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Resumen 

Este proyecto de integración curricular buscó comprobar la actividad antimicrobiana de 

nanopartículas de óxido de cobre sobre microorganismos aislados de un hormigón de 

resistencia media. Para ello se sintetizó y caracterizó las nanopartículas obtenidas por química 

verde utilizando un extracto de taxo como agente reductor mediante las técnicas y equipos UV-

Vis, DLS, TEM, SEM-EDS y XRD, para identificar su reflectancia, tamaño, dispersión, forma, 

aglomeración, composición, fase y cristinalidad. Se realizaron tres muestreos en un hormigón 

de resistencia media mediante la técnica del hisopado, de los cuales se aisló los 

microorganismos presentes mediante técnicas dependientes de cultivo y se seleccionó los 

microorganismos más predominantes mediante la frecuencia y densidad relativa para su 

identificación por técnicas moleculares como la secuenciación de siguiente generación. Se 

evaluó la capacidad antimicrobiana de las nanopartículas de óxido de cobre aplicando 50 µL de 

tres concentraciones de las NPs (0.49 M, 0.245 M y 0.123 M) sobre los microorganismos más 

predominantes mediante la técnica de difusión en pozo aplicando 4 metodologías diferentes de 

siembra tanto para las bacterias como para los hongos partiendo de diferente inoculo con 

siembra por extensión con un asa Drigalsky e hisopo. Mediante la técnica de UV-Vis se observó 

que las NPs obtuvieron un pico del plasmón en 455 nm, además de un tamaño hidrodinámico 

de 9.8±(0.58) nm medido con el DLS. De acuerdo a las imágenes TEM las NPs presentan un 

tamaño de 8.458 nm, por otro lado, se identificó que las NPs presentan una fase cubica, los 

ángulos difracción de ángulo 2θ:  29.5256°, 36.3698°, 42.2601°, 61.3648° y 73.5237° y con un 

score del 83% una similitud con Cu2O medido con el XRD y un análisis SEM-EDS que permitió 

reconocer la composición elemental de las NPs (Cu: 62,03503%, O2:32,26025% y Na: 

5,714713%). Finalmente, se evidencio la actividad antimicrobiana de las NPs de Cu2O sobre 

los microorganismos más predominantes. 

Palabras claves: Nanopartículas, Cu2O, difusión en pozo, Antimicrobiana 
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Abstract 

This curricular integration project sought to verify the antimicrobial activity of copper oxide 

nanoparticles on microorganisms isolated from a medium strength concrete. To this end, the 

nanoparticles obtained by green chemistry were synthesized and characterized using a taxo 

extract as a reducing agent using UV-Vis, DLS, TEM, SEM-EDS and XRD techniques and 

equipment, to identify their reflectance, size, dispersion, shape, agglomeration, composition, 

phase and cristinality. Three samplings were carried out in a concrete of medium resistance by 

means of the swab technique, from which the microorganisms present were isolated by culture-

dependent techniques and the most predominant microorganisms were selected by frequency 

and relative density for identification by molecular techniques by next-generation sequencing. 

The antimicrobial capacity of copper oxide nanoparticles was evaluated by applying 50 μL of 

three concentrations of NPs (0.49 M, 0.245 M and 0.123 M) on the most predominant 

microorganisms by means of the well diffusion technique applying 4 different planting 

methodologies for both bacteria and fungi starting from different inoculum with sowing by 

extension with a Drigalsky handle and swab. Using the UV-Vis technique it was observed that 

the NPs obtained a plasmon peak at 455 nm, in addition to a hydrodynamic size of 9.8±(0.58) 

nm measured with the DLS. According to the TEM images the NPs have a size of 8.458 nm, 

also by XRD it was identified that the NPs have a cubic phase, the angle diffraction angles 2θ: 

29.5256°, 36.3698°, 42.2601°, 61.3648° and 73.5237° and with a score of 83% a similarity with 

Cu2O and a SEM-EDS analysis that allowed to recognize the elemental composition of the NPs 

(Cu:  62.03503%, O2: 32.26025% and Na: 5.714713%). The antimicrobial activity of Cu2O NPs 

on the most predominant microorganisms was evidenced. 

Keywords: Nanoparticles, Cu2O, well diffusion, Antimicrobial 
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Capítulo I: Introducción 

Planteamiento del problema 

El deterioro de materiales de construcción (hormigón, cemento, piedra) se considera 

una problemática global debido al costo que implica a propietarios de edificios y fabricantes 

(Romani et al., 2022). La mayoría de los materiales de construcción pueden llegar a ser 

susceptibles a la colonización por microorganismos, los cuales forman biopelículas sobre la 

superficie de los materiales que a largo plazo mediante diversos factores y reacciones 

bioquímicas conducen a una degradación del material (Gulotta et al., 2018) (Zhgun et al., 

2020). 

Este fenómeno indeseable de cambios en las propiedades físicas y químicas de un 

material producido por la actividad vital de las comunidades microbianas de bacterias, hongos y 

algas se conoce como biodeterioro (Liu et al., 2020). Una vez que la biopelícula crece se 

observan cambios sobre la superficie de los materiales generando grietas profundas y el 

aumento de la porosidad (Romani et al., 2022). Además, los factores ambientales como la 

humedad, temperatura, radiación solar, conducen de forma directa o indirecta al debilitamiento 

y descomposición más rápido acelerando los procesos en el biodeterioro (Li et al., 2018) (Pena 

et al., 2018). 

A lo largo de los siglos se ha implementado el uso de procedimientos mecánicos 

aplicando aceites o ceras para tratar este fenómeno natural, por otra parte, en la modernidad 

se han desarrollado tratamientos basados en limpiadores de alta presión, el uso de biocidas, 

que si bien, estas técnicas poseen el beneficio de limpieza, estos llegan a tener numerosas 

limitaciones como la rápida recolonización donde los microorganismos se vuelven más 

resistentes a los químicos (Dongpeng et al., 2022) (Joseph, 2021). 
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Justificación del problema 

Se han documentado de que el uso de biocidas es perjudicial para el medio ambiente, 

así como también para la salud humana, estos compuestos antiincrustantes en su gran 

mayoría son ecotóxicos y que a largo plazo generan contaminación del suelo y aguas (Romani 

et al., 2022). Por ello, para el uso de este tipo de sustancias existen regulaciones y limitaciones 

en la comercialización. Uno de los principales inconvenientes es que se les otorga una 

resistencia a los microorganismos a estos agentes químicos (Dresler et al., 2017) (Fidanza y 

Caneva, 2019). 

Es por ello que debido a esta problemática asociada al uso de este tipo de sustancias 

toxicas, se llegó a la necesidad de desarrollar nuevas técnicas con diversos enfoques para la 

obtención de nuevos compuestos que permitan reducir o eliminar el biodeterioro, además de 

que sean seguros y amigables con el medio ambiente (Arreche y Vázquez, 2020). Entre las 

alternativas destaca la aplicación y uso de nanopartículas de cobre como agente para el control 

del biodeterioro (Fouda et al., 2019) (Barberia et al., 2019). 

La síntesis de nanopartículas tradicional conlleva el uso de diversos compuestos 

químicos que suelen llegar a ser efectivos pero tóxicos (Sathiyavimal et al., 2018). Por tal 

razón, se busca implementar el uso de nanopartículas de óxido de cobre obtenidas por síntesis 

verde para el control del deterioro de los materiales estructurales por efecto de los 

microorganismos y minimizar el impacto en la salud humana, en el área ambiental y en el 

ámbito económico (Mohamed, 2020) (Murinzi et al., 2018). Asimismo, reconocer la eficacia y la 

capacidad antimicrobiana de las nanopartículas mediadas por síntesis verde y química. 
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Objetivos de la Investigación 

Objetivo general 

Comprobar la actividad antimicrobiana de nanopartículas de óxido de cobre sobre 

microorganismos aislados de un hormigón de resistencia media 

Objetivos específicos 

• Sintetizar nanopartículas de óxido de cobre mediante química verde, para su posterior 

caracterización con los equipos UV-Vis y DLS. 

• Caracterizar las nanopartículas de óxido de cobre mediante las técnicas de TEM, SEM y 

DRX, para la medición de su morfología, tamaño, distribución y mineralogía. 

• Aislar e identificar microorganismos presentes en un hormigón de resistencia media 

(f'c= 240 kg/cm2) mediante técnicas dependientes e independientes de cultivo, para la 

selección de las cepas más predominantes. 

• Aplicar las nanopartículas de óxido de cobre obtenidas sobre los microorganismos 

mediante el método de difusión en pozo, para la comprobación de su actividad 

antimicrobiana.  

Hipótesis 

Las nanopartículas de óxido de cobre tienen un efecto antimicrobiano sobre 

microorganismos aislados de un hormigón de resistencia media. 
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Capítulo II: Marco Teórico 

Biodeterioro 

El biodeterioro o la corrosión influenciada microbiológicamente (MIC) hace referencia a 

los cambios indeseables que se generan sobre un material y que son provocados por la 

actividad deteriorante de microorganismos (Pyzik et al., 2021). Los diversos microorganismos 

como las bacterias, hongos, arqueas y microalgas colonizan la superficie de los materiales 

formando biopelículas (biofilms) que interactúan y sostienen acciones metabólicas funcionando 

como catalizadores geomicrobianos, siendo así como se generan diversos daños irreversibles 

para los materiales debido a las actividades vitales microbianas como la división celular, 

producción de ácidos, actividades redox, diversos mecanismos que conducen a la degradación 

a largo plazo de los materiales (Liu et al., 2022) (Romani et al., 2021). 

La colonización por parte de los microorganismos sobre cualquier superficie de un 

material depende de diversos fenómenos químicos y físicos, como rugosidad de la superficie, la 

porosidad, la absorción del agua, propiedades iónicas, actividad fotoquímica (Falkiewics-Dulik 

et al., 2015). Además, existen diversos factores en los que se apoya el biodeterioro, entre los 

cuales integran una interacción compleja entre factores ambientales (humedad, temperatura, 

radiación solar), factores meteorológicos y el efecto del clima (Zhgun et al., 2020) (Gámez 

Espinosa et al., 2020). 

El primer problema relacionado con la colonización microbiana tiene que ver con el 

aspecto antiestético (Grabek et al., 2017). De acuerdo a la industria de materiales de 

construcción las biopelículas formadas por los microorganismos en primera instancia son 

imperceptibles, ya que con el tiempo se vuelven visibles dando como resultado estructuras 

gruesas y pigmentas lo que produce la modificación, perdida de características y la formación 

de grietas en la superficie y de forma profunda, lo que conduce a un aumento de la porosidad 

de muchos de los materiales (Liu et al., 2020). El coste de procesos de restauración materiales 



22 
 

 

deteriorados como descontaminación de depósitos infectados o salas es alto lo que implica 

pérdidas económicas, es por ello que las industrias de materiales invierten en diversas 

estrategias para evitar esta problemática (Ituen et al., 2020).  

