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SUMMARY

SYNTHESIS AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY
OF NANOCOMPOSITE Fe304/CuO/CHITOSAN

The Fe304/CuO/Chitosan (Fes04/CuO/CS) nanocomposite was synthesized from FezO4 nanoparticles,
CuO nanoparticles and Chitosan using ultrasound assisted method. The FesO4 nanoparticles were
prepared by co-precipitation method. The CuO nanoparticles were green-synthesized by the assistance
of Mangosteen extract. The final nanocomposite was charaterized using X-ray powder diffraction (XRD),
field emission scanning electron microscopy (FeSEM), fourier transform infrared (FT-IR) and vibrating
sample magnetometer (VSM) techniques. The antibacterial efficacy of the Fe;04/CuO/CS
nanocomposites was tested against Saccharomyces cerevisiae along with gram-positive (Bacillus
subtilis) and gram-negative (Escherichia coli) bacteria using the disc diffusion method and determined
the minimum inhibitory concentration (MIC).

Keywords: Fes04/CuQ, chitosan, nanocomposite, MIC.

1. MO PAU lam chét phan ng, chat bén ho4 trong qué trinh
Trong nhitg ndm gan day, cac hat nano oxit t6ng hop.

kim loai duoc quan tdm nghién ctu tong hop Tac gia Yue Wu dd tdong hop hé FesOs-
bang nhiéu phuong phap khac nhau. Do cac dic chitosan/TPP bang phuong phap dong két tia
tinh hoa ly dac biét cia ching nhu tinh nhiét, trong moi trudng kiém, suc khi N2 & diéu kién
quang, dién va co hoc khdc nhau nén ching 60°C trong 2 gio. Sy hinh thanh cua lién két
dugc st dung trong nhiéu linh vyuc nhu: vat ligu chéo gitta Chitosan va natri tripolyphosphate
trong xur ly mdi truong, vat liéu khang khuan [1- (TPP) véi nhan nano sit tir Fes04 tao thanh hé
2], vat liéu tir tinh - cam bién [3], pin lithium- 15 x6p siéu nho cia gel chitosan. San pham thu
ion [4].... Hién nay, ngoai cac phuong phap téng duoc cd tir tinh bao hoa cao tai 60°C, day dugc
hop ddng két taa [5], thuy nhiét [6], sol-gel [7], xem la nhiét do tét nhét cho ca lién két ngang
plasma [8] duoc nghién ciu phét trién thi cua CS va TPP va qué trinh oxy héa Fe(OH), do
phuong phap tong hgp xanh sir dung dich chiét dam bao dugc kha ning hinh thanh lién két ma
tir cac loai l4 cdy, qua-vo qua [9], vi khuan [10], khong lam cho sat bi mat di tir tinh [12]. Yang-
vitamin [11], mot s6 loai nAm c6 chira cac hoat Chuang Chang va cong su, tong hop Chitosan-
chit oxy-khtr da dugc nghién cau thir nghiém Fe30, bang phuong phap thuy nhiét ¢ 80 °C tng

dung dé hap phy ion Cu?* trong moéi truong
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nudc. Trong do, vai tro cua chitosan lam ting
dién tich bé mat riéng cua hé va thay doi diém
dang dién tir d6 lam thie day nhanh chéng qua
trinh hap phu Cu?* [13]. Chinh vi vay, CS trong
cac hé nanocomposit ¢6 vai tro la tac nhan tao
lien két chéo gitp phan tan tét cac oxit kim loai
trong hé, thay déi dién tich cua bé mat hé, két
hop véi kha ning thu hdi nho tir tredong ngoai
ctia nano oxit sat tir dac biét dugc nghién ciu
trong cac nam gan day [13, 14].

