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RESUMEN

Las nanoparticulas de magnetita (NPM) han despertado gran interés debido a su baja
toxicidad humana y actividad antimicrobiana. Para la obtencion de esta clase de
nanoparticulas, se han planteado métodos electroquimicos que permiten lograr un mejor
control y distribucion en el tamafio. Adicionalmente, se ha reportado que funcionalizadas
con quitosano (Qts), su actividad antimicrobiana es mas efectiva. Por lo que en esta
investigacion se sintetizd y caracterizé un material composito basado en NPM modificadas
con Qts (NPM/Qts) y se evalud el efecto antimicrobiano sobre el crecimiento de Salmonella
typhimurium, para su potencial aplicacion en la industria agroalimentaria. Para ello se
emple6 el método electroquimico de pulsos de potencial asimétricos para la sintesis de las
NPM, asi como el método de modificacion superficial para la obtencién de las NPM/Qts.
En cuanto a la caracterizacion se emplearon diferentes técnicas fisicoquimicas y
electroquimicas. Finalmente se realizd evaluacion antimicrobiana in vitro mediante los
métodos de cinética de crecimiento y cuenta viable en placa. Los resultados obtenidos
evidenciaron que al aplicar los pulsos (anddico de 0.30 V por 5 s y catédico de -0.92 V por
7 s) en la sintesis se obtienen NPM con un tamafio de 21.2+3.6 y 46.2+7.9 nm (por DRX y
STEM, respectivamente), potencial zeta de 20.4+1.4 mV. Por otro lado, al realizar la
modificacion se obtuvieron NPM/Qts con un tamafio de 18.5+6.3 y 31.3+£5.9 nm (por DRX
y STEM, respectivamente), potencial zeta de 32.8+0.4 mV mas positivo y estable que las
NPM. Ademas, al evaluar su efecto antimicrobiano se observo mayor inhibiciéon al utilizar
como tratamientos las NPM/Qts a partir de una concentracion de 9 mg/mL. Con base en lo

anterior, las NPM/Qts podrian tener aplicacion en la industria agroalimentaria.

Palabras clave: Nanocomposito, Magnetita, Quitosano, Electroquimica, S. typhimurium.



ABSTRACT

Magnetite nanoparticles (NPM) have aroused great interest due to their low human toxicity
and antimicrobial activity. To obtain this class of nanoparticles, electrochemical methods
have been proposed that allow to achieve better control and distribution in the size.
Additionally, it has been reported that functionalized with chitosan (Qts), its antimicrobial
activity is more effective. So, this research synthesized and characterized a composite
material based on NPM modified with Qts (NPM/Qts) and evaluated the antimicrobial
effect on the growth of Salmonella typhimurium, for its potential application in the agri-
food industry. To this end, the electrochemical method of asymmetrical potential pulses was
used for the synthesis of NPM, as well as the surface modification method for obtaining
NPM/Qts. Different physicochemical and electrochemical techniques were used in terms of
characterization. In vitro antimicrobial evaluation was finally performed using the methods
of growth kinetics and viable plaque count. The results obtained showed that when applying
the pulses (anode 0.30 V by 5 s and cathode of -0.92 V by 7 s) in the synthesis NPM with a
size of 21.2+3.6 and 46.2+7.9 nm (per DRX and STEM, respectively), zeta potential of
20.4+1.4 mV. On the other hand, NPM/Qts with a size of 18.5+£6.3 and 31.3£5.9 nm (per
DRX and STEM, respectively), zeta potential of 32.8+0.4 mV more positive and stable than
NPM, was obtained when making the modification. In addition, increased inhibition was
observed when using NPM/Qts es a treatment from a concentration of 9y 1.2 mg/mL when
evaluating its antimicrobial effect. Based on the above, NPM/Qts could be applicable in the

agri-food industry.

Keywords: Nanocomposite, Magnetite, Chitosan, Electrochemistry, S. typhimurium.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es una disciplina que se ocupa del disefio, elaboracion y aplicacion de
materiales a una escala menor a 100 nm (Kadzinski y cols., 2018; Suresh, 2014; Chellaram
y cols., 2014). En los ultimos afos esta disciplina ha adquirido gran relevancia alrededor
del mundo influyendo en campos como la Biologia, Medicina, Medio Ambiente y Ciencias
en Alimentos (Shapira y Youtie, 2015; Karn y Wong, 2013; lavicoli y cols., 2014). En este
ultimo, los microorganismos patdgenos se han convertido en un serio problema econémico
a nivel mundial y una de las mayores preocupaciones sanitarias, debido a su proliferacion,
a las enfermedades que provocan en los humanos y a la resistencia a algunos agentes
antimicrobianos como los antibi6ticos (Ogunsona y cols., 2020; Alburqueque y Gusqui,
2018; Fu y cols., 2016). Asi, la nanotecnologia ha venido a revolucionar las estrategias de
indole quimica, fisica y bioldgica que tienen la finalidad de controlar e inhibir
microorganismos patdgenos presentes en alimentos, mediante el disefio de nanomateriales
con actividad antimicrobiana (Kaewklin y cols., 2018; Zhang y cols., 2017; Liy cols., 2017;
Liny cols., 2015).

En este sentido, las nanoparticulas de magnetita (NPM) que han sido aplicadas en campos
como el Medio Ambiente y Medicina, han despertado gran interés en el campo de las
Ciencias de los Alimentos, debido a su biocompatibilidad, actividad antimicrobiana y baja
toxicidad humana (Mashjoory cols., 2018; Zuluaga, 2011). La actividad antimicrobiana de
las NPM suele atribuirse principalmente a su capacidad para producir especies reactivas de
oxigeno (ROS; por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) que causan estrés
oxidativo en los microorganismos, dafo a su pared celular y DNA (Armijo y cols., 2020).

Ademas, se ha reportado que la actividad antimicrobiana de este tipo de nanoparticulas es
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potenciada cuando se disminuye el tamafio de particula, debido a que la relacion
superficie/volumen es superior que sus homélogos en escala micro (Ogunsonay cols., 2018;
Panchal y cols., 2018). Por lo que para la obtencion de esta clase de nanoparticulas se buscan
nuevas estrategias, debido a que los diferentes métodos de sintesis propuestos presentan los
inconvenientes de poco control en el tamafio y distribucion de las nanoparticulas,
propiciando desventajas para su aplicacion efectiva. De esta manera, los métodos
electroquimicos, se plantean como una buena alternativa que permite lograr un mejor
control en el tamafio y distribucion de las NPM (Velasquez y cols., 2018; Robles y
Rodriguez, 2017; Strobel y Pratsinis, 2009). Sumado a ello, se ha reportado que al recubrir
las NPM con quitosano (Qts) se hace mas positiva su carga superficial, lo que propicia el
contacto con la membrana celular de los microorganismos, haciendo mas efectiva la
produccidn de ROS y por ende su actividad antimicrobiana (Mashjoor y cols., 2018; Kloster
y cols., 2015; Morales y cols., 2013).

De acuerdo con esto, el presente proyecto de investigacion propuso la sintesis de NPM
empleando el método de pulsos de potencial asimétricos y su modificacion superficial con
Qts para obtener el material nanocompésito (NPM/Qts) con propiedades antimicrobianas.
Asimismo, se propuso evaluar el efecto antimicrobiano de las NPM/Qts sobre S.
typhimurium mediante cinéticas de crecimiento y cuenta viable en placa. La efectividad de
este método de sintesis permitié obtener nanoparticulas de tamafio nanométrico menor a los
55 nm, que al ser modificadas superficialmente con Qts no altera la estructura de la
magnetita, potencia la estabilidad, la carga superficial y actividad antimicrobiana de las
NPM. Ademas, se observd que las NPM/Qts presentan mejor efecto a partir de una

concentracion de 0.9 mg/mL.

De esta manera, estos hallazgos revelados mediante la caracterizacion por técnicas
fisicoquimicas y electroquimicas, asi como la evaluacion del crecimiento y desarrollo de S.
typhimurium, evidenciaron la potencialidad del material compoésito disefiado para su

aplicacion en el area agroalimentaria.
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2.1 Nanotecnologia en alimentos

La nanotecnologia es una disciplina que ha adquirido gran relevancia en los ultimos afios,
enfocada al disefio, elaboracion y aplicacion de materiales a una escala menor a 100 nm
(Kadzinski y cols., 2018; Suresh, 2014; Chellaram y cols., 2014). En su inicio, su &mbito
de influencia habia sido direccionado a areas cémo la Fisica, Quimica, Ingenieria y
Robdtica, pero en los ultimos afios, estd disciplina ha influido en otros campos como la
Biologia, Medicina, Medio Ambiente y Ciencias en Alimentos ( Shapira y Youtie, 2015;
lavicoli y cols., 2014; Karn y Wong, 2013). En este altimo, ha contribuido al desarrollo de
nuevos productos (nanoalimentos funcionales), la mejora de los procesos de los alimentos
(gelatinas, espumas y emulsiones), la calidad y seguridad alimentaria mediante el desarrollo
de biosensores, asi como en el envasado de los mismos mediante materiales activos e
inteligentes (Kartick y cols., 2015; Marquez y cols., 2012; Elika, 2012). Los materiales
activos e inteligentes son considerados materiales de contacto que se utilizan en las etapas
de transporte, procesamiento y almacenamiento de los alimentos mediante su incorporacion
como particulas activas en el envasado, con la finalidad de conferir a la matriz de soporte,
flexibilidad, permeabilidad a gases, asi como estabilidad a la temperatura y humedad. De
igual forma, este tipo de materiales han sido incorporados como nanosensores, con la
finalidad de detectar perturbaciones en la temperatura, humedad, oxigeno, entre otros,
mediante el cambio de color del nanomaterial por alteraciones en las condiciones especificas
del alimento. Esta propiedad crémica, asi como otras propiedades como la eliminacion de

gases (como O») y la actividad antimicrobiana son dependientes del tipo de nanomaterial,
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donde los mas empleados por su efectividad son las nanoparticulas metalicas (Fuertes y
cols., 2016; Bowles y Lu, 2014, Llorens y cols., 2012; FAO y OMS, 2011).

2.1.1 Nanoparticulas metalicas aplicadas en alimentos

Las nanoparticulas metalicas son materiales disefiados a partir de metales y 6xidos metalicos
en escala nanométrica, los cuales son aprovechados puros o0 en combinacion con otros
materiales para diferentes aplicaciones en diversas areas como la electronica, automotriz,
médica, farmacéutica, cosmética, medio ambiente y recientemente la alimentaria. En esta
altima, sus aplicaciones han sido dirigidas principalmente al desarrollo de materiales y
envases para inhibir microorganismos y prolongar el tiempo de conservacién del alimento,
asi como al desarrollo de nanosensores que mediante un cambio de color permitan detectar
alteraciones en los parametros fisicos que afectan al alimento o que pueden favorecer el
deterioro del alimento (Bowles y Lu, 2014; FAO y OMS, 2011, De Azedero y cols., 2011).

En este sentido, se ha reportado el desarrollo de peliculas ultrafinas con base en didxido de
estafio para su empled en la deteccion de agentes tdxicos como el didxido de azufre y acido
sulfhidrico que se producen durante la descomposicion de los alimentos. Por otro lado,
existen reportes sobre el desarrollo de materiales basados en nanoparticulas de cobre y de
dioxido de zinc incorporados en matrices de poliacrilamida o silicio poroso, con el fin de
llevar acabo la deteccién de cambios de humedad y temperatura en los alimentos (Bowles
y Lu, 2014; lliadis y Ali, 2011). Algunos estudios revelan el emple6 de nanoparticulas de
oro y plata para la deteccion de cambios en la temperatura del alimento (Zhang y cols.,
2013; Lee y cols., 2011), asi como para la inhibicion del crecimiento de microorganismos
(Kaewklin y cols., 2018; Aziz y cols., 2015). Estudios recientes se han enfocado en el
empled de nanoparticulas de didxido de titanio para la deteccidén de cambios de temperatura,

de oxigeno y principalmente para inhibir etileno y microorganismos en alimentos al ser
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sometidas a irradiacion UV (Zhang y cols., 2017; Wang y cols., 2016; Bodaghi y cols.,
2015; Liny cols., 2015).

Por otro lado, las nanoparticulas basadas en hierro han sido principalmente aprovechadas
en laindustria alimentaria como aditivo inorganico para alimentos y suplemento alimenticio
dietético debido a su habilidad para brindar mayor sabor y absorcion en el organismo (FAO
y OMS, 2011). Asimismo, por su biodisponibilidad y actividad antimicrobiana este tipo de
nanoparticulas han despertado gran interés en la industria alimentaria para su empleé como

agentes antimicrobianos (McMahon y cols., 2016; Parveen y cols., 2018).

En este contexto, se ha reportado que su actividad antimicrobiana se ve potenciada si el
hierro se encuentra en su forma oxidada, donde 6xidos de hierro como la magnetita han
despertado gran interés para el area agroalimentaria, al presentar caracteristicas similares a
las del dioxido de titanio, como actividad antimicrobiana y degradacion de etileno, razén
por la cual este material puede ser considerado objeto de estudio para aplicaciones

alimentarias.

2.1.1.1 Nanoparticulas de magnetita

La magnetita es uno de los éxidos de hierro mas abundantes en la naturaleza y se encuentra
distribuida en diversos ambientes, lo que le brinda un interés especial en diferentes
disciplinas del conocimiento como la mineralogia, geologia, ciencia de suelos, geoquimica,
biologia, industria quimica, ambiental y medicina (Rodriguez y cols., 2012; Zuluaga, 2011).
En los altimos afios, la magnetita en escala nanométrica ha representado un material de gran
interés debido a su baja toxicidad en la salud humana, biocompatibilidad, propiedad
magnética y actividad antimicrobiana (Mashjoory cols., 2018; Zuluaga, 2011), lo que le ha

permitido tener una aplicabilidad tecnoldgica importante en areas diversas como medio
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ambiente, medicina y recientemente alimentos (Yan y cols., 2018; Mashjoor y cols., 2018;
Zuluaga, 2011).

En cuestiones de medio ambiente, se ha destinado principalmente al tratamiento de aguas
residuales con fines antimicrobianos y de remediacion (Robles y Rodriguez, 2017).
Mientras que en el &mbito médico, donde mas se han estudiado, se han destinado para
diversas aplicaciones tecnoldgicas en biomedicina, como lo son, resonancia magnética
biomolecular de alta sensibilidad (Bulte y cols., 2001), suministro de farmacos dirigidos in
vivo, agentes hipertérmicos, potenciadores en el tratamiento y diagnéstico del cancer, asi
como agentes antimicrobianos (Piosik y cols., 2019; Mashjoor y cols., 2018). En cuanto al
area alimentaria se ha reportado su utilizacion principalmente como aditivos alimentarios y
en la deteccion de algunos componentes indeseables en los alimentos; sin embargo, las
propiedades antimicrobianas que caracterizan a la magnetita han sido poco estudiadas,
despertado gran interés en esta area del conocimiento. Se ha reportado que la magnetita en
escala nanométrica muestra una actividad antimicrobiana potenciada debido a que su
relacion superficie/volumen es superior que sus homdlogos en escala micro (Ogunsona y
cols., 2018; Panchal y cols., 2018). En este contexto, los pocos estudios que se han realizado
con respecto a la actividad antimicrobiana de las NPM, han sido dirigidos al efecto de estas
sobre microorganismos patdégenos de humanos. Se han reportado probables mecanismo de
accion, con principal atribucién a la accion de las ROS para dafiar la pared celular de los
microorganismos, al inducir la peroxidacion de los fosfolipidos poliinsaturados en las
células bacterianas provocando dafio en el DNA'y, posteriormente, la muerte celular (Figura
2.1) (Mashjoor y cols., 2018; Regiel y cols., 2017; Choi y cols., 2008; Ruparelia y cols.,
2008).

