonance
imaging, and magnetic separation of cancer cells [33]. The
tetragonal crystal structure is mostly used in catalytic
applications, while the cubic structure is preferred for
magnetic properties [34, 35].

It is well known that the properties nanomaterials
exhibit depend on the composition, size, and shape.
Therefore, the synthesis method may directly influence
their chemical, optical, mechanical, electrical, magnetic,
and antimicrobial properties. [36, 37]. This work employs
an uncomplicated and solvent-free mechanochemical syn-
thesis method to produce ZnFe,O; and CuFe,04
nanocrystals. Mechanosynthesis is a term used to describe
substances’ chemical and physicochemical transformation
during aggregation processes initiated by mechanical
energy. These phenomena occur due to the generation of
crystalline defects and the accumulation of tension in the
crystal lattice produced during the mechanical alloy pro-
cess [36]. The main advantages over other procedures to
obtain nanoparticles include less complicated and envi-
ronmentally friendly processes since it excludes using large
amount of solvents [38, 39]. Milling can be carried out in
various ways; the simplest is the use of an agate mortar.
Hand-milling processes  can generate many
mechanochemical reactions that do not require overcoming
a high energy barrier [40]. Nevertheless, ball mills are used
when higher energies are needed; the milling usually goes
through hours or even days.

To evaluate their antimicrobial activity, the zinc and
copper ferrites obtained in this work were tested against
two opportunistic pathogens that have recently gained
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relevance: Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas
aeruginosa.

S. epidermidis is a Gram-positive bacterium that belongs
to the group of coagulase-negative [41]. This pathogen is
part of the human epithelia microflora; however, this strain
has emerged as an opportunistic pathogen causing different
infections. S. epidermidis represents the most frequent
cause of infections related to medical devices, such as
peripheral or central intravenous catheters. Specifically,
catheter-related infections are associated with increased
mortality and more extended hospital stays. This type of
infection is higher healthcare costs, which is not always
affordable for developing countries. [42]. P. aeruginosais a
Gram-negative bacterium found in water, plants, soil, and
animals’ epidermis. In nature, it is commonly found as
plankton swimming through water or as a biofilm.
Uniquely, P. aeruginosa can survive in a variety of tem-
peratures and low nutrient conditions. Being an oppor-
tunistic pathogen, P. aeruginosa requires a lack of
immunity from the host to be able to cause an infection.
For this reason, it is such a substantial nosocomial threat
for patients with ventilation machines, cancers, and burns.
Colonization of P. aeruginosa in the respiratory tract is
associated with sepsis and death. Any immunosuppressed
patient who has experienced significant amounts of trauma
is at risk of getting an infection [43].

Materials and Methods
Materials

Zinc acetate dihydrate, Zn(C;H30,),-2H,0 (99%), copper
acetate, Cu(CH30:), (99.99%), iron acetylacetonate,
Fe(CsH702)3 (99.9%). sodium hydroxide, NaOH (98%),
and acetone CO(CH3)2(99.5%) were obtained from Sigma-
Aldrich. All chemicals were used without further purifi-
cation. Ultrapure water ( 18M£/cm) was obtained from a
Barnstead E-Pure deionization system.

The bacterial strains used for the antibacterial assays
were obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC®). Two aerobic strains, Pseudomonas aeruginosa
(ATCC®43,636™) and Staphylococcus — epidermidis
(ATCC®14,990™"), were cultured using Trypticase soy
broth (TSB) and trypticase agar base from Becton-Dick-
inson, Microbiology Systems, BBL®. Hemin and mena-
dione from Sigma-Aldrich.

Synthesis of Nano Ferrites
The synthesis of the ZnFe,O4 NPs was carried out as fol-

lows. 027 g ao? mol) of zinc acetate dihydrate, Zn(C,.
H30,),-2H,0 were ground in an agate mortar with 0.73 g
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(2 x 1072 mol) of iron acetylacetonate, Fe(CsH;0,); for
10 min. Then, 0.33 g (8 x 107 mol) of sodium hydroxide,
NaOH previously ground, was added to the metallic salts’
mixture, and the milling continued for 30 min. The
obtained powder was washed with distilled water four
times and then twice with acetone. In each case, the pro-
duct was separated by centrifugation at 3500 rpm for
10 min. The product was dried at room temperature and
then calcined at 400 °C for 2 h. Finally, a powder with a
light orange color was obtained. The general chemical
reaction to obtain the ZnFe,O4 NPs is as follows.