Biodeterioro de materiales de construcción 

Diversos materiales de construcción como el hormigón, el cemento, la piedra y la 

cerámica son propensos al biodeterioro por diversos factores, entre los que resaltan la forma y 

conformación química del material, condiciones climáticas y el mantenimiento de las superficies 

(Romani et al., 2021) (Falkiewics-Dulik et al., 2015). Se ha observado que los microrganismos 

contribuyen a los fenómenos de deterioro en el hormigón, esto debido a los entornos húmedos 

y la capacidad de formar biopelículas en los espacios porosos del material de construcción 

(Bridier et al., 2017).  

Los microorganismos que se encuentran dentro de una biopelícula tienden a sobrevivir 

a ambientes hostiles como la desecación, baja concentración de nutrientes, cambios de 

temperatura, radiación UV (Flemming et al., 2016). Estas interacciones entre célula y ambiente 

es impulsada por las interacciones entre las diversas especies que forman la biopelícula, para 

la formación de la biopelícula como se muestra en la figura 1, inicia con la creación de una 

capa de acondicionamiento compuesta por sustancias orgánicas (polisacáridos y proteínas) 

sobre las superficies que aún no han sido colonizadas, posteriormente las células microbianas 

de los diversos microorganismos se adhieren a las sustancias orgánicas debido a factores 

como su tamaño y carga negativa mediante diversas interacciones inespecíficas como fuerzas 

hidrofóbicas, electrostáticas y de Van der Waals. En un paso consiguiente, las células se unen 

firmemente a la superficie obteniéndose una matriz compuesta por sustancias poliméricas 

extracelulares (EPS), por tanto, se generan acumulaciones de microorganismos formando de 
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esta forma interacciones de coagregación, y finalmente la dispersión de células de la 

biopelícula lo que de esta forma permite la colonización de nuevas superficies (Pinna D. , 2021) 

Figura 1.  

Etapas de formación de biopelículas sobre una superficie 

 

Nota. Tomado de Crecimiento microbiano y sus efectos sobre materiales patrimoniales 

inorgánicos: Microorganismos en el deterioro y preservación del patrimonio cultural (p 3-35), 

por Pinna, D., 2021, Springer, Cham.  

Microorganismos asociados en el biodeterioro de materiales 

De acuerdo a Mittelmann (2018), diversos tipos de microorganismos (bacterias, hongos 

y algas) contribuyen al daño y desgaste de un material de construcción, por otro lado, la 

temperatura, el pH, la humedad relativa, composición química del material son parámetros que 

propician un ambiente para que crezca el microorganismo. Las bacterias tienen la capacidad de 

formar biopelículas en entornos húmedos dentro de los poros del material de construcción, 

debido a los diversos requerimientos vitales de las bacterias esto hace que su presencia pueda 

ser limitada. Sin embargo, existen ciertas bacterias que pueden intervenir en el deterioro del 
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material como las bacterias quimioheterótrofas (Bacillus sp y Myxociccus sp), proteobacterias y 

actinobacterias (Pinna D. , 2021). 

Los materiales con una alta porosidad son más susceptibles a una colonización por 

parte de hongos, que van desde organismos unicelulares hasta organismos micelares grandes, 

los colonizadores primarios comprenden especies de Cladosporium, Penicilium, Aspergillus y 

Erotium ya que son capaces de crecer en áreas que tengan una actividad del agua por debajo 

de 0.8, además, se pueden generar colonizaciones por diversas cianobacterias en dependencia 

de la alcalinidad del hormigón (Pinna et al., 2018). En la tabla 1 se muestran los 

microorganismos considerados como biodeteriógenos que están involucrados en la 

degradación de distintos materiales. 

Tabla 1.  

Microorganismos biodeteriógenos. 

Bacterias Hongos 

Arthrobacter sp., Bacillus sp., 

Blastococcus sp., Micrococcus sp., 

Mycobacterium sp., Nitrobacter sp., P

seudomonas sp., 

Sphingomonas sp., Staphylococcus s

p., Streptomyces sp. 

Aspergillus sp., Cladosporium sp., 

Penicillium sp., Coniosporium sp., 

Alternaria sp., Capnobotryella sp., Sar

cinomyces sp., 

Rhizopus sp., Trichoderma sp. 

Nota. La tabla muestra los distintos microorganismos asociados con el biodeterioro de diversos 

materiales de construcción. Recuperado de The Bad and the Good-Microorganisms in Cultural 

Heritage Environments-An Update on Biodeterioration and Biotreatment Approaches, por Pyzik 

et al., 2021, Materials, 14(1), 177. 
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Control del biodeterioro 

Para el control del deterioro causado por acción de los microorganismos 

frecuentemente se utilizan estrategias preventivas y curativas contra este tipo de 

biocolonización como la limpieza física-mecánica de la biopelícula o la aplicación de biocidas 

activos de amplio espectro (Kakakhel et al., 2019). Sin embargo, la aplicación de estos 

productos tiene impactos negativos tanto en el medio ambiente como en la salud humana, así 

como también, una posible interferencia con los materiales (Correa et al., 2020).  

Los biocidas se definen como agentes químicos que permiten prevenir la colonización 

de los microorganismos, los cuales en su gran mayoría se basan su producción en métodos 

químicos (Fidanza y Caneva, 2019). En los últimos años, se han implementado nuevas 

legislaciones acerca del uso de diversos compuestos químicos como derivados halogenados y 

aromáticos, estos agentes químicos como el triclosán o los fenil-mercuriales son muy 

cuestionados por su toxicidad, por lo que en la actualidad ya no están permitidos (Barberia-

Roque et al., 2019). Es por ello que se ha visto la necesidad la utilización de sustancias o 

metodologías alternativas y ecológicas que reduzcan o eliminen dichos impactos que generan 

este tipo de productos (Dongpeng et al., 2022). Esto ha dado lugar la producción de diversas 

combinaciones más eficientes como nanoaditivos bioactivos, recubrimientos líquidos iónicos, 

nanomateriales y nanopartículas metálicas (Femilaa et al., 2020).  

Nanopartículas  

 En el ámbito de la nanotecnología, aquellas partículas que tengan un tamaño mayor a 1 

y menor a 100 nanómetros se definen como nanopartículas (NPs) (Mallakpour y Jarahiyan, 

2017). Las NPs al ser de diversas clases de materiales, y debido a la química superficial, el 

tamaño y la forma, tienen una gran importancia ya que pueden influir en diversas propiedades 

fisicoquímicas, ópticas, catalíticas, magnéticas y/o electrónicas (Tao et al., 2021).  



26 
 

 

 Existen varios métodos para la obtención de NPs, los cuales se dividen en dos 

principales clases, el enfoque Bottom up y el enfoque Top Down (Islam et al., 2022). Como se 

muestra en la figura 2, la síntesis Top Down implica un enfoque destructivo, es decir, que se 

descompone una molécula grande en partículas más pequeñas hasta llegar al tamaño 

adecuado de una nanopartícula y se realiza por diversas técnicas de descomposición como la 

molienda, deposición química de vapor, de posición física de vapor, entre otras (Saurabh et al., 

2021). Por otro lado, la síntesis Bottom Up mantiene un enfoque de construcción, es decir, que 

las NPs se forman a partir de sustancias simples como elementos a escala atómica que forman 

a partir de los denominados “clusters” (Roy et al., 2021). Este tipo de síntesis poseen ciertas 

ventajas en el tamaño y la forma en comparación con el enfoque Top Down, además, la 

distribución, carga y morfología de las partículas dependen del polímero que se utilice y la 

técnica de síntesis (Indiarto et al., 2022). 

Para que la elaboración de las NPs mantenga la forma, dimensión, morfología y química 

superficial, se deben controlar varias condiciones experimentales para sus síntesis como el 

tiempo de reacción, la temperatura, la concentración de los reactivos para que la fabricación 

sea precisa, eficiente y mantenga la estabilidad (Galati et al., 2017).  

Figura 2.  

Métodos de obtención de nanopartículas 

 

Nota. En la figura se muestra los enfoques Top Down y Bottom up para la obtención de 

nanopartículas.  
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Nanopartículas metálicas  

Las nanopartículas metálicas son consideradas una alternativa novedosa que permite 

controlar la colonización de microorganismos, debido a que poseen un alto potencial de 

desinfección, prevención del biodeterioro (Eyssautier et al., 2023). Las NPs metálicas poseen 

diversas propiedades optoeléctricas únicas debido a las características de resonancia de 

plasmones superficiales (Khan et al., 2019). Las NPs provenientes de precursores de metales 

alcalinos o nobles como el cobre (Cu), Plata (Ag) y Oro (Au), poseen una banda de absorción 

amplia en la región visible del espectro electromagnético solar, y poseen grandes energías 

superficiales (Medici et al., 2021).  

Métodos de síntesis de nanopartículas  

Existen diversas metodologías para la síntesis de nanopartículas entre ellos se 

encuentra los métodos físicos, métodos químicos, métodos de ablación laser, métodos de 

precipitación química, métodos de irradiación, métodos sol-gel (Akintelu et al., 2021). En la 

figura 3 se muestra una representación de una comparativa de los tres principales métodos 

utilizados para la síntesis de diversos tipos de nanopartículas. Se conoce que tiene una 

aplicación mucho más amplia en cuestión a los métodos de síntesis físicos y químicos 

(Parashar et al., 2020). Sin embargo, existe diversos efectos adversos asociados a estos tipos 

de métodos de síntesis de NPs, entre ellos los elevados costos, procesos minuciosos, la 

producción de subproductos tóxicos que generan preocupaciones de impacto ambiental y 

pueden tener efectos tóxicos en los seres humanos (Cerchier et al., 2017).  
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Figura 3.  

Principales metodologías para la síntesis de nanopartículas 

 

Nota. En la figura se muestra una representación comparativa de los tres métodos químicos, 

físicos y biológicos para la síntesis de diversos tipos de NPs. Modificado de Biological 

Synthesis of Nanocatalysts and Their Applications, por Roy et al., 2021, Catalysts, 11(12), 1494. 