Lo anterior concuerda con lo estudiado por Armijo y cols., (2020), quienes reportan que el
mecanismo de la accion antimicrobiana de las NPM para dafiar las proteinas bacterianas y

el DNA no se ha determinado; sin embargo, sugieren que podria estar implicado el estrés
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oxidativo y el dafio al ADN por ROS, como radicales superoxido, oxigeno singlete,
hidroxilo o perdxido de hidrégeno (H202). Asimismo, sugieren que estas ROS son
producidas mediante la reaccion Fenton o ciclo de Haber-Weiss (Reaccion 1y 2), en la que
es necesaria la presencia del H202 que es producido en todos los cultivos de organismos
aerdbicos mediante el degradado del oxigeno singlete por la enzima superoxidodismutasa
(Arakhay cols., 2015; Henle y Linn, 1997). Por otro lado, se ha reportado que las bacterias
tienen la capacidad de absorber Fe™ y reducirlo a Fe*? mediante reacciones redox que
permiten generar radicales hidroxilo (ver Reacciones 1y 2) (Mashjoor y cols., 2018; Regiel
y cols., 2017).

Fe (1II) + H,0, = Fe (II) + OH™ + OH’ (1)

Fe (I) + H,0, = Fe (IlI) + HO, + H* 2)

Se ha reportado como otro mecanismo importante, el efecto de los iones de Fe*3 y Fe*?
liberados de las NPM, debido a su accion como inhibidores tanto de la produccion de ATP
como de la replicacion del ADN (Gunawan y cols., 2011). Se han reportado otros
mecanismos en nanoparticulas metalicas que podrian seguir las NPM (Figura 2.1), como
dafio fisico en el que los materiales nanoestructurados al tener bordes afilados pueden dafiar
la pared celular al interactuar con las membranas bacterianas (Akhavan y Ghaderi, 2010);
el dafio por union en el que los materiales al interactuar con la pared celular bacteriana
pueden causar la pérdida de la integridad de la membrana celular y el flujo de salida de los

materiales citoplasmicos (Parandhaman y cols., 2015).
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Figura 2.1. Representacion esquematica de los mecanismos antimicrobianos de iones
metélicos. Fuente: Wyszogrodzka y cols., (2016).

Adicionalmente, se ha descubierto que las propiedades de las nanoparticulas metalicas
dependen en gran medida de su forma, concentracion, estructuras superficiales, tamafio y
método de sintesis (Rao y cols., 2000). En algunos estudios se sugiere que el tamafio de las
nanoparticulas metalicas es inversamente proporcional a la actividad antimicrobiana, a
menor tamafio mayor serd su actividad. Ademas, se ha reportado que la forma, tamafio,
estructura y estabilidad de este tipo de nanoparticulas llega a ser dependiente del método de

sintesis que se seleccione (Yongy cols., 2018; Regiel y cols., 2017; Guardia y cols., 2011).
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2.2 Principales métodos de sintesis de nanoparticulas de magnetita

Para la sintesis de NPM se han reportado diferentes métodos, tanto de indole fisica como
quimica (Setyawan y Widiyastuti, 2019; Zanella, 2012), donde los métodos quimicos
prometen ser una mejor opcion para obtener nanoestructuras con menos defectos y una
composicion quimica mas homogenea. Asi, dentro de este grupo los métodos himedos
resultan una buena alternativa para obtener particulas cristalinas con alta magnetizacion y
bajo costo (Velasquez y cols., 2018). Se han reportado métodos como la microemulsién,
hidrotérmico, descomposiciéon térmica, sol-gel y coprecipitacion quimica, siendo este
altimo el mas empleado. Sin embargo, presentan los inconvenientes de la obtencion de
nanoparticulas con poco control en el tamafo y distribucion, ademas de la generacion de
residuos téxicos (Veldsquez y cols., 2018; Robles y Rodriguez, 2017; Strobel y Pratsinis,
2009). Por lo anterior se han buscado otras alternativas de sintesis que no presenten estos
inconvenientes, donde los métodos electroquimicos han demostrado ser una alternativa

efectiva para la sintesis de las NPM.

2.2.1 Métodos electroquimicos

En 1999, Pascal y cols., realizaron un estudio sobre la sintesis electroquimica de
nanoparticulas de maghemita, en el que demostraron que el tamafio de las nanoparticulas
puede ser controlado de acuerdo a la densidad de corriente impuesta, como se muestra en el
Cuadro 2.1, donde al incrementar la densidad de la corriente impuesta, se logra disminuir el

tamafio promedio y las particulas obtenidas presentan superparamagnetismo.
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Cuadro 2.1. Resultados reportados por Pascal y cols., (1999) para la sintesis electroquimica
de maghemita.

Densidad de corriente aplicada Tamafo promedio de particula
(mA.cm?) (nm)
1.5 7.4
12 4.8
25 3.2

Este estudio sirvié de base en la investigacion sobre diferentes métodos electroquimicos
para la sintesis de particulas metalicas, como la magnetita, en los que se demostré que
mediante sintesis electroquimica era posible obtener particulas puras y homogéneas con
momentos magnéticos parecidos o superiores a sus homologos en escala micro (Cabrera y
cols., 2008; Franger y cols., 2007; Ying y cols., 2002). En este contexto, tanto Ying y cols.,
(2002) como Cabrera y cols., (2008) realizaron investigaciones en las que reportaron
mecanismos de interés para la sintesis de NPM; no obstante, se presentaba el inconveniente
de que el hidroxido férrico al ser sélido, se precipitaba provocando la no difusién a la

superficie del catodo para llevar a cabo la formacion de magnetita mediante su reduccién.

En este sentido, Rodriguez y cols., (2012) hicieron énfasis en la distancia entre los
electrodos para la formacion de magnetita mediante reduccion electroquimica del hidroxido
férrico, debido a que observaron que en distancias superiores a 5 cm no era posible la
formacion de la magnetita, debido a que la interfase anddica no alcanzaba el valor de pH de
9.4 necesario para favorecer la reacciéon. De esta manera, se propuso un nuevo método para
la sintesis electroquimica de magnetita en tamafio nanométrico, el cual consistio en la

aplicacion de pulsos de potencial a electrodos de hierro de alta pureza; donde se les cambi6
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la polaridad consecutivamente, por lo que estos electrodos se desempefiaron como anodo y
catodo en un proceso ciclico durante un tiempo controlado, logrando la no difusion de las
especies en una larga distancia para llevar a cabo las reacciones electroquimicas. Este
proceso de formacién fue dividido en pulso 1 y pulso 2, mismos que se detallan a

continuacion.

Durante el pulso 1 se aplica un sobrepotencial anddico al electrodo de trabajo, que conlleva
a la formacion consecutiva de los iones ferroso y férrico (Reaccion 3 y 4). De manera
simultanea, el electrodo auxiliar funge como catodo donde se genera gas hidrogeno e iones
hidroxilo mediante la hidrolisis del agua (Reaccién 5). De forma que durante este proceso
los iones generados en las respectivas reacciones son abundantes en las interfases
correspondientes, los cuales difunden hacia el seno de la disolucion debido al gradiente de

concentracion.

Fe & Fe?* + 2e” (3)
Fe?t o Fe3t + 1le” 4)
2H,0 + 2e™ & H, + 20H™ (5)

Posteriormente en el pulso 2 se invierte la polaridad de los electrodos, de forma que en el
electrodo de trabajo se aplica un sobrepotencial catddico, mientras que el electrodo auxiliar
trabaja como anodo, favoreciendo la formacion de gas hidrogeno e iones hidroxilo
(Reaccion 5). Después de este proceso, estos iones hidroxilo reaccionan para formar una
especie ferrica (Reaccion 6) o un hidrdéxido férrico, que reaccionan con los iones de hierro

generados durante el pulso 1 (Reaccion 7).

11
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Fe + 30H™ & y — FeOOH + H,0 + 3e™ (6)

Fe3* + OH™ & Fe(OH)3s (7

De esta manera, esta especie férrica es reducida quimicamente de manera parcial para
formar la magnetita (Reaccion 8), lo cual es posible ya que existe la presencia de gas
hidrogeno en esa interfase, o bien, se puede formar electroquimicamente durante el mismo
pulso 2, con la posibilidad de que el intermediario sea el propio oxihidroxido (Reaccion 9)

o el hidroxido férrico (Reaccion 10).

3y — FeOOH + %HZ - Fe;0, + 2H,0 (8)
3y — FeOOH + e~ © Fe304(s) + H,0 + OH™ 9)
3Fe(OH)3(5) + €~ © Fe304(5) + 4H,0 + OH™ (10)

En este estudio se sugirié que los procesos de transporte de materia podian facilitarse,
mejorando el aprovechamiento de energia, generando asi la magnetita en ambos electrodos.
De esta manera, se demostré la funcionalidad del método para la obtencion de maghemita
y principalmente magnetita cuando el pulso anddico presenta mayor sobrepotencial,
logrando obtener nanoparticulas con geometrias casi esféricas y tamafios promedio de
particula de 20-30+9 nm (Rodriguez y cols., 2012). Por lo tanto, se sugirié que el proceso
de sintesis al emplear esta estrategia, se ve mas afectada por el método de sintesis y el medio

electrolitico, que por la distancia entre electrodos. Adicionalmente, con este estudio se

12
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concluyd que al adicionar surfactantes en el sistema electrolitico como polietilenglicol,
polivinilpirrolidona (PVP) y éacido oleico, se logra modificar la distribucion del tamafio de
particula, dando como resultado nanoparticulas con una distribucion simétrica del tamafio,

mas estrecha a concentraciones mayores del tensoactivo.

En el 2016, Pérez y col., corroboraron el efecto de estos surfactantes, al demostrar que el
empleo de PVP y Qts en la sintesis de NPM, logra una distribucion de tamafio de particula
en un intervalo mas reducido, obteniendo mejores resultados al emplear el Qts. Asimismo,
evidenciaron que su empleo mejora la estabilidad de las NPM, reflejado en una mejor
respuesta de potencial Z (pot. Z) y UV-vis; razon que se atribuye a la envoltura catidnica
que se forma sobre la superficie de las nanoparticulas por los grupos amino protonados del

Qts, logrando de esta manera un ferrofluido de mejor estabilidad electrostética.

2.2.1.1 Quitosano (Qts)

El Qts es un biopolimero derivado de la desacetilacion de la quitina que se extrae de fuentes
naturales como hongos, insectos, moluscos e invertebrados, y principalmente de crustaceos
como cangrejos, langostas, langostinos y camarones (Knidri y cols., 2018; Polo, 2016).
Razon por la cual es considerado el segundo biopolimero natural mas abundante en el
planeta, con una composicion estructural de unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina unidas al azar por el enlace pB-(1-4) glucosidico, que forman un
aminopolisacérido catiénico lineal (Figura 2.2) ( Morgado y Assis, 2016; Elizondo y Gallo,
2011).

13
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Quitosano CHg

Figura 2.2. Estructura quimica del Qts. Fuente: Larez, 2003.

Este material es ampliamente utilizado en la industria, principalmente en las areas
biomédica y alimentaria, debido a sus caracteristicas no toxicas, biofuncionalidad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, buena capacidad de formacion de pelicula y
propiedades antibacterianas y antifungicas inherentes que son atribuidas a la presencia de
sus grupos amino activos y grupos funcionales hidroxilo (Siripatrawan y Kaewklin, 2018;
Morales y cols., 2013). Sin embargo, se ha reportado que en algunas ocasiones las
propiedades fisicoquimicas y mecéanicas de este biopolimero no llegan a ser satisfactorias
para su aplicacion en el area alimentaria (Zhang y cols., 2017). En este sentido, se han
empleado algunas estrategias tecnoldgicas, como por ejemplo, el desarrollo de materiales
nanocompositos mediante la incorporacion de nanoparticulas metalicas en la matriz del Qts,
que permite lograr una mejora viable en sus propiedades, dando pauta a su posible
aplicacion en el area de alimentos (Zhang y cols., 2017; Morgado y Assis, 2016).

14
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2.3 Materiales nanocompositos en envases activos

Los nanocompuestos 0 nanocompositos son estructuras con dos 0 mas materiales, de los
cuales al menos uno tiene una escala nanométrica. En el desarrollo de este tipo de
estructuras, comunmente son utilizados materiales metalicos, cerdmicos y polimeros, donde
al material predominante se le denomina matriz (Hernandez y Garcia, 2012). Estos
materiales tienen propiedades y naturaleza diferentes o complementarias, que al combinarse
logran propiedades mecénicas y fisicas especificas para la utilidad deseada del
nanocomposito (Su y cols., 2014). En este sentido, su aplicacion en el &rea alimentaria se
ha dirigido a la seguridad alimentaria, mediante el emple de nanocompositos para el disefio
de sensores, biosensores y envases activos (Lin y cols., 2020; Ogunsona y cols., 2020). En
estos ultimos se han empleado nanocompositos antimicrobianos para mejorar la vida util de
los alimentos envasados y la seguridad alimentaria (Hoseinnejad y cols., 2018; Llorens y
cols., 2012). En este contexto, para el desarrollo de envases de alimentos los polimeros
juegan un papel importante sobre otros materiales tradicionales como el vidrio, papel y
textiles, debido a su flexibilidad, facil procesamiento y bajo costo (Popovi¢ y cols., 2018;
Idumah y cols., 2017; Hosseini y cols., 2017). De igual forma, las nanoparticulas metéalicas
han demostrado un gran potencial para diversas actividades y aplicaciones, especialmente
antimicrobianas, debido a su tamafio y gran area superficial que propicia un mayor contacto

con los microbios (Ogunsona y cols., 2020).

2.3.1 Materiales compdsitos de polimeros y nanoparticulas metéalicas

Al disefiar materiales nanocompositos con base en nanoparticulas metalicas y polimeros se
pueden obtener materiales flexibles, que tengan propiedades magnéticas, eléctricas y/o

antimicrobianas (Arakha y cols., 2015; Kloster y cols., 2015), lo que brinda oportunidades
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de aplicacion en areas como la biotecnologia, ciencia de los materiales y ciencia de los
alimentos. En el area alimentaria, este tipo de materiales nanocompositos se han estudiado
prioritariamente para aplicaciones en envases activos con el fin de brindarles propiedades
de resistencia a la abrasion y a la degradacion ocasionada por radiacién UV, asi como
actividad antimicrobiana para inhibir el crecimiento microbiano transmitido por alimentos,
extender la vida util y reducir el uso de conservantes quimicos en los productos envasados
(Ogunsonay cols., 2020; Solano y cols., 2014; Chaudhry y cols., 2008). Por lo tanto, se han
estudiado materiales que contribuyan a mejorar las propiedades de los envases activos,

principalmente su propiedad antimicrobiana.

