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Resumen

Sintesis, caracterizacion y evaluacién de la actividad antibacteriana de
nanoparticulas de cobre y plata contra el fitopatégeno Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum es una bacteria fitopatdgena que afecta a un amplio rango de
hospedantes de importancia agrondmica entre los que se encuentra el platano (Musa x
paradisiaca), causando la enfermedad denominada Moko o Maduraviche que afecta un
amplio rango de muséceas a nivel mundial, siendo este un producto horticola de
importancia en la alimentacién humana y en la economia colombiana. Para el control de
esta enfermedad se han utilizado diferentes pesticidas y antibiéticos, pero la aplicacion de
estos productos no muestra resultados satisfactorios. En este estudio se sintetizaron dos
tamanos diferentes de nanoparticulas de plata [1-AgNPs] y [2-AgNPs] mediante reduccion
guimica empleando nitrato de plata, borohidruro de sodio y citrato de sodio, y para la
sintesis de nanoparticulas de cobre [1-CuNPs] y [2-CuNPs], cloruro de cobre y &cido L-
ascorbico. Para la caracterizacion se emplearon técnicas como: Dispersion Dinamica de
Luz (DLS), Espectroscopia Ultravioleta Visible (Uv-Vis), Espectroscopia Infrarroja (IR),
Espectroscopia Raman, Difraccion de Rayos X (DRX), Absorcion Atomica de Llama
(FAAS), Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia Electronica de
Transmision del Alta Resolucion (HRTEM), con el fin de identificar la composicion,
distribucion de tamafio y morfologia. Posteriormente, a partir de un pseudotallo de platano
proveniente de un cultivo de Norte de Santander - Colombia, que presentaba sintomas de
necrosis de haces vasculares y exudado bacteriano, se aisl6 e identificé R. solanacearum
y se evalué in vitro la actividad antibacteriana de las nanoparticulas contra este
fitopatégeno por el método de difusion en pozo y se determiné la concentracion minima
inhibitoria (CMI). Como resultado se evidencié una mayor actividad antibacteriana para las
nanoparticulas de cobre demostrando su potencial para abordar los desafios en el

tratamiento de esta enfermedad.

Palabras clave: (Nanoparticulas, agente antibacteriano, marchitez bacteriana, Ralstonia

solanacearum y fitopatégeno).
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Abstract

Synthesis, characterization and evaluation of the antibacterial activity of copper
and silver nanoparticles against the phytopathogen Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum is a phytopathogenic bacterium that affects a wide range of hosts
of agronomic importance, among which is the plantain (Musa x paradisiaca), causing the
disease called Moko or Maduraviche that affects a wide range of musaceae worldwide, this
being an important horticultural product in human nutrition and in the Colombian economy.
For the control of this disease, different pesticides and antibiotics have been used, but the
application of these products not show satisfactory results. Therefore, in this study, two
different sizes of silver nanoparticles [1-AgNPs] and [2-AgNPs] were synthesized by
chemical reduction using silver nitrate, sodium borohydride and sodium citrate, and for the
synthesis of copper nanoparticles [1- CuNPs] and [2-CuNPs], copper chloride and L-
ascorbic acid. For the characterization, techniques such as: Dynamic Light Scattering
(DLS), Ultraviolet Visible Spectroscopy (Uv-Vis), Infrared Spectroscopy (IR), Raman
Spectroscopy, X-ray Diffraction (XRD), Flame Atomic Absorption (FAAS), were used.
Scanning Electron Microscopy (SEM) and Transmission Electron Microscopy (TEM), in
order to identify the composition, size distribution and morphology. Subsequently, from a
plantain pseudostem from a crop in Norte de Santander - Colombia, which presented
symptoms of necrosis of vascular bundles and bacterial exudate, R. solanacearum was
isolated and identified and evaluated in vitro the antibacterial activity of the nanoparticles
against this phytopathogen by the well diffusion method and the minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined. As a result, a greater antibacterial activity was
evidenced for copper nanopatrticles, demonstrating their potential to address the challenges

in the treatment of this disease.

Keywords: (Nanoparticles, antibacterial agent, bacterial wilt, Ralstonia solanacearum and

phytopathogen).
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Introduccidén

Las enfermedades en los cultivos son provocadas por agentes bibticos que alteran las
funciones fisiologicas de las plantas, afectando su normal funcionamiento, reduciendo

generalmente los rendimientos y en casos extremos provocandoles la muerte.

Los agentes bidticos causales de enfermedades son conocidos como patégenos, las
bacterias del complejo de especies Ralstonia solanacearum (Ralstonia solanacearum
Species Complex, RSSC) tienen una amplia distribucion en mas de 250 hospederos, por
lo que se considera uno de los patdgenos vegetales mas importantes por el gran nimero
de especies que afecta @, en especial es el agente responsable de la enfermedad
denominada Moko del platano o Maduraviche, que afecta diferentes cultivos de Musa X
paradisiaca, lo que ocasiona pérdidas directas e involucran altos costos en los tratamientos
para su control. El platano posee gran importancia econdmica y comercial. Colombia
actualmente ocupa el quinto puesto en su produccion mundial y exporta a diferentes
paises, por esta razén se hacen esfuerzos encaminados a contralar la propagacién de la

enfermedad @.

Cuando esta bacteria se instala en una region, las posibilidades de diseminacién son
multiples (a través de suelo infectado, aguas contaminadas, materia organica de restos
vegetales o hospederos alternos). Estd demostrado que muchas cepas de la bacteria
logran sobrevivir y evolucionar en lugares muy diferentes y en condiciones de oligotrofia
(escasez de nutrientes) @, La enfermedad se presenta como un marchitamiento completo
y rapido de la planta que pueden causar la muerte en menos de cinco dias, su alta
severidad genera la pérdida total de las cosechas, elevados costos en los tratamientos, y
resulta dificil su control. Actualmente no se conocen productos quimicos que aplicados en

las plantas antes o después de que ocurra la infeccién bacteriana, eviten su desarrollo @,

Para el tratamiento del Moko, se ha probado aplicar al suelo bactericidas o antibioticos

como estreptomicina (C21H3zsN7O12), gentamicina (C21HasNsO7), oxitetraciclina (C22H24N20g)
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y fumigantes como 1,3-dicloropropeno (CsH4Cl), ceftriaxona (C1sH1sNsO7Ss) y cloropicrina
(CCI:NO2)@4. Varias mezclas de antibidticos (ceftriaxona y gentamicina en proporciones
1:1, 3:1, 1:3) se han examinado in vitro, contra diferentes aislamientos de Ralstonia
solanacearum, pero no todas las combinaciones ha sido eficaces “, también se han
utilizado agroquimicos a base de cobre como la mezcla de Bordeaux (sulfato de cobre II,
CuSO0: e hidréxido de calcio, (Ca(OH).), en agua, al 1%) o el Kocide-3000® (oxicloruro de
cobre, Cuz(OH)sCl, 6xido cuproso, Cu,O e hidréxido de cobre Il, Cu(OH),, pero aun
empleando grandes dosis, no se ha conseguido la erradicacion de la enfermedad®. Estos
productos toxicos son medidas ecol6gicamente inaceptables, porque son ambientalmente
destructivos, caros y dificiles de aplicar; de modo tal que el control quimico de la
enfermedad no ha sido exitoso y puede generar resistencia bacteriana como resultado de
su abuso ©. En la ultima década, la disponibilidad de nuevos antibiéticos ha disminuido
debido al desinterés en la produccién por parte de las industrias farmacéuticas, porque el
desarrollo de una nueva molécula cuesta aproximadamente mil millones de délares; por
esta razén, la Organizacion Mundial de Salud, busca mejores soluciones para enfrentar
esta situacion y la alta demanda implica evaluar nuevos materiales que actiien como
antimicrobianos o biocidas no convencionales para contrarrestar los efectos de las

bacterias sobre los cultivos - & 9.

La busqueda constante de materiales con propiedades adecuadas para ciertas
aplicaciones ha dado lugar al desarrollo de la nanotecnologia, en donde la fabricacion de
nanomateriales ha aumentado notablemente, asi como la busqueda de nuevas
propiedades y aplicaciones de estas en diversas areas industriales y agroindustriales. Una
estrategia atractiva para abordar esta problematica es considerar que las diferentes
propiedades de las nanoparticulas (NPs) dependen de su composicion, tamafio y forma,
por lo que su comportamiento y propiedades hasta el momento no se pueden generalizar;
de esta manera uno de los desafios en la sintesis de estos materiales es la obtencion de
NPs con forma y tamafio homogéneo, mediante el control de las condiciones de reaccion
como: concentracion de reactivos, adicion de agentes estabilizantes, tiempo de reaccion,
temperatura y régimen de agitacién, que presenten actividad antibacterial con el propdsito
de ayudar a minimizar el problema ocasionado por el Moko del platano y como una
alternativa contra el uso indiscriminado de antibiéticos, a los que gran variedad de
microorganismos han desarrollado una amplia resistencia % V. El grupo de Investigacion

en Nuevos Materiales Nano y Supramoleculares de la Universidad Nacional de Colombia
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tiene una amplia experiencia en la sintesis de nanomateriales. En este trabajo de
investigacion se propuso sintetizar y caracterizar nanoparticulas de cobre, CuNPs y
nanoparticulas de plata, AgNPs, a partir de la reduccién quimica del cloruro de cobre y
nitrato de plata respectivamente, con tamafios menores a 70 nm, para evaluar su actividad
antibacteriana in vitro, sobre un aislado de Ralstonia solanacearum que afecta cultivos en
Colombia, con el propdsito de encontrar alternativas que ayuden a minimizar la
enfermedad y como una alternativa potencial contra el uso indiscriminado de antibioticos.
La bacteria fue aislada de un pseudotallo de platano (Musa x paradisiaca) que presentaba
los sintomas de Moko por métodos directos e indirectos y se caracterizaron. La evaluacion
de la actividad antibacteriana de las NPs se realiz6 in vitro mediante el método de difusion
en pozo y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria se realizd, por
microdilucion, aprovechando la estabilidad de las dispersiones de CuNPs y AgNPs en
agua, se empled este tipo de NPs ya que en bajas concentraciones han demostrado ser
seguras y no son toxicas para las células eucariotas (incluidos los humanos y vegetales)®?.
Ademas, en el sector agricola el uso de las NPs metélicas es relativamente reciente
comparado con la aplicacion de fungicidas sintéticos ). La comprension de su alcance y
efectividad para controlar la diseminacion de la enfermedad resulta fundamental y podria
ser una estrategia de manejo en la agroindustria colombiana al aumentar la produccion de
los cultivos y permitir el abastecimiento adecuado de los productos agricolas a la poblacion,

logrando una mayor comercializacion y la garantia de alguna seguridad alimentaria.