Síntesis verde de nanopartículas  

 En la actualidad, para reducir los posibles impactos que se genera por el uso de 

métodos químicos y físicos para la síntesis de nanopartículas en el ambiente y en los seres 

humanos, se ha implementado novedosas alternativas, entre ellos, la utilización de extractos de 

plantas, hongos y bacterias como agente reductor para la síntesis de NPs metálicas (Palit y 

Hussain, 2018). Existen diversas ventajas en la síntesis de NPs a partir de extractos de plantas 

(aminoácidos, polifenoles, vitaminas, polisacáridos) debido a que se le proporciona un 

procedimiento sencillo, baja toxicidad y eliminación de la contaminación, además, de la 

reducción de costos y ser un proceso escalable; estos enfoques tienen el potencial para el 

desarrollo de NPs con un tamaño bien definido y con una alta estabilidad (Naikoo et al., 2021). 
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 En la síntesis verde de NPs mediante la utilización de componentes vegetales se 

considera un método estándar de oro, debido a la diversidad de plantas existentes, la facilidad 

de uso y las propiedades únicas que estas poseen (Sadeghi et al., 2023). Por otro lado, existen 

diversos factores que pueden afectar a la distribución de tamaño de las NPs que incluyen la 

naturaleza del extracto de la planta, el pH y la temperatura de la reacción, es por ello que esta 

metodología sigue siento un tema de investigación (Mohamed, 2020). En este tipo de síntesis 

de NPs el método más utilizado se basa en una reacción de oxidación-reducción (redox), esta 

metodología tiene como base la transferencia de electrones entre dos especies químicas 

(Saurabh et al., 2021). Para que se produzca la reacción se debe tomar en cuenta el potencial 

de reducción, es decir, aquellas especies químicas que tienen la tendencia de ganar electrones 

(reduce) poseen una potencial de reducción más elevado que las especies que tienen el 

potencial de reducción bajo que por ende pierde electrones (oxida). Entre los diversos tipos de 

nanopartículas, las que llaman mucho la atención debido a sus diversas propiedades 

mecánicas, catalíticas, magnéticas, eléctricas, antibacterianas, además de su versatilidad, son 

las NPs de cobre y óxidos de cobre ya que pueden ser aplicados en diversas áreas como en la 

catálisis, sensores, fungicidas, entre otras (Mohamed, 2020).  

Nanopartículas de cobre 

La síntesis verde de nanopartículas de cobre (NPsCu) u óxidos de cobre es 

considerado un proceso con una baja repercusión del ambiente y proceso económico, estas 

NPsCu muestran un gran desempeño como agentes antimicrobianos. En la formación de este 

tipo de NPs es de gran importancia que el agente oxidante (metal) posea un potencial de 

reducción más elevado que el agente reductor (extracto), sin embargo, se ha visto que el 

potencial de reducción del Cu2+ no es el más elevado, es por ello que este metal es más difícil 

de reducir en comparación con otros metales como se observa en la tabla 2 (Amjad et al., 

2021). A pesar de tener buenas características, las NPs de cobre tienden aglomerarse y a 
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oxidarse rápidamente debido a que son muy sensibles al aire, se ha observado y evidenciado 

que debido a esta cuestión la fase de óxido es la más estable termodinámicamente (Hasan et 

al., 2023).  

Tabla 2.  

Potenciales de reducción estándar de metales en disolución. 

Reacción Potencial de reducción 

estándar (V) 

Au+
(aq)+ e- → Au(s) 1.680 

Ag+
(aq) + e- → Ag(s) 0.799 

Cu2+
(aq) + 2e- → Cu(s) 0.337 

Cu2+
(aq) + e- → Cu+

(aq) 0.153 

Fe2+
(aq) + 2e- → Fe(s) -0.440 

Nota. Modificado de (Milazzo et al., 1991). 

Actividad antimicrobiana de nanopartículas de óxido de cobre 

 Durante los últimos años, los metales precursores como el cobre han sido muy 

estudiados debido a sus propiedades antimicrobianas como nanopartículas (Sarwar et al., 

2021). La actividad antimicrobiana de las NPs de óxido de cobre se le atribuye a su capacidad 

de ser aceptor y dador de electrones a medida que cambia su estado de oxidación, aunque no 

se conocen bien los mecanismos, se considera que el mecanismo antimicrobiano de las NPs 

de óxido de cobre se basa en la inducción al estrés oxidativo, mecanismos no oxidativos o 

liberaciones de iones metálicos (Wang et al., 2017). Estos mecanismos pueden darse de forma 

simultánea, de esta forma se pueden formar especies reactivas de oxígeno (ROS) que genera 

un daño en la membrana celular ya que inhibe el sistema de defensa antioxidante (Leung et al., 

2014).  
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De acuerdo a investigaciones los efectos antibacterianos de las NPs se basan en generar daño 

de la pared celular y sus diversas interacciones con ADN y proteínas, en este contexto los 

iones metálicos libres del cobre podrían competir con otros iones metálicos (iones de zinc) 

propios de la célula y de tal forma generar un cambio conformacional en la célula y por ende 

una pérdida de la función proteica (Wang et al., 2017). 

Figura 4.  

Mecanismo de las especies reactivas de oxigeno 

 

Nota. En la figura se muestra el posible mecanismo de acción de las NPs de óxido de cobre 

para inducir las especies reactivas de oxígeno. Obtenido de Impact of ROS Generated by 

Chemical, Physical, and Plasma Techniques on Cancer Attenuation, por Mitra et al., 2019, 

Cancers, 11(7), 1030.  

Caracterización de nanopartículas 

 La caracterización de las NPs se considera crucial ya que nos permite entender y 

controlar la síntesis, determinar diversos parámetros como el tamaño, forma, cristalinidad, 

dispersión, entre otros. Los cuales son analizados por diferentes técnicas instrumentales, esto 

debido a la necesidad de preservar la integridad de las NPs, de esta forma así, evitar la 

obtención de información errónea ya sea en el tamaño o de su concentración (Sandoval y del 
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Pilar Infante Luna, 2021). Las principales técnicas por las cuales se pueden medir el tamaño, 

forma, dispersión, cristalinidad se basan en principios espectrofotométricos como UV-visible, 

DLS, y técnicas de microscopia electrónica como el TEM, SEM, DRX o EDX como se muestra 

en la tabla 3 (Zaefferer, 2011). 

Tabla 3.  

Métodos y técnicas comunes para la caracterización de nanopartículas 

 Técnica Propiedades y características  

Morfología y 

topografía 

 Tamaño Forma Dispersión Aglomeración 

TEM ✔ ✔ ✔ ✔ 

SEM ✔ ✔ ✔ ✔ 

DLS ✔  ✔  

Estructural y 

química 

 Composición Fase Cristinalidad 

DRX  ✔        ✔ 

EDS ✔   

Óptica, 

electrónica 

 Absorción Reflectancia Banda prohibida 

UV-Vis ✔ ✔ ✔ 

Nota. En la tabla se muestra el resumen de las propiedades y características que puede ser 

medido y observado con las distintas técnicas de caracterización. Modificado de (Nadeem y 

Dirk , 2022) 

Espectrofotometría UV-Vis 

 La espectrofotometría UV-visible (UV-Vis) se utilizan para monitorear los picos que 

generan las nanopartículas metálicas dependiendo de sus características ópticas. La aparición 

de los plasmones superficiales está relacionada con las oscilaciones combinadas de electrones 

en el campo electromagnético, por otro lado, la espectroscopía UV-Vis también se ha utilizado 

para la estimación del tamaño y del estado de agregación de las NPs (Adewale et al., 2021). El 
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espectro UV-Vis de las nanopartículas de óxido cuproso (Cu2O) oscila en un rango de 400 a 

500 nm como se muestra en la Figura 5.  

Figura 5.  

Espectro referencial del UV-visible de nanopartículas de Cu2O 

 

Nota. En la figura se muestra un espectro UV-Vis que permite la identificación de Cu2O en un 

rango entre 400 a 500 nm. Obtenido de Shape Evolution and Size-Controllable Synthesis of 

Cu2O Octahedra and Their Morphology-Dependent Photocatalytic Properties, por Haolan et al., 

2006, J. Phys. Chem. B, 110(28), 13829 – 13834. 

Dynamic Light Scattering (DLS) 

 La dispersión dinámica de luz o también conocida como Dynamic Light Scattering (DLS) 

por sus siglas en inglés, es una de las técnicas más populares que permite dimensionar las 

partículas dispersas en una solución, basándose en el movimiento browniano. El movimiento 

browniano se basa en la transferencia de energía que se genera constantemente cuando las 

partículas se chocan constantemente con el disolvente (Bhattacharjee, 2016). De esta forma la 
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técnica del DLS estima la distribución del tamaño de la partícula mediante la medición de 

fluctuaciones de intensidades a lo largo del tiempo.  

Técnicas de microscopía electrónica  

Las técnicas más empleadas debido a su potencial en el campo de la investigación en 

la ciencia de los materiales y nanotecnología para la obtención de la morfología, tamaño y el 

estado de agregación son las técnicas de microscopia electrónica, entre ellas se encuentra las 

técnicas de microscopia electrónica de transmisión (TEM) y la microscopía electrónica de 

barrido (SEM) (Reyes Gasga, 2021).  

Microscopia electrónica de transmisión (TEM)   

El funcionamiento del TEM se basa en la transmisión de un haz de electrones a través 

de la muestra lo que genera una imagen en función a la dispersión y absorción de estos 

electrones por los átomos de la muestra, como resultado nos proporciona imágenes con detalle 

de la estructura de las NPs, permitiendo de esta forma el análisis del tamaño, distribución y 

composición (Zaefferer, 2011).  

Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

El principio de la técnica del SEM nos proporciona imágenes tridimensionales de alta 

resolución debido a que utiliza un haz de electrones el cual se mueve de manera secuencial 

sobre la superficie de la muestra, de esta forma nos permite observar la topografía y morfología 

de la superficie de las nanopartículas (Liu et al., 2022). El empleo en conjunto de SEM y TEM 

permite un análisis detallado de las propiedades y comportamiento de las nanopartículas de 
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cobre y oxido de cobre, otorgando así la comprensión de las propiedades y aplicaciones en 

diversos campos científicos y tecnológicos (Tuama et al., 2020). 

Difracción de rayos X (XRD) 

La difracción de rayos X (XRD) nos proporciona información sobre la cristalinidad de las 

NPs, esta técnica no proporciona información estructural, pero a través de la estimación 

obtenida a partir del análisis del XRD del ancho de reflexión de Bragg, se puede obtener el 

tamaño de la NPs mediante la ecuación de Scherer (Adewale et al., 2021). En la figura 6 se 

muestra un patrón de DRX para oxido de cobre. 

Figura 6.  

Patrón de XRD de nanopartículas de Cu2O 

 

Nota. La figura muestra un difractograma perteneciente al Cu2O. Obtenido de (Kooti y Matouri, 

2010) 
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Aislamiento e Identificación de Microorganismos 

Aislamiento de microorganismos 

 El aislamiento de microorganismos permite conocer las características morfológicas y 

condiciones que necesita para su crecimiento y la obtención de cultivos puros de 

microorganismos patógenos, este procedimiento es necesario para la investigación e 

imprescindible para el desarrollo de estrategias de prevención y control de los problemas 

(Álvarez et al., 2019). El aislamiento inicia con la colecta de la muestra mediante diversas 

técnicas microbiológicas para su análisis, y continua con la siembra de un cultivo directo, el 

cual nos permite aislar los microorganismos hasta la obtención de cultivos puros (Castelblanco 

et al., 2020).  