Algunos polimeros sintéticos cominmente empleados en el desarrollo de envases
antimicrobianos son el polietileno de alta densidad, polietileno de baja densidad, tereftalato
de polietileno, polipropileno, poliestireno y cloruro de polivinilo (Muthuraj y cols., 2018
a,b; Mekonnen y cols., 2013a); sin embargo, debido a que este tipo de polimeros presentan
graves problemas medioambientales por su largo periodo de degradacion se han empleado
polimeros renovables como proteinas (Mekonnen y cols., 2016; Mekonnen y cols., 2013b),
acido polilactico (Valerio y cols., 2018), tereftalato de adipato de polibutileno (Valerio y
cols., 2018; Mekonnen y cols., 2016), almidén modificado, celulosa y Qts (Ojogbo y cols.,
2018; Panchal y cols., 2018). En cuanto a las funciones antimicrobianas se han estudiado
ampliamente las particulas metalicas en escala nanométrica, destacando las nanoparticulas
de plata, cobre, oro, zinc, paladio, platino y selenio (Dizaj y cols., 2014). Asimismo,
nanoparticulas de 6xidos metalicos como el 6xido de zinc, 6xido de magnesio, 6xido de
calcio, 6xido de aluminio, 6xido de cerio, didxido de titanio y magnetita, han recibido gran
atencion como agentes antimicrobianos debido a su capacidad para absorber radiacion UV
y su caracter como desinfectante fotocatalitico (Jiang y cols., 2015). Por lo tanto, al llevarse
a cabo la interaccion mediante sus grupos funcionales entre los agentes antimicrobianos y
los polimeros (Appendini y Hotchkiss, 2002), el material nanocompdsito formado es una

opcién atractiva para su aplicacion en el area alimentaria, debido a la mejora de las
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propiedades, como la durabilidad, la resistencia al calor, las propiedades mecénicas y las
barrera tanto de gas como de vapor de agua, de este tipo de materiales y a su capacidad
antimicrobiana y sensora (Kaewklin y cols., 2018; Hosseini y cols., 2017; Aziz y cols.,
2015; Pérez y cols., 2012). En este sentido, estudios sobre el Qts en los que es empleado
como matriz de este tipo de materiales, han demostrado una mayor biocompatibilidad y
biodegradabilidad disminuyendo el impacto sobre el medio ambiente al ser un recurso
renovable (Kloster y cols., 2015; Zhang y cols., 2011; Sondjaja y cols., 2009).
Recientemente, han despertado interés los materiales nanocompaositos en los que las NPM
se han incorporado, sintetizado o recubierto con Qts, debido a que, en estudios de
biomedicina, han mostrado mejoria en su estabilidad, en sus propiedades magnéticas y
antimicrobianas, en comparacion con aquellas observadas en otras matrices poliméricas
como la PVP vy el polietilenglicol (Piosik y cols., 2019; Nehra y cols., 2018; Pérez y cols.,
2016; Kloster y cols., 2015).

2.3.2 Materiales compdsitos con base en NPM y Qts

En investigaciones recientes se ha demostrado la viabilidad de NPM en polimeros tales
como polialcohol vinilico, polidcido acrilico, polietilenglicol, 6xido de polietileno (Bandhu
y cols., 2015), DNA, proteinas y matrices de polisacaridos con la finalidad de mejorar la
biocompatibilidad o bioactividad en fines biomédicos. Esta estrategia ha sido también
aplicada en esta area para la separacion magnética de células, en sistemas de administracion
de farmacos diana y en diagnostico clinico de resonancia magnética, evidenciando
resultados atractivos (Kloster y cols., 2015; Bhatt y cols., 2010). Ademas, se han realizado
estudios sobre su efecto para inhibir microorganismos patdgenos para seres vivos y células
cancerigenas, en los que han obtenido resultados prometedores; sin embargo, es de interées

potenciar sus efectos antimicrobianos. En este sentido, se ha demostrado que el uso de
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biopolimeros como el Qts al ser empleados como revestimiento 0 matriz de NPM, pueden
potenciar su efecto antimicrobiano; fendmeno que ha sido explicado debido a una mejora
en el contacto del material con los microorganismos, por la diferencia entre la carga
superficial de las nanoparticulas y la pared celular del microorganismo, favoreciendo la
produccion de ROS y por ende su efecto antimicrobiano (Mashjoor y cols., 2018; Kloster y
cols., 2015; Morales y cols., 2013).

De esta manera, el Qts se presenta como un material viable para ser utilizado como matriz
polimérica en el desarrollo de materiales nanocompositos, con propiedades antimicrobianas,

para su potencial aplicacion en la industria agroalimentaria.

2.4 Microorganismos presentes en alimentos

En los alimentos suelen encontrarse diversos microorganismos que se pueden clasificar
como benéficos, de deterioro y patdgenos. Los microorganismos benéficos son aquellos que
durante su crecimiento contribuyen a mantener el sabor, la textura y apariencia de los
alimentos. Mientras que los de deterioro son aquellos que se encuentran principalmente en
la superficie de los alimentos y que pueden propiciar una descomposicién en los mismos
por consecuencia de metabolitos indeseables que se producen durante su crecimiento,
incitando a cambios indeseables en sus propiedades sensoriales como el color, olor, textura
y apariencia. Por otro lado, se consideran como microorganismos patogenos aquellos que
provocan enfermedades en alimentos o seres vivos (Hungaro y cols., 2014; Gram y cols.,
2002). Ademaés, estos microorganismos patdgenos tienden a propagarse con mucha
facilidad y volverse resistentes a los agentes antimicrobianos debido al uso indebido de
estos. Razdn por la cual los microorganismos patdgenos se han convertido en un serio
problema econdémico a nivel mundial y una de las mayores preocupaciones de las

autoridades sanitarias, al ser considerados la causa de diferentes toxiinfecciones que
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provocan enfermedades o en casos severos hasta la muerte (Ogunsona y cols., 2020;
Alburqueque y Gusqui, 2018; Fu y cols., 2016). En este sentido, una de las cuatro
principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo es
atribuida a la bacteria Salmonella, de la cual los serotipos mas significativos son la
Enteritidis y Typhimurium (WHO, 2018).

2.4.1 Salmonella y sus repercusiones economicas

La bacteria Salmonella es un bacilo Gram negativo que se comporta como patégeno
intracelular facultativo, el cual vive en el aparato gastrointestinal de los animales y el
hombre (Figueroa y Verdugo, 2005). Esta bacteria presenta casos infecciosos que se han
notificado tanto en los paises en desarrollo como en los desarrollados (EFSA y ECDC, 2018;
WHO, 2018). En los Estados Unidos (EE. UU.), las especies de Salmonella, como la
Enteritidis, Typhimurium, Newport, Heidelberg y Paratyphi, representan aproximadamente
el 34% de los brotes que imponen una carga econdmica estimada de 3.7 mil millones de
ddlares en un afio tipico (CDC, 2017; Hoffmann y cols., 2015). Este tipo de bacterias se
transmiten principalmente mediante personas y animales domésticos infectados, asi como
por alimentos contaminados infectados con aguas negras, contacto con utensilios u otros
alimentos contaminados (Barkai, 2018; Droby y cols., 2011). En este sentido, mas del 75%
de los brotes de Salmonella se atribuyen a cultivos en hileras de hortalizas, huevos, cerdo,
ternera o vegetales sembrados (IFSAC, 2017). En cuanto a los alimentos industrializados,
carnes crudas, productos lacteos y principalmente productos avicolas al ser de facil
contaminacion, son portadores de Salmonella (Newell y cols., 2010). La Salmonella
provoca enfermedades como la gastroenteritis y enfermedades diarreicas, que representan
aproximadamente 94 millones de casos, de los cuales 80.3 millones son transmitidos por

los alimentos en todo el mundo cada afio (Majowicz y cols., 2010). Ademas, esta bacteria
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también provoca la salmonelosis, que es la segunda infeccion transmitida por alimentos,
méas comunmente reportada en la Union Europea (EU) y en los EE. UU. La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha reportado méas de 90,000 casos de
salmonelosis cada afio en EU, lo que resulta en una carga econdmica general de hasta 3 mil
millones de euros al afio (ECDC, 2018; EFSA y ECDC, 2017).

Por otro lado, en México la informacion sobre los casos de Salmonella relacionados con el
consumo de alimentos es escasa, sin embargo, en el ultimo informe anual del 2018 se
reportaron 79,825 casos de salmonelosis, 34,906 casos de fiebre paratifoidea y 10,191 casos
de fiebre tifoidea, correspondientes a enfermedades causadas por la bacteria Salmonella
Enterica, Paratyphi y Typhimurium, respectivamente (Godinez y cols., 2019; DGE,2019).
Con base en lo descrito anteriormente, la bacteria Salmonella es considerada una de las
mayores preocupaciones en el sector salud y una carga econémica importante en todo el
mundo, particularmente para las industrias alimentarias por sus especies Enteritidis y
Typhimurium (Aaydha y cols., 2018). Razon por la cual, se plantean y buscan estrategias
con la finalidad de controlar e inhibir microorganismos que afectan la comercializacion de

alimentos y la salud a nivel mundial.

2.4.2 Control e inhibicion de la Salmonella en los alimentos

En el control e inhibicion de este tipo de patdgenos se emplean varias estrategias, iniciando
en el campo mediante un adecuado suministro de agua y un buen manejo durante la cosecha.
Se han aplicado métodos de indole quimica, fisica y biolégica, basados en la inhibicién y
prevencion de la propagacion de microorganismos en el tejido hospedero. Ademas, para
mejorar la seguridad y vida til de los alimentos, en la industria se emplean ampliamente
varias estrategias de conservacion de alimentos, como la pasteurizacién, esterilizacién

térmica, conservacion quimica, congelacion, entre otros. En este contexto, la efectividad de
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estos métodos depende de su capacidad para interactuar con el patégeno y la sensibilidad
de la infeccion y del hospedero (Barkai, 2018; Droby y cols., 2011; Rivera, 2008). De esta
manera, para reducir la incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos, es necesario
desarrollar nuevos agentes antimicrobianos para la produccion y el envasado de alimentos
seguros (Uniivar, 2018). En este sentido, las nanoparticulas metalicas se han utilizado
ampliamente en el envasado de alimentos debido a su gran superficie especifica y su
pequefio tamafio. En la industria alimentaria se estan empleando agentes naturales como el
Qts para inhibir el crecimiento de los microorganismos (Ayala y cols., 2015). Asi, desde un
punto de vista nanotecnolégico, la investigacion de estos materiales ha sido orientada a la
actividad antimicrobiana como inhibidores del crecimiento (Mashjoor y cols., 2018;
Morales y cols., 2013; Cioffi y cols., 2005) y agentes erradicadores de microorganismos
patogenos (Lin y cols., 2015; Huang y cols., 2005; Kumar y Munstedt, 2005; Qi y cols.,
2004; Stoimenov y cols., 2002).
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

En los alimentos se encuentran diversos microorganismos patdgenos que se han convertido
en una de las mayores preocupaciones sanitarias y un serio problema econémico a nivel
mundial, debido a las enfermedades que provocan en los humanos y su resistencia a algunos
agentes antimicrobianos como los antibioticos. Por esta razdn, la nanotecnologia ha venido
a revolucionar las estrategias tecnoldgicas de indole fisica, quimica y bioldgica, con la
finalidad de controlar e inhibir la proliferacion de este tipo de microorganismos. En
particular, las NPM han despertado interés en la industria de los alimentos debido a su baja
toxicidad y actividad antimicrobiana, causa de su aplicacién exitosa en las areas de
biomédica y ambiental. En este sentido, se ha demostrado que las NPM al ser sintetizadas
por técnicas electroquimicas como la de pulsos de potencial asimétricos tienen un mejor
control y distribucion de su tamafio. De igual forma, se ha evidenciado que el Qts como
revestimiento, modifica la carga superficial de este tipo de nanoparticulas mejorando la
interaccion con los microorganismos patdgenos. Sin embargo, este nanomaterial
comunmente sintetizado por métodos convencionales, con poco control sobre su tamafio y
distribucion, no ha  sido aplicado  en el area  agroalimentaria.
Por lo antes descrito, la presente investigacién propone como alternativa de sintesis el
método electroquimico de pulsos de potencial asimétricos empleando electrodos de hierro,
para la obtencion de NPM de tamafio y dispersion controlados. Asimismo, se propone la
modificacion superficial con Qts, en la mejora de la estabilidad y carga superficial de las
NPM, favoreciendo su actividad antimicrobiana. De tal manera que puedan ser utilizadas
en estrategias destinadas al control de microorganismos patdgenos, que provocan

enfermedades en los seres humanos y afectaciones en el &rea agroalimentaria.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y evaluar el efecto antimicrobiano de un material composito basado

en NPM/Qts para su potencial aplicacion en la industria agroalimentaria.

4.2. Objetivos especificos

e Sintetizar electroquimicamente NPM aplicando pulsos de potencial asimétricos.

e Obtener mediante modificacion superficial, el material compdsito de NPM/Qts.

e Caracterizar por diferentes técnicas fisicoquimicas (DRX, STEM, SEM, FTIR, pot.
Zy TGA) las NPM sintetizadas y el material compésito (NPM/Qts).

e Caracterizar electroquimicamente las NPM y el material composito (NPM/Qts)
empleando voltamperometria lineal y EIS.

e Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de las NPM y el material composito
(NPM/Qts) sobre el crecimiento de S. typhimurium.
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5.1 Esquema general de la Metodologia

La metodologia general para la presente investigacion se llevd a cabo en 3 etapas (Figura

5.1). Como primera etapa se sintetizaron las NPM por el método electroquimico de pulsos

de potencial asimétricos y se revistieron con Qts empleando el método de modificacion

superficial. En la segunda etapa, se caracterizaron las NPM y el material composito de NPM

y Qts (NPM/Qts). En la tercera etapa se llevo a cabo la evaluacion del efecto antimicrobiano

in vitro de las NPM y el material composito de NPM/Qts, sobre el crecimiento S.

typhimurium.

Etapa 1

Sintesis electroquimica de
NPM aplicando pulsos de
potencial asimétricos.

Obtencion mediante
modificacion superficial del
material composito

(NPM/Qts).

Etapa 2

Caracterizacion
fisicoquimica por DRX,
STEM, SEM, FTIR, pot. Z
y TGA.

Caracterizacion
electroquimica empleando
voltamperometria lineal y

EIS.

Etapa 3

Evaluacion in vitro de la
actividad antimicrobiana
contra S. typhimurium

empleando cinéticas de
crecimiento y cuenta viable
en placa.

Figura5.1. Diagrama general de la Metodologia.
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Etapa 1. Sintesis electroquimica de NPM y obtencion del material compoésito de
NPM/Qts.

5.2 Sintesis electroquimica de NPM mediante pulsos de potencial asimétricos.

5.2.1 Montaje experimental

Para la sintesis electroquimica mediante pulsos de potencial asimétricos, se aplico el método
propuesto por Pérez y cols., (2016). En ese sentido, para la produccion de las NPM, se
empled una celda de vidrio con una configuracién de tres electrodos con una capacidad de

50 mL, como se observa en la Figura 5.2.

Electrodo
de trabajo y
auxiliar
(Hierro
de alta
pureza)

edio

Electrodo de electrolitico
referencia (KCI 0.5M pH
(Hg[Hg,Cly)

~

Figura 5.2. Esquema del montaje experimental para la sintesis de NPM.
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Se utilizaron como electrodo de trabajo y auxiliar barras de hierro de alta pureza con un éarea
geométrica de 2 cm?. Como electrodo de referencia se utilizd un electrodo de calomel
(Hg|Hg2Cl2) con un capilar de Luggin. ElI medio electrolitico empleado fue cloruro de
potasio (KCI) 0.5 M con un pH aproximado a 5.8. Las soluciones se prepararon con

reactivos de grado analitico y agua desionizada.

Dentro de la celda electroquimica se sumergieron 1.8 cm? de cada uno de los electrodos de
hierro de alta pureza en la disolucion de KCI 0.5 M y se colocaron aproximadamente a 1.8
cm de distancia entre ellos. Antes de cada experimento se dejo estabilizar el potencial del
sistema hasta llegar a un cambio menor a 10 mV por minuto, transcurriendo un tiempo

aproximado de 5 min.