Zn(COLCHs), - 2H20 + 2Fe(Cs Hr02)s
+ 8NO0HAM0204NP$ + 6NaCsH70,

+2NaCO,CH5 + 6H, 0

CuFe;O;s NPs were synthesized from 073 g
(2 x 107 mol) of iron acetylacetonate, Fe(CsH;0,); and
0.18 g (107 mol) of copper acetate, Cu(C,H305), milled
for 10 min. Then, 0.33 g (8 x 10 mol) of ground NaOH
was added to the previous mixture. All reagents were
milled for 30 min obtaining a dark orange powder, washed
with distilled water four times, and then twice with ace-
tone. In each case, it was separated by centrifugation at
3500 rpm for 10 min. Finally, the product was dried at
room temperature and then calcined at 400 °C for 2 h. The
general chemical reaction to obtaining the CuFe,O4 NPs is
shown below.

OA(COzCH;)z 2H,0 + ZFQ(C5H702)3
+ 8NO0H_A’ alFezoalVPs + 6NOC5H702

+2NaCO,CH5 + 6H,0

The yielding of the reactions was around 85%, and they
were carried out in triplicate to guarantee the repro-
ducibility of the synthesis method.

Instruments for Characterization of Nano Ferrites

X-ray diffraction patterns were performed at room tem-
perature with Cu Ko radiation (A = 1.5406 A®) in a D5000
Siemens diffractometer; diffraction intensity was measured
between 2.5° and 70°, with 20 step of 0.02°, for 0.8 s per
point. The average crystal size (D) of the NPs was esti-
mated from their diffractograms, using the Debye-Scherer
formula, D = xA/Bcos, where x is the shape factor equal
to 0.9, A is the CuKx radiation, B is the full width at half
maximum intensity of selected peaks (FWHM), and 8 is the
Bragg angle. Raman spectra from 100 to 900 cm™ ' were
evaluated using a TriVista 557 dispersive Raman spec-
trometer with an exciting radiation of 532 nm and detected
by a CCD camera at 25 s and a resolution of ~ 1.9 cm ™.
Electron paramagnetic resonance spectra (EPR) were
obtained in an ELEXSYS ES500 Bruker at room
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temperature in X band, using a frequency of 9.8586X10°
Hertz, power of 0.002 Watts, with a field centered at 3350
Gauss. Transmission electron micrographs (TEM) were
obtained with an FEI Tecnai F20 microscope, operating at
200 kV S/TEM field emission with an X-TWIN lens and a
high brightness field emission electron gun (FEG), by
deposition of a drop of the powdered ZnFe,0,4 or CuFe;0y4
NPs dispersed in ethanol onto 300 mesh Cu grids coated
with a carbon layer.

Antimicrobial Assays

Bacterial strains were cultured on enriched TSA plates
(Trypticase Soy Agar added with 0.3 pg/mL menadione
and 5 pg/mL hemin) in aerobic conditions at 37 °C. The
antimicrobial effect of the ZnFe;,O; and CuFe,04
nanoparticles was determined using the minimum bacteri-
cidal concentration (MBC) and the agar dispersion meth-
ods, based on the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) for the evaluation of antimicrobial sus-
ceptibility tests. All experiments were performed in
triplicate.