Identificación de microorganismos 

En el laboratorio de microbiología existen diversas metodologías para la identificación 

para un agente etiológico que está relacionado al biodeterioro, le método estándar se basa en 

metodologías moleculares y genotípicas (Barua et al., 2021). Se pueden identificar a bacterias 

y hongos a partir de sus propiedades fenotípicas (desarrollo y morfología) y propiedades 

bioquímicas. Los métodos moleculares para la identificación se basan en la utilización de 

dianas de diversos genes específicos como el ARNr 16S que se utiliza para bacterias y el ITS 

para hongos, estas metodologías se enfocan en la amplificación y secuenciación genómica de 

dichos genes con sus diversos fragmentos (Bou et al., 2011). 



37 
 

 

Comprobación de la actividad antimicrobiana 

Método de difusión en pozo 

La metodología de difusión en pozo es similar al método de Kirby-Bauer (difusión en 

disco). En este caso el microorganismo de interés se inocula en un medio de cultivo y se 

realizan orificios de 6 a 8 mm con una punta estéril o cualquier instrumento que tenga el 

diámetro requerido (Moncayo, 2022). En los pocillos realizados de coloca un volumen de 20 a 

100 µL del agente microbiano que se desee analizar, la caja Petri se deja incubar toda la noche 

o por el tiempo necesario en dependencia del microorganismo. La formación de los halos indica 

que se difundió la muestra desde el orificio hacia el medio de agar, así se forma las zonas de 

inhibición brindando así la información sobre la concentración mínima inhibitoria (Moncayo, 

2022). 

 

Capítulo III: Metodología 

Materiales y preparaciones 

 Los reactivos químicos utilizados fueron de grado analítico: Cu(NO3)2·2.5 H2O (Sigma 

Aldrich), NaOH, ácido cítrico (Loba Chemie), cloruro de sodio (Loba Chemie), agar papa 

dextrosa (PDA, TM Media), agar rosa de bengala-cloranfenicol (RBC, Himedia, MG640-500G), 

agar nutriente (AN, DifcoTM), caldo de papa dextrosa (PDB, DifcoTM), caldo nutriente (NB, TM 

Media), y se utilizaron sin una purificación previa. 

Preparación del extracto a partir de pulpa de taxo  

El proceso de la preparación del extracto se realizó siguiendo el protocolo de Bauz Lara, 

(2023) con ciertas modificaciones. El extracto del se obtuvo por un proceso de cinco pasos 

(adecuación, lavado, secado, extracción, filtrado), La preparación inicia con la (1) adecuación: 
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la muestra del taxo se le quitó todos los residuos que no son de importancia para los pasos 

consecuentes. (2) Lavado: se lavó la muestra con abundante jabón y se enjuago con agua 

potable y agua tipo 1 para eliminar cualquier tipo de suciedad presentes en la cascara, como 

paso consiguiente el (3) secado: se secó la muestra en un mesón sobre papel absorbente y a 

temperatura ambiente para proceder con el proceso de la (4) extracción: donde se trituró la 

pulpa del taxo con una licuadora marca Oster durante aproximadamente un minuto. Una vez 

obtenido el taxo triturado el extracto se preparó en una relación 1:2 (p/v), para ello, se colocó 

en un matraz 50 gramos del taxo con 100 mL de etanol absoluto (al 20%) y se lo llevó a 

agitación orbital en el equipo WiseShake a 120 rpm y durante 4 horas a temperatura ambiente. 

Finalmente, al terminar el tiempo de agitación para el paso del (5) filtrado: se colocó el extracto 

en tubos falcón de 50 ml y se centrifugo a 6000 rpm por 15 minutos, y se procedió a filtrar el 

extracto con jeringas de 10 mL y filtros PTFE de 0.45 µm. El extracto se almaceno a 4°C hasta 

su posterior uso. 

Síntesis verde de NPs de Oxido de cobre 

 La síntesis de las NPs de óxido de cobre se basa en la reacción de oxido-reducción, 

con este contexto, el extracto del taxo se utilizó como agente reductor y como sal precursora el 

nitrato de cobre hemi(pentahidratado) (Cu(NO3)2·2.5 H2O). El procedimiento para la obtención 

de las NPs de cobre se basó en un estudio anterior de Bauz Lara, (2023) modificado, como se 

muestra en la figura 7, se mezcló el agente reductor con la sal precursora en relación 2:1(v/v), 

para esto se preparó una disolución a partir de 5 mL una solución de nitrato de cobre 0.1 M con 

5 mL de agua tipo 1, luego se mezcló con 5 mL del extracto de taxo, se agregó 5 mL de ácido 

cítrico 0.2 M, se regulo el pH hasta llegar a 6 con hidróxido de sodio, todo el proceso de la 

síntesis se mantuvo en agitación magnética constante durante 30 minutos a temperatura 

ambiente, la obtención de las NPs de Cu2O coloidales se confirmó con el cambio de color de un 

azul intenso a un color borgoña/amarillo. Se realizó una purificación del precipitado de las NPs 
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de óxido de cobre con dos lavados sucesivos con agua tipo 1 utilizando una centrifuga a 6000 

rpm por 10 minutos, finalmente se resuspendió en 5 mL de agua tipo 1 para su posterior 

caracterización. 

Figura 7.  

Síntesis verde de nanopartículas de óxido de cobre 

 

Nota. En la figura se muestra el proceso realizado para la síntesis de nanopartículas de Cu2O 

Caracterización de las NPs de óxido de cobre  

Determinación de absorbancias de las NPs de Cu2O mediante UV-Vis 

 Las nanopartículas sintetizadas de Cu2O fueron analizado mediante la espectroscopia 

de absorción en un rango de longitud de onda de 200 a 700 nm, se utilizó celdas de cuarzo en 

donde se realizó una dilución de las NPs de Cu2O en una relación de 5:200. El análisis se 

realizó en un espectrofotómetro Genesys 10uv (Termo Scientific) mediante el programa Visión 

Lite.  
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Determinación del tamaño de las NPs de Cu2O mediante DLS 

 El tamaño hidrodinámico de las nanopartículas de Cu2O se midió utilizando el equipo de 

DLS (Horiba LB-550) mediante el programa “Organic simple”. La medición de las NPs de CU2O 

se realizó en celdas de cuarzo en una dilución en relación de 1:10, para comprobar la 

estabilidad de las nanopartículas se realizó la medición del tamaño hidrodinámico a las 0, 2, 4, 

8, 16, 32 horas. 

Análisis de la estructura cristalina de las NPs Cu2O 

 El análisis de la estructura cristalina de las nanopartículas de Cu2O se realizó mediante 

el difractómetro XRD (Malvern PANalytical Empyrean, Reino Unido), se mantuvo la 

configuración de θ/2θ en la geometría de Bragg-Brentano y equipado con un ánodo (tubo de 

rayos X) de cobre (radiación Kα = 1.54060 Å) operado a 45 kV y 40 mA. Para este análisis la 

muestra pasó por un proceso de preparación, donde se formó varias capas sobre un 

portaobjetos a una temperatura de 60°C, cada capa se realizó tras la evaporación del solvente 

de la capa anterior capa realizada. 

 El cálculo del tamaño de las nanopartículas se realizó mediante la ecuación de 

 Scherer: 

𝑑 = 𝑘𝜆/𝛽𝑐𝑜𝑠𝜃 

Donde, d corresponde al tamaño de la nanopartícula, k es la constante de Scherrer (k = 0.9), λ 

la longitud de onda de los rayos X (λ = 1.5106), β el ancho completo del pico y θ corresponde al 

ángulo de Bragg- Brentano. 
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Análisis de la morfología de las NPs Cu2O 

Microscopio electrónico de transmisión (TEM). El análisis de morfología de las 

nanopartículas de Cu2O se realizó mediante el microscopio electrónico de transmisión TEM 

(FEI Spirit Twin) operado a 80 kV, en el Laboratorio de Microscopía Electrónica de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Las imágenes obtenidas mediante el TEM se 

realizaron un análisis del tamaño promedio de las nanopartículas mediante el programa ImageJ 

– Fiji. 

Microscopía electrónica de barrido (SEM). La morfología de la superficie de las NPs 

de Cu2O se observó mediante el análisis de un microscopio electrónico de barrido (SEM) 

(TESCAN MIRA3) en el Laboratorio de Microscopía Electrónica de la Universidad de las 

Fuerzas Armadas ESPE. 

Espectrómetro de energía dispersiva (EDS) Se midió la composición elemental y la 

distribución de elemento de las nanopartículas de Cu2O mediante el análisis de las imágenes 

obtenidas en el SEM utilizando el programa ESPIRIT Spectrum. 

Cálculo de la concentración de las NPs de Cu2O 

 La concentración del cobre de las nanopartículas sintetizadas se midió en un 

Espectrómetro de absorción atómica en flama (Perkin Elmer Aanalyst 800) en el laboratorio de 

nanomateriales avanzados CENCINAT con una lampara de cobre de cátodo hueco, con un 

nebulizador de alta sensibilidad y con una longitud de onda de 324.8 nm, se realizó una curva 

de calibración con 6 puntos (0.1, 0.5, 0.7, 1, 1.5, 2 ppm) obteniéndose un coeficiente de 

correlación de 0.999455, y se midió una disolución de 5 µL de las nanopartículas de Cu2O en 

100 mL de agua destilada acidificado con HCl 1M. A la concentración más alta de le diluyo en 

relación 1:2 para obtener la mitad de la concentración, y consecuentemente se realizó el mismo 

procedimiento a partir de la primera dilución.  
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Aislamiento e identificación de microorganismos  

Fase de campo 

Muestreo para aislamiento de microorganismos. Se realizó tres muestreos (M1, M2 

y M3) el 9, 19 y 31 del mes de mayo de 2023 en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE 

(S 0°18'55.296'', O 78°26'41.022'') a partir de un hormigón de resistencia media proporcionado 

por el departamento de ciencias de la construcción. Para el muestreo se realizó la técnica del 

hisopado basada en Rosato et al., (2016), modificado. Con un hisopo estéril se raspó la 

superficie del hormigón de resistencia media, previamente humedecido en la solución salina 

(0.85% p/v), que presentaba visualmente biodeterioro, los hisopos con la muestra se colocaron 

en tubos de tapa rosca que contenían 20 mL de solución salina (0.85% p/v), la cual se 

denominó como solución madre. Por otro lado, para realizar un muestreo directo se remojó un 

hisopo estéril en la solución salina para tomar la muestra raspando la superficie del hormigón y 

se realizó una siembra directa en medio PDA y RBC mediante una siembra por extensión. Las 

muestras fueron movilizadas al laboratorio de Microbiología Ambiental del CENCINAT de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, para su posterior ensayo. En la figura 8 se muestra 

la localización del muestreo  
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Figura 8.  

Sitio de muestreo y hormigón de resistencia media 

 

Nota. En la figura se muestra con el indicador rojo el lugar exacto del muestreo, A) Ecuador/ 

provincia de Pichincha, B) Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE y C) Hormigón de 

resistencia media. 

Fase de laboratorio  

Siembra de microorganismos. Se homogenizó y realizo diluciones seriadas de 1/10, 

1/100 y 1/1000 de la solución madre obtenida en el muestreo como se muestra en la figura 9. 