5.2.2 Seleccion de potenciales y tiempo para la sintesis

Para identificar y seleccionar los potenciales (pulso 1y 2) de reduccion y oxidacion de los
iones de hierro y sus tiempos de duracién, se emple6 el método propuesto por Pérez y cols.,
(2016). Se realizaron estudios por voltamperometria lineal tanto en sentido catddico (desde
potencial a circuito abierto hasta -1.20 V) como en sentido anddico (desde potencial a
circuito abierto hasta 0.6 V), aplicando una velocidad de barrido de 2 mV/s. Posteriormente,
se realizaron estudios por cronoamperometria a los potenciales seleccionados tanto en
sentido anddico como en sentido catddico durante un tiempo de 20 s, para seleccionar el

tiempo de duracion de los pulsos.
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5.2.3 Sintesis electroquimica de pulsos de potencial asimétricos

Para la sintesis, se emple6 el método propuesto por Pérez y cols., (2016). Por lo tanto,
mediante el potenciostato marca Gamry modelo Reference 3000 se aplicé inicialmente el
pulso 1y finalizado este se invirtio la polaridad de los electrodos, aplicando el pulso 2
durante unos segundos; este proceso se continuo por un lapso de 7,200 s. Los experimentos
se realizaron a temperatura ambiente y presion atmosférica. Para obtener los polvos de
NPM, el medio acuoso obtenido fue sometido a centrifugacion a 5,000 rpm durante 15 min,
para posteriormente realizar dos lavados con agua desionizada y finalmente uno con etanol.
Las muestras se congelaron a -80 °C por 24 h, a continuacidn, se liofilizaron por 48 h a una
temperatura de -52.5 °C y una presion de 0.25 mbar empleando una liofilizadora Benchtop
(LABCONCO). Por ultimo, se almacenaron en tubos Falcon de 15 mL y se sellaron con
parafilm.

5.3 Desarrollo del material composito (NPM/Qts)

Se empleo el método de modificacion superficial de nanoparticulas propuesto por Samani
y cols., (2013). Siguiendo esta metodologia se disolvieron 20 mg de Qts en 100 mL de agua
desionizada que contenia acido acético 1 My se agit6 en parrilla de agitacion a 1,500 rpm
durante 5 min. Posteriormente, se disolvieron 70 mg de las NPM en la solucién de Qts
previamente preparada. Se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 18 h hasta
el cambio de color de la solucion de negro a marron, como indicativo de la adsorcion de las
moléculas de Qts sobre la superficie de las NPM. La suspension se centrifug6 a 6,000 rpm
durante 45 min y el sedimento se lavd dos veces con agua desionizada para eliminar el
exceso de Qts y trazas de acido acético. Por ultimo, se secé en estufa durante 16 ha 70 °C
para obtener las NPM/Qts.
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Etapa 2 Caracterizacion fisicoquimica y electroquimica de las NPM y del material
composito (NPM/QLts).

5.4 Caracterizacion por técnicas fisicoquimicas

5.4.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

Para identificar las fases cristalinas de los polvos de 6xidos de hierro presentes en las NPM
y las NPM/Qts se realizaron difractogramas de 20° a 90° en 26, empleando un difractometro

Bruker D8 Advance, con ldmpara de CuK,1 operado a 30 kV y 30 mA.

Con la finalidad de estimar el tamafio de cristal se tomaron datos de los difractogramas de

las particulas y se utilizd la ecuacion de Scherrer (Ecuacion 1):

0.90.1
" B.CosO @

Donde d es la longitud promedio del cristal, 4 es la longitud de onda de la radiacion (0.1548
nm), Ses el ancho a media altura del pico y #es la posicion del méaximo del pico de

difraccion.
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5.4.2 Microscopia Electronica de Transmision con unidad de Barrido (STEM)

Para analizar la forma de las NPM y NPM/Qts, se caracterizaron empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision con unidad de Barrido (STEM; por sus siglas en
inglés, Scanning Transmission Electron Microscopy) mediante detector STEM 3+ MEB,
modelo Micro Helios G4CX DualBeam. La preparacion de las muestras consistié en realizar
una suspension de los polvos mediante sonicacion de 5 mg de las muestras en 1 mL de agua
destilada estéril durante 5 min, de esta suspension se realiz6 una dilucion 1:100 y se tomo
una gota, la cual se colocé en una rejilla de cobre recubierta con carbon, con el lado de
carbén hacia arriba. Posteriormente se dejo secar completamente antes de montar en el

microscopio. Se empled una resolucion de 30 kV y el modo BF.

5.4.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para analizar la morfologia de las NPM y NPM/QTS, se empled la técnica de Microscopia
Electronica de Barrido (SEM; por sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscopy)
mediante un microscopio electronico de barrido, modelo JEOL JSM-6010LA. La
preparacion de las muestras consistio en realizar una suspension de los polvos mediante
sonicacion de 5 mg de las muestras en 1 mL de agua destilada estéril durante 5 min, de esta
suspension se realizé una dilucion 1:100 y se tom6 una gota, la cual se colocé en una rejilla
de cobre recubierta con carbén, con el lado de carbon hacia arriba. Posteriormente se dejé
secar completamente antes de montar en el microscopio. Se empled una resolucion de 20
kV.
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5.4.4 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Los experimentos de Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR; por
sus siglas en inglés, Fourier Transform Infrared Spectroscopy) en las NPM y NPM/Qts, se
Ilevaron a cabo en un espectrofotdbmetro marca Schimadzu FTIR a un intervalo de 450 a
4,500 cm™, en modo de transmision, con pastillas de bromuro de potasio (KBr) grado

espectroscopico previamente secado en estufa a 110 °C durante 2 h.

5.4.5 Potencial Zeta (pot. Z)

Esta técnica se empled con el fin de determinar tanto la carga superficial como la estabilidad
coloidal de las NPM y las NPM/Qts en el sistema. Las muestras se prepararon diluyendo 1
mg de las muestras en 2 mL de agua destilada y posteriormente se realiz6 una sonicacion
por 5 min. Se realizaron tres réplicas de cada muestra y los resultados se analizaron en
términos de intensidad. Las medidas fueron realizadas en un equipo marca Malvern, modelo

Zetasizer Nano Zsp.

5.4.6 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA,; por sus siglas en inglés, Thermogravimetric Analysis)
de las NPM y las NPM/Qts se realizaron en un modelo TA instruments TGA Q500
aplicando una velocidad de 10 °C/min en un rango de temperatura de 27 a 1,000 °C con un

flujo de aire de 100 cm®/min.
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5.5 Caracterizacion por técnicas electroquimicas

5.5.1 Preparacion del Electrodo de Pasta de Carbon (EPC)

Para la preparacion de los Electrodos de Pasta de Carbdn (EPC) se emple6 la metodologia
propuesta por Rodriguez y cols., (2011). Para ello se mezclaron 0.35 g de grafito (Alfa Aesar
99.999 5%) con 0.075 g de aceite de silicon (Sigma-Aldrich DC 200) y 0.15 g de las NPM
o0 el material compdsito (NPM/Qts), hasta obtener una pasta maleable que se colocé dentro
de un cilindro de plastico de 0.46 cm de didmetro. El contacto eléctrico del EPC se realiz
mediante un alambre de cobre. Un electrodo de grafito en ausencia de las NPM vy las
NPM/Qts sirvié como blanco. Ademas, para fines de comparacion se realizaron electrodos
de Qts y de NPM-PVP (Comercial). Antes de cada experimento, la superficie del electrodo

se renovd mediante pulido ligero.

5.5.2 Sistema electroquimico

Para estos experimentos, se empled una celda de vidrio con configuracion de 3 electrodos
con una capacidad de 100 mL. El electrodo de trabajo y auxiliar empleados, fue un EPC
(4rea geométrica=0.17 cm?) y un alambre en espiral de platino, respectivamente; mientras
que como electrodo de referencia se empled un electrodo de Hg|Hg2Cl.. EI medio
electrolitico del sistema fue HCI (grado reactivo) 1 M. Antes de cada experimento, el

sistema se burbuje6 con gas N2 durante 8 min para mantener una atmasfera inerte.
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5.5.3 Voltamperometria lineal para la caracterizacion

Se realizaron experimentos a los EPC por voltamperometria lineal en sentido anddico y
catodico empleando una velocidad de barrido de 2 mV/s, para hacerla comparable con los
experimentos de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS; por sus siglas en
inglés, Electrochemical Impedance Spectroscopy), que se realizan en estado estacionario.
Asimismo, estos experimentos sirvieron para identificar los procesos redox asociados a la

oxidacion y reduccion de la magnetita y del Qts.

Estos experimentos se llevaron a cabo empleando un potenciostato/galvanostato marca

Gamry modelo Reference 3000.

5.5.4 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

Para los experimentos de EIS a los EPC, se empled un potenciostato/galvanostato marca
Gamry modelo Reference 3000, mediante el cual se aplicé un potencial en corriente directa
(potencial a circuito abierto), una perturbacion sinusoidal de corriente alterna de 10 mV en
un intervalo de frecuencias de 10,000Hz — 0.01Hz, tomando 7 puntos por década. Los
espectros experimentales fueron ajustados y analizados empleando el programa ZView2®.

Etapa 3 Evaluacion del efecto antimicrobiano in vitro de las NPM y el material

compasito de NPM/Qts sobre el crecimiento de S. typhimurium

5.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra S. typhimurium
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5.6.1 Cinética de crecimiento bacteriano

Para evaluar el efecto antimicrobiano de las NPM y las NPM/Qts, se preparo un preinoculo
bacteriano de S. typhimurium en medio triptico de soya liquido (TSL), el cual se incubd a
37 °C por 24 h. Ademas, en medio de agar triptico de soya (ATS) se disolvieron NPM y
NPM/Qts a diferentes concentraciones (0.3, 0.6, 0.9, 1.2 y 1.5 mg/mL) como tratamientos
y un control de agar sin nanoparticulas, los cuales fueron sonicados por 15 min y
esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 min. Posteriormente, se midi6 la absorbancia
del medio con cada uno de los tratamientos, a continuacién, se inocularon con la bacteria y
se estandarizé a una absorbancia aproximada a 0.02 como valor de inicial de las cinéticas
de crecimiento. A continuacion, se incubaron a 37 °C durante 12 h, en las que se tomaron
de cada recipiente bacteriano con los tratamientos alicuotas de 1 mL a intervalos de 1 h. Las
mediciones se realizaron a través de un espectrofotdmetro UV-vis marca Mecasys Optizen

Pop, a una longitud de onda de 600 nm. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

5.6.2 Cuenta viable en placa de la bacteria

Se prepar6 agar McConkey en el que se disolvieron las NPM y las NPM/Qts a diferentes
concentraciones (0.3, 0.6, 0.9, 1.2 y 1.5 mg/mL) como tratamientos y un control de agar sin
nanoparticulas, los cuales fueron sonicados por 15 min y esterilizados en autoclave a 121
°C durante 15 min. Posteriormente, se usaron para preparar cajas Petri en las que se
inocularon alicuotas de 1 mL de una solucion con la bacteria S. typhimurium a una dilucion
de 1:1°000,000. Por ultimo, se incubaron las diferentes placas a 37 °C durante 48 h y se

procedio al conteo de las colonias.
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5.7 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los experimentos TEM, pot. Z, EIS, cinéticas de crecimiento y
cuenta viable en placa, fueron expresados como la media + desviacién estdndar (n=3) y se
analizaron mediante el programa STATISTICA version 12 (StatSoft. Inc. 1984-2010, Tulsa,
OK, USA). Se aplico un disefio unifactorial en el que la variable dependiente fueron el tipo
de nanoparticulas, asi como la concentracion en el caso de los métodos para la evaluacion
antimicrobiana, mientras que la variable independiente fue el parametro de los resultados
obtenidos de cada método, para comparar y determinar la efectividad de las NPM y
NPM/Qts utilizando un nivel de significancia de a=0.05.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estudio voltamperométrico para la seleccion de potenciales de sintesis

El estudio voltamperométrico se llevd a cabo para establecer los potenciales (pulso 1y pulso
2) en los cuales se favorece la formacion de la magnetita, obteniendo como resultados lo

que se muestran a continuacion (Figura 6.1y 6.2).
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-0.0005
Fe+3 +e o Fe+2

-0.0010

Fe*? + e« Fe®

-0.0015

Densidad de corriente (A/lcm?)

00020 -1.20 -1.05 -0.90 -0.75 -0.60

E vs Hg[HgoCl» (V)

Figura 6.1. Voltamperograma lineal en sentido catddico en KCI 0.5M. Empleando un

electrodo de trabajo de hierro de alta pureza y una velocidad de barrido de 2 mV/s.
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En la Figura 6.1 es posible observar un cambio de pendiente y un pico en la curva, como
sefiales del proceso de reduccion, las cuales de acuerdo a lo reportado (Pérez y cols., 2016;
Rodriguez y cols., 2015; Rodriguez y cols., 2012) se atribuyen a la reduccion del ion ferrico
y ferroso. En este sentido, la primera sefial observada a -0.80 V vs Hg|Hg2Cl, indica el
comienzo de un pico que suele atribuirse a la reduccion del ion férrico a ion ferroso, mientras
que la segunda sefial observada a -1.12 V vs Hg|Hg2Cl>, se atribuye a la reduccién del ion

ferroso a hierro metalico.

En el 2012, Rodriguez y cols., sugirieron que la presencia de ambas sefiales en el
voltamperograma en sentido catddico se debe al medio electrolitico (KCI), debido a que por
si mismo oxida ligeramente el hierro metélico de los electrodos hasta especies férricas.
Razon por la cual, resulta importante sefialar que el medio electrolitico influye en la
obtencion de estos resultados, asi como el pH, el cual en valores cercanos o mayores a 4.0
no produce reacciones complejas. Por lo tanto, el valor de pH de aproximadamente 5.8 del
KCI (medio electrolitico) empleando en estos experimentos, fue conveniente para la
obtencion de los resultados mostrados en la Figura 6.1, asi como los que se observan en la

Figura 6.2.

Con base en lo anterior, de los resultados obtenidos en el voltamperograma en sentido
catédico (Figura 6.1), se seleccion6 un potencial catodico (PC) de -0.92 V vs Hg|Hg2Cly,
valor intermedio entre las dos sefiales observadas, suficiente para obtener iones férricos y

ferrosos sin presencia de hierro metalico, para favorecer la formacion de magnetita.

Por otro lado, en el voltamperograma obtenido en sentido anddico no fue posible observar
ningun pico de oxidacién, como lo evidencia la Figura 6.2. Sin embargo, pudo observarse
un ligero cambio de pendiente en la densidad de corriente a un valor de potencial de

aproximadamente -0.20 V vs Hg|Hg2Cl», que puede asociarse a un proceso de oxidacion.
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Figura 6.2. Voltamperograma lineal en sentido anddico en KCI 0.5M. Empleando un

electrodo de trabajo de hierro de alta pureza y una velocidad de barrido de 2 mV/s.

En el 2012, Rodriguez y cols., sugirieron que este comportamiento puede atribuirse a un
probable cambio en el proceso de oxidacion, en el que posiblemente antes de este cambio
se favorece la formacion de iones de Fe*?, mientras que después del cambio de pendiente se
favorece la formacion de iones Fe*3. Ademas, estudios recientes como el de Pérez y cols.,
(2016), han demostrado que en la sintesis electroquimica de magnetita, también se forma
maghemita; sin embargo, se ve favorecida la obtencion de magnetita al utilizar potenciales
anodicos posicionados después del cambio de pendiente. Asi, basandose en estos hallazgos
se selecciono el potencial anddico (PA) de 0.30 V vs Hg|Hg2Cla, el cual resulta favorable

para la sintesis de NPM, al ser un valor que se posiciona después del cambio de pendiente.
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6.2 Estudio cronoamperométrico para la seleccion de los tiempos de sintesis

Los experimentos cronoamperomeétricos se realizaron para seleccionar los tiempos en los
que se llevan a cabo las reacciones redox para la formacién de la magnetita. En este sentido,
en los experimentos cronoamperométricos se aplicaron al electrodo de trabajo de hierro el
PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl2 y el PA de 0.30 V vs Hg|Hg2Cl>, potenciales seleccionados de
forma descrita en el apartado anterior. En la Figura 6.3 se muestra el cronoamperograma
obtenido al aplicar el PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl>, en el que la corriente presenta
inicialmente un incremento abrupto para posteriormente disminuir en el primer segundo.
Después del primer segundo, comienza a manifestarse un aumento continuo en la corriente

hasta el segundo 11 para posteriormente mantenerse estable hasta el segundo 20.
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Figura 6.3. Comportamiento de la corriente al aplicar el PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> en el
electrodo de trabajo de hierro en KCI 0.5 M.
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En el 2012, Rodriguez y cols., atribuyeron el incremento de la corriente a la formacion de
la doble capa, en la cual se acomodan los iones presentes en el sistema, mientras que la
disminucion de la corriente observada en los primeros segundos, fue atribuida al proceso de

difusion de las especies presentes en el sistema.