En este documento de tesis se presenta, analiza y discute a la luz de la literatura disponible,
los resultados de ensayos de sintesis, de caracterizacion y de actividad antibacteriana de
AgNPs y de CuNPs obtenidos en desarrollos experimentales realizados en laboratorio de
la Universidad Nacional de Colombia, Nuevos Materiales Nano y Supramoleculares del
Departamento de Quimica, el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias i Sede de Bogotéa y el laboratorio de Ecologia - Sede Medellin.






l.Marco Teorico
1.1 Nanoparticulas de cobre y plata

La nanotecnologia es definida como la manipulacion de la materia a escala del nanémetro
(1 nm = 1x10° m). Cuando los materiales pasan de escala macroscépica a formar NPs
(escala nanométrica), aparecen cambios notables en sus propiedades y se obtienen
nuevas funciones. Por ejemplo, el aumento en la relacion area-volumen en los
nanomateriales, puede convertir un compuesto inerte, a escala macro, en un compuesto

cataliticamente activo, a escala nano 4.

El cobre (Cu) con numero atomico 29, y la plata (Ag) con nidmero atdbmico 47, son
elementos de transicion del grupo 11 (IB) relativamente inertes, ddctiles, maleables, con
alta conductividad eléctrica, dificiles de corroer y a bajas concentraciones son poco toxicos.
En su forma nativa la plata se obtiene de minerales sulfurados como la argentita (Ag»S), y
el cobre, de minerales como la calcopirita (CuFeS;), la calcosita (CuzS) y la malaquita
(CuCOs3). La plata, de color blanco argentino es un metal precioso y el cobre de color
cobrizo, han sido empleados durante miles de afios por el ser humano en diversas
aplicaciones (joyeria, utensilios para el almacenamiento de agua, fabricacion de monedas,
fotografia) y especialmente como agentes desinfectantes con fines higiénicos y médicos
ya que tiene un amplio espectro de accién contra bacterias, hongos y virus. La plata no es
toxica pero la mayoria de sus sales pueden ser carcindgenas. El cobre es el tercer metal
mas utilizado en el mundo, posee un importante papel biolégico en la fotosintesis y en los
humanos contribuye a la formacién de glébulos rojos, por ende, es un oligoelemento
esencial para la vida ®* Y, La enfermedad atribuida por el exceso de cobre es la
enfermedad de Wilson y por deficiencia, la enfermedad de Menkes. Los cambios en la
homeostasis del cobre estan relacionados con varios trastornos neurodegenerativos como

la enfermedad de Alzheimer y Parkinson @9,
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Los métodos de sintesis para obtener NPs metalicas y nanomateriales se fundamentan
comunmente dos esquemas diferentes: Top-Down (de lo grande a lo pequefio) o Bottom-
Up (de lo pequefio hacia lo grande) @® (Figura 1-1). La mayoria de técnicas fisicas que
emplean la subdivision mecéanica del material, se ajustan al esquema de Top-Down,
mientras que la fabricacion de NPs a través de la condensacion de 4&tomos o entidades
moleculares en fase gaseosa o en solucién hace uso del auto-ensamblaje de componentes
para crear estructuras a escala nanométrica por el esquema de sintesis Bottom-Up. El
proceso Bottom-Up se prefiere frente a los procesos Top-Down, los cuales requieren de
una instrumentacion compleja y costosa. Principalmente el esquema Bottom-Up emplea
métodos quimicos que implican inicialmente la reduccion de iones metélicos a atomos
metalicos, para obtener NPs con tamafio controlado y bajos costos de produccién, Utiles
para diversas &reas del conocimiento como la agroindustria, la nanobiotecnologia, la

biomedicina y la electrénica 7,

Figura 1-1: Enfoques de desarrollo de la nanotecnologia: Top-Down y Botton-Up
(Adaptado) @9,

TOP-DOWN . ‘ BOTTOM UP
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Las NPs de plata (AgNPs) y las de cobre (CuNPs) han estado presentes desde siempre
en la naturaleza, pero aln no se tiene una comprension plena de sus propiedades. La copa
romana de Lycurgus del siglo IV a.C., conservada en la actualidad, posee un interesante
comportamiento, se fabricé con vidrio dicroico. Si la copa es iluminada desde el exterior,
se percibe de color verde y si es ilumina desde el interior se percibe un color rojo. El analisis
del vidrio de la copa mostr6 la presencia de una pequefia cantidad de NPs de oro y plata,
las cuales son las responsables del fendmeno Optico observado. El primer reporte de
obtencion de AgNPs data de 1889, cuando M. Lea, informa sobre la sintesis de plata
coloidal comercializada baj o el n o mb r e emgleada feiC mddicimarpgra &l 0

tratamiento de heridas crénicas 19,



Las NPs inorganicas han demostrado caracteristicas novedosas (épticas, electronicas,
biolégicas, magnéticas y quimicas) que justifican su incorporacion en nuevos dispositivos
(marcadores Opticos, productos farmacéuticos, sensores biolégicos y dispositivos
electrénicos) @. Por esta razon muchos esfuerzos estan dirigidos a la sintesis quimica de
varias NPs metdlicas mediante reduccion con diversos agentes reductores, foto reduccion
o reduccién radiolitica, en asociaciéon con polimeros protectores o tensioactivos @9,
Existen diferentes procedimientos para la preparacion de NPs 9, las ventajas de los
métodos quimicos son: la reproducibilidad, la disponibilidad de reactivos, los bajos costos
de produccion, el alto rendimiento en las sintesis y el logro de un mejor control de la sintesis
para obtener particulas con tamarios, morfologias y propiedades determinadas @729,

1.2 Reduccién quimicay estabilizacion de las
nanoparticulas

La reduccién es el proceso electroquimico por el cual un &tomo o un ion gana electrones.
Este proceso es contrario al de oxidacién. El ion o el atomo que se reduce, actla
como agente oxidante y su estado o nimero de oxidacién disminuye por la accién del
agente reductor. La reduccién quimica es el método mas frecuentemente aplicado para la
preparacion de dispersiones coloidales estables de NPs en agua o en disolventes
organicos. La mayoria de estos métodos quimicos requieren la adicion de agentes
estabilizantes que protegen y evitan la aglomeracion y el crecimiento de las NPs a tamafios

descontrolados ya que al adsorberse o unirse en su superficie recubren las NPs 7,

Los precursores de NPs son generalmente sales inorganicas. El ion plata (Ag*) o plata (1),
en el nitrato de plata (AgNOs) es el estado de oxidacion mas estable que presenta la plata
en los compuestos quimicos, debido a la estabilidad de su configuracién electrénica
([ Kr ]4d'9), no experimenta transiciones electrénicas promovidas por la energia de
radiaciones electromagnéticas con longitudes de onda del orden del espectro visible, por
es0 sus soluciones acuosas son incoloras. El ion plata Ag*, poco acido, en soluciones
acuosas se encuentra solvatado ain en pH débilmente alcalino (pH & 7,5). A pH mayores
precipita hidroxido de plata (AgOH) (Ecuacién 1.1), el cual se transforma espontaneamente

en oxido de plata (I) (Ag-0) mas estable e insoluble (Ecuacion 1.2).


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ion
https://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Oxidante
https://es.wikipedia.org/wiki/Configuraci%C3%B3n_electr%C3%B3nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Kript%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Orbital_d
https://es.wikipedia.org/wiki/Transici%C3%B3n_electr%C3%B3nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Espectro_visible
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_de_Lewis
https://es.wikipedia.org/wiki/PH
https://es.wikipedia.org/wiki/PH
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hidr%C3%B3xido_de_plata&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93xido_de_plata
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El ion plata (Ag*) se puede reducir faciimente a (Ag®) (Ecuacion 1.3), el potencial estandar

de reduccion a 25°C en solucién acuosa es de -= T W W

0Q 00f 0" O 1.1)
0@ 08 00f 0QUY OO0 (1.2)
5™y G O Q0 -= 5 & WG (1.3)

La configuracion electrénica del atomo de cobre neutro (Cu®) es ([Ar] 3d'° 4s?). El bajo
potencial de ionizacién permite una facil remocion del electrén 4s?, para generar el ion
cuproso o cobre (1), (Cut*), también puede haber la remocién de un electrén en el orbital
3d para dar el ion clprico o cobre (l), (Cu?*), con configuracion electrénica ([Ar]3d®). El
cobre es el Unico metal de la serie de elementos de transicion en el tercer periodo de la
tabla periddica que exhibe un estado de oxidacion +1 estable, aunque en disolucién acuosa
el Cu'* es menos estable que el Cu?*, por lo que este Ultimo es el estado de oxidacion mas
comun en los compuestos como el cloruro de cobre (CuCly). El color azul del Cu?* en
solucion acuosa y de sus sales hidratadas se atribuye a que el orbital d semilleno que
posibilita la absorcion de energia de fotones de radiacién electromagnética del espectro
visible con longitudes de onda correspondientes al color anaranjado para propiciar
hibridacién entre los orbitales d y las transiciones electrénicas d-d. El Cu?* en medio &cido
se encuentra como cation libre. Al aumentar la alcalinidad del medio se
forma monohidroxocuprato (Il), CuOH*, que puede precipitar hidroxido de cobre (ll),
Cu(OH)2 (Ecuacion 1.4y 1.5).

G UG F 66T (1.4)
66T 0CF6CHC (1.5)

Los cationes (Cu*) y (Cu?") se pueden reducir facilmente a Cu°, los potenciales estandar
de reduccién -= @ a25°C en solucién acuosa, son presentados en las semireacciones
(Ecuaciones 1.6 y 1,7). Cuanto mas positivo es el valor del potencial estandar de reduccion,

mayor es la tendencia a reducirse de los iones.


https://es.wikipedia.org/wiki/Orbital_d
https://es.wikipedia.org/wiki/Arg%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Estado_de_oxidaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Orbital_d
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Monohidroxocuprato(II)&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hidr%C3%B3xido_de_cobre(II)&action=edit&redlink=1
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Mediante los diagramas de predominancia de Pourbaix, se pueden reconocer las
principales especies estables de plata o de cobre en condiciones termodinamicas estandar
(usualmente agua a 25°C). Los diagramas comprenden en el eje vertical el potencial de
voltaje con respecto al electrodo estandar de hidrogeno (Eh vs SHE) y en el eje horizontal
el potencial de hidrogeno (pH). Hay diferentes tipos de lineas: lineas horizontales, para
reacciones que no dependen del pH; lineas verticales, para reacciones que dependen del
pH pero que son independientes del potencial del electrodo; lineas oblicuas, para
reacciones que involucran tanto el potencial del electrodo E y el cambio del pH; lineas
di scontinuas, sefaladas como fiaod cogmpoBididadel r epr es
agua con desprendimiento de oxigeno e hidrégeno, respectivamente. La region entre las
dos lineas discontinuas es la zona de equilibiodonde el agua es establ e
estabilidad del aguao. Por enci mes), alagualsa | 2 nea
descompone desprendiendo oxigeno en forma de gas (Ecuacion 1.8). Por debajo de la
|l 2nea Abo (condiciones reductoras), el agua se
(Ecuacion 1.9), sin embargo, en la practica los procesos quimicos usualmente pueden

desarrollarse un poco por fuera de esta ventana V.