Después se implementó la técnica de extensión en placa, en donde inoculó 100 µL de cada una 

de las diluciones en cajas Petri que contenían medio de cultivo PDA y RBC con un asa 

Drigalsky de vidrio, este proceso se realizó por duplicado. Las cajas de Petri se incubaron a 

28°C y se monitoreo diariamente, para iniciar con el proceso de aislamiento de los 

microorganismos (Gámez Espinosa et al., 2020). 
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Figura 9.  

Diluciones seriadas y siembra por el método de extensión en placa 

 

Nota. La imagen muestra el proceso para la realización de diluciones seriadas. 

Aislamiento de los microorganismos. Una vez culminó el tiempo de incubación se 

procedió a identificar las diferentes morfologías presentes en los medios de cultivo PDA y RBC 

de los muestreos directos y siembra por dilución. Con un asa estéril se recolectaron cada una 

de las diferentes morfologías y se sembraron mediante la metodología de siembra por estrías y 

por punción en otras cajas Petri con medio PDA y AN, para así obtener colonias completamente 

puras. La morfología los distintos cultivos puros se observaron de forma macroscópica y 

microscópica mediante tinción Gram, azul de lactofenol y azul de metileno, el proceso se 

detalla en el Anexo 1.  

Selección de los microorganismos más predominantes. Se seleccionó los 

microorganismos más predominantes en relación a la densidad relativa y frecuencia relativa 

presente en las cajas Petri, comparando en los tres muestreos realizados. Una vez 
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seleccionados los microorganismos y diferenciados de forma macroscópica y microscópica, se 

realizaron subcultivos, tanto de las bacterias como de los hongos, para los análisis posteriores.  

Extracción de ADN de los microorganismos más predominantes. Como paso previo 

se inocularon los microorganismos seleccionados aislados (bacterias) en cultivo líquido con 

caldo nutriente (NB) y se le incubó por 48 horas a 37°C. La extracción de DNA se realizó de 

acuerdo al protocolo CTAB descrito por Weising et al. (2005) con algunas modificaciones como 

se muestra en el Anexo 2. Por otro lado, en el caso de los microorganismos considerados como 

hongos realizo una extracción de DNA convencional basada en la metodología de extracción 

detalla por Barrendero (2008) con ciertas modificaciones, partiendo de 100 mg del micelio, ver 

Anexo 3. El DNA se cuantifico mediante un Nanodrop 8000 (Spectrophotometer, Termo 

Scientific) mediante el programa Nanodrop, los ratios de pureza de DNA se consideraron como 

óptimos en un rango de 1.8 a 2 para el ratio de 260/280 y un rango de 2 a 2.2 para el ratio de 

260/230 para el proceso de secuenciación de siguiente generación (SNGs).  

Secuenciación de alto rendimiento (SNGs). Las muestras de DNA fueron 

transportadas manteniendo la custodia de frio a los laboratorios de Biosequence S.A.S, en la 

ciudad de Quito para continuar con la “Secuenciación NGS Metagenómica de Amplicón”. Como 

paso inicial se realizó un proceso de extracción del material genético enviado mediante un kit 

comercial ZymoBIOMICS DNA kits a base de columnas para continuar con el siguiente paso de 

amplificación del DNA genómico con primers específicos y se observó en un gel de agarosa del 

1%. La secuenciación de alto rendimiento se realizó después de la preparación de las librerías 

de amplicón, mediante la utilización de primers universales: 16S, V3 – V4 (341F: 

CCTACGGGNGGCWGCAG y 805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC) e ITS: ITS1/ITS4, para 

bacterias y hongos, respectivamente. 
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Análisis filogenético 

Los archivos Fastq proporcionados por la empresa Biosequence de los diferentes 

microorganismos, se llevaron a un análisis de calidad de acuerdo a (Hernández et al., 2020) 

mediante el programa FASTQC. A continuación, se realizó un control de calidad de las 

secuencias forward y reverse mediante Qiime, esto para generar un filtrado, remoción de 

quimeras y amplicon sequence variants (ASVs) con DADA2, la visualización taxonómica 

mediante un barplot de las secuencias obtenidas se realizó en Qiime2 view. Finalmente, las 

secuencias obtenidas se llevaron a un análisis de similitud y homología mediante el uso de 

BLASTN del NCBI. 

Para la construcción de árboles filogenéticos se recogieron los 10 primeros resultados 

con mayor porcentaje de similitud obtenidos en el BLASTN, se utilizó la herramienta “MUSCLE” 

del programa MEGA 11 para generar una alineación de las secuencias. Mediante el parámetro 

más bajo del BIC (Criterio de información bayesiana) obtenido mediante la herramienta 

“MODELS” se seleccionó el mejor método para el desarrollo de los árboles filogenéticos. Para 

las bacterias A y B, se utilizó el modelo Kimura-2-parameter y se construyó los cladogramas 

mediante el método de máxima verosimilitud Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000. 

Actividad antimicrobiana de las NPs Cu2O 

Para este ensayo se utilizaron los microorganismos más predominantes seleccionados 

e identificados; bacterias: Ralstonia pickettii y Pseudomonas azotomorfans; hongos: 

morfologías 4H, 5H, 13H, 18H y 28H, obtenidos a partir de los muestreos realizados de un 

hormigón de resistencia media.  Para ello, como paso inicial se prepararon medios de cultivo de 

Caldo de Papa Dextrosa (PDB) y caldo nutriente (CN), donde se inocularon los hongos y las 

bacterias durante 5 y 3 días, respectivamente. Por otro lado, se realizó una suspensión de 



47 
 

 

esporas (SE) en una solución salina (0.85% p/v) para los hongos y una suspensión en agua 

destilada autoclavada tipo I (SB) para las bacterias. 

Se siguió la metodología de García et al. (2000), con ciertas modificaciones, las 

siembras tanto en bacterias como en hongos se realizaron con dos métodos: 1) con la ayuda 

de un hisopo estéril se sembró 100 µL de los microorganismos seleccionados mediante una 

siembra masiva (césped); 2) con la ayuda de un asa Drigalsky se sembró 100 µL empleando la 

técnica de extensión en placa. En el caso de los hongos la siembra se realizó a partir de los 

cultivos líquidos (PDB_T, PDB_H) y suspensiones de esporas (SE_T, SE_H). Por otro lado, 

para las bacterias la siembra se realizó a partir de caldo nutriente (CN_T, CN_H) y suspensión 

de bacterias en agua tipo I (SB_T, SB_H). Se realizaron pocillos de 5 mm de diámetro a 3 cm 

del centro de la caja Petri, con la ayuda de la parte posterior de una pipeta Pasteur de vidrio, 

estéril. Las muestras se incubaron durante 48 horas para las bacterias a 37°C y para los 

hongos se incubaron a 28°C durante 5 días. 

Se analizó la actividad antimicrobiana de las nanopartículas de óxido de cobre 

sintetizadas en los microorganismos más predominantes previamente identificados, utilizando 

el método de difusión en pozo de (Saravanakumar et al., 2017) (Nabila y Kannabiran, 2018)con 

modificaciones. Se aplicó 50 µL de las nanopartículas a diferentes concentraciones (0,49 M, 

0,245 M y 0.123 M) que se denominaron como [2], [3] y [4], respectivamente, y se utilizó un 

control negativo con agua tipo 1 que denominó como [1]. Los halos de inhibición se midieron 

después del tiempo establecido de incubación en cada caso, mediante un calibrador pie de rey 

digital. 

Diámetro del halo de inhibición a lo largo del tiempo 

 La reducción del tamaño del halo de inhibición se midió tanto en las bacterias como en 

los hongos, para esto se midió el diámetro del halo de inhibición con un calibrador pie de rey 
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digital cada día durante 6 días para las bacterias y cada dos días durante 10 días para los 

hongos. 

Análisis estadístico 

Para los gráficos y análisis estadísticos se desarrollaron en el programa informático 

“OriginPro 2018”. Se realización los tratamientos por triplicado en todas las metodologías, en 

primer lugar, se comprobó los supuestos de normalidad, homocedasticidad y homogeneidad de 

los datos. Para determinar las diferencias significativas de los resultados obtenidos se empleó 

un ANOVA de dos vías y el test de Bonferroni, con un nivel de significancia de α = 0.05.  
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Capítulo IV: Resultados 

Síntesis de NPs de Cu2O con extracto de taxo 

   Utilizando la metodología descrita anteriormente para la síntesis de NPs de Cu2O con 

extracto de taxo, se logró la síntesis de las mismas mediante la confirmación del cambio de 

color azul intenso a una coloración borgoña/amarillo al obtenerse los óxidos de cobre como se 

muestra en la figura 10.  

Figura 10.  

Síntesis de NPs de Cu2O por química verde 

 

Caracterización de nanopartículas de óxido de cobre 

Análisis del espectro UV-Vis de las NPs de Cu2O 

 Mediante la espectrofotometría UV-Vis se observó una longitud de onda máxima de la 

resonancia del plasmón en 455 nm. En la figura 11 se indica en el espectrograma el pico del 

plasmón de la medición realizada en el espectrofotómetro Genesys 10uv (Termo Scientific) de 

las NPs de Cu2O sintetizadas por química verde. 
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Figura 11.  

Espectro UV-Vis de las NPs de Cu2O 

 

Nota. En la figura se muestra el pico del plasmón obtenido de 455 nm en la medición UV-Vis de 

las nanopartículas de óxidos de cobre obtenido por química verde. 

Análisis del tamaño hidrodinámico (DLS) 

A partir de la utilización del Dynamic Light Scattering Nanoparticle Size Analyzer DLS 

(Horiba LB-550), se obtuvo los valores de los diferentes tamaños hidrodinámicos mediante 

histogramas de distribución de las nanopartículas de óxidos de cobre sintetizadas. Los 



51 
 

 

diámetros hidrodinámicos medidos por DLS van desde una medida inicial de 9.8 ± (0.58) nm a 

17.2 ± (0.54) nm de 32 horas de haber sido sintetizadas, como se muestra en la Tabla 4. 

Tabla 4.  

Estabilidad y tamaño hidrodinámico de las NPs de Cu2O 

Tiempo (horas) Diámetro hidrodinámico (nm) 

0 9.8 ± (0.58) 

2 10.2 ± (0.35) 

4 15.8 ± (0.24) 

8 13.1 ± (0.94) 

16 16.7 ± (0.61) 

32 17.2 ± (0.54) 

Nota. En la tabla se muestra los diámetros hidrodinámicos obtenidos en el análisis de la 

estabilidad de las nanopartículas de óxido de cobre obtenidos a partir del equipo DLS. 