The MBC is the most common estimation of bactericidal
activity. It is the lowest concentration of antimicrobial
agent needed to kill 99.9% of the final inoculum after 24 h
of incubation under a standardized set of conditions. The
MBC can be determined by the counting of the colony-
forming units (CFUs) that can be observed after broth
microdilution or microdilution by sub-culturing a sample,
yielding a negative microbial growth on the surface of non-
selective agar plates to determine the number of surviving
cells (number of CFU/mL) [44, 45]. First, the growth of
pure cultures of each strain was harvested from the agar
surfaces and suspended in individual tubes with enriched
TSB culture broth (Trypticase Soy Broth added with
0.3 pg/mL of menadione and 5 pg/mL of hemin). Each
tube’s optical density (OD) was measured in a spec-
trophotometer (600 nm) and adjusted to obtain a suspen-
sion with 10* cells/mL. Then, 20 pL of the adjusted
suspension of the bacterial strains were individually
transferred in 96-well microplates, and different concen-
trations of the NPs (from 0.3 to 75 to mg/mL) were sepa-
rately placed on each well in a total volume of 200 pL. The
TSB culture broth without NPs was used as the negative
control and TSB with chlorhexidine (0.2%) as the positive
control. The microplates were incubated for 24 h at 37 °C
using orbital shaking at 100 rpm. After incubation, 10pL
were taken from each well, previous homogenization,
inoculated on TSA plates and incubated for 24 h at 37 °C.
Then, the agar plates were visually examined, and the
MBCs were determined based on the plates where no
visible bacterial growth was observed.
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The agar dispersion method was done as follows:
adjusted suspensions of 10? cells/mL of each strain were
plated and incubated on enriched TSA plates prepared with
27 mg/mL of ZnFe,04 or CuFe;04 NPs, using TSA agar
plates without NPs as negative controls. Plates were incu-
bated at 37°C under aerobic conditions for 24 h. After
incubation, the number of Colony Forming Units (CFUs)
was visually counted. The antibacterial effectiveness of the
NPs was expressed as the inhibition ratio according to the
following equation:

Al

Al = total number of CFUs in the plates without NPs
(negative control).

A2 = total number of CFUs in the NPs containing
plates.

All experiments were performed in triplicate.

Inhibition ratio (%) = (‘“ _Az) % 100

Results and Discussion
Nanoparticles of ZnFe»04 and CuFe;04

The powder X-ray diffraction patterns of the ZnFe,O4 and
CuFe;04 NPs are shown in Fig. 1. For the ZnFe,O4 NPs,
all the diffraction peaks correspond to the cubic phase for a
spinel-type structure with space group Fd3m, according to
JCPDS 89-7412 card (Fig. 1a). In contrast, the CuFe,0y4
NPs shows an XRD pattern with peaks corresponding to
the cubic phase (JCPDS 25-0283) and some diffraction
peaks due to the tetragonal phase (JCPDS 34-0425) at
43.8° (220), 54.5° (312), 57.8° (321) and 63.7 2° (400)
marked by asterisks in Fig. 1b. The temperature treatment
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1 = 89-7412
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Fig. 1 X-ray diffmction pattems of a ZnFe;0; NPs and b CuFe;0,
NPs, the peaks marked by asterisks correspond to the tetragonal phase
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has been the most studied factor that determines the crystal
structure for this ferrite; however, there have been several
reports that show that the final crystal structure of the
system will be determined by the synthesis method and its
overall conditions (pH, solvent, atmosphere, reactants,
reactants concentrations) [21]. In this case, using a
mechanochemical synthesis and a thermal treatment at
400 °C, both crystal structures can coexist. The crystalline
structure will depend on the cation distribution since the
system will adopt a less energetic structure. More specifi-
cally, the distribution of Cu®* will induce a distortion on
the crystalline structure due to the Jahn Teller effect,
favoring either the cubic or tetragonal structure [35]. Using
Scherrer’s equation, we estimated the average crystallite
sizes of 8% Inm and 9 £ 1 nm for ZnFe;O, and
CuFe,04 over all the diffraction peaks.

TEM micrographs of ZnFe;O4 and CuFe,O4 NPs cor-
roborate the formation of nanoparticles with dimensions
close to those obtained from their XRD patterns. The
ZnFe,04 NPs obtained in this work present a nearly
spherical morphology (Fig. 2a), whereas the CuFe,0 NPs
show shapes close to a cuboid (Figs. 2b and 2c). Average
sizes of 7 £ 2 nm for the ZnFe;O4 NPs and 10 = 1.0 nm
for the CuFe;O4 NPs were determined from their corre-
sponding histograms by counting 100 NPs (insets in
Figs. 2a and 2b). In this work, the apparent size obtained
(crystallite size) is similar to the particle size calculated by
transmission electron microscopy, which indicates the
coincidence between crystallite and particle in the analyzed
samples.