Asi, tomando como base este resultado, se selecciond el tiempo de 7 s para llevar a cabo la
sintesis de la magnetita en KCI 0.5 M. Esto en virtud de que en ese tiempo todavia no se
estabiliza la corriente, por lo que se considera suficientemente pequefio para mantener el

sistema en control por transferencia de carga y no por difusion.
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Figura 6.4. Comportamiento de la corriente al aplicar el PA de 0.30 V vs Hg|Hg2Cl> en el
electrodo de trabajo de hierro en KCI 0.5 M.
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En la Figura 6.4 se observa que en el primer segundo la corriente incrementa, para
posteriormente disminuir hasta el segundo 8 en que la corriente comienza a estabilizarse.
Asi, en virtud de este hallazgo se selecciond un tiempo pequefio de 5 s. Este fendmeno
coincide con lo reportado por Rodriguez y cols., (2012), quienes sugirieron que este
comportamiento puede ser diferente al observado en el estudio cronoamperométrico a un
PC de -0.92 V vs Hg|Hg-Cl para este caso, ya que probablemente al aplicar un PA, de 0.30
V vs Hg|Hg:Cl para este caso, el proceso es mas complicado y pueden estarse presentando

simultaneamente mas procesos como la formacion de hidréxido férrico u oxyhidroxido.

6.3 Aplicacion de pulsos de potencial asimétricos en la sintesis de magnetita

En la sintesis electroguimica de magnetita por pulsos de potencial asimétricos, es importante
aplicar potenciales y tiempos que favorezcan la produccion de las especies férricas,
necesarias para la formacion de magnetita. En este sentido, en el experimento concerniente
se aplicaron al electrodo de trabajo los potenciales y tiempos seleccionados en los apartados
anteriores, iniciando con el PA de 0.30 V vs Hg|Hg2Cl. durante 5 sy posteriormente el PC

de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> durante 7 s, repitiendo el proceso en un ciclo de 2 h.

Por otro lado, el pH de la solucién de trabajo (electrolito) al ser un pardmetro que afecta la
formacion de la magnetita durante la sintesis, fue medido antes y después de los
experimentos, encontrando que en promedio sufria un incremento de 5.8 a 12.3 unidades de
pH. Estos valores al ser mayores a 4 unidades de pH, son de interés debido a que contribuyen
a la formacion de la magnetita, asimismo, el cambio observado en el pH es atribuido a la
formacion de los iones Fe*? y Fe™ en el electrodo, que funciona como anodo y a los iones
hidroxilo generados mediante la hidrélisis del agua en el electrodo que funciona como

catodo (Bashir y cols., 2015; Rodriguez y cols., 2012).
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En este contexto, en la Figura 6.5 se evidencia el comportamiento de la corriente de salida
respecto al tiempo como respuesta al potencial aplicado durante el primer minuto; donde
puede observarse que en el primer pulso (anddico) la corriente es alta, para posteriormente
disminuir en el segundo pulso (catédico) a una corriente baja y volver a aumentar en el

pulso anddico.
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Figura 6.5. Comportamiento de la densidad de corriente durante el primer minuto de los
experimentos de cronoamperometria. Aplicando el PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs
Hg|Hg2Cl2 al electrodo de trabajo de hierro en KCI 0.5M.

En la Figura 6.5 puede observarse que los valores de la corriente del pulso catodico se

mantienen constantes. Esto es coherente con lo reportado por Rodriguez y cols., (2012),
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quienes atribuyeron que el desprendimiento de particulas del electrodo, es la causa de que

el pulso anddico se mantenga en los mismos valores de corriente.

Por otro lado, se observo el comportamiento de la corriente de salida respecto al tiempo
como respuesta al potencial aplicado, durante la sintesis de magnetita un tiempo de 2 h
(Figura 6.6), donde pudo evidenciarse que después del minuto 5 hay un incremento en la
corriente del pulso anddico. Este hallazgo es diferente al comportamiento observado en la
corriente durante el primer minuto (Figura 6.5). Rodriguez y cols., (2012) atribuyeron el
incremento de la corriente del pulso anddico respecto al tiempo, a la formacion de hidréxido
férrico o oxyhidroxido, los cuales son susceptibles a una reduccion electroguimica

induciendo una mayor corriente.
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Figura 6.6. Comportamiento de la densidad de corriente durante las dos horas de
experimento mediante cronoamperometria. Aplicando el PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs
Hg|Hg2Cl> al electrodo de trabajo de hierro en KCI 0.5M.

42



CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los experimentos anteriores se realizaron mediante el montaje mostrado en la Figura 6.7,
en la que puede visualizarse un sistema de tres electrodos que muestra una solucién incolora
caracteristica del electrolito (Figura 6.7A), mientras que en la Figura 6.7B se muestran los
primeros 5 min de sintesis en los que se observa un cambio de coloracion en la solucion de
trabajo, de incoloro a amarillo, principalmente en la region cercana a la interfase electrodo-
electrolito. Ademas, puede observarse que después de transcurrir los 5 min de sintesis, la
solucion pasa de un color amarillo a un color verde, para posteriormente dar lugar a la
formacion de particulas de magnetita que pueden observarse en el fondo de la celda (Figura
6.7C).

A) B) C)

Figura 6.7. Celda de vidrio con una configuracion de tres electrodos disefiada para la
sintesis. A) Montaje antes de iniciar la sintesis, B) montaje después de los primeros 5 min
de sintesis y C) montaje al término de la sintesis (2 h).
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Asi, al término del experimento las particulas fueron precipitadas con ayuda de un iman,
tomando un tono mé&s oscuro en la solucion, el cual fue incrementando con cada lavado al
que fueron sometidas. Cabe mencionar que en todos los ensayos realizados se obtuvieron
particulas de color negro intenso, que de acuerdo con lo reportado es un color caracteristico

de la magnetita (Rodriguez y cols., 2012; Cornell y Schwertmann, 2003).

6.4 Desarrollo del material compdsito

El método de modificacién superficial propuesto por Samani y cols., (2013) fue empleado
para obtener el material compoésito de magnetita con Qts, en el que el cambio de coloracion
es un indicativo visual. Asi, durante el desarrollo del material composito, pudo observarse
que las particulas sintetizadas cambiaron de color negro a marron después de la
modificacion superficial, donde este cambio de coloracidn es indicativo de la modificacion
de las particulas de magnetita con el Qts (Arakha y cols., 2015) (ver Figura 6.8B); el cual
es muy evidente cuando se compara con las particulas de magnetita sin modificacién (ver
Figura 6.8A).
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Figura 6.8. Particulas de magnetita A) sintetizadas y B) modificadas por inmersion con
Qts al 0.02%. Se sintetizo al PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg.Cl, en KCI 0.5 M

En el 2019, Shahid y Choi realizaron una investigacion en la que reportaron que los iones
ferrosos y férricos se unen para producir tipos particulares de fases, como la magnetita,
goethita y 6xido verde, las cuales tienen colores caracteristicos que depende de la relacion
molar, la concentracion de iones hidroxilo y el pH (lwasaki y cols., 2010; Refait y cols.,
2003). Ademas, reportaron que los iones ferrosos en exceso a un pH de alrededor de 12
forman hidroxidos ferrosos que se convierten en parte de las particulas de magnetita
causando el cambio de color de negro a marrén por la oxidacién. (Shahid y Choi, 2019). En
este sentido, el cambio de coloracion de la magnetita se puede atribuir al pH de la solucion
de Qts por influencia del acido acético empleado para la modificacion superficial, asi como

a la oxidacion de la magnetita durante la formacion del material compdsito, mediante la
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union covalente del grupo amino del Qts con el grupo hidroxilo del éxido de hierro (Figura
6.9) (Unsoy y cols., 2012; Li y cols., 2008a).

HO oy OH

Figura 6.9. Esquema de NPM recubiertas de Qts. Fuente: Unsoy y cols., 2012.

Por otro lado, varios autores han reportado que el Qts le brinda a la magnetita mayor
estabilidad, ademas de incrementar su actividad antimicrobiana al modificarse su potencial
superficial a valores mas positivos (Arakha y cols.,2015; Garza y Gonz, 2011; Li y cols.,
2008b; Nehra y cols., 2018). Asi, para comprobar lo antes mencionado, primeramente, se
planted la caracterizacion por técnicas fisicoquimicas, cuyos hallazgos se presentan a

continuacion en el siguiente apartado.
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6.5 Caracterizacion fisicoquimica de la magnetita y el material composito de
magnetita-Qts

6.5.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

El método de DRX se empled para identificar las fases cristalogréficas de la magnetita, asi
como para estimar el tamafio de cristal de las particulas. En este sentido, en la Figura 6.10
se muestran los difractogramas obtenidos de los polvos de magnetita y del material
composito de magnetita-Qts, los cuales fueron analizados mediante el programa originPro
8. De esta manera, fueron comparados contra los patrones de difraccion de la magnetita,

maghemita, hematita y geothita.

En este sentido, mediante los difractogramas se realizé la comparacion de los patrones de
difraccion caracteristicos de las fases de oxidos de hierro en los picos de difraccién a 30°
(220), 35° (331), 43° (400), 57° (511) y 62° (440), los cuales se asemejan a los patrones de
difraccion de las fases cristalogréaficas de la magnetita y maghemita (Arakha y cols., 2015).
Rodriguez y cols., (2012) evidenciaron la presencia de ambas fases, comprobando que los

polvos sintetizados no contienen hierro metalico y ninguna otra forma de 6xido de hierro.
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Figura 6.10. Difractogramas de las particulas de magnetita (—) sintetizadas y )
modificadas con Qts al 0.02%. Se sintetizé al PA de 0.30 V' y PC de -0.92 V vs Hg|Hg-Cl
en KCI 0.5 My se oper6 a 30 kV y 30 mA.

Ademas, se realiz6 un analisis mas detallado de los picos de difraccion, en el que se puede
apreciar claramente que tanto las particulas de magnetita sintetizadas como las modificadas
con Qts, concuerdan con el valor de 26 del pico de difraccidn caracteristico de la magnetita,
como se evidencia en la Figura 6.11. De esta manera, se corroboré que el color negro
presente en los polvos sirve de indicativo de que la fase mayoritaria es magnetita (Ver Figura
6.8A). Asimismo, se comprobd que la modificacion superficial con Qts no afecta la
estructura cristalina de la magnetita y que el cambio de color de negro a marrén no se debe

a la formacion de maghemita por oxidacion.
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Figura6.11. Comparacion en el plano (331) de los patrones de difraccién de la magnetita
(linea negra a la izquierda) y la maghemita (linea roja a la derecha), contra el pico de
difraccion de las particulas de magnetita (—) sintetizadas y (—) modificadas con Qts al
0.02%. Se sintetiz6 al PA de 0.30 V' y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl, en KCI 0.5 M.

Adicionalmente, los difractogramas obtenidos fueron también empleados para estimar el
tamafio del cristal, utilizando la ecuacion de Scherrer. Los resultados obtenidos y
organizados en el Cuadro 6.1, permitieron evidenciar un tamafio en escala nanométrica de

las particulas de magnetita y el material composito de magnetita-Qts.
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Cuadro 6.1. Tamafio de cristal estimado a partir de los difractogramas.

Tamarfio estimado (nm)

Muestras de Magnetita Promedio Desviacion estandar
NPM, PA 0.3y PC -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> 21.23¢ + 3.57
NPM/Qts, PA 0.3y PC -0.92 V vs Hg|Hg-Cl> 18.532 * 6.30

Nota: Letras diferentes expresan diferencias significativas (0=0.05)

En el 2012, Rodriguez y cols., al sintetizar NPM obtuvieron resultados similares al emplear
un PA de 0.7 V vs Hg|Hg2HCI> durante 5 s y un PC de -0.8 V vs Hg|Hg2Cl> durante 3 s, las
cuales presentaron un tamafo de 20 nm, pero una menor fase de magnetita. Asimismo,
sintetizaron NPM en presencia de polietilenglicol a una concentracion de 1x 10° M, en el
PA de 1.0 V vs Hg|Hg2HCI, durante 5 s y PC de -1.1 V vs Hg|Hg.Cl, durante 10 s, las
cuales presentaron un tamafio de 19.3 nm, similar a lo obtenido en el presente estudio para
las NPM/Qts (Cuadro 6.1). Esta equivalencia entre los tamafios de particula, podria
atribuirse a la similitud que presentan ambos biopolimeros al tener grupos hidroxilo y no
afectar la estructura de la magnetita. Por otro lado, Aghazadeh y Karimzadeh (2017)
observaron que el dextrano, biopolimero con grupos hidroxilos presenta estas mismas
similitudes al obtener valores similares en el tamafio de particula de 7.2 y 8.4 nm de las
NPM y las NPM modificadas con dextrano respectivamente, en las cuales no se modificd

la estructura cristalina de la magnetita.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, fueron inducidos por pardmetros como pH,
potenciales aplicados y tiempos, que fueron ideales para propiciar la formacion de NPM

(Rodriguez y cols., 2012). Ademas, con base en reportes previos se esperaba que la
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funcionalizacién con Qts no afectara la estructura cristalina y tamafio de la magnetita
(Arakhay cols., 2015; Rodriguez y cols., 2012).

De esta manera para corroborar lo antes mencionado, se planted observar la forma de las
NPM mediante imagenes obtenidas por STEM, para posteriormente corroborar los tamafios
de particula obtenidas por DRX mediante un analisis por imagen. Los hallazgos encontrados

se presentan a continuacion en el siguiente apartado.

6.5.2 Microscopia Electronica de Transmision con unidad de Barrido (STEM)

Las imégenes obtenidas por STEM para las NPM y las NPM/Qts mostraron una distorsion
Optica, lo cual puede observarse como lo evidencia la Figura 6.12, posiblemente atribuido
a laresolucion en la que fueron tomadas dichas imagenes. Sin embargo, fue posible observar
la morfologia de las nanoparticulas, donde las NPM sintetizas al PA de 0.3y PC de -0.92 V
vs Hg|Hg2Cl. presentaron una morfologia cuasi esférica (Figura 6.12A). De la misma
manera, pudo observarse que las NPM/Qts logran mantener una morfologia cuasi esférica,
en la que se presenta una ligera distorsion posiblemente atribuida a la presencia del Qts
(Figura 6.12B).
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A) B)

Figura6.12. Iméagenes de STEM de las A) NPM sintetizadas y las B) NPM/Qts al 0.02%.
Se sintetiz6 al PA de 0.30 V' y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl. en KCI 0.5 M y se empleo una
resolucion de 30 kV.

En el 2012, Rodriguez y cols., reportaron NPM obtenidas electroquimicamente (por pulsos
de potencial asimétrico en diferentes potenciales y tiempos de sintesis) con morfologia cuasi
esféricas, empleando imagenes obtenidas por TEM. En este sentido, se ha reportado que la
forma que se obtiene de las nanoparticulas, suele ser dependiente del método de sintesis que
sea empleado (Yong y cols., 2018; Regiel y cols., 2017). Asimismo, la dificultad que se
presenta en la apreciacion de la morfologia de las NPM/Qts, también ha sido observado por
otros autores, donde El-kharrag y cols., (2018) reportaron imagenes de TEM con cierto
grado de distorsion en la forma de nanoparticulas funcionalizadas con Qts, atribuyéndolo a

la presencia de este biopolimero en la superficie de las nanoparticulas.