Chitosan (CS) la mét loai polyamino saccharit
V6i cau trdc 1a poly(1-4)-2-amino-2-deoxy-d-
glucan, dong thoi cing 1a mot polyme sinh hoc
6 kha nang khir khuan [12], hap phu cac kim
loai niang, c6 dinh cac enzym, phan phdi thudc
va tuong thich sinh hoc tét. Vi vay, nghién ctu
bién tinh hé nano Fe304/CuO véi chitosan s& thu
dugc mot hé vat lisu hira hen ¢ nhiéu tng dung
dang ké trong linh vic y duge va méi trudng.
K& thira cac két qua cua nhitng nghién ctu trén,
trong cong bd nay, hé nanocomposit Fe-
304/Cu0/CS dugc tong hop bang phwong phap
ddng két taa - tong hop xanh, dudi su hd tro cua
song am. Trong d6, nano CuO duogc téng hop
bang phuong phap xanh thong qua qué trinh d6t
chdy hé dung dich chaa [Cu?*- ellagate
complex] duoc tao thanh tir mudi ddng va dich
chiét cua vo qua mang cut. Dich chiét tir vé qua
maéng cut chu yéu chira cac hop chat xanthone,
bén canh la c&c garcinon trioxyxanthon,
pyranoxanthon, pyrano xanthenon,... trong d6
hop chat a- mangostin c6 ham lugng cao nhit
chiém khoang dén 0,2 % va da dugc chung
minh 14 hoat tinh khang khuan, chéng viém,
chdng oxy hoa va chng ung thu. Tuy nhién, dé
han ché su két tu cua c4c hat nano tir tinh FesO4
va nano CuO trong hé va tang kha ning thu hdi
cua chang khi ung dung lam vat liéu xi ly moi
trudng, chitosan da duoc sir dung 1am chit phan
tan trong hé.

Muc tiéu cua nghién ciru nay 1 tdng hop vat liéu
nanocomposit tir tinh Fe3s04/CuO/CS va danh
gia dic trung ciu trdc ciua hé va xac dinh nong
d6 trc ché tdi thiéu (MIC) ddi véi vi khuan gram
am, gram duong va nam men.

2. THUC NGHIEM

2.1. Hoa chit va thiét bi

* Hoa chit. FeCl,.4H,0, FeCls.6H.0,
Cu(NO3)2.3H.0, NH3 28%, Etanol 96% cua
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* Thiét bj dung trong ché tao vat liéu: thiét bi
siéu @m VCX500 (Sonics & Materials Inc.; 500
W, 20 kHz), bép khuay tir gia nhiét, may do pH,
ta sy, cac dung cu thuy tinh dung dé thyc hién
phan &ng.

Thiét bi dung trong danh gia dac trung cau tric
cia vat lieu: may do nhiéu xa tia X
(PANalytical), thiét bi do phd hong ngoai FT-
IR (Bruker), kinh vién vi dién tir quyét-tan xa
nang luong tia X (Jeol-JMS 6490), thiét b tir két
mau rung Magnet B-10 Vibrating (IRD
Balancing).

2.2. Ché tao vit liéu nano compozit Fe-
304/Cu0/CS

Vat liéu nanocomposit FesO4/CuO/CS duogc
t6ng hop theo quy trinh 2 giai doan:

Giai dogn 1: Téng hop nano sat tir nano FezO4
va nano CuO, trong d6 qua trinh tong hop nao
sat tir duoc tién hanh bang phuong phap dong
két tua trong méi truong N trén co s& cac cong
bé da xuat ban caa nhém tac gia [16, 17]. Qua
trinh tong hop nano CuO bang phuong phap
xanh trén co s¢ tham khao nghién ctu cua tac
gia Udayabhanu va cong su [18].

Tong hop nano FesOs: HOn hop hai mudi
FeCl,.4H,0 va FeCls.6H,O (ti 18 phin mol
Fe?*/Fe3*=1/2) dwoc hoa tan bang 100 mL nu6c
cét trong binh phan @ng. Gia nhiét cho hé phan
{tng téi nhiét d6 80 °C va giit nguyén trong sudt
thoi gian phan ¢ng. Hon hop phan tmg dugc
khudy tron 10 phit, sau d6 dugc siéu am voi dau
do cuong d6 S00W, bién do 40%, Ss/xung, ddng
thoi suc khi nito va nhé tir tir dung dich NH3 25-
28% vao binh phan ung sao cho dung dich ludn
duy tri pH=9-10 (kiém soét bang gidy chi thi
pH). Hé phan ung tiép tuc duoc siéu am thém
15 pht, sau khi b6 sung du legng NHs. H3n hop
phan tng sau d6 duge d6 ra cdc thuy tinh, san
pham két tia mau den duoc thu lai bang cach st
dung nam cham. San phim duoc ria bang nuéc
ct nhiéu lan cho dén khi moi trwong trung tinh,
rira thém 2 lan bang etanol. San pham nano
Fes0, sau cung dugc siy qua dém bang ti sdy
tai 60°C.