Cob ©° 0 O  1Q (1.8)
COl ¢QOoO0 i (1.9)

En el diagrama de Pourbaix para las principales especies de plata (Figural-2), el cation
Ag* se localiza en la zona de corrosion cuando el potencial del electrodo es mayor a 0.5V,
en medios con pH desde 0 hasta el 12, después de este pH se encuentra otra zona de
corrosion correspondiente al anién argentito (AgO’), que depende tanto del potencial del
electrodo como del pH del medio. La plata elemental se encuentra en la zona de
fi i n mu ndordi@nd 6e produce corrosion, cuando el potencial del electrodo es menor a
0.5 V y comprende medios &cidos, neutros y alcalinos. Por encima de la linea discontinua
fa s e enczomarde fpasivatiGang en la que la plata forma una pelicula superficial

de 6xido de plata @Y,
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Figura 1-2: Diagrama de Pourbaix para las principales especies de plata @Y.
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En el diagrama de Pourbaix para las principales especies de cobre (Figura 1-3), el catién

Cu?* esta en la zona de corrosion, cuando el potencial del electrodo es mayor de cero y el

pH se encuentraentre 0y 7. A pH mayor de 7 estalazonade fp a s i v aaonde-hayaos

especies termodinamicamente estables, el 6xido de cobre (1) (Cu20) y el éxido de cobre

(I (CuO), los cuales estan separados por el valor del potencial de reduccién y por una

linea discontinua que corresponde a la ventana de estabilidad del agua. A pH mayores de

13se encuentra | a zon apordada foiinacon debianicupnto (@QuDZ)al i na o
El cobre en su forma elemental se encuentraen | a zona denmadiosaoupili dado
desde 0 hasta 14, sin embargo, hasta el pH 7, esta inmunidad depende del potencial del

electrodo, después de este valor, la linea inclinada demuestra que las reacciones
involucran tanto el potencial del electrodo E como el pH. En general las especies basicas

se localizan en la parte derecha, las mas acidas en la parte izquierda, las especies
oxidantes en la parte superior y las especies reductoras en la parte inferior de los

diagramas @9,

Figura 1-3: Diagrama de Pourbaix para las principales especies de cobre @b,
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Para obtener NPs por reduccién quimica de iones metalicos generalmente se emplea agua
o0 disolventes organicos y requieren de tres componentes principales: precursores
metalicos, agentes reductores y agentes estabilizantes. La sintesis de AgNPs y CuNPs por
reduccidon quimica es un proceso rapido y econdmico que permite tener mayor control del
tamafno y morfologia de las NPs de modo mas sencillo que otros métodos biolégicos o

fisicos 2,

El mecanismo propuesto por Jhon Turkevich para la formacion gradual de las dispersiones
coloidales de nanoparticulas de oro (AuNPs) a partir de la reduccién de iones metalicos
transcurre a partir de una etapa de nucleacion de los atomos libres (Figura 1-4) que exige
una alta energia de activacion y continua con otra de crecimiento de los nucleos formados,
la cual exige una energia de activacion menor ?®. Especificamente, tras la reduccién del
ion de la sal del metal al correspondiente &tomo metdlico neutro, sigue la formacion de un
nucleo estable por via de las colisiones inelasticas que se dan entre los atomos del metal
que forman fi s «¢ b %s t e r a&ctian cogna eentros de nucleacion que dan lugar a la
formacion de clisteres de atomos, nanoparticulas cuyo crecimiento continla mientras
existan atomos en el medio con posibilidad para agregarse a la superficie de dichos
clusteres, sin embargo, para prevenir una mayor aglomeracion y controlar el tamafio de las
NPs es importante utilizar agentes estabilizantes, tensoactivos o surfactantes dispuestos
en la superficie de las NPs incipientes para limitar su crecimiento y estabilizar las NPs en

la fase liquida del medio 229,

Figura 1-4: Mecanismo de formacion de AuNPs por reduccion quimica de iones metalicos

propuesto por Turkevich (Adaptado) @3,

Nucleacion Crecimiento Proteccién \ g /

Reducelén (Iniclacion) (propagacion) (terminacién)
@@ . O = —— —. > <=

Atomo

atomos

Clisteres de / \

> Agente estabilizador

Para obtener particulas fmonodispersasq la etapa de nucleacion, previa a la etapa de
crecimiento, debe completarse antes que esta Ultima comience. El proceso espontaneo de

lento crecimiento de los clusteres de &tomos denominado Maduracion de Ostwald, permite
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formar las NPs, ya que la dinamica en el proceso, previa a la estabilizacién final de la
suspension, es tal que los atomos en la superficie de las particulas mas pequefias se
desagregan, difunden y se agregan en la superficie de las particulas mas grandes, para
propiciar su crecimiento y su mayor tamafo; por ende, el uso de estabilizantes es

fundamental para limitar el tamafio de las NPs que se obtengan % 23),

Los métodos en los que las NPs se sintetizan mediante una sal del metal y un agente
reductor son los que mas variaciones presentan, debido a que el tamafio y la forma de las
NPs dependera de las velocidades relativas de estos procesos que pueden ser controladas
a través de la modificacion de los parametros de reacciéon 4. Los primeros métodos
descritos para la obtenciéon de AgNPs son el método Lee-Meisel y el Creighton. El método
Lee-Meisel consiste en una variacion del método Turkevich, en el que se sustituye el uso
del &cido cloroaurico (HAuUCI,) por nitrato de plata (AgNOs3), como precursor metalico y se
emplea como agente reductor citrato de sodio para obtener NPs con una amplia
distribucion de tamario hasta 200 nm y de diferentes formas @®. En el método Creighton,
la reduccién de los iones Ag* de la sal (AgNQO3) se realiza con borohidruro de sodio (NaBH.)
y se obtienen NPs de plata con una distribucién mas estrecha de tamafios menores de 100

nm, sin embargo, estas dispersiones no son estables en el tiempo @6 27,

La reduccién de sales metalicas permite obtener NPs en dispersiones coloidales en agua
o disolventes organicos, de acuerdo a la IUPAC esta conformada por dos fases inmiscibles,
una continua dispersante y comunmente fluida, y otra discontinua, dispersa en forma de
particulas generalmente sélidas de diametro entre 1 nm hasta 1 um, lo suficientemente
pequefias para permanecer en dispersion gracias al movimiento browniano, pero con una
alta energia superficial que mantiene la tendencia a la agregacion ©®. La estabilidad
depende fuertemente de la proporcién de agente reductor, el tiempo de estabilizacién que
varia entre algunos minutos o semanas, el pH, la temperatura, el nivel de agitacion y la
velocidad de adicién de reactivos. Si la cantidad de agente reductor no es la adecuada
para estabilizar las NPs al momento en que ocurre la reaccion, puede aumentar la fuerza
iGnica y promover una mayor agregacion, esto genera un cambio en la forma y el tamafio
de las particulas. La agregacion también se puede inducir por la adicion de sales, por
ejemplo, el cloruro de sodio (NaCl) el cual apantalla las cargas permitiendo que las

particulas formen agregados. Mediante el control de las condiciones experimentales se
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puede controlar la cinética de la reaccion, de tal manera que los atomos de plata o cobre

formen agrupaciones de dimensiones nanométricas 729,

Una accion reductora fuerte propicia una velocidad de reaccion rapida y favorece la
formacion de NPs pequefias. Un agente reductor débil induce una reaccion lenta y favorece
la formacion de particulas grandes. Existe una gran variedad de agentes reductores que
pueden ser usados para la sintesis quimica de las NPs, entre ellos se encuentran el
hipofosfito de sodio (NaH-PO.), &cido L-ascorbico (CsHsOs), borohidruro de sodio (NaBH.)
y borohidruro de potasio (KBH.) @”. El borohidruro de sodio en la nomenclatura tradicional
o tetrahidruroborato de sodio por la nomenclatura IUPAC (NaBH4), es un solido
blanco, soluble en agua (550 g/L a 25 °C) y en alcoholes como el etilenglicol e insoluble
en éter dietilico. Esta formado por el anién borohidruro [BH4]' unido al catién sodio Na*. El
NaBHs es un agente reductor inorganico fuerte, sus enlaces moleculares débiles, facilitan
la donacidn de electrones, logrando reducir los aldehidos y cetonas a alcoholes. Tiene un
alto poder reductor, su potencial reductor es de -1.24 V a pH 14 y disminuye a -0.48 V a
pH 0. Es relativamente respetuoso con el medio ambiente ya que de producirse un vertido
se degradara rapidamente a sales inertes como metaborato de sodio, NaBO.. La reaccion
con NaBH, puede llevarse cabo en agua y/o solventes organicos y la hidrdlisis se da de
manera lenta lo que puede generar metaborato de sodio (NaBO-) o tetrahidroxiborato de
sodio (NaB(OH)4) e hidrogeno (Ecuacion 1.10y 1.11) G031,

0O® c¢O0° 0wd 1O (1.10)
5% 0 TOGO H G O 1O (1.11)

El agente reductor NaBH4 juega un papel clave durante el crecimiento de las NPs ya que
provee una carga superficial en la particula. Las NPs son mantenidas en suspensiéon por
fuerzas electrostéticas repulsivas entre ellas debido al NaBH, adsorbido. La cantidad de
NaBH. debe ser suficiente para estabilizar las particulas cuando la reaccion ocurre, pero
no demasiado alta como para aumentar la fuerza iénica total y favorecer la agregacion.
Para mantener las NPs aisladas se emplean sustancias estabilizadoras apropiadas que
conservan el coloide debido a que originan una fuerza de repulsién que contrarresta las

fuerzas de Van der Waals que a distancias cortas atraen a las particulas @?.


https://es.wikipedia.org/wiki/Agua
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La estabilizacién de las NPs se puede dar por efectos electrostaticos, por impedimento
estérico o por una combinacion de los dos, denominada estabilizacion electrostérica.
Generalmente los agentes estabilizadores o tensoactivos estan compuestos por polimeros
o0 iones que recubren la superficie de cada particula y le confieren una carga eléctrica en
la superficie. Esta carga eléctrica de la misma naturaleza en todas las particulas dispersas,
causa la repulsion entre ellas y estabiliza la dispersién coloidal ?2,

La estabilizacion de las dispersiones se logra cominmente usando moléculas que son
mantenidas sobre las superficie como el citrato de sodio (NazCsHs07), tetraetilenpentamina
(CsH23Ns), acido  di-(2-etilhexil)fosforico) (CieHszs04P),  poli(etilenimina)  (C2HsN)y,
polietilenglicoles (PEG) y polivinilpirrolidona (PVP), que actian como agentes de
proteccion, aungque algunos pueden inhibir la actividad catalitica de las NPs debido a su
intensa adsorcion superficial. Estas moléculas tienen una parte liofébica, capaz de unirse
a la particula coloidal li6foba y otra parte liofilica con las que establece fuerzas de atracciéon
las moléculas del liquido dispersante. De esta manera, la superficie de las particulas
coloidales queda recubierta por una capa de moléculas del agente estabilizante, en un
equilibrio adsorcién-desorcibn que les confieren carga eléctrica y las mantiene
suspendidas dentro del liquido dispersante. Estos agentes estabilizantes evitan una
agregacion excesiva, controlar el tamafio, la distribucion y la forma de las particulas ©. Por
otra parte, la inestabilidad inherente del cobre en condiciones atmosféricas, lo hace

propenso a la oxidacion para producir oxido de cobre (I1) ®2 (Ecuacion 1.12).