Análisis de la estructura cristalina de las NPs Cu2O 

El análisis de la cristalografía de las nanopartículas de óxido de cobre a partir del 

difractómetro XRD (Malvern PANalytical Empyrean, Reino Unido) dio como resultado un 

difractograma como se muestra en la Figura 12, donde se muestra los principales picos de 

difracción de ángulo 2θ:  29.5256°, 36.3698°, 42.2601°, 61.3648° y 73.5237°, que con 

característicos de Cu2O. La lista de los picos de difracción y posiciones [2θ] obtenidas para las 

NPs de Cu2O sintetizadas por química verde se muestran en la Tabla 5, y en la Tabla 6 se 

muestra la lista de patrones elegidos y el código de referencia (01-080-7711). 
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Figura 12.  

Patrón de difracción de rayos X (XRD) para las NPs de Cu2O 

 

Nota. En la figura se muestra los picos obtenidos por difracción de rayos X (XRD) que 

caracterizan al óxido de cobre (Cu2O) 2θ: 29.5440°, 36.3629°, 42.3142°, 61.4016° y 73.6604°. 

Tabla 5.  

Lista de picos y posiciones [2θ] para las NPs Cu2O 

Pos [2θ] Height [cts] FWHM left [°2θ] d-spacing [Å] Rel. Int. [%] 

29.5440 122.46 0.8713 3.02109 7.66 

36.3629 1598.17 0.9007 2.46869 100.00 

42.3142 442.56 1.0574 2.13423 27.69 

61.4016 278.54 1.0056 1.50875 17.43 

73.6604 100.87 1.4140 1.28502 6.31 

Nota. La tabla muestra los picos y posiciones respectivas [2θ] obtenidas del difractómetro de 

rayos X para las NPs de Cu2O obtenidas por síntesis verde. 
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Tabla 6.  

Lista de patrones elegidos 

Ref. 

Code 

Score Compound 

Name 

Displacement 

[°2Th.] 

Scale 

Factor 

Chemical 

Formula 

RIR Crystal 

System 

Cell 

Parameters 

01-

080-

7711 

83 Copper 

Oxide 

0.000 0.918 Cu2O 8.280 Cubic a 4.271 –   

b 4.271 –   

c  7.271 

Nota. La tabla muestra el código de referencia de las nanopartículas de óxido de cobre, 

además del sistema del cristal y la formula química. 

A partir de la ecuación de Scherrer se calculó el tamaño de la nanopartícula y se mantuvo 

en el rango de 9,1 nm. 

Análisis de la morfología de las NPs de Cu2O 

A partir de la microscopia electrónica de transmisión (TEM) muestra que las NPs de 

Cu2O obtenidas por síntesis verde muestran una forma esférica y uniformes en gran medida 

como se presenta en la figura 13. A partir del análisis mediante ImageJ se obtuvo mediante un 

análisis de distribución se obtuvo tamaño promedio de 8.45 nm como se muestra en la figura 

14. 
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Figura 13.  
 
Micrografía electrónica de transmisión de las NPs de Cu2O 

 

 

Nota. En la figura se muestra imágenes a una escala de 100 y 200 nm obtenidas mediante la 

microscopia electrónica de transmisión de las nanopartículas de Cu2O sintetizadas por química 

verde. 
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Figura 14.  

Análisis del tamaño de las NPs de Cu2O mediante ImageJ-FIJI 

a  

Nota. La grafica de distribución muestra que se obtuvo un tamaño uniforme promedio de 8.458 

nm (mu), con una desviación estándar de 2.20293 (sigma), un valor mínimo de 4.809 y un 

máximo de 15.5881. 

Microscopio electrónico de barrido (SEM).  Se obtuvo micrografías a partir del 

microscopio electrónico de barrido (SEM) las cuales se realizaron un análisis mediante la 

espectrometría de energía dispersiva (EDS) para obtener la composición química de las 

nanopartículas mediante el programa Bruker Nano GmbH Berlin, Germany como se muestra en 

la figura 15, mediante el análisis elemental se muestra la presencia de Cu (62.04%), O2 

(32.26%) y Na(5.71%) de masa normalizada (Figura 16). 

 

 

 

 



56 
 

 

Figura 15.  

Mapeo elemental de Cu, O2 y Na de las NPs de Cu2O 

 

Nota. Se muestra la imagen obtenida mediante el análisis del SEM y mapeo elemental para Cu 

(azul), O2 (rojo) y Na (verde). 
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Figura 16.  

Análisis elemental de las NPs de Cu2O determinado por EDS 

 

Nota. El espectro EDS muestra la composición química de las nanopartículas de óxido de 

cobre, en donde se muestra la presencia del cobre, oxígeno y sodio en un 62,03503%, 

32,26025% y 5,714713%, respectivamente, en relación a la masa normalizada.  

Concentración de las NPs de Cu2O 

 Una vez sintetizada la nanopartícula se midió su concentración mediante Absorción 

Atómica de flama y se obtuvo una concentración de 0.49 M. Las diluciones realizadas de 1:2 

fueron de 0.245 M y de 0.123 M.  

Aislamientos e identificación de microorganismos  

 Se identificaron 28 microorganismos en los tres muestreos realizados con el método del 

hisopado y el muestreo directo, además de las técnicas microbiológicas convencionales 

(macroscópicas y microscópicas). En la Figura 17 se muestra los registros fotográficos de las 
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cajas Petri de los muestreos realizados en placas Petri con Agar PDA y RBC, por otro lado, en 

la Figura 18 se muestra las cepas aisladas y purificadas de los muestreos realizados.  

Figura 17.  

Muestreos directos y por diluciones. 

 

 

Nota. La figura muestra las cajas Petri de los muestreos realizados directo y por diluciones en 

agar RBC (A y B) y en Agar PDA (C y D) incubadas por 4 días a 28°C. 

 

A 

D C 

B 
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Figura 18.  

Aislamientos y purificaciones de microorganismos. 

 

Nota. La figura muestra algunas de las cepas aisladas y purificadas en agar PDA (A, B y C) y 

Agar nutriente (D). Entre los aislados en este registro fotográfico se encuentran: A) asilado de la 

morfología 12H, B) aislado de la morfología 8, C) aislado de la morfología 17 y D) aislado de la 

morfología 2B. 

A B 

C D 
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Selección de los microorganismos más predominantes 

 La selección de los microorganismos más predominantes se hizo en relación a la 

densidad relativa y la frecuencia relativa presentes en los muestreos realizados. Se obtuvo que 

las morfologías 1B, 2B, 4H, 5H, 13H, 18H y 28H, fueron las cepas más predominantes en 

relación al gráfico que se muestra en la figura 19.  

Figura 19.  

Frecuencia relativa y densidad relativa de los microorganismos aislados 

 

Nota. La figura muestra que los microorganismos 1B, 2B, 4H, 5H, 13H, 18H y 21H son los más 

predominantes en relación a la frecuencia y densidad relativa.  

 En la figura 20 se muestras las morfologías y cultivos puros de los microorganismos 

más predominantes seleccionados para la identificación molecular. 
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Figura 20.  

Morfología de los microorganismos más predominantes 

 

Nota. Se muestra los microorganismos más predominantes seleccionados partir del análisis de 

densidad y frecuencia relativa, donde A, B, C, D, E, F y G corresponde a las morfologías 

identificadas como 1B, 2B, 4H, 5H, 13H, 18H y 28H, respectivamente. 

C 

D E F 

G 

B A 
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Identificación molecular de los microorganismos 

Una vez seleccionado los microorganismos más predominantes (Morfologías 1B, 2B, 

4H, 5H, 13H, 18H y 21H) se realizó una extracción de DNA con protocolos convencionales 

CTAB específicos para bacterias y hongos, en donde se obtuvo las condiciones óptimas de la 

concentración y ratios de pureza (Tabla 7), para poder realizar la secuenciación de siguiente 

generación (SNGs). 

Tabla 7.  

Cuantificación de ADN 

 

 

 

 

 

Nota. Se muestra la concentración en ng/µL de ADN extraído para las diferentes morfologías 

seleccionadas, además de los ratios de pureza de 260/280 y 260/230. 

 Una vez culminado el proceso de extracción se realizó una PCR índex para el desarrollo 

de las librerías para la metagenómica de amplicones 16S: V3-V4 (Figura 21) que fue realizado 

y proporcionado por la empresa Biosequence. 

 

 

Morfología Concentración [ng/µL] 260/280 260/230 

1B 155.2 1.98 1.63 

2B 295.0 1.97 1.83 

4H 226.9 1.94 1.61 

5H 72.6 1.93 0.74 

13H 37.9 1.97 2.10 

18H 76.6 2.06 1.62 

28H 41.1 2.09 2.10 



63 
 

 

Figura 21.  

Visualización de Índex PCR previa secuenciación. 

 

Nota. Imagen proporcionada por Biosequence en el control de calidad de las muestras. Las 

codificaciones JP/23-1_A y JP/23-2_B corresponde a las morfologías de las bacterias 1B y 2B, 

respectivamente, (Ladder: marcador molecular).  

Análisis filogenético 

Las secuencias de las bacterias y hongos realizado por la empresa Biosequence se 

llevó a un proceso de calidad con DADA2 para la generación de secuencias consenso. Los 

análisis de similitud y homología realizado con las bases de datos del NCBI mediante BLASTN 

mostro el porcentaje de identidad con los posibles microorganismos. Para la construcción del 

árbol filogenético se eligió las 10 mejores puntuaciones en el porcentaje de identidad (Tabla 8 y 

9) y se realizó en MEGA con la herramienta MUSCLE. A partir de los cladogramas realizados 
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se pudo observar que para la bacteria 1B posee una mayor relación con Ralstonia pickettii 

cepa, con un porcentaje de identidad del 100% (Figura 22) y para la bacteria 2B corresponde a 

Pseudomonas azotomotfans (Figura 23). 

Tabla 8.  

Microorganismos próximos a la bacteria 1B. 

Descripción 
Cobertura 

de consulta 

Porcentaje 

de identidad 
Número de acceso 

Ralstonia pickettii (NRBC 102503) 100% 100% NR_114126.1 

Ralstonia pickettii (JCM 5969) 100% 100% NR_113352.1 

Ralstonia pickettii (ATCC 27511) 100% 100% NR_043152.1 

Ralstonia mannitolilytica (LGM 6866) 100% 98.54% NR_025385.1 

Ralstonia pseudosolanacearum (UQRS 461) 99% 98.04% NR_134148.1 

Cupriavidus necator (N-1 16S) 99% 97.55% NR_102851.1 

Cupriavidus necator (N-1) 99% 97.55% NR_028766.1 

Cupriavidus taiwanensis (LGM 19424) 99% 97.06% NR_074823.1 

Ralstonia pickettii (NRBC 102503) 99% 97.06% NR_134150.1 

Ralstonia pickettii (NRBC 102503) 99% 97.06% NR_134149.1 

Nota. Se muestra las diez mejores puntuaciones de porcentaje de identidad presentadas en 

BLASTN para la bacteria 1B. 
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Figura 22.  

Cladograma de microorganismos homólogos a la bacteria 1B 

 

Nota. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen ARNr entre los aislados 

pertenecientes al género Ralstonia y Cupriavidus. El árbol se generó con el método de máxima 

verosimilitud, con un valor de Bootstrap basado en 1000 repeticiones.  