Tong hop nano CuO:

* Dich chiét vo qua mang cut dugc chuén bj
theo quy trinh sau: V6 qua Mang cut thd
(Garcinia mangostana L.) duoc thu hai tir cac



tinh mién nam Viét Nam, sau d6 duoc rira sach
bang nudc khir ion va sy lanh ¢ 10°C. Vo qua
ming cut kho dwoc cat thanh tirng miéng nho,
can 30 g vo khd vao binh chiét va thém 300 mL
etanol/nudc khr ion (1:1, v/v), dich chiét thu
duoc sau thoi gian chiét 60 phat. Dich chiét
duogc 1am lanh, loc va bao quan ¢ 8 - 10°C dé sir
dung trong vong mat tuan.

* 2,4 g Cu(NOs)2.3H20 duogc hoa tan trong 20
ml dich chiét vo qua mang cut. H3n hop phan
g dugc giit & diéu kién nhiét ¢ 400 + 5°C
trong 15 phat. San phim mau den duoc rira va
ly tam véi nuée khir ion va siy ¢ 100°C trong 3
gio. San pham dugc bao quan & didu kién
thuong trong lo t6i mau.

Giai dogn 2: Toéng hop nanocomposite Fe-
304/CuO/Chitosan dudi sy hd tro cua ky thuat
siéu am

Chuin bi dung dich chitosan 1%: 0,5 g chitosan
dugc phan tdn trong 50 mL dung dich axit axetic
1N va siéu &m trong 15 phut. Tiép tuc bé sung
nano 2,59 Fes0s va 2,5g CuO duoc tong hop
duogc & giai doan 1 vao dung dich chitosan, hon
hop tiép tuc duoc siéu am 30 phit & 60 °C. San
pham cubi thu dwgc duge lam kho trén dia Petri
thuy tinh & 60°C trong 24 gio.

Hé vat liéu nanocomposit Fes04/CuO/CS duoc
nghién ctru dénh gia dic trung cAu trdc bang cac
phuong phap phan tich cong cu (XRD, FT-IR,
FESEM, VSM) va xé4c dinh ndng do tic ché ti
thiéu (MIC) ddi véi nim men va hai loai vi
khuan gram 4m va gram dwong.

2.3. Panh gia kha ning khang khuin cia vat
ligu Fes04/CuO/CS

Xac dinh ndng d¢ wc ché téi thiéu (MIC) cua vat
lieu Fe304/CuO/CS duoc tién hanh véi 02 loai

(@)

Hinh 1. Phé x-ray (a) va phé FT-IR (b) cua vt liéu nano compozit Fes04/CuO/CS

vi khuan gram &m (E. coli ATCC 25922), gram
duong (Bacillus subtilis ATCC 9/58) va nam
men S. cerevisiae bang phuong phap khuéch tan
dia tham khao theo két qua nghién ctru cua tac
gia S.M.Magaifia [19]. Méi truong lam gidu co
chtra dich chiét thit, chiét xuat nim men,
peptone, glucose va mot sé mudi khoang da
duoc sir dung dé nudi cdy vi sinh. Dia thach dinh
dudng duoc chudn bi bang cach su dung 37,0
gam mdi truong thach dinh dudng dugc hoa tan
trong 1000 mL nudc cat, va sau d6 duoc khir
trung bang cach hip & ap suit 121°C/15 Ibs
trong 20 phdat. Sau khi khir tring, méi truong
thach dinh dudng duoc d6 vao cac dia Petri vo
trung dé dong dac, tiép d6 nuodi cly moi truong
truong thanh cua céc chung vi khuan gay bénh
riéng |é trong céac dia dinh dudng dong thoi phét
I&n khap bé mit cua dia thach bang diia thiy tinh
hinh chit L da khu trong. D6i véi mau thu
nghiém bot Fes0./CuO/CS duoc thém vao
huyén pht thach véi ndng d6 (3,2, 1,0,5va 0,3
mg/mL) va lam lanh cho dén khi tao thanh gel.
Céc dia dugc u 6 37°C/24 gio. Sau d6, MIC cua
Fe304/CuO/CS duge xac dinh bang mét thuong
va MIC 1a ndng d6 Fes04/CuO/CS thap nhit trc
ché hoan toan sy phat trién nhin thay duoc.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Pic trung cAu tric caa vat liéu nano
compozit FesO4/CuO/CS