Raman scattering spectra of ZnFe,Oy4 and CuFe,04 NPs
(Fig. 3) confirm the structure and composition of the pha-
ses. The group theory predicts the following vibrational
modes I‘,,,.:A,,+E,+F.,+3F,,+2A2.+2E.
+ 4F, + 2F,, for spinel-type systems with a cubic
structure, where A,,, E; and 3F,; are Raman active. The
Raman spectrum of the cubic ZnFe,O; NPs (Fig. 3a)
shows three characteristic signals at 345, 489, and
657 cm ™', with symmetries 2Fp; + Az, The mode at
643 cm ™' is due to zinc-oxygen vibration at the tetrahedral
sites, while the rest correspond to the vibration Fe-O at the
octahedral sites [46]. The Raman frequency depends on the
Fe (Zn)-O bond length, which changes with the lattice
parameter variation and particle size [16, 47]. Conversely,
the spectrum of CuFe,O4 NPs shows five signals. The
peaks at 217. 288, 491, and 673 cm ! are assigned to the
cubic inverse-spinel copper ferrite and correspond to 2F3,,
Eg, and Aj;; symmetries accordingly [48]. Additionally, a
band around 399 cm ' marked with an asterisk in Fig. 3b
is observed. The appearance of different Raman peaks has
been attributed to a breakdown of the momentum conser-
vation rule since the wavelength of the exciting radiation
(532 nm) is much larger than the particle diameter
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Fig. 2 Representative TEM micrographs of ZnFe;O4 NPs (a) and CuFe;04 NPs (b and ¢). The corresponding histograms appear inserted

(a) ZnFe,04

Intensity (a.u.)
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Raman shift (cm™)

Fig. 3 Raman spectm of a ZnFe204 NPs and b CuFexOsNPs

(~ 10 nm). In the case of a perfect crystal with a size much
larger than the wavelength, i.e., k =0, it means that only
the phonons near the center of the Brillouin zone are
allowed in the Raman scattering due to the momentum
conservation rule. However, the momentum conservation
rule is violated for nanoparticles, and phonons for k # 0
become allowed in the Raman scattering. Therefore, for
k # 0, the inversion center of the cubic centrosymmetric
crystal is absent, which explains the appearance of extra
Raman modes in the spectra [48, 49]. For this ferrite type,
the lower frequency modes correspond to metal-oxygen
vibration in the octahedral sites, while the higher frequency
Raman modes above 600 cm ™' are assigned to metal-
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oxygen vibration in the tetrahedral sites [48]. For both
ferrites, the broadening of Raman peaks is due to the small
size of the particles.

The EPR spectra for ZnFe,04 and CuFe,04 NPs (Fig. 4)
show a strong, broad resonance band, with g ~ 2.0,
characteristic of ferromagnetic (FM) oxide nanostructures
[50]. For ZnFe,O4 NPs (Fig. 4a), two ions may contribute
to the resonance signal, Fe** cations with five unpaired
electrons in the d-orbitals and the oxygen vacancies, singly
ionized [51]. For CuFe;O4 NPs (Fig. 4b), the EPR spec-
trum is associated with O*~ and Cu®" vacancies [35].
Similarly, the EPR spectrum of CuFe204 NPs (Fig. 4b)
could be associated with Fe3 + cations as well with O2-
and Cu2 + vacancies [35]. These vacancies are favored
because the CuFe204 cubic and tetragonal phases coexist.
The structural transition has been explained by forming an
oxygen-deficient copper ferrite. The annealing treatment
initiated the transformation, favoring the transition of
Cu2 + from B (octahedral) to A (tetrahedral) sites, creat-
ing Cu-rich and Cu-poor regions and the loss of oxygen.
These chemical inhomogeneities explain the copper and
oxygen vacancies [52]. The transition temperature (Tt),
from tetragonal to cubic structure, can vary according to
the synthesis method.