C=
+h
N

Os
e—l

c60 (1.12)

1.3 Antioxidantes

La busqueda de procedimientos que puedan generar CuNPs que no se oxiden es continua,
ya que particularmente son atractivas para aplicaciones bioldgicas y electronicas tales
como, fabricacion de placas de circuito impreso (PCB), electrénica flexible, catalizadores y
diodos emisores de luz (LED) 9. Para proteger las particulas de cobre contra la oxidacion
durante la preparacion y el almacenamiento, en muchos casos la sintesis se realiza en
medios no acuosos, bajo atmésfera inerte 0 empleando antioxidantes. Los antioxidantes

se clasifican en funcién de su naturaleza como antioxidantes enzimaticos, como las
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enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutatiébn peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) y los
antioxidantes no enzimaticos como el acido L-ascorbico, carotenoides y flavonoides. De
esta forma, un buen antioxidante se caracteriza por su alta efectividad, su variabilidad
operativa y versatilidad para poder combinarse con una importante variedad de radicales
libres. Los mecanismos de accién de los antioxidantes incluyen tres niveles de actuacion,
prevencién, estabilizacion de los radicales (secuestradores) y eliminacion. Los
antioxidantes tipo no enzimatico son agentes quelantes, capaces de captar radicales libres,

los estabilizan e inhiben la cadena de inicio al romper la propagacién ¢,

El &cido ascérbico (CsHsOs) puede existir como dos enantiomeros (isémeros de imagen
especular) comunmente denominados L (levogiro) y D (dextrégiro). El enantiémero D no
es activo como vitamina, mientras que el enantiémero L, es la vitamina C, importante en
funciones biologicas al participar en reacciones enzimaticas como la biosintesis de
colageno y la adrenalina, también es el antioxidante mas abundante en el liquido de
revestimiento epitelial de los pulmones. Las concentraciones plasméticas entre 11 a 28
pmol/L representan un estado marginal, en este nivel, existe un riesgo moderado de
desarrollar signos clinicos de deficiencia o hipovitaminosis, debido a reservas tisulares
inadecuadas de la vitamina. En las plantas, permite el crecimiento celular, es fundamental
para la fotosintesis al permitir la eliminacion de oxigeno y es el cofactor que forma la

zaexantina importante en la defensa contra el estrés oxidativo ¢,

El &cido L- ascoérbico denominado también antiescorbltico se considera uno de los
antioxidantes mas efectivos y menos toxico, es un sdlido organico, de caracter acido,
hidrosoluble e insoluble en cloroformo y benceno, su peso molecular es de 176,13 g/mol,
punto de fusién de 190°C, tiene estructura cristalina monoclinica y de acuerdo a la IUPAC
se denomina (5R)-[(1S)-1,2-dihidroxietil]-3,4-dihidroxifuran-2(5H)-ona (Figura 1-5a), donde
la configuracién de los estereocentros se indican con R, (rectus) y S, (sinister). El acido L-
ascorbico, es un agente reductor, su potencial estandar de reduccién es de 2w
Tio wa pH 7, de tal forma que puede donar sus electrones y oxidarse facilmente, esta
caracteristica lo convierte en un excelente antioxidante y catalizador de una amplia gama
de reacciones y procesos bioquimicos ya que contiene varios elementos estructurales que
contribuyen a su comportamiento quimico: estructura ciclica casi plana de o-lactona (cinco
miembros), cuatro grupos hidroxilos, dos unidos al carbono sp?, endlicos, y otros dos

unidos a carbonos sp?, primario y secundario, que le facilitan la formacién de puentes de
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hidrogeno intramoleculares que contribuyen a la estabilidad del compuesto (Figura 1-5 b).
Las estructura de enodiol tiene cardcter acido porque esta conjugado con el grupo
carbonilo y en el radica su reactividad como antioxidante, ya que esta se puede oxidar
facilmente a la correspondiente U-dicetona (Figura 1-5 c¢) ©9.

Figura 1-5: a) férmula del acido L-ascorbico (AHz), b) formacién de puentes de hidrégeno

intramoleculares y c) oxidacion del enodiol para formar dicetonas (Adaptado)©®.

e CH,OH
OH
HOM™ (o) O R R’ Oxidacion R Al
O —
S _H HO OH o o
HO o_ .0
OH H

enodiol dicetona

a) b) c)

El &cido L- ascorbico es una especie altamente reactiva, reacciona con oxidantes como el
radical hidroxilo y con metales de transicién como iones cUpricos (Cu?*) y iones férricos
(Fe®), activos en redox, sin embargo, para las reacciones de los metales de transicion, las
estequiometrias, los mecanismos y las constantes de velocidad son muy inciertos. Segun
el trabajo realizado Shen et al., 2021, la desprotonacion reversible en soluciéon acuosa del
acido L-ascérbico (AH,), ioniza el hidroxilo situado sobre el carbono 4 del enodiol para
formar el anién L-ascorbato (AH") estabilizado por resonancia, pKa = 4.1. Eventualmente,
el segundo hidroxilo del enodiol del carbono 3, puede disociarse y adquiere una menor
estabilidad, para formar el dianion L-ascorbato (A%), pKa= 11.8 ©% (Figura 1-6).

El anién L-ascorbato (AHY), es la base conjugada del acido L-ascérbico, puede oxidarse
reversiblemente para formar el anion-radical monodehidroascorbato (A”) en lugar de
compuestos no radicales y con la pérdida de un protén, forma el radical ascorbilo (AH)
intermediario importante en las reacciones redox. El (A-) puede reaccionar con radicales;

la pérdida de un segundo electrén forma el acido L-dehidroascaérbico (DHA) 4.
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Figura 1-6: Esguema de oxidacion del acido L- ascérbico propuesto por Shen et al ¢4,
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acido L- dehidroascorbico (DHA) acido 2,3- dicetogulonico

El 4cido L-dehidroascérbico (DHA) en su estructura lactonica tiene tres grupos carbonilo,
gue lo hacen un electréfilo capaz de reaccionar con el agua para producir el acido 2,31
dicetogulonico @4, o podria formar un hemiacetal biciclico entre el hidroxilo (-OH) en la

posicion 6y el carbonilo (C=0) en la posicién 3 539 (Figura 1-7).

Figura 1-7: Hidrolisis del 4cido L-dehidroascérbico (DHA) €

HO H fo}
_-0 “_ = o}
—_— .
Oy o
acido L- dehidroascérbico acido 2 3- dicetogulénico acido L-dehidroascorbico

{Hemiacetal biciclo)
Njus et al.,, 2020, establece que el acido L-dehidroascoérbico (DHA), deberia ser

denominado pseudodehidroascorbato (A) (Figura 1-8), que hasta el momento nunca se ha

detectado porque no puede persistir en solucion acuosa debido a labilidad en los tres
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enlaces dobles de su estructura, y como productor real de la oxidacién se forma el
hemiacetal biciclico del acido L-dehidroascorbico (AH-O). El hemicetal (1) podria ser un
intermediario en la formacién de AH,O ya que tiene una energia mucho menor que (A) ©9).

Figura 1-8: Formacion del hemiacetal biciclico del acido L-dehidroascorbico (AH20), sin la
intermediacion del pseudodehidroascorbato. El hemicetal (1), tiene una energia mucho

menor que (A) y podria ser un intermediario en la reaccién de oxidacion 9,
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Debido a estas propiedades el acido L-ascérbico es un antioxidante inusual que elimina
facilmente las especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno
(RNS), que son generalmente moléculas pequefias altamente reactivas debido a la
presencia de una capa de electrones de valencia no apareada y al ser muy inestables
pueden reaccionar con otras moléculas, entregando o recibiendo un electron. Las ROS
incluyen especies radicales como el radical superéxido (O2) o el radical hidroxilo (HO-) y
especies no radicales como peréxido de hidrégeno (H20-), oxigeno singlete (*O,), acido
hipocloroso (HOCI) entre otros. Las RNS incluyen especies radicales como el 6xido nitrico
(NO") y no radicales como peroxinitrito (ONOQO), anion nitroxilo (NO"), &cido nitroso (HNO-)

entre otras, siendo esta la base para las actividades fisiologicas ©5 39,

En los sistemas biologicos hay sistemas enzimaticos utiles para reducir el acido L-
dehidroascorbico, con el fin de mantener los niveles de ascorbato celular, por ejemplo, en

las plantas el monodehidroascorbato reductasa (NADH) mantiene el acido L-ascoérbico en
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su forma reducida y juega un papel importante en la respuesta al estrés de las plantas, y
para los tejidos animales, la glutation dehidroascorbato reductasa es la enzima principal

que sirve para este propoésito 9.