Por otro lado, en las imagenes mostradas en la Figura 6.12 se aprecid agregacion de
particulas, que complicaron la estimacién tanto del tamafio de particula promedio como de

la desviacion estandar del tamafio. Sin embargo, se midieron los didmetros de 130
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nanoparticulas de cada muestra mediante el software imageJ, los cuales se muestran a

continuacion en el Cuadro 6.2.

Cuadro 6.2. Tamafio estimado a partir de las imagenes de STEM.

Tamafio estimado (nm)

Muestras de Magnetita Promedio Desviacion estandar
NPM, PA 0.3y PC -0.92 V vs Hg|Hg-Cl. 46.182 + 7.91
NPM/Qts, PA 0.3y PC -0.92 V vs Hg|Hg.Cl,  31.26° + 5.90

Nota: Letras diferentes expresan diferencias significativas (0=0.05)

En el Cuadro 6.2 puede observarse que los resultados obtenidos por STEM son superiores
a los obtenidos por DRX (Cuadro 6.1), lo cual no concuerda con lo reportado por otros
autores (Rodriguez y cols., 2012, Martinez y cols., 2007; Franger y cols., 2004) los cuales
observaron que las NPM desnudas y modificadas con biopolimeros presentan tamafios
similares cuando son medidas tanto por DRX como por TEM. Esta diferencia se puede
atribuir en primera instancia a que las imagenes presentadas fueron obtenidas por STEM,
ademas de que estas presentan una distorsion Optica mas severa que complica la medicién
correcta del tamafio particulas. De igual forma, se observé que a diferencia de lo reportado
por DRX el tamafio de particula es menor en las NPM/Qts. Por otro lado, mediante la
desviacion estandar (Cuadro 6.2) fue posible comprobar que la distribucién del tamafio de

particula esta controlada al ser menor a 8 nm. Asimismo, pudo comprobarse que el Qts
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contribuye al control del tamafio y por lo tanto a disminuir la distribucion de tamafio de las
nanoparticulas, aspecto que pudo corroborarse con los histogramas de frecuencia que se

muestran en la Figura 6.13.
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Figura 6.13. Histogramas de los tamafios de las A) NPM sintetizadas y las B) NPM/Qts
al 0.02%. Se sintetiz6 al PA de 0.30 V y PC de -0.92 V vs Hg|Hg-Cl2 en KCI 0.5 M.

En la Figura 6.13A se presenta la distribucién de tamafio de particula, de las NPM
sintetizadas al PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg-Cl> en KCI 0.5 M, en la que se aprecia
un comportamiento de curva aparentemente de simetria negativa, lo que indica que la
distribucion del tamafio es alargada a valores inferiores a la media. Mientras que en las
NPM/Qts se observo en el histograma una curva con una distribucion aparentemente
simétrica, como se muestra en la Figura 6.13B, lo que indica que la distribucion del tamafio

es mas homogénea.
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Por otro lado, para corroborar la morfologia de las NPM y NPM/Qts, se realizo el anlisis
mediante imagenes obtenidas por SEM.

6.5.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las imagenes obtenidas por SEM revelaron una morfologia de aglomerados de las NPM
sintetizadas a un PA de 0.3 y PC de -0.92 V vs Hg|HgCl. en KCI 0.5 M (Figura 6.14A),
asi, como de las NPM/Qts al 0.02% (Figura 6.14B). Ademas, en la imagen de las NPM/Qts
pudo observarse una apariencia esponjosa que posiblemente pueda ser atribuido a la
presencia de Qts en la superficie.

B

SEI 20KV WO11mm$S:0
ras?®_ .

Figura 6.14. Micrografias electronicas de barrido de las A) NPM sintetizadas y las B)
NPM/Qts al 0.02%. Se sintetiz6 al PA de 0.30 V' y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Clz> en KCI 0.5
M y se empled una resolucion de 20 kV.
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En el 2018, El-kharrag y cols., atribuyeron la morfologia aglomerada de las NPM al
pequefio tamafo de particula, asi como a la interaccién magnética entre las nanoparticulas.
Ademas, realizaron estudios en NPM/Qts las cuales también presentaron morfologia
aglomerada, atribuida a los factores antes mencionados y a la fuerza intermolecular entre
los recubrimientos orgénicos en las nanoparticulas. Por otro lado, mediante SEM Patake y
cols., (2019) realizaron andlisis en el Qts, en el que observaron morfologia aglomerada de

apariencia esponjosa con una gran cantidad de poros.

Con base en lo anterior, es posible argumentar que la apariencia esponjosa evidenciada en
la imagen de SEM de las NPM/Qts es debida a la presencia del Qts en la superficie de las
nanoparticulas. Asi, para comprobar lo antes mencionado, se plante6 la caracterizacion por

FTIR, cuyos hallazgos se presentan en el siguiente apartado.

6.5.4 Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 FTIR para identificar los enlaces y vibraciones presentes en las NPM y las
NPM/Qts, con el fin de confirmar la presencia tanto de la magnetita como del Qts. Los

resultados obtenidos por FTIR se muestran a continuacion en la Figura 6.15.
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Figura 6.15. Espectro FTIR de las (—) NPM sintetizadas y las (=) NPM/Qts al 0.02%. Se
sintetiz6 al PA de 0.30 V 'y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl, en KCI 0.5 M

En el espectro de las NPM (Figura 6.15, linea azul) se observan dos bandas correspondientes
al enlace O-H, la primera cercana a 3,400 cm™ y una segunda a aproximadamente 1,630 cm
! atribuidas a vibraciones de estiramiento y flexion, respectivamente. Asimismo, se observo
una banda a 560 cm™ asociada a las vibraciones de los enlaces oxigeno metalico, en este
caso al enlace Fe-O, lo que confirma que las nanoparticulas analizadas son base magnetita
(Peralta y cols., 2019; Shahid y Choi. 2019; El-kharrag y cols., 2018). Por otro lado, en el
espectro de infrarrojo de las NPM/Qts (Figura 6.15, linea verde), se observaron las bandas
antes mencionadas, de las cuales la correspondiente al enlace Fe-O, confirma la presencia
de la magnetita en el material composito. De igual forma, se observaron bandas a 3,400 y
1,630 cm, correspondientes tanto al enlace O-H como al enlace N-H, atribuidos a la

presencia del Qts al ser enlaces que forman parte de su estructura. Ademas, se lograron
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observar otras tres bandas, cercanas a 1,630, 1,320 y 1,060 cm%, asociadas a las vibraciones
de estiramiento de los enlaces de C=0, C-N y C-O respectivamente, que corroboran la
presencia del Qts en el material composito (Piosik y cols., 2019; Peralta y cols., en 2019;
El-kharrag y cols., 2019).

Estos resultados apoyan lo observado en los apartados anteriores, confirmando que por el
método de sintesis de pulsos de potencial asimétricos y de modificacion superficial, se
logran obtener NPM/Qts. De esta manera, para confirmar que la carga superficial es positiva
y conocer la estabilidad de estos materiales, se planted la caracterizacion por pot. Z, cuyos

resultados se muestran en el siguiente apartado.

6.5.5 Potencial Zeta (pot. Z)

Por pot. Z se analizé la estabilidad de la dispersion coloidal de los polvos tanto de las NPM
como de las NPM/Qts. En el Cuadro 6.3 se muestran los valores promedio y desviacion
estandar tanto de las NPM sintetizadas al PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> como
de las NPM/Qts al 0.02%.

Cuadro 6.3. Pot. Z de las NPM y las NPM/Qts.

Nanoparticulas Pot. Z (m\_/)
Promedio Desviacion estandar
NPM, PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg:Cl>» 20.378 + 1.38
NPM/QTS, PA 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg.Cl,  32.83" + 0.35

Nota: Letras diferentes expresan diferencias significativas (0=0.05)
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Los resultados de pot. Z observados en las NPM demostraron que mediante la sintesis
electroquimica de pulsos de potencial asimétricos se obtienen nanoparticulas con carga
superficial positiva (20.37+1.38 mV) a diferencia de aquellas NPM sintetizadas por otro
método de sintesis como co-precipitacion quimica, las cuales tienen una carga superficial
con tendencia negativa (Jalili y cols., 2019; Peralta y cols., 2019; Arakha y cols., 2015).
Este valor de pot. Z es similar al obtenido por Pérez y cols., (2016) para NPM sintetizadas
en presencia de Qts al PA de 0.2 y PC de -1.0 V vs Hg|Hg2Cl, durante 5y 7 s
respectivamente (20.6£3.75 mV), lo que indica que por este estudio se obtuvieron NPM
mas estables, posiblemente debido a los potenciales empleados en la sintesis. Por otro lado,
las NPM/Qts al 0.02% demostraron ser mas estables al presentar valores de pot, Z mayores
a 30 mV (ver Cuadro 6.3), lo cual puede atribuirse a las interacciones del Qts presente en la
superficie de las nanoparticulas (Peralta y cols., 2019; Pérez y cols., 2016; Arakha y cols.,
2015). Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores, quienes han
evidenciado que la estabilidad de las nanoparticulas depende del método de sintesis (Yong
y cols., 2018), mientras que la estabilidad de este tipo de nanoparticulas es mejorada por el
empled de surfactantes como el Qts, quien induce un cambio en la carga superficial,

haciéndola mas positiva (Peralta y cols., 2018; Arakha y cols., 2015).

Aunado a lo anterior, se propuso la caracterizacion por TGA para determinar la estabilidad

térmica de las NPM y las NPM/Qts, cuyos resultados se muestran en el siguiente apartado.

6.5.6 Analisis Termogravimétrico (TGA)

Las curvas TGA de las NPM sintetizas al PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> en KCI
0.5 M vy de aquellas modificadas con Qts al 0.02% (NPM/Qts), se muestran en la Figura
6.16. En la curva TGA de las NPM (Figura 6.16, linea azul) se observaron tres intervalos

de pérdida de peso, la primera del 4.8% observada en el intervalo de 50-250 °C atribuida a
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la evaporacion del agua absorbida en las nanoparticulas, la segunda del 6.2% observada en
el intervalo de 250-500 °C asociada al agua cristalina presente en la estructura de las
nanoparticulas y finalmente la tercera del 7.0% observada en el intervalo de 550-900 °C
designada a la presencia del 6xido de hierro (Peralta y cols., 2019; Nurdin y cols., 2016;
Karimzadeh y cols.,2016).
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Figura 6.16. Curvas termogravimétricas de las (—) NPM sintetizadas y las (—) NPM/Qts
al 0.02%. Se sintetiz6 al PA de 0.30 V y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl, en KCI 0.5 M y se
empled una velocidad de 10 °C/min y un flujo de aire de 100 cm®/min.

Asimismo, la curva TGA de las NPM/Qts (Figura 6.16, linea verde) mostro tres intervalos
de temperatura en donde se observa pérdida de peso, la primera del 1.7% observada en el

intervalo de 50-200 °C asociada a la humedad en la superficie de las nanoparticulas, la
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segunda del 4.5% observada en el intervalo de 200-450 °C atribuida a la descomposicion
térmica y oxidativa del Qts y finalmente la tercera del 5.1% observada en el intervalo de
450-900 °C asociada a la reduccion de la magnetita a maghemita (El-kharrag y cols., 2019;
Peralta y cols., 2019).

Con base en lo anterior, se pueden corroborar los resultados obtenidos por FTIR, por lo que
se puede concluir que las nanoparticulas sintetizadas son de magnetita y el material
compdsito es magnetita recubierta con Qts. Ademas, se puede asegurar que tanto las NPM
como las NPM/Qts no seran afectadas al ser esterilizadas a una temperatura de 121 °C,
necesaria para llevar a cabo la evaluacion antimicrobiana sobre S. typhimurium. Por otro
lado, se propuso la caracterizacién electroquimica para comprobar la capacidad reactiva y
procesos redox de las NPM y las NPM/Qts, los hallazgos se muestran en el siguiente
apartado.

6.6 Caracterizacion electroquimica de las NPM y las NPM/Qts por voltamperometria
lineal y EIS

6.6.1 Caracterizacion por voltamperometria lineal en sentido anddico

La voltamperometria lineal en sentido anddico se llevd a cabo con la finalidad de identificar
los procesos de oxidacion de las NPM y las NPM/Qts presentes en los EPC, asi, como de
las NPM-PVP (comercial) y Qts, empleando EPC en usencia de nanoparticulas para fines

comparativos. Sus voltamperogramas lineales se muestran a continuacion en la Figura 6.17.
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Figura 6.17. Voltamperogramas lineales en sentido anodico de los EPC. A) (—) Qts, B)
() Blanco, (—) NPM sintetizadas al PA de 0.30 y PC al -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> en KCI 0.5
M, (—) NPM/Qts al 0.02% y (—) NPM-PVP (comercial). En todos los experimentos se
emple6 como electrolito HCI 1 M y una velocidad de barrido de 2 mV/s.

En la Figura 6.17A se muestra el voltamperograma lineal en sentido anddico del EPC con
Qts, en el que se observaron dos picos de oxidacion, el primero ancho y muy pronunciado
localizado a un valor de potencial de 0.26+0.01 V vs Hg|Hg2Cl>, mientras que el segundo
también ancho, pero poco pronunciado, es localizado a un valor de potencial de 0.74+0.01
V vs Hg|Hg2Cla.

Estos picos son atribuidos solo a los procesos de oxidacién del Qts, debido a que como era
de esperarse no se observd ningun pico asociado a algiun proceso de oxidacion en el
voltamperograma en sentido anddico del EPC que solo contiene los materiales de
preparacion (Figura 6.17B, linea negra). Al realizar una busqueda bibliogréafica sobre estos

procesos, no se encontraron estudios que permitan atribuir estos picos del Qts a reacciones
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asociadas a procesos de oxidacion concretos, por lo que es necesario realizar mas
experimentacion para poder determinar las reacciones redox asociadas a estas respuestas

voltamperométricas.

Por otro lado, en los voltamperogramas de los EPC en presencia de NPM sintetizadas al PA
de 0.30y PC de -0.92 V vs Hg|Hg-Cl>, asi como aquellos en presencia de NPM/Qts al 0.02%
y las NPM-PVP (comercial), se observé un solo pico de oxidacion, mismos que presentaron
una apariencia ancha con valores de potencial muy cercanos entre si. Los picos de oxidacion
fueron localizados a valores de potencial de 0.65+0.01, 0.63+0.02 y 0.62+0.01 V vs
Hg|Hg2Cl> para las NPM (Figura 6.17B, linea azul), las NPM/Qts (Figura 6.17B, linea
verde) y las NPM-PVP (Figura 6.17B, linea roja), respectivamente. En los que se pudo
observar que el pico de las NPM es mayor en comparacion con los picos que presentan las
NPM/Qts y las NPM-PVP, posiblemente por efecto de los surfactantes con los que fueron
revestidos, quienes pueden bloquear la reaccion redox y dificultar la transferencia de

electrones (Wu y cols., 2020).

Con estos resultados se demuestra que los materiales con los que se prepararon los EPC, no
intervienen en las reacciones de oxidacion de las muestras. Del mismo modo, se evidencid
que el Qts presente en la superficie de la nanoparticula no sufre degradacién alguna y no
interviene en la respuesta de oxidacion de la magnetita, sin embargo, este surfactante limita
la reaccion de oxidacion de la magnetita atenuando el pico voltamperométrico asociado,

afecto que también es observado en la respuesta de NPM-PVP.

Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Rodriguez y cols., (2015), quienes
propusieron que este pico de oxidacion encontrado en el sistema de NPM era asociado al
proceso electroquimico (reaccion de oxidacion de la magnetita) que se muestra en la
reaccién 11, al considerar el medio &cido en el que se desarrollaron los experimentos (Allen
y cols., 1979; Das y cols., 2003). Asimismo, asociaron esta reaccion a los picos de oxidacion

que observaron en los sistemas de NPM con surfactantes como el PVP y el polietilenglicol.
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2Fe304 +H20> 3Fe203+ 2H + 2 € (11)

6.6.2 Caracterizacion por voltamperometria lineal en sentido catédico

La voltamperometria lineal en sentido catddico se llevo a cabo con la finalidad de identificar
los procesos de reduccion de las NPM sintetizadas a un PA 0.30 y PC de -0.92 V vs
Hg|Hg2Cl2 y las NPM/Qts al 0.02% presentes en los EPC, asi, como de las NPM-PVP
(comercial) y Qts, empleando para fines comparativos los EPC en ausencia de

nanoparticulas. Los voltamperogramas correspondientes se muestran en la Figura 6.18.

Como era de esperarse, en el voltamperograma en sentido catédico del EPC con solo los
materiales de preparacion (Figura 6.18, linea negra) no se observé ningln pico asociado a
algun proceso de reduccion, mientras que en el voltamperograma del EPC con Qts (Figura
6.18, linea magenta), se evidenci6é un pico de reduccion ancho y poco pronunciado a un
potencial de -0.38+0.11 V vs Hg|Hg.Cl..

Este resultado coincide con lo reportado por Patake y cols., (2019), quienes, al emplear un
medio electrolitico de KCI a un pH neutro, observaron un pico de reduccién del Qts entre
los potenciales de -0.54 a -0.34 V vs Hg|Hg2Cl, atribuido al proceso electroquimico que se

muestra en la Reaccién 12.

2Qts — NH3+2e ~o 2Qts — (NH, ) + Hy(y (12)
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Figura 6.18. Voltamperogramas lineales en sentido catddico de los EPC. (—) Qts, (—)
Blanco, (—) NPM sintetizadas al PA de 0.30 y PC al -0.92 V vs Hg|Hg2Cl2 en KCI 0.5 M,
) NPM/Qts al 0.02% y (—) NPM-PVP (comercial). En todos los experimentos se empled
como electrolito HCI 1 M y una velocidad de barrido de 2 mV/s.

Por otro lado, en el voltamperograma del EPC con las NPM-PVP (Figura 6.18, linea roja)
se observaron dos picos de reduccion anchos con un maximo a valores de potencial de
0.13+£0.02 V vs Hg|Hg2Cl> y -0.51+0.01 V vs Hg|Hg-Cl>, asimismo, en el voltamperograma
del EPC con las NPM sintetizadas (Figura 6.18, linea azul) se observaron dos picos de
reduccion anchos con un maximo a 0.13+0.01 V vs Hg|Hg.Cl; y a -0.76+0.03 V vs
Hg|Hg:Cl>.

En el 2003, Fetisov y cols., reportaron dos picos catodicos en la magnetita (Epc1= 0.2 V vs
Hg|Hg2Cl2 y Epc2=-0.8 V vs Hg|Hg2Cl>) al emplear un medio electrolitico &cido (HCI 1M),
atribuidos los procesos electroquimicos que se muestran en las reacciones 13 y 14

respectivamente. Lo que concuerda con lo reportado por Rodriguez y cols., (2015) quienes
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sugirieron que el primer pico de reduccion de la magnetita podria asociarse a la reaccion 13,
ademaés que la anchura del pico podria deberse a un mecanismo complejo de reaccion, o

bien, a que varias reacciones ocurren en potenciales muy cercanos entren si.

FesO4 +8H™ + 2 e 3Fe*?2 + 4H,0 (13)

FesO4 +6H™ + 2 e FeO + 2Fe*? + 3H,0 (14)

En lo que respecta a la respuesta voltamperométrica del EPC en presencia de NPM/Qts
(Figura 6.18, linea verde), se observaron tres picos de reduccion. Los primeros dos picos
fueron localizados a un potencial de 0.13+£0.00 V vs Hg|Hg2Cl> (Reaccion 13) y -0.42+0.03
V vs Hg|Hg2Cl: atribuidos a las reacciones 13 y 12 respectivamente. Adicionalmente pudo
observarse un tercer pico poco notable a un valor de potencial de -0.74+0.01 V vs Hg|Hg2Cl.

que puede ser atribuido a la Reacciéon 14.

Con estos hallazgos pudo corroborarse que los materiales con los que se prepararon los EPC
no intervienen en las reacciones de reduccién de las NPM. De igual forma, pudo
evidenciarse, que el Qts presente en las NPM limita la reaccion de reduccion de la

magnetita, al observarse una atenuacion en los picos de reduccién de la NPM/Qts.

Para continuar con la caracterizacion electroquimica se propuso la caracterizacion por EIS,

cuyos hallazgos se muestran en el siguiente apartado.
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6.6.3 Caracterizacion por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

Los experimentos por EIS se llevaron a cabo para identificar la reactividad de los materiales
presentes en los EPC. En estos experimentos se emple6 como electrolito HCI 1 M, a
potencial a circuito abierto, un potencial de perturbacion de 10 mV y una frecuencia de
10,000 Hz a 0.01 Hz.

En el espectro del EPC con solo los materiales de preparacion, las impedancias son altas,
de aproximadamente 1x108 Q. cm? en bajas frecuencias, como se muestra en la Figura 6.19A
en el diagrama de Nyquist, evidenciando un comportamiento predominantemente
capacitivo. Asimismo, en la Figura 6.19B se muestra el diagrama de Bode en fase, donde
se observa que la contribucion capacitiva (a aproximadamente -80°) predomina en un

amplio intervalo de frecuencia.

Puede observarse que la resistencia de la disolucion se aprecia a las frecuencias mas altas,
mientras que en las frecuencias mas bajas se alcanza a observar una contribucién de la
resistencia a la transferencia de carga (denotado por Rtc). Esta Rtc observada, se asocia a la
velocidad de las reacciones que ocurren en la pequefia cantidad de grupos oxidados

presentes en la superficie del grafito.
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Figura 6.19. Espectro de impedancia del EPC con solo los materiales de preparacion

(blanco) en potencial a circuito abierto. A) Diagrama de Nyquist y B) Diagrama de Bode-
Fase. Este experimento se aplico un potencial de perturbacion de 10 mV y una frecuencia
de 10,000 Hz a 0.01 Hz.

En este sentido, estos resultados pueden sugerir hasta qué punto el soporte de pasta de
carbdn no interferira en la respuesta de las NPM sintetizadas a un PA 0.30 y PC de -0.92 V
vs Hg|Hg2Cl2 y las NPM/Qts al 0.02% presentes en los EPC, asi como de las NPM-PVP
(comercial) y el Qts durante la polarizacion catddica, es decir, hasta que valores de potencial
y frecuencia podemos explotar los resultados para poder atribuirselos directamente a estos

materiales (Rodriguez y cols., 2012).

Para ajustar estos datos se emplearon circuitos eléctricos conocidos como “circuitos

equivalentes”, los cuales se muestran a continuacion en la Figura 6.20.
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Figura 6.20. Circuitos equivalentes utilizados para ajustar los datos experimentales.

En estos circuitos, la resistencia del electrolito (R1) ésta en serie con la resistencia a la
transferencia de carga (R2) y en paralelo con un elemento de fase constante (CPE1), que
representa la no idealidad de la capacitancia de la doble capa (Cdc). Ademas, los valores
correspondientes a estos elementos se obtuvieron mediante el ajuste con el programa
Zview2® (Anexo 1).

En este sentido, en respuesta al ajuste de los espectros del EPC que funge como blanco,
pudo determinarse que la resistencia a la transferencia de carga (R2) tiene un valor de
1.07x108+2.05x10° Q. cm?(Cuadro 6.4), el cual es un valor esperado por lo observado en el

electrodo que funge como blanco (Figura 6.19A).

De la misma forma, se esperaba a bajas frecuencias valores inferiores de 4 (1x10° Q.cm?) y
5 (1x10% Q.cm?) 6rdenes de magnitud en los espectros de los EPC que contienen Qts, NPM
sintetizadas, NPM/Qts y NPM-PVP. Ademas, en los espectros de estos EPC se puede

observar la formacion de dos semicirculos, los cuales se muestran en la Figura 6.21A.
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Figura 6.21. Espectro de impedancia de los EPC a un potencial a circuito abierto. A)
Diagrama Nyquist y B) Diagrama Bode-Fase. {-) Qts, &) NPM sintetizadas al PA de 0.30
y PC al -0.92 V vs Hg|Hg2Cl, en KCI 0.5 M, (—) NPM/Qts al 0.02% y (—) NPM-PVP
(comercial). En todos los experimentos se aplico un potencial de perturbacion de 10 mV y
una frecuencia de 10,000 Hz a 0.01 Hz.

Estos semicirculos observados en los diagramas de Nyquist (Figura 6.21A) corresponden a
dos constantes de tiempo (r) diferentes (Rodriguez y cols., 2011; Wu y cols., 2014), que
logran ser mas evidentes cuando se representan graficamente en los diagramas de Bode-
Fase que se muestran en la Figura 6.21B, en los cuales se observa la existencia de 2 procesos
en los EPC que contienen NPM. El ajuste de estos espectros se llevd a cabo mediante el
circuito equivalente conformado por arreglos de RC acoplados en paralelo, como muestra
la Figura 6.20B. Mediante este ajuste se observo que solo el primer semicirculo es similar
al simulado, por lo que se puede atribuir a una reaccién de transferencia de carga de la

magnetita como se observa en la Figura 6.17B, mientras que el segundo semicirculo se
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puede atribuir a procesos de absorcion o difusion, por lo cual es necesario realizar méas

experimentacion (Anexo 1).

En cuanto al espectro del EPC con Qts (Figura 6.21A, linea magenta) se observé la

formacion de un primer semicirculo poco apreciable en el diagrama Nyquist y

posteriormente un segundo semicirculo mejor definido, mismos que fueron mas evidentes

en el diagrama Bode-Fase (Figura 6.21B). Mediante el circuito equivalente que se muestra

en la Figura 6.20, los espectros fueron ajustados observando similitud con los espectros

simulados (Figura 9.1B y Figura 9.2B), por lo tanto, los semicirculos son atribuidos a

reacciones de transferencia de carga del Qts, lo que concuerda con lo observado en el

voltamperograma que se muestra en la Figura 6.17A. Los valores obtenidos de las

simulaciones se muestran en el Cuadro 6.4.

Cuadro 6.4. Resultados de la simulacion con el programa Zview ®, mediante circuitos

equivalentes.

R2 (Q. cm?) X?
EPC . Desviacion Promedio Desviacion
Promedio
estandar estandar
Blanco 1.07x10° +  2.05x10° 1.65x102 + 1.19x100%
Qts 83.59° + 0.095 2.58x10°% + 9.63x10%°
NPM, PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg,Cl, 2351° + 453 2.79x10°% +  1.84x10%
NPM/Qts, PA 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg.Cl, 86.5° + 12.65 8.37x10°% + 2.15x1008
NPM-PVP (comercial) 261.13° + 23.46 3.42x10°% + 1.30x10°%

Nota: Letras diferentes expresan diferencias significativas (0=0.05)
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Estos resultados eran esperados debido a que los surfactantes, como el Qts, al ser utilizados
para recubrir las NPM aumentan ligeramente su resistencia, lo que concuerda con lo
reportado por Rodriguez y cols., (2012) en NPM-PVP. Con base en lo anterior, se demostrd
que las NPM sintetizadas tienen mayor facilidad para transferir electrones que las NPM/Qts;
también se observd que las NPM/Qts tiene valores de resistencia a la transferencia de carga
(R2) cercana al Qts y menor a la obtenida para las NPM-PVP. Con estos resultados se espera
que las NPM y NPM/Qts, tengan efecto antimicrobiano debido a que su capacidad reactiva
podria facilitar la reaccion Fenton. En este sentido, se propuso la evaluacion de la actividad
antibacteriana para comprobar el efecto antimicrobiano de las NPM sintetizadas y las
NPM/Qts, cuyos hallazgos se muestran en el siguiente apartado.

6.7 Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra S. typhimurium

6.7.1 Cinética de crecimiento bacteriano y cuenta viable en placa

La cinética de crecimiento se realizé con la finalidad de evaluar el efecto antimicrobiano de
las NPM sintetizadas al PA de 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2Cl> en KCI 0.5 M y las NPM/Qts
al 0.02% sobre la bacteria Gram negativa S. typhimurium (Figura 6.22A y 6.22B
respectivamente). Las cinéticas se realizaron en un tiempo de 12 h en el que la bacteria se
encuentra en las fases de crecimiento lag y exponencial, en virtud de que en estas se da la
mayor produccion de H2O> en los organismos aerdbicos (Varela y Grotiuz, 2012). Razén
por la cual, estas fases son ideales para evaluar el efecto antimicrobiano de este tipo de
nanoparticulas, en virtud de que el H.O> es necesario para que llevar a cabo la reaccion

Fenton (Armijo y cols.,2020), mediante la cual se producen ROS, que son consideradas
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tedricamente el principal mecanismo de accion de estas nanoparticulas (Mashjoor y cols.,
2018; Regiel y cols., 2017; Choi y cols., 2008; Ruparelia y cols., 2008).

A) B)
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Absorbancia (600 nm)

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
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Figura 6.22. Cinéticas de crecimiento de la bacteria S. typhimurium con A) NPM
sintetizadas y B) NPM/Qts al 0.02%. Se sintetizé al PA de 0.30 V y PC de -0.92 V vs
Hg|Hg2Cl> en KCI 0.5 M y en las cinéticas se utilizaron como tratamientos un (—) control
(Agar) y diferentes concentraciones de las nanoparticulas (=) 0.30 mg/mL, (=) 0.60 mg/mL,
) 0.90 mg/mL, () 1.20 mg/mL y ( )1.50 mg/mL.

En la Figura 6.22 se observan las cinéticas de crecimiento en presencia de NPM y NPM/Qts
a las concentraciones de 0.30, 0.60, 0.90, 1.20 y 1.50 mg/mL, donde se observé una

inhibicion en comparacion con el control (linea negra), asimismo, se observd que esta
incrementa con la concentracion.
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Por otro lado, mediante el analisis estadistico que se muestra en el Anexo 2, se comprobd
que las NPM presentan mayor efecto a la concentracion de 1.50 mg/mL, mientras que en
las NPM/Qts se observo mayor inhibicion a partir de la concentracion de 0.90 mg/mL sin
diferencias significativas con las concentraciones de 1.20 y 1.50 mg/mL. Este
comportamiento podria ser atribuido a un limite en la produccion de ROS al ser dependiente
de la reaccion del H2O> con las especies férricas presentes en la magnetita. Ademas, en cada

concentracion se demostré que las NPM/Qts presentaron mayor inhibicion que las NPM.

Este hallazgo es apoyado por los resultados obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica y
electroquimica, donde se demostrd que el método de sintesis permite obtener particulas con
un tamafio nanomeétrico entre 25-40 nm (Ogunsona y cols., 2018; Panchal y cols., 2018) y
que la presencia del Qts no afecta la resistencia a la transferencia de carga (R2) e induce
una carga superficial positiva y mejor estabilidad; factores que podrian estar contribuyendo
a la efectividad antimicrobiana de las NPM/Qts. Del mismo modo, podemos mencionar que
esta actividad antimicrobiana es debida a las propiedades intrinsecas del material composito
y no por la actividad antimicrobiana del Qts; ya que este compuesto no presenta actividad
antimicrobiana a la concentracion (0.02% p/v) empleada para la modificacion de las NPM
en el presente estudio (Arakha y cols., 2015). Asi, la mejora en la estabilidad y la carga
superficial positiva inducida por la presencia del Qts en la superficie de las NPM favorece
la atraccion electrostatica entre las nanoparticulas y la membrana del microorganismo
incrementando la produccion de ROS (Mashjoor y cols., 2018; Kloster y cols., 2015;
Morales y cols., 2013).