The obtained results show that an uncomplicated
methodology allows the synthesis of ZnFe;O4 and CuFe,.
04 NPs with small average diameters. Therefore, as a
possible alternative to disinfect and prevent bacterial
spreading, these NPs were tested against two opportunistic
pathogens: S. epidermidis and P. aeruginosa.
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Fig. 4 EPR spectra of a ZnFe204NPs and b CuFez20sNPs
Antimicrobial Assays

The minimum bactericidal concentration (MBC) of
ZnFe;04 and CuFe,04 NPs against S. epidermidis and P.
aeruginosa are presented in Table 1. The values correspond
to the NPs concentration at which CFUs were not observed
on the agar plate after 24 h of incubation.

The results show that both ferrites present a concentra-
tion-dependent antimicrobial effect against the two bacte-
rial strains tested. The MBC determined for ZnFe,0, is
47 mg/mL for S. epidermidis and 75 mg/mL for P.
aeruginosa, while CuFe;O4 NPs have an MBC of 9.4 mg/
mL and 18.8 mg/mL respectively. S. epidermidis is more
susceptible to the action of both nanoparticles since there is
no observable bacterial growth at lower concentrations
compared to P aeruginosa. This result was expected since

the Gram-negative bacterium is more resistant to antibac-
terial agents.

Agar Dispersion

For the agar dispersion test, 27 mg/mL of the nano ferrites
were dispersed in the TSA medium. This concentration was
the highest that can easily be dispersed in the medium to
ensure a homogeneous distribution of the nanoparticles.
Figure 5 (a) shows the respective agar plates with ZnFe;O,4
NPs before inoculation, and Figs. 5 (b and c) show the agar
plates with these nanoparticles after the inoculations and
24-h incubation with P. aeruginosa and S. epidermidis,
respectively. Figure 6 shows the agar plates for CuFe,Oy4
NPs without bacteria (a) and 24-h after incubation with P.
aeruginosa (b) and S. epidermidis are presented (c).

The ZnFe;O4 nanoparticles are orange, and this same
color can be observed in Fig. 5(a) once the NPs are dis-
persed in the culture media before incubation. CuFe,0y4
NPs initially have a dark brown color, and once they are
dispersed in the media, the color stays the same, as shown
in Fig. 6(a). This behavior could indicate that the
nanoparticles do not dissolve in the media; therefore, the
nanoparticles are responsible for the antimicrobial activity
observed. Figure 5 (b) and Fig. 6 (b) show the media with
some UFC on the plate after 24-h incubation, which indi-
cates the bacteria P. aeruginosa can grow in the presence
of these nanoparticles but not in the same quantity as the
control plate. Figure 5 (c) and Fig. 6 (c) show the plates
after 24-h incubation with S. epidermidis. Both cases show
no UFC on the plates, indicating no bacterial growth at this
concentration; the nanoparticles can fully inhibit bacterial
growth.

Table 1 Minimum Bactericidal

Concentration for ZnFe,04 and Niicoatichie - 00y (mghul)
CuFe, 0, NPs against S S epidermidis P. aeruginosa
epidermidis and P. aeruginosa

ZnFe 04 4.7 5

CuFe20s 9.4 188
Fig. 5 Agar plates with ZnFe)O4 NPs

ZnFe;04 NPs (a), after 24-h
incubation with P. aeruginosa
(b), and after 24-h incubation
with 8 epidermidis (c)
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Fig. 6 Agar plates with
OuFe, 00 NPs (2, aftes 24-b CuFe,04 NPs

incubation with P. aeruginosa
(b), and after 24-h after
incubation with & epidermidi;

¥

©

(a)

The percentage of bacterial growth inhibition by the
ZnFe;04 and CuFe,O4 NPs at 27 mg/mL is shown in 200 4
Fig. 7. Both ferrite NPs inhibited 100% of S. epidermidis
growth, which agrees with the MBC results because 99.9%