1.4 Propiedades de las nanoparticulas de cobre y plata

1.4.1 Propiedades fisicas y 6pticas

En la actualidad se han sintetizado una gran variedad de materiales nhanométricos con
diferente morfologia (esférica, cubica, barras y alambres); se consideran nanométricos si
al menos una de sus dimensiones (largo, ancho o espesor) se encuentra en el rango entre
1nm y 100 nm. En el 2007, Pokropivny y Skorokhod propusieron un nuevo método de
categorizacién de nanomateriales basado en sus dimensiones, los nanomateriales se
pueden clasificar en cuatro categorias: materiales de dimension cero (OD), cuando las tres
dimensiones se ubican en el rango nanométrico menores de 100 nm, a esta categoria
pertenecen las CuNPs y AgNPs; materiales de dimensién uno (1D), cuando dos de sus
tres dimensiones estan en el rango hanométrico, como los nanotubos y los nanoalambres;
materiales de dimension dos (2D), con solo una de sus tres dimensiones en el rango
nanomeétrico como las nanolaminas o el grafeno, y materiales de dimensién 3 (3D), cuando
las tres dimensiones se encuentran fuera del rango nanométrico como los paquetes de

nanotubos (9 40),

Mediante una combinacion de enfoques computacionales y te6ricos se han proyectado las
diferentes formas que podrian tener las AgNPs (Figura 1-9), obteniendo: (a) tetraedro, (b)
tetraedro minimamente truncado, (c) tetraedro truncado, (d) octaedro, (e€) octaedro
truncado, (f) cuboctaedro, (g) cubo truncado, (h) cubo, (i) dodecaedro rémbico truncado,
(j) dodecaedro rémbico, (k) dodecaedro cubico-rémbico, (l) octaedro doblemente truncado,
(m) pequefio rombocuboctaedro, (n) gran rombocuboctaedro, (0) prisma triangular, (p)
dodecaedro y (q) icosaedro regular. De acuerdo a ese estudio las formas esféricas y
semiesféricas facetadas, son las morfologias predominantes en una muestra coloidal de
AgNPs, a bajas y altas temperaturas con coloraciones amarillas y rojizas. Sin embargo, las
formas mas facetadas, como cubos o tetraedros, presentan mayor estabilidad cuando los

tamarfios son menores de los 8 nm “b,
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Figura 1-9: Morfologias predominantes de coloides de AgNPs “%).
a)
9

Los metales como el oro, la plata y el cobre a escala macroscépica, son capaces de reflejar
casi toda la luz que les llega, debido a que sus electrones no estan unidos a atomos
individuales, son electrones libres que se encuentran en la banda de conduccién e impiden
gue la luz visible penetre; de esta forma, la luz es reflejada y percibimos los metales
brillantes, sin embargo, las propiedades Opticas excepcionales y diferentes que muestran
las NPs coloidales provienen fundamentalmente del confinamiento electronico, la
resonancia de plasmén superficial, la alta relacion entre el area superficial con respecto al

volumen, la morfologia y el tamafio @4,

Cuando las dimensiones del metal se reducen llegando a tamafios nanométricos, la luz es
capaz de penetrarlos, llegando a toda la nanopatrticula y todos los electrones empiezan a
moverse colectivamente por efecto de esta luz. Especificamente, la presencia de
electrones libres en la banda de conduccion de la superficie de las NPs metdlicas al recibir
un haz de luz incidente, induce una excitacién colectiva de estos electrones libres,
produciendo una oscilacién coherente deslocalizada de los electrones confinados en la
superficie de las NPs metalicas, esta excitacién electromagnética se llama polaritén de
plasmén de superficie (Figura 1-10); el polariton es una casi- particula hibrida resultante
del fuerte acoplamiento entre la luz y los electrones libres en la superficie de una
nanoparticula. Para determinadas frecuencias de energia incidente, se produce un
acoplamiento entre la frecuencia de onda incidente y de la oscilacion del polariton: este
fenbmeno se llama resonancia de plasmon de superficie. Esta resonancia se origina
cuando el diametro de las NPs es mucho menor que la longitud de onda de la radiacién

incidentt (d<<a)
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Figura 1-10: Excitacion del plasmén superficial localizado en una NPs metélica “?.
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La frecuencia de oscilacion depende de diferentes factores como: la densidad de
electrones, la masa efectiva de los electrones, la forma y el tamafio de la distribucion de
cargas en el metal. En consecuencia, existen distintos modos o niveles de oscilacién. El
mas simple, en el que toda la nube de electrones se mueve de forma paralela al campo
generado, se denomina modo dipolar. Alternativamente existe un modo cuadrupolar,
generado cuando la mitad de los electrones se mueven de forma paralela al campo
eléctrico y la otra mitad se mueve de forma anti paralela. La presencia de uno o mas dipolos
depende del tamafio y forma de la NPs. Ademas del tamafio, las propiedades épticas de
las NPs dependen también de la naturaleza de las mismas y del medio en el cual se

encuentren.

Las NPs metalicas presentan resonancia de plasmén superficial en el rango del espectro
visible, debido a que determinada longitud de onda de luz hace que este movimiento se
potencie y aumente acorde a la morfologia y el tamafio de la particula, cuando esto ocurre,
la luz correspondiente se absorbe y vemaos el color de las NPs acorde a la longitud de onda
gue se refleja. En la escala nanométrica también hay un aumento de las fuerzas de Van
der Waals y los movimientos de los electrones se ven restringidos, su estructura electrénica
se modifica, pasando los electrones confinados a ocupar diferentes niveles de energia y
como consecuencia de ese confinamiento electronico se obtienen diferentes propiedades
Opticas, de esta forma las dispersiones coloidales de AgNPs presentan colores intensos
cuya frecuencias de resonancia aparecen en el rango de longitud de onda UV- Vis y sus
coloraciones son muy diferente del color blanco argentino de la plata, de igual forma en las
NPs existe un incremento en la energia libre superficial lo que aumenta la reactividad

quimica @7,
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1.4.2 Propiedades antibacterianas

Las propiedades antibacterianas de la plata y el cobre han sido conocidas por mas de
2.000 afos. Las sales como el nitrato de plata o el sulfato de cobre han sido empleadas
para inducir efectos antibacterianos y como agentes de cauterizacion, las sales de plata
se han combinado con sulfamida para obtener sulfadiazina de plata, una crema util como
tratamiento antimicrobiano tépico de heridas por quemaduras. En 1880, el obstetra aleman
Karl Crede us6 soluciones diluidas de nitrato de plata, para reducir las infecciones oculares
neonatales, pero con la introduccion de la penicilina en 1940 el uso de la plata y cobre
disminuyo y los antibiéticos se convirtieron en el tratamiento estandar de las infecciones

bacterianas “9.

En la dltima década, el interés por las NPs es motivado por la aparicion de bacterias
resistentes a antibiéticos que generan dafios en diferentes cultivos, ademas por la
creciente prevalencia de las infecciones nosocomiales bacterianas y por su utilidad en los
tratamientos médicos y odontolégicos. Entre las NPs mas importantes que han demostrado
tener propiedades antimicrobianas estan las de plata, cobre y éxidos de hierro. Las
primeras dos presentan esta propiedad en su forma macroscépica, mientras que los 6xidos
de hierro Unicamente resultan ser microbicidas en forma nanoestructurada; de esta forma,
los mecanismos de accién microbicida son totalmente diferentes a los antibidticos
tradicionales, proporcionando asi una alternativa promisoria del tratamiento de

enfermedades “4 49,

En la medida que el tamafio de un objeto se reduce, la relacion del nUmero de atomos que
se encuentran en la superficie, con respecto al nUmero de atomos que se encuentra
ocupando el volumen, se incrementa. De esta forma, si un cubo con longitud lateral de 1
cmsedivideen cubos (Figural-119 ehnimero de piezas aumenta a 10%?, y si se
divide en cubos de 10 nm, el nimero de piezas asciende a 10'® y de la misma forma
aumentar su area superficial. Este incremento del area superficial conlleva a un incremento
en el nimero de atomos en su superficie, es decir, muchos mas atomos se encuentran
expuestos lo que incrementa su reactividad quimica y potencia las propiedades

antibacterianas “9.
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Figura 1-11 Aumento del area superficial por la disminucion del tamafio de la particula “9.
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La gran &rea superficial que presentan las NPs, aumenta la posibilidad de que los iones
interactlien con las bacterias permitiendo que se liberen mas facilmente, lo que genera el
mayor interés investigativo que cualquier otro agente antibacteriano inorganico debido a
su accién contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, cepas resistentes a los
antibioticos, hongos, virus y no hay evidencia de alguna resistencia bacteriana a este tipo
de NPs D, también las AgNPs pueden ser el mejor agente catalitico para la degradacion

de contaminantes como nitroarenos y tintes organicos “7,
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2. Estado del Art e

2.1 Nanoparticulas contra microorganismo

Los mayores problemas para el desarrollo de estrategias efectivas frente a los
fitopatdgenos es que la mayoria de los microorganismos, presentan una gran plasticidad
fenotipica y una extraordinaria capacidad de adaptarse a nuevos ambientes y/o de infectar
nuevos huéspedes. Los microorganismos fitopatégenos originan pérdidas no sélo de
produccion econémica, sino también pérdidas en la produccion biolégica, es decir por la
alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospederas afectadas.

En este sentido el uso de NPs se considera novedoso y cabe resaltar que este tipo de
estudios son muy escasos en el pais. La mayoria de articulos publicados se centran en la
sintesis bioldgica de NPs a partir de diferentes extractos de hojas como Malba ©®, flores
de Canna Lily “9 y extractos de cebolla ®9, sin embargo, estas metodologias son
dificilmente reproducibles y aunque en ellos se establezca la obtencion NPs, generalmente
en los difractogramas hay mezcla de estructuras cristalinas, los analisis mediante
espectroscopia infrarroja no determinan exactamente cuales son los estabilizante de las
nanoparticulas y por esta razéon no establecen mecanismos de reaccion ni tampoco
determinan que estructura permite la estabilizaciéon de las NPs. A continuacion, se
presentan los Ultimos articulos donde han realizado la sintesis de CuNPs y AgNPs

mediante reduccién quimica y su evaluacion frente a diferentes microorganismos.

Chen et al, 2016, evaluaron la actividad antibacteriana de las AgNPs contra Ralstonia
solanacearum que afectaba plantas de Nicotiana tabacum. Obtuvieron AgNPs usando 10
mM de AgNOs, 300 pL de NaBH, y 1 mL de soluciébn al 1% agente estabilizador
(dodecilsulfato sodico, SDS; dodecilbencenosulfonato de sodio, SDBS; Triton-X 100, TX-

100; polisorbato 80, Tween 80), manteniendo la agitacion vigorosa y temperatura de 45 °C
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durante 60 minutos, después cada una de las muestras fueron filtradas a través de una
membrana de policarbonato y centrifugaron a 8000 rpm durante 15 minutos. Las AgNPs
presentaron diferentes morfologias y tamafios con una alta polidispersidad entre 5 nm
hasta los 200 nm, con alta polidispersidad (Figura 2-1). Las AgNPs con menor actividad
antibacteriana fueron las estabilizadas con la TX-100 y la mayor con Tween 80, sin
embargo, no establecen cémo es la interaccion entre las NPs y los diferentes
estabilizadores ©®b,

Figura 2-1 Imagen TEM e histograma de distribuciéon de tamafio de AgNPs estabilizada

con Tween-80 49,
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Sathiya et al, 2017, sintetizaron AgNPs por reduccion de AgNOs con citrato de sodio,
durante 24 horas, a cuatro temperaturas diferentes de (150 °C, 200 °C, 250 °C y 300 °C).
Obtuvieron suspensiones de nanoparticulas con diferentes coloraciones desde amarillo a
café, con formas semiesféricas, polidispersas y con tamafios superiores de los 100 nm
determinados mediante SEM (Figura 2-2) y concluyeron que la temperatura influyo en el
tamarno de las NPs. Evaluaron la actividad antimicrobiana contra cepas de las bacterias
(Escherichia coli sp, Pseudomonas sp. y Streptococcus sp.) y sobre los hongos
(Aspergillus sp., Penicillium sp., y Rhizopus sp.), cualitativamente, mediante difusién en

pozo y observaron inhibicion de crecimiento para E coli sp. y Rhizopus sp ©2.

