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FORMULACIÓN DEL PROBLEMA

Deterioro de materiales de construcción

Métodos tradicionales con rápida recolonización

Materiales susceptibles a colonización de 
microorganismos

Factores ambientales contribuyen con el 
biodeterioro



JUSTIFICACIÓN

Biocidas perjudiciales para 
el medio ambiente y salud 

humana

Nanopartículas de óxido de 
cobre obtenidas por síntesis 

verde

Microorganismos resistentes 
a agentes antiincrustantes

Nuevas técnicas que eviten 
el biodeterioro

Síntesis tradicional de 
nanopartículas requiere 

químicos tóxicos



Mecanismo de acción de las NPs de óxido de 
cobre para inducir las especies reactivas de 
oxígeno

Principales metodologías para la síntesis de nanopartículas

Enfoques Top Down y Bottom up para la 
obtención de nanopartículas. 

INTRODUCCIÓN



OBJETIVOS DE INVESTIGACIÓN

Comprobar la actividad antimicrobiana de nanopartículas de óxido de cobre sobre microorganismos aislados de un hormigón de resistencia media

● 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.

Objetivo General

Objetivos Específicos

HipótesisLas nanopartículas de óxido de cobre tienen un efecto antimicrobiano sobre microorganismos aislados de un hormigón de resistencia media.



MATERIALES Y MÉTODOS

Preparación del extracto

Síntesis verde de NPs de óxido de cobre

Caracterización de las NPs de óxido de cobre

Cálculo de la concentración de las NPs de Cu2O

Aislamiento e identificación de microorganismos

Actividad antimicrobiana de las NPs de Cu2O



PREPARACIÓN DE EXTRACTO

Bauz Lara, (2023)



SÍNTESIS VERDE DE NPs DE Cu2O

Bauz Lara, (2023)



CARACTERIZACIÓN DE NPs DE Cu2O

Espectro UV-Visible

Dispersión de luz dinámica (DLS)

Difracción de Rayos X (XRD)

Curva UV-Vis: Torres et al., (2022),
Difractograma XRD: Zayyoun et al., (2016)

Tiempo 
(horas)

Diámetro 
hidrodinámico 

(nm)

Estabilidad:
0, 2, 4, 8, 16 y 32

d: tamaño de la nanopartícula, 
k = 0.9
λ = 1.5106
β:ancho completo del pico
θ: corresponde al ángulo de Bragg- Brentano.

Ecuación de Scherrer
Estructura cristalina



CARACTERIZACIÓN DE NPs DE Cu2O

Microscopía electrónica de transmisión (TEM) Microscopía electrónica de barrido(SEM)

SEM-EDS: Sabzevari et al., (2014)

Espectrómetro de energía positiva (EDS): Composición 
elemental

Espectrómetro de absorción atómica en flama



AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS

Muestreo para aislamiento Siembra de microorganismos

Aislamiento de microorganismos

(Gamez, 2021),(Rosato et al., 2016)



AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS

Caldos microbianos

(Weising et al., 2005) 



Extracción de ADN

Secuenciación de ADNCuantificación de ADN

(Weising et al., 2005) (Barrendero, 2008)

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS



Secuenciación de ADN

(Fang et al., 2012) 

IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS

Secuenciación NGS 
Metagenómica de Amplicón

Amplificó la región v3-v4 del gen ribosomal 16S
•341F (5’CCTACGGGNGGCWGCAG3’)
• 805R (5’GACTACHVGGGTATCTAATCC3’) 
Amplifico Región ITS: ITS1 - ITS4

Análisis bioinformático

Control de calidad

similitud y homología 



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS NPs DE Cu2O

(Khan et al., 2020) 

Diámetro de inhibición 
a lo largo del tiempo



ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Test de Bonferroni, con un nivel de 
significancia de α = 0.05.

Anova de dos vías

Ensayo por triplicado

Análisis de supuestos:

● Normalidad
● Homocedasticidad 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización de las NPs de óxido de cobre

Aislamiento e identificación de microorganismos

Selección de microorganismos más predominantes

Análisis filogenético

Actividad antimicrobiana de las NPs de Cu2O

Cinética de inhibición



(Najoua et al., 2016), (Akintelu et al., 2020)

CARACTERIZACIÓN DE NPs DE Cu2O

Análisis del espectro UV-Vis Análisis del tamaño hidrodinámico (DLS)

Estabilidad y tamaño hidrodinámico de las NPs de Cu2OEspectro UV-Vis de las NPs de Cu2O

Síntesis de NPs de Cu2O

pH ≤ 6 formación NPs Cu2O cúbicas

400 - 500 nm

455 nm



CARACTERIZACIÓN DE NPs DE Cu2O
Análisis de la estructura cristalina

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

Lista de patrones elegidos

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

9,1 nm

Picos indexados de NPs de Cu2O - Fase cúbica

Zayyoun et al., (2016)



CARACTERIZACIÓN DE NPs DE Cu2O

Análisis de la morfología de las NPs de Cu2O 

Micrografía electrónica de transmisión de las NPs de Cu2O

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

Tamaño de 8.45 nm



CARACTERIZACIÓN DE NPs DE Cu2O

Microscopio electrónico de barrido (SEM)

Mapeo elemental de Cu, O y Na de las NPs de Cu2O
 Análisis elemental de las NPs de Cu2O determinado por EDS

Elemento Masa normalizada

Cu 62.03%

O 32.23%

Na 5.71%



Khan et al., (2020)

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Muestreos directos y por diluciones. Aislamientos y purificaciones de microorganismos



( Fuku et al., 2020), (Gamez, 2021)

SELECCIÓN DE MICROORGANISMOS MÁS PREDOMINANTES

Frecuencia relativa y densidad relativa de los microorganismos aislados



(Cao et al., 2020)

IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS

Cuantificación de DNA
Visualización de Índex PCR previa secuenciación.



(Hernández et al., 2020)

ANÁLISIS FILOGENÉTICO

Microorganismos próximos a 1B

Microorganismos próximos a 2B



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS NPs DE Cu2O

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.



*  El valor es significativamente  diferente a los demás valores 
promedio del diámetro del halo de inhibición por la acción de NPs 
de Cu2O 



*  El valor es significativamente  diferente a los demás valores promedio del 
diámetro del halo de inhibición por la acción de NPs de Cu2O



Diámetro de inhibición a lo largo del tiempo

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

A) solución de bacterias con triángulo 
(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



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

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



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

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



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

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



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

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



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

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



CONCLUSIONES
● Se logro sintetizar NPs Cu2O mediante química verde utilizando extracto de 

taxo, mediante la confirmación del cambio de color azul intenso a una 
coloración borgoña/amarillo al obtenerse los óxidos de cobre. 

● Se confirmó 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 logró caracterizar la NPs mediante la técnica TEM obteniendo una gráfica 
de la misma a una escala nanométrica que mediante un análisis en 
FIJI-ImageJ 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 confirmó la composición estructural de NPs de óxido de cobre de fase 
cúbica con los 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).



CONCLUSIONES
● Se realizó tres 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.

● 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.



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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