(a) Staphylococcus epidermidis

of bacteria were killed at 4.7 and 9.4 mg/ mL of ZnFe,0,4 s 1 E
and CuFeQy, respectively. 35
The P. aeruginosa growth was inhibited 67 = 1% and & 7
78 £ 1% by the ZnFe;0,4 and CuFe;04 NPs. These results 3
are consistent with those of the MBC test. The dispersion € w0

test results corroborate that S. epidermidis is more sus-
ceptible to the antimicrobial action of the nanoparticles a0l
synthesized in this work; in the case of P. aeruginosa, the
CuFe;04 NPs have more significant antimicrobial activity.
The differences between the obtained results could be
attributed to the experimental methodology followed in
each test. For the MBC test, the culture was a broth while it
was an agar for the dispersion test. The contrast in the 100 3
culture causes a different type of interaction between the (b) Pseudomonas aeruginosa
nanoparticles and the bacteria. Therefore, the activity
observed in each test will be determined by the mecha- 1 TITTTTTTTT
nisms involved in the bacteria-killing.

All the antimicrobial assays showed better inhibition of
the bacterial growth for Gram-positive S. epidermidis than
for Gram-negative P. aeruginosa. This phenomenon could
be attributed to Gram-negative bacteria containing a lipid-
bilayer membrane with a lipopolysaccharide outer layer on
their cell envelope, which may confer them higher pro- T —
tection to these NPs. Several mechanisms have been pro-
posed for the antimicrobial activity of nanoparticles [45].

From the characterization of the ZnFe,O4 and CuFe,Oy4 ¢
NPs, we can suggest some mechanisms by which these
nanoparticles can have antimicrobial activity. However, Fig. 7 Percentage of inbibition of 8 S epidermidis and b P.
some general aspects that affect the activity must be con- aeruginosa by the ZnFe;0; and CuFe,0; NPs

sidered: size, morphology, composition, and defects. Both

nanoparticles synthesized here are similar in size, around  membrane of the different bacteria. EPR characterization
10 nm, and the antimicrobial activity observed is not the  indicates oxygen vacancies for the ZnFe,04 NPs, while
same. Therefore, we can conclude that the size does not ~ CuFe;O; NPs have oxygen and copper vacancies. The
directly influence the activity in the systems studied. presence of vacancies can promote the mobilization of ions

The composition and surface defects might play a rel-  from the structure to the culture media to be internalized in
evant role in killing the bacteria, especially when we look  the bacteria causing ion imbalance that can eventually
at the interaction of the nanoparticles with the outer  result in bacteria death [53]. The NPs can present a charged

ZnFe,0, CuFe,0,

Inhibition (%)

ZnFe,0, CuFe,0,

) springer
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surface due to the vacancies in the crystal structure, which
causes electrostatic interaction with the bacteria mem-
brane, resulting in the disruption of said membrane and
eventually bacterial death [54]. This mechanism could also
explain the results for CuFe,0, NPs in the different tests.
The ions cannot move as freely in the TSA as in the TSB;
without the ion imbalance, the integrity of the membrane is
partially sustained, resulting in fewer bacteria being killed.
Generally, a unique crystal phase is ideal for the properties
displayed and the nanoparticles applications. However, in
CuFe;04, where we obtained cubic and tetragonal phases,
both can promote antimicrobial activity against P. aerug-
inosa, but not for S. epidermidis.

Conclusion

Nanocrystals of ZnFe,04 and CuFe;O4 were successfully
obtained by an uncomplicated, non-expensive, and envi-
ronmentally friendly synthesis method. The spectroscopic
techniques used to characterize these NPs confirm the
composition and structure of the crystal phases. Both NPs
showed good antibacterial activity, especially against the
Gram-positive S. epidermidis. The synthesis method
employed in this work encourages the formation of dif-
ferent paramagnetic defects related to the antibacterial
effect observed here. The results obtained in this work
suggest that the ZnFe,O4 and CuFe,04 NPs as antimicro-
bial agents can be embedded on different surfaces, pre-
venting bacteria growth.
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