Figura 2-2 Imagen SEM e histograma de distribucién de tamario de AgNPs estabilizada
con iones citrato ©2,
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Bezaa et al, 2020, sintetizaron CuNPs de tamafios mayores de 60 nm (Figura 2-3), por
reduccion del sulfato de cobre pentahidratado con NaBH, y adicion de lipopéptidos, como

estabilizante. Las NPs obtenidas se oxidaron y en los difractogramas se observa mezclas
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de entidades cristalinas de cobre y oxido de cobre. Determinaron una concentracion

minima inhibitoria de las CuNPs igual a 62.5 pg/mL contra B. subtilis y P. aeruginosa ©.

Figura 2-3 Imagen SEM e histograma de distribuciéon de tamafio de CuNPs estabilizada

con lipopétidos ©3.
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Deshpande et al, 2021, realizaron la sintesis de AgNPs por reduccion quimica (via Lee-
Meisel) de nitrato de plata con citrato de sodio, las cuales fueron analizadas por TEM y
DLS a diferente tiempo (Figura 2-4), evidenciaron heterogeneidad en la nucleacion de
AgNPs, porque las NPs presentaron polidispersidad y diferentes morfologias, vy
establecieron que para obtener esfericidad en las NPs se debe controlar la dindmica en el

tiempo inicial de la formacion de los complejos de citrato i plata @9,

Figura 2-4 Nucleacion heterogénea en la sintesis de Lee-Meisel: a) Las imagenes TEM
de izquierda a derecha corresponden a 1 min, 3 min, 7 min, 20 min y 30 min. Todas las
imagenes tienen la misma escala (la barra de la primera imagen corresponde a 200 nm)

b) diametro hidrodinamico analizado desde 20 a 80 minutos 5.
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Investigadores de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, en el afio 2018,
sintetizaron AgNPs por reduccion de nitrato de plata (AgNPs, 1 mM) y una solucion de
sacarosa (Ci12H22011, 0,2%), en medio alcalinizado con hidroxido de sodio (NaOHac), 0,1 M
a diferentes volumenes 0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL y 1,0 mL). Los resultados de esos

ensayos hechos por triplicado confirmaron la obtencion de AgNPs que no mostraron
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actividad antibacteriana, lo cual atribuyeron a la encapsulacién de plata en el azlcar, por

ende, hay ausencia de particulas de plata libres para inhibir las bacterias 4.

La actividad biol6gica de las AgNPs y CuNPs dependera de una amplia variedad de
factores que incluyen: la quimica, el tamafio de la superficie, la distribucién de tamafios, la
morfologia, la composicion, la reactividad de las NPs en la dispersién, la eficiencia de estas
en la liberacién de iones y el tipo de célula sobre las que actien. Basicamente, las
particulas de tamafio pequefio podrian exhibir mayor toxicidad que las méas grandes, por
lo que la superficie juega un papel importante en el comportamiento, las propiedades
fisicas, quimicas y antimicrobianas de las NPs @417,

2.2 Fitopatdégeno Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum, es una bacteria fitopatégena de suelo altamente agresiva; entre
las plantas afectadas se incluyen los cultivos de papa, los cultivos frutales (platano y
tomate), cultivos de semillas oleaginosas (girasol, mani), arboles forestales (palo fierro y
eucalipto) y muchas plantas ornamentales, lo que representa una grave amenaza para la
produccion agricola ya que puede sobrevivir en el suelo por largos periodos de tiempo y
transmitirse por medio del agua o de materiales infectados. Este fitopatdgeno esta
clasificado taxon6micamente en el Dominio: Bacteria, Phylum: Proteobacteria, Clase: b-
proteobacteria, Orden: Burkholderiales, Familia: Burkholderiaceae, Género: Ralstonia y
Especie: solanacearum. Como toda bacteria Gram-negativa, la membrana celular esta
rodeada por una pared constituida por una capa delgada de peptidoglicano (mureina) con
un espesor entre 2 a 3 nm. La membrana exterior contiene proteinas, fosfolipidos,

lipopolisacaridos y porinas, para el transporte de sustancias de peso molecular bajo ©559),

El espacio entre la membrana citoplasmética y la membrana externa, donde se ubica el
peptidoglicano se conoce como espacio periplasmico, el cual presenta enzimas hidroliticas
y proteinas de transporte (Figura 2-5a). MicroscOpicamente esta bacteria tiene forma de
baston con unas dimensiones de 0.5 a 0.7 um de ancho por 0.5 a 1.5 pm de largo. Con
respecto a sus caracteristicas y metabolismo, es movil, no forma esporas ni capsula, es
aerodbica, provoca reduccion de nitratos, formacion de amoniaco, produce &cidos a partir

de disacaridos y oxida alcoholes (Figura 2-5b) 5:56),
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Figura 2-5: a) Modelo tridimensional de la envoltura celular de una bacteria Gram-
negativa, b) Morfologia de las células tipo (wild-type) de R. solanacearum ©9),
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R. solanacearum ha sido reportada como el agente causal de la marchitez bacteriana, la

Lipoproteina
de Braun

cual fue observada en 1891 por Byron D. Halsted, quien atribuy6 la enfermedad al mismo
agente causal que habia observado en el pepino. Luego, por los sintomas expresados en
multiples hospederos, Smith la nombrd inicialmente en 1895 como Bacillus solanacearum,
pero tras estudios adicionales relacionados con multiples cepas, las agruparon en tres
categorias conocidas como razas de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas y con su
patogenicidad para diferentes hospedantes. En 1964, Buddenhagen y Kelman clasificaron
las cepas en cinco tipos bioquimicos (o biovariedades), la designacién del biotipo se basé
en la capacidad de una cepa para producir acido a partir de disacéaridos (sacarosa, maltosa,
lactosa) y la oxidacién de alcoholes hexosa (manitol, sorbitol, dulcitol) ©. Posteriormente,
mediante estudios moleculares se renombr6 y amplié la diversidad del patégeno,
denominandolo como un complejo de especies de Ralstonia solanacearum (Ralstonia
solanacearum Species Complex, RSSC) debido a su amplia distribucion en mas de 250
hospederos en todo el mundo, con una alta agresividad en diversas condiciones
ambientales. Los primeros arboles filogenéticos, demostraron el alto grado de diversidad
entre las cepas africanas y americanas. Para el afio 2002 se publicé la primera secuencia
del genoma completo de la cepa GMI1000 de R. solanacearum, abriendo el camino para
estudios adicionales sobre diversidad de poblaciones, relaciones filogenéticas basadas en
el genoma, sistemas de secrecion, efectores relacionados con patogenicidad y factores de
virulencia. Luego los avances moleculares permitieron en el 2005 la separacion de RSSC
en cuatro grupos distintos y se propuso el sistema de clasificacion basado en filotipos o

grupos diferenciales, correspondientes a la homologia que presentan a nivel de
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nucledtidos en la secuencia de regiones intergénicas (ITS), en el gen asociado con la
hipersensibilidad y patogénesis (hrpB), y en el gen que codifica para la endoglucanasa
(egl). Asi mismo se asociaron con el origen geografico de la cepa: filotipo | (Asia), filotipo
Il (América), filotipo Ill (Africa) y filotipo (IV) (Indonesia), pero la heterogeneidad del

complejo alin no esta completamente explicada 57,

El dltimo andlisis multifacético de las secuencias gendmicas de varias cepas de RSSC
realizado en afio 2020, a nivel gendmico y protedmico, reveldé un mayor grado de
divergencia evolutiva entre los filotipos lo que justifico la ultima reclasificacion taxonémica
de este complejo bacteriano en tres especies: R. solanacearum, R. pseudosolanacearum
y R. syrygii (Figura 2-6).

Figura 2-6: Revision taxondmica de los filotipos de complejo bacteriano R. solanacearum,
en tres especies: R. pseudosolanacearum, originaria de Asia y Africa, R. solanacearum
originaria de América y R. syzygii, originaria de Indonesia .
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La primera especie corresponde a R. pseudosolanacearum e incluye los filotipos 1 y 1lI, las

Ralstonia solanacearum

cepas de estos dos filotipos utilizan nitrato como fuente de energia en condiciones
anaerodbicas, a diferencia de las cepas del filotipo Il y IV, ademas las cepas estan
estrechamente relacionadas fenotipicamente presentandose en Asia y Africa; La segunda
especie corresponde a R. solanacearum que agrupa las cepas del filotipo II, todas las
cepas presentan propiedades fenotipicas similares y se encuentran en América. La tercera
especie corresponde a R. syzygii, una especie separada que incluye las cepas del filotipo
IV, el rango de hospederos se limita a los encontrados en Indonesia. Esta Ultima especie
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se divide en tres subespecies: R. solanacearum subsp, syzygii, indonesiensis y
celebesensis ©®. Cada una de las especies tiene poblaciones estrechamente relacionadas
gue han prosperado en distintas ubicaciones geograficas. Hasta el momento, se han
publicado 217 secuencias del genoma completo en la base de datos del NCBI GenBank
para las tres especies actualmente descritas de RSSC, sin embargo, la amplia gama de
hospederos vy la distribuciéon en todo el mundo conduciran al descubrimiento de nuevas

cepas en el futuro @,

R. solanacearum genera uno de los problemas fitosanitarios mas serios que afectan a las
Muséceas, la enfermedad se conoce como Moko, sin embargo, dado a su amplio rango de
hospedantes la enfermedad puede recibir diferentes nombres de acuerdo con los sintomas
gue se presentan en las plantas, por ejemplo, genera la marchitez bacteriana en plantas

de Solanum lycopersicum (tomate) ¢,

2.3 Moko del platano causado por Ralstonia
solanacearum

El Moko, también se le conoce como Maduraviche o Ereke ©9, afecta plantas herbaceas
de Musa x paradisiaca (platano), sin embargo, la compleja taxonomia del hospedante
incluye numerosos hibridos de variada composicion genética. La mayoria de los cultivares
de platano tienen origen en dos especies silvestres: Musa acuminata (A)y Musa
balbisiana (B), que por poliploidia e hibridacién generan las variedades cultivadas. A estas
plantas de gran porte se les denomina plataneras, platanos o bananeros, su fruto tiene
cualidades variables en tamafo, color, firmeza, es generalmente alargado, curvado, y
carnoso, cubierto con una cascara que puede ser verde, amarilla 0 marréon cuando esta

madura, los frutos crecen en pifias que cuelgan de la parte superior de la planta ©9.