Adicionalmente, se realizo la cuenta viable en placa con la finalidad de evaluar el efecto de
las NPM y las NPM/Qts sobre la viabilidad de S. typhimurium, cuyos resultados se muestra

a continuacion en la Figura 6.23.

Cabe mencionar que en estos experimentos se emplearon los mismos tratamientos que se

utilizaron en las cinéticas de crecimiento.
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Figura 6.23. Cuenta viable de S. typhimurium con tratamientos. (@) Control (Agar), NPM
sintetizadas al PA de 0.30 y PC de -0.92 V vs Hg|Hg2Cl.> en KCI 0.5M a las concentraciones
de (m) 0.30 mg/mL, (@) 0.60 mg/mL, (+') 0.90 mg/mL, (m) 1.20 mg/mL y (=) 1.50 mg/mL,
y las NPM/QTS al 0.02%, a las concentraciones de (@) 0.30 mg/mL, (m) 0.60 mg/mL, (m)
0.90 mg/mL, (@) 1.20 mg/mL y (=) 1.50 mg/mL.

Nota: Letras minusculas diferentes expresan diferencias significativas entre todos los
tratamientos y nanoparticulas; letras mayuUsculas diferentes expresan diferencias
significativas entre concentraciones por nanoparticulas (0=0.05).

En la Figura 6.23 se observa que a todas las concentraciones empleadas, tanto para las NPM
como para las NPM/Qts mostraron un efecto inhibitorio en comparacion con el control;
aunado a ello hubo un incremento en la inhibicién en funcién con la concentracion. Por otro
lado, al realizar el analisis estadistico de los tratamientos con las NPM, se observé que el
mayor efecto se alcanza a la concentracion de 1.50 mg/mL, mientras que en las NPM/Qts
se presenta mayor efecto a partir de la concentracion de 1.20 mg/mL sin diferencias
significativas con la concentracion de 1.50 mg/mL. Asimismo, se observo que la

concentracion de 1.20 mg/mL de las NPM no presenta diferencias significativas con las
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concentraciones de 0.60 y 0.90 mg/mL de las NPM/Qts. Con los resultados obtenidos
podemos evidenciar que las NPM/Qts presentan mayor inhibicion que las NPM.

Estos hallazgos son congruentes con lo reportado por Hemmati y cols., (2019), quienes
observaron en S. typhimurium, un incremento en la inhibicion en relacién con la
concentracion de NPM sintetizadas por métodos quimicos, con diferencias significativas a
las concentraciones de 8 y 16 mg/mL, utilizando ensayos de difusion de discos y pozos en
agar respectivamente. Sin embargo, a diferencia de lo reportado en dicha investigacion, en
este trabajo se observd inhibicion desde la concentracion de 0.90 mg/mL. Esta diferencia se
puede atribuir al método electroquimico empleado para la sintesis de las NPM, lo que
coincide con lo reportado por Obisesan y cols., (2020), quienes observaron mediante
ensayos de difusion de discos en agar en S. typhimurium mayor inhibicién en nanoparticulas
de 6xido de hierro sintetizadas por métodos quimicos que aquellas sintetizadas por
microondas. Asimismo, el incremento en el efecto antimicrobiano por modificacion con Qts
es similar con lo reportado por Arakha y cols., (2015) en las bacterias Bacilius subtilis y
Escherichia coli al comparar las cinéticas de crecimiento de las NPM sintetizadas por

coprecipitacion y modificadas con Qts.

Por otro lado, Park y cols., (2019) mediante cinéticas de crecimiento y cuenta viable en
placa en S. typhimurium al emplear un material nanocompdsito de plata recubierta con
magnetita como tratamiento a la concentracion de 0.20 mg/mL, reportaron inhibicion
cercana a la observada en este apartado, tanto en NPM/Qts como en NPM en ausencia de
Qts, a la concentracion de 0.30 mg/mL. Esta diferencia puede ser atribuida a que las
nanoparticulas de plata son un material con un potente efecto antimicrobiano en diferentes

microorganismos, sin embargo, tiene poca aplicacion debido a su toxicidad.

Por lo anterior, las NPM y NPM/Qts podrian tener gran aplicacion en la industria
agroalimentaria, debido a que tanto la magnetita como el Qts presentan biocompatibilidad,

baja toxicidad y actividad antimicrobiana. Sin embargo, el mecanismo de accion mediante
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el cual las NPM llevan a cabo la inhibicién antimicrobiana no esta dilucidado y aunque
existen teorias sobre posibles mecanismos (Figura 2.1), como el atribuido a la produccién
de ROS, a los iones (Fe*? y Fe*®), asi como a el ingreso de las nanoparticulas al interior de
la bacteria (Ogunsona y cols., 2020; Elsharkawy y cols., 2018; Wyszogrodzka y cols.,
2016), es necesaria mas investigacion que permita identificar el o los mecanismos de accion

por los que se induce su actividad antimicrobiana.
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Mediante el método electroquimico de pulsos de potencial asimétricos fue posible
obtener particulas con magnetita como fase predominante, de tamafio nanométrico
y mejor estabilidad que aquellas obtenidas por otros métodos de sintesis.

Con la caracterizacion fisicoquimica se demostrd la obtencion exitosa del material
compésito de NPM/Qts. Por DRX 'y STEM se evidenci6 un tamafio de 25-40 nm y
una morfologia cuasi esférica aglomerada con apariencia esponjosa mediante STEM
y SEM, mientras que por pot. Z pudo comprobarse que el Qts mejora la estabilidad
de las NPM.

Mediante la caracterizacion electroquimica se evidencid la capacidad reactiva del
material compdsito mediante la resistencia a la transferencia de carga. Asimismo,
con estos resultados se demostro la susceptibilidad del material para formar ROS.
Las NPM obtenidas por via electroquimica demostraron actividad antimicrobiana
sobre S. typhimurium misma que se ve potenciada al ser modificadas con Qts;
observandose que las NPM/Qts tienen mejor efecto a partir de una concentracion de
0.9 mg/mL.

De esta manera, con los resultados obtenidos se evidencié el potencial de las
NPM/Qts para ser utilizadas como un material antimicrobiano en el sector

agroalimentario.
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PERSPECTIVAS

Durante la elaboracion de esta tesis se lograron identificar trabajos que podran dar

seguimiento a esta investigacion.

Sintesis de nanoparticulas de otros tipos de oxidos de hierro, como 6xido ferroso y
hematita, asi como el empled de diferentes surfactantes como recubrimiento para
obtener materiales nanocompasitos.

Evaluar el efecto antimicrobiano tanto in vitro como in vivo de las NPM y NPM/Qts
sobre otros microorganismos patdgenos de alimentos y de seres humanos.

Estudiar los mecanismos mediante los cuales las NPM llevan a cabo la inhibicion
antimicrobiana.

Estudiar las reacciones redox del Qts mediante métodos electroquimicos y evaluar

el efecto antimicrobiano de este surfactante en tamafio nanométrico.
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ANEXO 1. Ajuste de los EIS mediante Zview2®
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Figura 9.1.

Diagramas Nyquist simulados de los espectros obtenidos de los EPC a un

potencial a circuito abierto. A) blanco, B) Qts, C) NPM sintetizadas al PA de 0.30 y PC al
-0.92 V vs Hg|Hg2Cl2 en KCI 0.5 M, D) NPM/QTS al 0.02% y E) NPM-PVP (comercial).
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En la Figura 9.1 se muestran las simulaciones de los diagramas Nyquist realizadas a los EIS
de los diferentes EPC, asimismo, en la Figura 9.2 se muestran las simulaciones de los
diagramas Bode-Fase de estos electrodos. En las simulaciones se observa que el ajuste del
primer semicirculo correspondiente a las altas frecuencias es muy similar a los resultados
obtenidos, mientras que el del segundo semicirculo correspondiente a bajas frecuencias la
simulacion tiende a diferir, lo que indica que no corresponde a una reaccion de transferencia

de carga.
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Figura 9.2. Diagramas Bode-Fase simulados de los espectros obtenidos de los EPC a un
potencial a circuito abierto. A) blanco, B) Qts, C) NPM al PA de 0.30 y PC al -0.92 V vs
Hg|Hg2Cl2 en KCI 0.5 M, D) NPM/QTS al 0.02% y E) NPM-PVP (comercial).
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ANEXO 2 Analisis estadistico de los resultados de las cinéticas de crecimiento

Cuadro 9.1.6 Absorbancia del cultivo de S. typhimurium tratada con las NPM y NPM/Qts

Tratamiento [] Tiempo (h)
mg/ml 0 1 2 3 4
Control 0.001 °+0.001 0.040 B ¢ + 0.005 0.065 ¢ © + 0.003 0.082 ¢ ¢ + 0.002 0.112 © © + 0.002

NPM, PA0.30 y PC -0.92 VV vs Hg|Hg2CI2 0.3 0.000 “%+ 0.000 0.034 “ ® + 0.003 0.052 © ° + 0.002 0.054 & © + 0.001 0.061 ® ¢ + 0.002
NPM, PA0.30 y PC-0.92 Vvs HgHg2Cl2 0.6 0.000 %+ 0.000 0.032 *° + 0.002 0.046 & ® + 0.004 0.053 ® © + 0.001 0.058 & © + 0.001
NPM, PA0.30y PC -0.92 V vs HglHg2CI2 0.9 0.000 %+ 0.000 0.021 * ? + 0.003 0.037 ® * + 0.004 0.045 ® ® + 0.002 0.051 © ° + 0.003
NPM, PA0.30 y PC -0.92 V vs HglHg2CI2 1.2 0.000 %+ 0.000 0.031 2 ° + 0.002 0.040 B ® + 0.003 0.046 © ° + 0.006 0.053 © ° + 0.001
NPM, PA0.30 y PC-0.92 Vvs HglHg2Cl2 1.5 0.000 “?+ 0.000 0.023 * * + 0.003 0.034 * ® + 0.004 0.039 *  + 0.004 0.042 ® ? + 0.001
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 0.3 0.000 “?+ 0.000 0.035 “ ® + 0.001 0.036 * © + 0.002 0.040 * © + 0.002 0.043 * © + 0.002
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 0.6 0.000 “?+ 0.000 0.031 * ® + 0.003 0.032 * ° + 0.001 0.033 **" + 0.001 0.038 * ® + 0.003
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 0.9 0.000 “®+ 0.000 0.022 * ® + 0.001 0.024 * * + 0.001 0.030 * * + 0.002 0.032 *  + 0.001
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 1.2 0.000 “?+ 0.000 0.026 * * + 0.002 0.033 “ ®¢ + 0.002 0.035 * ® + 0.001 0.037 * ® + 0.002
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 VV vs Hg[Hg2CI2 1.5 0.000 “%+ 0.000 0.025 “ ® + 0.001 0.032 * ® +0.003 0.034 * ® + 0.003 0.036 “*"+ 0.002

Nota: Letras minusculas diferentes expresan diferencias significativas entre tratamientos por nanoparticulas; letras
mayusculas diferentes expresan diferencias significativas entre nanoparticulas por concentraciones (a=0.05).
Continuacién del cuadro en la siguiente pagina
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. Tiempo (h
Tratamiento m[g /r]nl 5 6 7p0( ) 8 9

Control 0.118 ©“+0.003 0.135 © * + 0.004 0.148 © ¢ + 0.004 0.152 © ¢ + 0.002 0.182 € * + 0.004

NPM, PA0.30y PC-0.92 VVvs HglHg2CI2 0.3 0.065 ®°+0.001 0.072 ® © + 0.003 0.076 ® © + 0.003 0.084 ® ¢ +0.001 0.089 © ¢ + 0.001
NPM, PA0.30y PC-0.92 V vs HglHg2CI2 0.6 0.063 ®°+0.003 0.067 ® © +0.001 0.072 ® © +0.001 0.075 ® ¢ + 0.003 0.077 + 0.003
NPM, PA0.30y PC-0.92 VVvs HglHg2CI2 0.9 0.055 5"+ 0.003 0.060 & + 0.004 0.063 ® ® + 0.001 0.068 ® ¢ + 0.003 0.072  ® + 0.002
NPM, PA0.30y PC-0.92 Vvs HglHg2Cl2 1.2 0.057 ®°+0.003 0.061 © ® + 0.004 0.063 ® ® + 0.003 0.066 ® ® + 0.002 0.069 © * + 0.003
NPM, PA0.30y PC-0.92 Vvs HglHg2CI2 1.5 0.044 “®+0.002 0.049 ® * + 0.004 0.054 ® * + 0.005 0.061 ® * + 0.004 0.067 ®  + 0.004
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 0.3 0.047 “P+0.002 0.052 * ¢ + 0.001 0.055 * ® + 0.002 0.058 * © + 0.002 0.067 * ° + 0.002
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 0.6 0.042 “%+ 0.002 0.046 “®¢+ 0.001 0.050 * * + 0.003 0.054 * ® + 0.002 0.056 * ® + 0.003
NPM/Qts, PA 0.30y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 0.9 0.044 “*'+ 0.003 0.048 #°“+ 0.003 0.052 “ *" + 0.001 0.054 * ® + 0.001 0.056 * * + 0.001
NPM/Qts, PA 0.30 y PC-0.92 V vs HglHg2CI2 1.2 0.042 A%+ 0.002 0.043 “**+ 0.001 0.048 * * + 0.001 0.051 * ** + 0.002 0.054  # + 0.001
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2 1.5 0.041“%+0.003 0.043 * ® + 0.001 0.048 * ® + 0.002 0.050 * " + 0.003 0.053 * ® + 0.003

. [] Tiempo (h)
Tratamiento mafm 10 1 12
Control 0.208 ©®+0.002 0.214 € ® + 0.008 0.242 € © + 0.006

NPM, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2
NPM, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2
NPM, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2ClI2
NPM, PA 0.30y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2
NPM, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2ClI2
NPM/Qts, PA 0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2ClI2
NPM/Qts, PA0.30 y PC -0.92 V vs Hg|Hg2CI2

0.3
0.6
0.9
1.2
15
0.3
0.6
0.9
1.2
15

0.093 89+ 0.002 0.096 ® ¢ + 0.002 0.104 &  + 0.005
0.083 ¢+ 0.002 0.087 ® © + 0.003 0.094 ® © + 0.003
0.075 8"+ 0.003 0.080 2>+ 0.005 0.087 ® ° + 0.004
0.073 '+ 0.003 0.076 ®* + 0.004 0.082 & * + 0.002
0.069 82+ 0.003 0.072 ® * + 0.002 0.076 * * + 0.001
0.072 29+ 0.001 0.078 ** + 0.001 0.083 * ° + 0.001
0.064 “°+0.001 0.074 "+ 0.002 0.082 * ° + 0.001
0.061 >+ 0.001 0.068 * * + 0.002 0.075 * * + 0.001
0.058 “*'+ 0.005 0.064 * ® + 0.001 0.071 * * + 0.001
0.056 2+ 0.002 0.064 “ ® + 0.001 0.070 * * + 0.001
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En el Cuadro 9.1 se muestran los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimientos empleando un disefio unifactorial
analizado mediante LDS de Fisher, mediante el cual se observaron las diferencias significativas tanto entre
concentraciones como entre nanoparticulas. Demostrando que las NPM/Qts son las que presentan mayor inhibicion de

la bacteria S. typhimurium.
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