Sy hinh thanh pha tinh thé cua FesO, va CuO
trong hé vat liéu nanocomposit Fe304/CuO/CS
dugc thé hién qua didc trung cau tric pha tinh
thé va sy c6 mit cia cac dao dong dic trung cho
cac lién cé trong hé vat liéu. Hinh 1 12 phé FT-
IR va phd X-ray cia mau vat liéu nano compozit
Fe304/CuQ/CS.
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Két qua phd x-ray tai hinh 1a cho thiy, di co su
hinh thanh cac pha tinh thé cua FesO4 va CuO,
ddng thoi co sy xuat hién cia cac pic ddc trung
cho ciu triic cua nano FesOy trén tai goc 26 lan
lugt 1a: 30,2; 35,4; 59,2 va 62,6 tuong ung Véi
cac mat mang (200), (103), (321), (400). Cac pic
dic trung cho cau tric cia CuO tai g6c 20 la:
31,6; 35,5; 39,9; 49,7; 61,4 va 75,2 tuong ung
v6i cac mat mang (110), (002), (111), (202),
(220), (004), chirng t6 da co6 su hinh thanh pha
tinh thé ctia FesO4 [16, 17], CuO [20, 21] trong
hé. Ngoai ra, c6 hai pic dic trung tai géc 20 &
10,1 va 19,6 chang té sy c6 mat cua chitosan
trong hé vat liéu nghién cau [22].

Két qua phd hdng ngoai tai hinh 1b cho thay, ¢6
su xuat hién cua cac pic tai cac sé song khac
nhau dic trung cho su ¢d mat ciia cac dao dong
cua cac lién két, nhom chirc c6 mit trong hé vat
liéu nano compozit Fes04/CuO/CS gom: pic dic
trung tai s6 s6ng 3423 cm't, 1625 cm ciia mau
(1-CS) va céc pic tai s6 séng 3420 cm, 1640
cm? ciia mau (2- Fes04/CuO/CS), dic trung
cho dao dong ctia nhdm -OH va -NH; c6 mat
trong vat liéu CS. Thém vao d6 co6 hai pic tai
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viing s6 séng 1010 cm't thé hién cho su c6 mat
ctiia nhom B(1- 4) glycosidic va lién 1ét C-O-C
trong vong glucose [20]. Su ¢6 mit cua cac pic
tai s6 s6ng trong vang 2924 cm* dic trung cho
dao dong cua lién lién C-H c6 mat trong phan tir
CS & mau (1), trong khi mau (2) khong xuét hign
pic ddc trung tai budc séng nay, diéu nay l1a do
ham lugng CS trong mau (2) nho.

Trong dai s6 séng tir 600-400 cm™, phd IR cua
mau (2) cho thay c6 su xuat hién cac pic tai s6
song dic trung. Tai s6 s6ng 576 cmt va 483 cmr
! twong trng dic trung cua cho dao dong cua lién
két Fe-O [15] va Cu-O [20], chung t6 di co su
hinh thanh FesOs va CuO trong hé vat liéu
nanocomposit tong hop dugc.

Dbi v6i kha ning khang khuan cua cac hé
nanocomposit, thi su phan bé caa cac nano oxit
trong hé anh huong truc tiép dén kha ning
khang khuan cua vat ligu, khi d6 cac phan tung
oxy hoéa (ROS- reactive oxygen species) xay ra
giita cc nano oxit kim loai v&i mang té bao cua
vi khuan [23]. Hinh 2 12 anh FESEM cta mau
vat liéu nanocomposit FesO4/CuQ/CS tai cac do
phong dai khac nhau.