Entre las especies cultivadas de mayor preponderancia econOmica esta el platano
Dominico, variedad Harton pertenece a la familia Musaceae, género Musa y especie
paradisiaca, también se denomina Dominico- Hartén (Musa AAB Simmonds)®©?, es una de
las més usadas en la alimentacion humana. Estas plantas herbaceas perennes crecen a
partir de rizomas y se desarrollan en 9 meses en zonas tropicales y calidas alcanzando
unos 10 a 30 pies (Figura 2-7) ©0.
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Figura 2-7: a) Esquema general de la morfologia de Musa x paradisiaca (Platano) b)

Cultivo sano y ¢) Planta con sintomas de Moko (Adaptado) ©9.
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En Colombia, el Moko es la enfermedad de mayor importancia econdmica para el cultivo
de platano y banano, destruyendo hasta el 100% en algunas plantaciones donde se
presenta y por su alto alcance e impacto a nivel nacional, se considera el principal
obstaculo al que se enfrentan los productores de platano 9. Las zonas mas afectadas son
Uraba, Meta, Santa Marta y Quindio. La enfermedad se detect6 por primera vez en el pais
en el departamento del Tolima en el afio 1954 y su siguiente registro fue en el afio 1962
en el departamento del Magdalena. Segun el dltimo reporte del Ministerio de Agricultura,
en el aflo 2021, el principal departamento productor de platano fue Arauca con una
produccion de 911.203 ton en 38.905 hectareas cultivadas y Antioquia con una produccion
de 422,599 ton en 50.936 hectareas cultivadas. Para los otros departamentos como
Cundinamarca las ofertas de platano no son suficiente para atender la demanda local, por
lo que se requiere complementar con productos traidos de otros departamentos del pais
por via aérea o terrestre, dificultando el acceso de estos alimentos a la poblacion e
incrementando el precio. Por los efectos de la pandemia a mediados del afio 2021, los
precios del platano se incrementaron, también debido a eventos climéticos adversos
(sequias y fuertes vientos) que afectaron a los agricultores, generando desabastecimientos

y pérdidas econémicas en la cadena productiva ¢,

Aunque el platano es originario de América, los paises africanos encabezan la produccion
mundial como Republica del Congo y Ghana. Colombia ocupa el quinto lugar en la

produccion mundial y exporta a Estados Unidos, Reino Unido, Bélgica, Espafa e Italia. Las
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pérdidas de cultivos debidas a este fitopatdégeno en todo el mundo son extremadamente
dificiles de evaluar debido a la irregularidad en la recopilacion de datos; sin embargo, para
los Estados Unidos las pérdidas son inmensas, valoradas en $1.67 billones de dolares por
lo que importan 377.290 ton. De acuerdo a la Direccion de Asuntos Internacionales del ICA
en Colombia constantemente hay solicitud de platano a otros mercados de Latinoamérica
y del mundo, pero es indispensable la certificacién de predios en BPA 'y en la Norma Global
Gap ©b.

La rapida propagacion de la bacteria en los cultivos se debe a su motilidad que le permite
obtener nutrientes, encontrar un hospedante y dispersarse de manera efectiva. La
motilidad tipo swiming o de natacién esta mediada por flagelos, estructuras que consisten
de un filamento helicoidal largo y hueco, compuesto por aproximadamente 20.000 copias
de una sola proteina llamada flagelina (FIiC) polimerizada en una hélice. Este flagelo se
encuentra anclado en la envoltura celular por un gancho flexible y un complejo cuerpo
basal formado por proteinas el cual controla su rotacién mediante el interruptor del motor
flagelar. Adicionalmente, la bacteria presenta diferentes sistemas de secrecion, de los
cuales, el tipo Il abreviado (SSTIII) o T3SS), es uno de los mas importantes ya que permite
el paso de proteinas desde el citosol de la bacteria hasta el interior de la célula hospedera,
alterando su metabolismo o suprimiendo la respuesta de resistencia de tipo hipersensible
(HR) en las raices del platano, contribuyendo a la colonizacion de la bacteria en la planta.
La facilidad de diseminacion se da a través de agua de riego contaminada, herramientas
agricolas o desecho de las cosechas %2, Adicionalmente, esta bacteria puede producir
otros factores patogénicos que incluyen enzimas de degradacién de la pared celular de las
plantas que son secretadas a través del sistema de secrecion tipo Il (SSTIl o T2SS), el
cual regula adicionalmente la producciéon de proteinas similares a la adhesina,
fitohormonas e induccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), contribuyendo al dafio

en el hospedante (6364,

Una vez la bacteria coloniza la totalidad de su hospedero, retorna al suelo, el agua o restos
vegetales donde puede sobrevivir hasta encontrar una nueva planta susceptible o
reservorio ©3, ya que puede sobrevivir bajo condiciones de oligotrofia y en presencia de

bajas temperaturas 364,
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2.4 Sintomatologia del Moko en el platano

Las bacterias moviles pueden presentar movimientos de atraccion o repulsion
determinados por diferentes estimulos, los exudados radiculares de la planta producen un
efecto quimiotactico sobre las bacterias promoviendo la adherencia y eficiencia de
colonizacién. Cuando R. solanacearum infecta la planta de platano penetra por el sistema
de absorcién radicular, generalmente a través de heridas radiculares o aberturas naturales
originadas por la emergencia de raices secundarias y entra en el sistema vascular. Una
vez dentro de la plata se distribuye en los vasos conductores infectando el parénquima
vascular y el xilema. La obstruccion de los vasos de mayor didmetro trae como
consecuencia una marchitez fisiolégica por estrés hidrico ©?. Los érganos de la planta que
requieren mayor volumen de agua para la funcion fotosintética son las hojas, por lo tanto,
genera como sintoma inicial en la planta un amarillamiento de las hojas, pero cuando la
bacteria logra establecerse y colonizar la totalidad de los haces vasculares, los obstruye
mediante la produccién de exopolisacéaridos (polisacarido extracelular acido i EPS | y b-
1,4-endoglucanasa), lo que genera una marchitez severa y sistémica que induce la
inhibicién de la absorcion de nutrientes, la necrosis de los haces vasculares que concluye

en la muerte de la planta por deshidratacion celular 662

Todos los érganos de la planta de Musa x paradisiaca pueden ser infectados y presentan
sintomas internos y externos. Los sintomas varian segun la edad de la planta y 6rgano

afectado 9.

2.4.1 Sintomas externos

Inicialmente se presenta amarillamiento de las hojas mas jévenes en medio de hojas
asintomaticas o la hoja bandera se presenta completamente necrosada. Estos sintomas
progresan hacia las hojas mas viejas por lo que se secan y se quiebran, pero sin
desprenderse de la planta. Los hijos o rebrotes de plantas enfermas pueden quedar
pequefios, retorcerse y ponerse negros, se presenta un secamiento de los bordes de las
hojas y luego en toda la hoja. Cuando se presentan infecciones tempranas o antes de la
floracién, se produce un desarrollo anormal del racimo o ninguno en algunas plantas. Las
frutas inmaduras de las plantas infectadas muestran color amarillo y pudricion de la pulpa,

formando una cavidad, también las frutas se maduran antes de tiempo, los dedos se rajan
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cuando el racimo esta muy desarrollado. La bellota se seca, luego se seca el vastago hasta

secarse todo el racimo (Figura 2-8) (%),

2.4.2 Sintomas internos

Lo que mas identifica al Moko son los sintomas internos al partir racimos, dedos,
pseudotallo y rizomas afectados (Figura 2-8) ©%):

1 Al realizar un corte longitudinal hasta el punto de insercion de la calceta en el
cormo, se observa que la linea o haz vascular afectado parte de alli. Esta
sintomatologia es claramente observable cuando la transmisién de la enfermedad

se ha hecho al sembrar un colino infectado.

1 Al realizar un corte transversal en el pseudotallo, aparecen unos puntos de color
marrén oscuro que corresponden a los haces vasculares taponados y necrosados

por la bacteria.

1 Al hacer un corte transversal en el raquis del racimo, aparecen puntos,
correspondientes a los haces vasculares afectados por donde la bacteria se ha

movido al interior de la planta.

9 Al cortar los 6rganos afectados o al desprenderse la bellota hay desprendimiento
de pequefias gotas de color blanco correspondiente al exudado producido por la

bacteria.

1 Los sintomas en el racimo pueden variar de acuerdo con el tiempo de contagio; si
la enfermedad ocurre en estados tempranos, la cascara de los platanos se torna
amarilla rojiza y luego se seca tomando un color negro todo el racimo; si esta entre
uno y dos meses, se forma la pulpa, pero toma una coloracion amarilla; ademas,
entre la pulpa y la cascara aparece un anillo de color negro que emite un liquido

viscoso denominado Moko.
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Figura 2-8: Sintomas de Moko en platano: a) Amarillamiento de las hojas, b) Muerte
progresiva de hijuelos, c¢) Desecacion de hojas, d) Corte transversal del raquis con puntos
de color marrén, e) Corte longitudinal del pseudotallo con haces vasculares de color
marron, f) Exudados desprendidos en la bellota y g) Necrosis interna de la pulpa de la fruta

afectando todo el racimo ©9.

En la resolucion ICA 3330 del 2013 se establecen las medidas fitosanitarias para prevenir
la diseminacién del Moko en el territorio nacional. Inicialmente se deben identificar las
plantas afacetadas y a partir de ahi medir un radio de 10 metros, también se debe delimitar
el area afectada como zona roja, por lo que se deben establecer zonas de desinfeccion
para todas las herramientas que se usen en las labores de campo, luego se debe
monitorear permanentemente el cultivo y declarar las zonas de cuarentena ©9. Las
principales estrategias de control consisten en la utilizacién de material semilla sano, la
deteccién prematura de las plantas infectadas, la erradicacion de todas las plantas
ubicadas en un radio de 5-10 m a partir del foco inicial y en su cuarentena durante al menos
diez meses para limitar su presencia, por lo que se requiere de un monitoreo constante de
la bacteria en suelos y fuentes de agua, procedimientos que son complejos debido a las
bajas densidades del patdgeno en estos sustratos y a su distribucion espacial irregular en
el campo, por lo que el Moko actualmente produce pérdidas econdmicas directas por la
completa destruccion de las cosechas infectadas y la cuarentena necesaria para limitar su

presencia ©364),
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2.5 Mecanismo de accion de las nanoparticulas contra
bacterias

El mecanismo de accion de los agentes antibacterianos se clasifica en dos clases. Los
agentes bacteriostaticos que inhiben el crecimiento o la reproduccion de bacterias,
mientras que los agentes bactericidas que logra matar directamente a las bacterias. Los
blancos de los antibidticos se encuentran en diversas regiones de la célula atacada y
pueden ser clasificados segun su mecanismo de accion como: agentes que inhiben la
sintesis de la pared bacteriana, agentes que inhiben la sintesis proteica afectando la
funcién de las subunidades ribosomales 30S o 50S, agentes que bloguean pasos
metabdlicos importantes de los microorganismos y agentes que interfieren con la sintesis
de nucledtidos €7, Aunque el efecto antibacteriano de las NPs se ha descrito ampliamente,
su mecanismo de accién aun no se ha elucidado y es un tema debatido. De hecho, la
actividad antibacteriana de amplio espectro contra microorganismos parece estar
correlacionada con un mecanismo multifacético por el cual las nanoparticulas interactian
con los microorganismo, debido a su estructura particular y los diferentes modos de
establecer interaccion con las superficies bacterianas?. Los posibles mecanismos
comprenden la adhesién a la superficie de membrana externa, penetracion en la célula
bacteriana alterando organulos y biomoléculas intracelulares y también podrian generar

una induccion de estrés oxidativo, lo que ocasiona la muerte celular ©®.