Tabla 9.  

Microorganismos próximos a la bacteria 2B. 

Descripción 
Cobertura 

de consulta 

Porcentaje 

de identidad 
Número de acceso 

Pseudomonas azotomotfans (NRBC 12693) 100% 100% NR_113600.1 

Pseudomonas libanensis (CIP 105460) 100% 100% NR_024901.1 

Pseudomonas paralactis (DMS 29164) 100% 100% NR_156987.1 

Pseudomonas lactis (DMS 29167) 100% 100% NR_156986.1 

Pseudomonas mucidolens (NBRC 103159) 100% 100% NR_114225.1 

Pseudomonas paracarnis (VS/DAB/2/5) 100% 100% NR_178976.1 

Paraburkholderia insulsa (DMS 28142) 100% 100% NR_178998.1 

Pseudomonas synxantha (NRBC 3913) 100% 99.21% NR_113583.1 

Pseudomonas cedrina (P 515/12) 100% 98.82% NR_042147.1 

Pseudomonas lactucae (MAFF 301380) 100% 98.82% NR_179365.1 

Nota. Se muestra las diez mejores puntuaciones de porcentaje de identidad presentadas en 

BLASTN para la bacteria 2B. 
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Figura 23.  

Cladograma de microorganismos homólogos a la bacteria 2B 

 

Nota. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen ARNr entre los aislados 

pertenecientes al género Pseudomonas y Paraburkholderia. El árbol se generó con el método 

de máxima verosimilitud, con un valor de Bootstrap basado en 1000 repeticiones. 

 La identificación de los hongos de las morfologías 4H, 5H, 13H, 18H y 28H, mediante la 

secuenciación de siguiente generación (SNGs) no se pudo llevar a cabo debido a fallos en la 

entrega de las secuencias por parte de la empresa Biosequence S.A.S. 

Actividad antimicrobiana de las NPs de Cu2O 

 Las NPs de CU2O obtenidas por síntesis verde presentaron un halo de inhibición del 

crecimiento bacteriano para Ralstonia pickettii presentando un diámetro máximo de inhibición 

de 37.36 mm (SB_H), sin embargo, para Pseudomonas azotomorfans no se observó formación 

de halos y solo hubo crecimiento sobre el pocillo control. Por otro lado, en caso de la inhibición 

del crecimiento micelial se observó un diámetro máximo del halo de 35.43 mm, 35.99 mm, 

32.93 mm, 31.25 mm, 20.52 mm para las morfologías 4H, 5H, 13H, 18H y 28H, 
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respectivamente. En la figura 24 se muestra los halos de inhibición y los diámetros medidos 

(Tabla 10) 

Figura 24.  

Comprobación de la actividad antimicrobiana de las NPs de CU2O 

 

Nota. Determinación del potencial antimicrobiano de las NPS de Cu2O mediante el método de 

difusión en pozo. A) halos de inhibición morfología 4H, B), medición del diámetro de halos de 

inhibición con calibrador digital, C) halos de inhibición morfología 5H y D) medición del diámetro 

de halos inhibición con calibrador digital morfología 13H. 

A B 

C D 
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Tabla 10.  

Diámetro del halo de inhibición de los microorganismos más predominantes aislados de un 

hormigón de resistencia media por acción de NPs de Cu2O. 

Morfología 
Concentración 

NPs 

Método de 

Siembra 

Diámetro del halo 

de inhibición (mm) 
±SD 

1B 

[2] 

CN_T 

26,63 0,44 

[3] 29,87 1,50 

[4] 35,52* 2,09 

[2] 

CN_H 

25,08 1,37 

[3] 31,77 0,50 

[4] 36,81* 0,95 

[2] 

SB_T 

25,24 0,92 

[3] 29,74 1,77 

[4] 34,31* 1,32 

[2] 

SB_H 

27,78 1,36 

[3] 32,89 0,87 

[4] 37,36* 1,22 

4H 

[2] 

PDB_T 

19,03 1,54 

[3] 26,36 1,06 

[4] 35,43* 0,85 

[2] 

PDB_H 

18,08 2,97 

[3] 26,09 2,39 

[4] 32,33* 1,07 

[2] 

SE_T 

14,48 0,84 

[3] 18,98 1,68 

[4] 27,35* 4,69 

[2] 

SE_H 

13,38 1,37 

[3] 20,45 3,57 

[4] 30,73* 4,81 
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Morfología 
Concentración 

NPs 

Método de 

Siembra 

Diámetro del halo de 

inhibición (mm) 
±SD 

5H 

[2] 

PDB_T 

18,68 1,81 

[3] 24,43 4,19 

[4] 34,18* 1,69 

[2] 

PDB_H 

19,22 0,90 

[3] 31,99 4,92 

[4] 35,99* 3,00 

[2] 

SE_T 

17,18 2,32 

[3] 22,23 3,29 

[4] 28,06* 2,65 

[2] 

SE_H 

16,97 0,91 

[3] 22,23 1,14 

[4] 29,18* 0,50 

13H 

[2] 

PDB_T 

17,29 0,58 

[3] 26,31 7,97 

[4] 31,80* 5,26 

[2] 

PDB_H 

16,84 1,09 

[3] 22,82 1,08 

[4] 32,93* 4,63 

[2] 

SE_T 

15,76 2,50 

[3] 20,07 0,76 

[4] 25,59* 1,99 

[2] 

SE_H 

18,83 1,37 

[3] 23,05 1,20 

[4] 27,23* 1,75 
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Morfología 
Concentración 

NPs 

Método de 

Siembra 

Diámetro del halo de 

inhibición (mm) 
±SD 

18H 

[2] 

PDB_T 

13,46 1,17 

[3] 22,61 2,29 

[4] 28,38* 2,14 

[2] 

PDB_H 

13,64 0,75 

[3] 21,21 2,07 

[4] 26,27* 1,84 

[2] 

SE_T 

16,16 0,22 

[3] 23,74 1,54 

[4] 31,25* 0,77 

[2] 

SE_H 

19,14 1,48 

[3] 24,94 3,69 

[4] 35,25* 3,48 

28H 

[2] 

PDB_T 

9,24 0,02 

[3] 11,21 0,63 

[4] 13,57* 0,87 

[2] 

PDB_H 

9,34 0,80 

[3] 11,96 1,25 

[4] 13,94* 0,99 

[2] 

SE_T 

9,40 0,69 

[3] 10,85 0,74 

[4] 20,52* 7,38 

[2] 

SE_H 

8,91 0,31 

[3] 10,12 1,09 

[4] 14,13* 1,58 

Nota. Se muestra el valor promedio del diámetro del halo de inhibición y desviación estándar 

(±SD) para cada metodología de siembra: caldo nutriente con triángulo (CN_T), caldo nutriente 

con hisopo (CN_H), solución de bacterias con triangulo (SB_T), solución de bacterias con 

hisopo (SB_H), caldo PDA con triangulo (PDB_T), caldo PDA con hisopo (PDB_H), suspensión 
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de esporas con triangulo (SE_T) y suspensión de esporas con hisopo (SE_H) para cada una de 

las concentraciones [1]: 1,49M , [2]: 0.245 M y [4]: 0.123M. * El valor es significativamente  

diferente a los demás valores promedio del diámetro del halo de inhibición por la acción de NPs 

de Cu2O y coincide con la concentración más alta de NPs aplicado, analizado mediante un 

ANOVA de dos vías y con el test de Bonferroni. 

 

A partir del análisis estadístico se observó que existen diferencias significativas entre los 

valores promedio del diámetro de inhibición para las tres diferentes concentraciones de NPs 

Cu2O aplicadas. Se establece que la interacción entre la “concentración” y “morfología” son 

significativamente diferentes a un nivel de significancia de 0.05 (Anexos 4 y 5)  

Diámetro del halo de inhibición a lo largo del tiempo  

 El diámetro del halo de inhibición de las nanopartículas de óxido de cobre se realizó 

midiendo los halos con un calibrador pie de rey, en donde se tomó mediciones durante 6 días 

para las bacterias y 10 días para los hongos. En las figuras se muestra los gráficos que indican 

la inhibición a lo largo del tiempo con las cuatro metodologías en el caso de bacterias (SB_T, 

SB_H, CN_T y CN_H) para Ralstonia pickettii (Figura 25), y en el caso de hongos uso de las 

metodologías (SE_T, SE_H, PDB_T y PDB_H) para la morfología 4H (Figura 26), 5H (Figura 

27), 13H (Figura 28), 18H (Figura 29) y 28H (Figura 30). 
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Figura 25.  

Diámetro del halo de inhibición de NPs de Cu2O aplicadas en Ralstonia pickettii 

 

 

Nota. Se muestra el promedio del diametro de inhibición por parte de las NPs de Cu20 en 

Ralstonia pickettii, durante 6 días, con las metodologías: A) solución de bacterias con triangulo 

(SB_T), B) solución de bacterias con hisopo (SB_H), C) caldo nutriente con triángulo (CN_T) y 

D) caldo nutriente con hisopo (CN_H). [1], [2] y [4] corresponde a las concentraciones de NPs 

de Cu2O aplicadas 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente. 

 

 

A B 

C D 
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Figura 26.  

Diámetro del halo de inhibición de NPs de Cu2O aplicadas en la morfología 4H 

 

Nota. Se muestra el promedio del diametro del halo de inhibición por parte de las NPs de Cu20 

en morfología 4H, durante 10 días, con las metodologías: A) suspensión de esporas con 

triangulo (SE_T), B) suspensión de esporas con hisopo (SE_H), C) caldo PDA con triangulo 

(PDB_T) y D) caldo PDA con hisopo (PDB_H). [1], [2] y [4] corresponde a las concentraciones 

de NPs de Cu2O aplicadas 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente. 

 

 

A B 

C D 
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Figura 27.  

Diámetro del halo de inhibición de NPs de Cu2O aplicadas en la morfología 5H 

   

  

Nota. Se muestra el promedio del diametro del halo de inhibición por parte de las NPs de Cu20 

en morfología 5H, durante 10 días, con las metodologías: A) suspensión de esporas con 

triangulo (SE_T), B) suspensión de esporas con hisopo (SE_H), C) caldo PDA con triangulo 

(PDB_T) y D) caldo PDA con hisopo (PDB_H). [1], [2] y [4] corresponde a las concentraciones 

de NPs de Cu2O aplicadas 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente. 

 

 

 

A B 

C D 
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Figura 28.  

Diámetro del halo de inhibición de NPs de Cu2O aplicadas en la morfología 13H 

   

  

Nota. Se muestra el promedio del diametro del halo de inhibición por parte de las NPs de Cu20 

en morfología 13H, durante 10 días, con las metodologías: A) suspensión de esporas con 

triangulo (SE_T), B) suspensión de esporas con hisopo (SE_H), C) caldo PDA con triangulo 

(PDB_T) y D) caldo PDA con hisopo (PDB_H). [1], [2] y [4] corresponde a las concentraciones 

de NPs de Cu2O aplicadas 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente. 