300nm

(b)

100nm

(d)

Hinh 2. Anh FESEM cua vét liéu nanocomposit Fes04/CuO/CS tai cdc dg phéng dai khac nhau
(a-100K; b-150K; c-200K; d-300K)
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Anh FESEM cua mau vat liéu nanocomposit
Fe304/CuO/CS & cac @6 phong dai khac nhau
cho thdy, cac hat Fes0./CuO téng hop dugc
trong khoang 20-50nm, c4c hat phan bé twong
d6i dong déu. Pac biét khi anh chup ¢ do phong
dai 300K cho thdy r5 hon su hinh thanh 16p
mang chitosan trong hé, vi vy viéc bién tinh hé
Fe304/CuO véi chitosan dugc cho la giam su co
cum cua cac hat nano sit. Theo cac két qua cong
bd gan day cho thay [12], viéc bién tinh céac
nano oxit kim loai véi CS gitip tang kha ning
khéng khuan cua vat liéu khi ¢ng dung lam vat
liéu xir Iy méi truong do tinh khang khuan vén
c6 cua chitosan. Ngoai ra, cac loai vat liéu co tir
tinh nhu cac hé nanocomposit c6 chira nano
FesO4 hira hen 12 loai vat liéu dé dang thu hoi
sau xir 1y va dap ung duoc tinh khang khuan
trong diéu kién c6 tir truong ngoai [24]. Hinh 3
1a duong cong tir hoa cua vat liéu nano FesO4 va
nanocompozit Fe30,/CuQ/CS véi diéu kién do
& nhiét do phong.

E. coli
(ATCC 25.922)

Bacillus subtilis
(ATCC 9/58)

S. cerevisiae
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Hinh 3. Puong cong tir hod cua vdt liéu nano
Fes;04 (1) va nanocompozit Fe;04/CuQ/CS (2)
Két qua nghién ctru tinh chét tir cua vat liéu tai
hinh 3, da ching t6 rang hé vat liéu nano nén
FesO4 c6 d6 tir hoa twong ddi I6n dat 58,84
emu/g. Hé vat liéu sau bién tinh Fe30,/CuQ/CS
c6 d6 tir hod bdo hoa cua hé giam xudng con
30,54 emu/g tuong Gng giam gan 50 %, tuy
nhién d6i véi két qua thu dwoc vat lieu
naocomposite Fe304/CuO/CS van cé do tir hoa
tuong ddi cao, thuan loi cho viéc khur khuan
trong diéu kién co tir truong [24].

3.2. Nong @9 wc ché téi tiéu vat ligu Fe-
304/CuO/CS (MIC)

Hinh 4 1a két qua thir nghiém kha ning khang
khuin va gia tri MIC cua hé vat lidu
nanocomposit. Fes04/CuO/CS tdng hop duoc.
Gia tri MIC d6i véi E. coli, B. subtilis, S.
cerevisiae cta hé vat cho gié tri twong ting lan
lugt 12 0,3; 0,3 va 0,4 mg/mL.

.." 0,3 mg/ml

Hinh 4. Khad ndng khdng khudn cia Fes04/CuO/CS ¢ cac nong dg khac nhau
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Kha nang khang khuan ciia hé nanocomposit
Fe304/Cu0/CS dugc két hop tung thanh phan
c6 trong hé gom hé nano oxit kim loai va
chitosan. Trong d6, cac nano oxit Fes0s, CuO
s& tuong tac vai mang té bao vi sinh vat, lam
gian doan qua trinh sao chép DNA, phan chia té
bao va hd hap té bao, khién dién tich bé mat té
bao vi khuan mo rong va bi tiéu diét [25]. Mot
s6 cong bd trude day [26, 12] da cho thay, kha
niang khang khuan tt cua chitosan ddi voi ca vi
khuian gram 4m va gram duong trong moi
truong axit. DSi voi vat liéu nano composit
Fe304/CuQ/CS thé hién hoat tinh khang khuan
ddi vai B.subtilis manh hon d6i véi E.coli, va ac
ché ca su phat trién cua nAm men S.cerevisiae.
4. KET LUAN

Vit liu compozit Fe;04/CuO/CS duoc tong
hop bang phuong phap dong két tua- tong hop
xanh, két hop véi su hd tro cua ky thuat song
am, cac hat nano FesO4/CuO phan bé tuong dbi
ddng déu trén nén chitosan va c6 kich thudc
trong khoang tir 20-50 nm. Két qua danh gié tir
d6 bao hoa cua hé sau bién tinh véi chitosan dat
30,54 emu/g va giam 50% so v&i mau nano sit
tir FesO4. Kha ning khang khuan cua hé vat ligu
nanocomposit Fes04/CuO/CS dugc thir nghiém
dbi véi vi khuan Escherichia coli, Bacillus
subtilis va nim men Sacharomyces cerevisiae
cho ndng do wc ché téi thiéu (MIC) lan luot la
0,3; 0,3 va 0,4 mg/mL.
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