 

 

A B 

C D 
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Figura 29.  

Diámetro del halo de inhibición de NPs de Cu2O aplicadas en la morfología 18H 

   

  

Nota. Se muestra el promedio del diametro del halo de inhibición por parte de las NPs de Cu20 

en morfología 18H, durante 10 días, con las metodologías: A) suspensión de esporas con 

triangulo (SE_T), B) suspensión de esporas con hisopo (SE_H), C) caldo PDA con triangulo 

(PDB_T) y D) caldo PDA con hisopo (PDB_H). [1], [2] y [4] corresponde a las concentraciones 

de NPs de Cu2O aplicadas 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente. 

 

 

A B 

C D 
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Figura 30.  

Diámetro del halo de inhibición de NPs de Cu2O aplicadas en la morfología 28H 

   

  

Nota. Se muestra el promedio del diametro del halo de inhibición por parte de las NPs de Cu20 

en morfología 28H, durante 10 días, con las metodologías: A) suspensión de esporas con 

triangulo (SE_T), B) suspensión de esporas con hisopo (SE_H), C) caldo PDA con triangulo 

(PDB_T) y D) caldo PDA con hisopo (PDB_H). [1], [2] y [4] corresponde a las concentraciones 

de NPs de Cu2O aplicadas 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente. 

 

A B 

C D 
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Capítulo V: Discusión 

 Las nanopartículas sintetizadas por química verde en los últimos años se han 

considerado como una metodología eficiente, novedosa y sobre todo porque genera una baja 

toxicidad en el medio ambiente (Sharma et al., 2019). Para la obtención de diversas 

nanopartículas metálicas se han empleado diversos metales como el oro (Au), plata (Ag), cobre 

(Cu), zinc (Zn), hierro (Fe). El estudio de la oxidación de las NPs de cobre es importante porque 

posee múltiples estados de oxidación y generalmente forma óxidos estables como el CuO y el 

Cu2O (Athira et al., 2021), es por ello que el cobre se ha utilizado por sus diversas 

características (catalíticas, ópticas y biológicas). 

De acuerdo a Akintelu et al., (2020) para la síntesis de nanopartículas de cobre (NPsCu) 

u óxidos de cobre (NPs CuO/Cu2O) mediante química verde se puede emplear el uso de las 

diversas sales de cobre como el sulfato de cobre, nitrato de cobre, cloruro de cobre y el acetato 

de cobre, pero hay que tener en cuenta que la eficacia de la formación de las nanopartículas de 

cobre radica en el potencial redox tanto del agente precursor como agente reductor 

(Rajeshkumar et al., 2019). Es de gran importancia tener en cuenta que la selección del 

precursor metálico puede generar cambios en la conformación fisicoquímica de la 

nanopartícula. En diversos estudios se ha reportado sobre la síntesis de nanopartículas de 

óxidos de cobre con características antimicrobianas, antioxidantes, anticancerígenos mediante 

el uso de Cu(NO3)2 como sal precursora (Hadis et al., 2020) (Meshkatalsadat y Momeni, 2023) 

(Emre, 2021). 

 Uno de los factores importantes para la síntesis de nanopartículas de óxido de cobre 

radica en catalizadores de reacción como la temperatura o el ajuste del pH (Fuku et al., 2020). 

En este contexto Athira et al., (2021), reportan que a temperatura ambiente algunos metales 

sufren una oxidación superficial, como por ejemplo el Fe, Al, Zn y entre ellos el Cu. Al modificar 

el pH permiten la formación de NPs Cu2O a partir de pH ácidos, por otro lado, de acuerdo a 
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Najoua et al., (2016), el ajuste del pH se realiza debido a una actividad baja de las moléculas 

reductoras y por la acidez que se tiene al mezclar la sal precursora y el agente reductor. 

Además, reporta que a pH ≤ 6 forman nanopartículas de Cu2O cubicas con un tamaño 

promedio de 3 nm. 

 A partir de la espectrofotometría UV-Vis se obtuvo una absorbancia máxima en 455 nm 

de las NPs de Cu2O sintetizadas mediante química verde, de acuerdo a un estudio realizado 

por Torres et al., (2022), el rango del plasmón de las nanopartículas de óxido de cobre va de 

400 a 500 nm (Butte y Waghuley, 2020) lo que afirma la presencia de las nanopartículas de 

óxido de cobre mediante la observación del plasmón obtenido en el espectro UV-Vis. 

 La caracterización mediante la Difracción de Rayos-X (XRD), muestra que todos los 

picos obtenidos se encuentran indexados a el óxido de cobre (Cu2O) de fase cubica con los 

siguientes parámetros de celda a = 4.271 Å, b = 4.271 Å y c = 7.271 Å, lo cual coincide con el 

código de referencia (01-080-7711). Los picos obtenidos 2θ: 29.5440°, 36.3629°, 42.3142°, 

61.4016° y 73.6604° corresponden a una estructura cristalina de Cu2O, de acuerdo a Zayyoun 

et al., (2016), los picos obtenidos corresponden a los planos atómicos (111), (111), (200) y 

(211), respectivamente, estas intensidades máximas registradas implican que la muestra es 

muy cristalina.  

Mediante el análisis del diámetro hidrodinámico de las nanopartículas de óxido de cobre 

con el Dynamic Light Scattering DLS se obtuvo un valor de 9.8 nm, por otro lado, la 

caracterización mediante el microscopio electrónico de transmisión (TEM) a partir del análisis 

del tamaño en ImageJ – FIJI se obtuvo un valor de 8.45 nm y finalmente mediante el cálculo del 

tamaño de la nanopartícula a partir de la ecuación de Scherrer dio como resultado 9.1 nm, 

varían y difieren de forma considerable. De acuerdo a Campos et al., (2023), el cambio en las 

mediciones del tamaño, puede deberse a factores de adhesión de los componentes presentes 

en el extracto. Además, Quester et al., (2013) menciona que el diámetro hidrodinámico de las 
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nanopartículas medido en el DLS permite conocer el valor aparente del núcleo de cobre y de la 

capa estabilizante adquirida. Por otro lado, Wang et al., (2015), menciona que la cinética de 

estabilidad de las NPs de cobre es un paso muy difícil de obtener ya que estos están en 

dependencia de las biomoléculas (fenoles, flavonoides, proteínas) presentes en los extractos y 

estos actúan como agentes reductores o como agentes estabilizadores. En este punto Jastoria 

et al., (2020), argumenta que la morfología y el tamaño puede estar influenciado por diversos 

factores como la concentración de los reactivos, calidad del extracto y condiciones de reacción 

para la síntesis. 

 Se obtuvo la composición elemental de las nanopartículas de óxido de cobre mediante 

un análisis SEM-EDS reflejada en un porcentaje de masa normalizada: Cu (62.03503%), y O2 

(32.26025%) y Na (5.714713%). En la investigación de Sudha et al., (2021) el porcentaje de 

masa normalizado representa la relación específica de las concentraciones presente en la 

muestra de nanopartículas analizada corresponde al porcentaje atómico de cada elemento 

(Feng et al., 2012) 

 La actividad antimicrobiana de las NPs Cu2O se evaluó mediante el ensayo de inhibición 

del crecimiento microbiano con la metodología de difusión en pozo. De acuerdo a Cuong et al., 

(2020) sugiere que el efecto antimicrobiano de las NPs de Cu2O es que genera la muerte 

celular de los microorganismos debido a la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

Diversas investigaciones científicas buscan explicar el posible mecanismo de la actividad 

antifúngica de nanopartículas metálicas, en este contexto Khan et al., (2020) considera que el 

mecanismo antifúngico se basa en la interacción que tiene los iones metálicos al ingresar 

dentro de la célula por los extremos apicales de las hifas con los grupos aminos, nucleófilos, 

tiol, provocando la inactivación de diversas enzimas por parte de los iones de cobre es decir se 

generan daños en la respiración celular, maquinaría replicativa de las células de los hongos, de 

esta forma generando la muerte celular. 
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Capítulo VI: Conclusiones 

• Se logro sintetizar NPs mediante química verde utilizando Cu2O con extracto de taxo, 

mediante la confirmación del cambio de color azul intenso a una coloración 

borgoña/amarillo al obtenerse los óxidos de cobre.  

• Se confirmo la formación de las NPs mediante con el equipo UV-Vis obteniéndose un 

pico máximo de absorbancia del plasmón formado en 455 nm. 

•  El diámetro hidrodinámico de la NPs fue de 9,8 ± (0.58) nm el mismo que se obtuvo 

mediante el equipo DLS. 

• Se logro caracterizar la NPs mediante la técnica TEM obteniendo una gráfica de la 

misma a una escala nanométrica que mediante un análisis en FIJI-Image se obtuvo un 

tamaño de 8,458 nm. 

• Se obtuvo una composición elemental de la NPs mediante el equipo SEM-EDS dando 

como resultado la presencia de cobre, oxígeno y sodio en un 62,03503%, 32,26025% y 

5,714713%, respectivamente. 

• Se confirmo la composición estructural de NPs de óxido de cobre de fase cubica con los 

picos obtenidos por difracción de rayos X (XRD) (2θ: 29.5440°, 36.3629°, 42.3142°, 

61.4016° y 73.6604°) los cuales coinciden con el código de referencia (01-080-7711). 

• Se realizo 3 muestreos a partir del hormigón de resistencia media (f'c= 240 kg/cm2) de 

los cuales se aislaron 28 morfologías distintas y mediante un análisis de frecuencia y 

densidad relativa se escogió a las morfologías más predominantes (dos bacterias y 

cinco hongos). 

• Mediante técnicas independientes de cultivo, como la extracción de ADN y 

secuenciación masiva NGS se logró identificar a nivel de género y especie las bacterias 

Ralstonia pickettii y Pseudomonas azotomorfans. 
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• La identificación molecular de los hongos queda pendiente por no recibir los resultados 

de secuenciación de la empresa Biosequence S.A.S. 

• Se comprobó que las NPs de Cu de mayor concentración expuestas a los diferentes 

microorganismos mediante el método de difusión en pozo, presentando un halo de 

inhibición mayor que las otras concentraciones aplicadas, con una diferencia 

significativa, analizada por un ANOVA de dos vías y el test de Bonferroni. 

• Los diámetros de los halos de inhibición formados por las NPs disminuyen a lo largo del 

tiempo resultado el cual está relacionado con la baja estabilidad de las mismas. 
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Capítulo VII: Recomendaciones 

 

• Se recomienda analizar y mejorar la estabilidad de las NPs de óxido de cobre por más 

días, para mejorar la eficiencia. 

• Se recomienda analizar la actividad antimicrobiana de las NPs de óxido de cobre sobre 

los microorganismos restantes aislados del hormigón de resistencia media. 

• Realizar ensayos preliminares de aplicación directa sobre el hormigón para la 

comprobación de la actividad antimicrobiana sobre las biopelículas formadas. 
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