Especificamente, las AgNPs presentan reactividad cuando estan en contacto con las
membranas celulares bacterianas mediante fuerzas de Van der Waals o por interaccion
electrostatica, después de hacer contacto pueden romper y desestabilizar las membranas,
de esta forma se provoca la reduccién del contenido celular al haber una fuga de
electrolitos como la pérdida considerable de potasio intracelular. Las AgNPs pueden
generar dafios funcionales por el aumento de la permeabilidad o pueden ingresar a través
de las porinas, por lo que el efecto bacteriano es mas pronunciado en las bacterias Gram-
negativas que en las Gram-positivas. Algunos autores como Rahman et al.,2019 y
Mikhailova et al., 2020. atribuyen la liberacion de iones plata (Ag*) a la oxidacion de los
atomos del metal en la superficie de las AgNPs, en condiciones acidas, una vez se hallan

dentro de las células bacterianas (Ecuacién 2.1 ), de esta forma, el efecto bactericida de
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las NPs puede ser favorecido por la liberacion de iones una vez que éstas han ingresado

a las células ©° ©9),

16°Q0 © ¢d D 2.1)

Los iones plata liberados por las NPs, no se unen selectivamente a algunas proteinas, por
lo que pueden tener diferentes tipos de accion como la desactivacion de las proteinas de
la membrana plasmética mediante la interaccion con los puentes disulfuro, también
podrian inhibir enzimas al presentar afinidad por los grupos tiol (-SH) de los amino&cidos
gue forman las enzimas implicadas en la cadena de transporte electrénico de la
respiracion, produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS), como por ejemplo: oxigeno
singlete (*O), anién superéxido (O2) peréxido de hidrégeno (H.0.) o radical hidroxilo
(HO-). Cuando la produccién de ROS es excesiva hay un desequilibrio electrolitico, el
estado redox intracelular se altera, de este modo se podrian oxidar los enlaces dobles de

los acidos grasos presentes en la membrana citoplasmatica ©4¢9),

Entre las especies reactivas cabe destacar los radicales libres, especies quimicas que
contienen en su estructura uno o mas electrones desapareados y, por tanto, dotadas de
propiedades paramagnéticas que las convierte en compuestos altamente inestables y de
gran reactividad, asociada a la necesidad de ceder o tomar un electrén de una estructura
molecular adyacente con la finalidad de estabilizarse y los no radicales, especies quimicas
gue por si mismas no son reactivas pero en presencia de metales de transicion (hierro y
cobre) u otros radicales generan radicales libres altamente reactivos. Todos ellos se
agrupan con el nombre de especies reactivas del oxigeno (ROS) o del nitrégeno (RNS).
De forma anéloga existen especies reactivas del cloro (RCIS) y del bromo (RBrS).

Las AgNPs o los iones plata también podrian unirse a la subunidad del ribosoma 30S y
desactivar el complejo ribosémico y detener la sintesis de proteinas o dada su afinidad por
el nitrégeno y el fosforo, pueden afectar las funciones de replicacién del ADN. La supresién
de varios procesos metabdlicos celulares inhiben la nutricion, genera cambios en la
expresion génica, afecta la produccién de ATP, bloquea la cadena respiratoria y esto
conduce a la muerte celular al interferir en la divisién celular (Figura 2-4) ©%68_| a accion
antibacteriana de las NPs se encuentra relacionada con el tamafio, la forma, la dosis, la

concentracion y el tipo de NPs empleadas (%, si se asume que las AgNPs son una fuente
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de iones plata (1), es posible que el mecanismo molecular de accién antibacteriana no sea

igual, sino analogo al mecanismo descrito para los iones de plata V),

Figura 2-9: Mecanismo propuesto de accién de las AgNPs contra el crecimiento y

proliferacion bacteriana (Adaptado) ©9).
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De forma similar, no se conoce perfectamente el mecanismo por el cual se da la actividad
antibacteriana de las CuNPs, sin embargo, se considera que pueden actuar cuando estan
en contacto con las membranas bacterianas por interaccion electrostatica. Las CuNPs
podrian atravesar la membrana plasmatica generando dafios en sus funciones por el
aumento de la permeabilidad o podrian ingresar a través de las porinas. Dentro de las
células bacteriana, se considera que la superficie podria oxidarse y liberar iones de cobre
(Cu*y Cu*?). Los iones liberados pueden desactivar proteinas por su afinidad con el fosforo
y el azufre; también por la afinidad por los grupos tiol (-SH) de los aminoacidos, pueden
inhibir enzimas implicadas en la cadena de transporte electrénico de la respiracion,
produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS), que generan un desequilibrio
electrolitico. Las NPs o los iones podrian distorsionar la estructura del ADN, perturbar los
procesos bhioquimicos y la supresién de varios procesos metabdlicos celulares producen
ROS, peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y degradacion del ADN, hasta producir

la muerte celular 2,
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2.6 Aplicaciones bioldgicas y citotoxicidad

Las AgNPs y CuNPs estan en la base de la mayoria de los productos actuales que ofrece
la nanotecnologia. De acuerdo al Proyecto sobre Nanotecnologias Emergentes destacan
su uso en productos cosméticos como desodorantes, productos de higiene y prendas de
vestir, esto las convierte en un importante tema de investigacion medio ambiental debido
a su alta aplicabilidad industrial, para la desinfeccion de agua, desinfeccién de superficies,
revestimientos, envasado de alimentos y textiles. Segun la OMS y UNICEF al menos mil
millones de personas no tienen acceso al agua potable esto genera enfermedades
infecciosas como la diarrea, que ocasiona mortalidad infantil en comunidades rurales y
urbanas. De esta forma, en el trabajo realizado por Venis et al, 2021, se investigo el
potencial sinérgico de NPs de 6xido de zinc y AgNPs en filtros de cerdmica a diferentes
proporciones para la desinfeccion lotes de agua del rio Ottawa- Canada. Los resultados
mostraron la mayor relacién sinérgica cuando los filtros estan impregnados con un 67% de
AgNPs y 33% de NPs de zinc, porque lograron la eliminacién de E. coli después de 60 min
a pH 8,4, comparados con los filtros de control, de esta forma la inclusion de NPs indicé
claramente un impacto beneficioso en el mantenimiento y la mejora de la calidad del agua
en condiciones de almacenamiento durante 24 h, sin embargo, queda una brecha
importante en la investigacion en términos de como las combinaciones de nanoparticulas

de plata y zinc actian sinérgicamente dentro de una aplicacion de tratamiento de agua .

En la agricultura, las NPs pueden proteger a la planta de infecciones por bacterias, hongos
y plagas, lo que las convierte en promotores de la germinacion de semillas, el crecimiento
y el rendimiento de los cultivos 74, En la medicina, se desarrollan como una herramienta
para la obtencion de imagenes, agentes de fototerapia, sistemas de liberacion controlada
farmacos, agentes antimicrobianos y agentes anticancerosos, el efecto anticanceroso es
eficaz contra una variedad de canceres que incluyen cancer de cuello uterino, cancer de
mama, cancer de pulmén, carcinoma nasofaringeo y carcinoma de préstata, por lo que se
logra reducir la metastasis e inhibir la migracion de células tumorales “779, Las AgNPs y
CuNPs presentan mayor efecto bactericida que citotoxico, esto se debe a que las células
humanas presentan ndcleo y enzimas como catalasa y superéxido dismutasa que

neutralizan las especies reactivas de oxigeno por lo que su efecto citotoxico es menor 477,
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La citotoxicidad de las AgNPs determinada luego de 24 horas de tratamiento a diferentes
lineas celulares de cancer en humanos (carcinoma de pr@stata, carcinoma de ovario y
carcinoma de pulmén) mostr6 una fuerte actividad antiproliferativa que detuvo el
crecimiento celular de estas lineas. La citotoxicidad sobre células cancerosas se debe a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que causan dafio celular, desacoplan
el potencial oxidativo, afectan la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias y
disminuyen la producciéon de ATP. Cuando las concentraciones de AgNPs son bajas no
mostraron toxicidad y las altas concentraciones producen una alteracion morfologica de la
célula, es decir encogimiento de la célula, dafios en el ADN lo que provoca la muerte
celular. Generalmente, cuanto menor es el tamafio de las nanoparticulas, es mayor su
poder de penetracion a la célula, por endocitosis u otros procesos, lo que aumenta su valor

terapéutico debido a una mayor acumulacion, penetracion profunda y difusion efectiva 69,

En el trabajo realizado por Sharma et al, 2020, se estudi6 la citotoxicidad de las CuNPs
estabilizadas con PVP en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y descubrieron que
la muestra con una concentracién de NPs 10 ug/mL no era lo suficientemente activa, pero
una reduccion significativa en la célula cancerosa al 20 % se observé al utilizarse una
concentracion de 200 pug/mL, y una inhibicion celular del 50 % se logré mediante la adicién
de una concentracion de 250 pg/mL. El estrés oxidativo producido por la generacién de
ROS extracelular en las células MCF-7 tratadas con CuNPs podria dafiar los lipidos de la
membrana y provocar la contraccion celular que conduce a la muerte de las células
cancerosas. Los resultados sugieren que las CuNPs pueden ser un candidato potencial

para el desarrollo de fArmacos antineoplasicos (@,

En el trabajo realizado por Na, | et al, 2021, se analizé la citotoxicidad de CuNPs
comercializadas por Skyspring Nanomateriales (Houston) como polvo negro seco de tres
tamafios: 25 nm, 401 60 nm y 60i 80 nm, estas NPs se analizaron frente a tres lineas
celulares humanas SH-SY5Y (cerebro), A549 (pulmén) y HepG2 (higado). Los resultados
demostraron que las particulas entre 40-60 nm, fueron mas citotoxicas que las particulas
mas pequefias 0 mas grandes, sin embargo, en este articulo establecen que las NPs
comerciales no pudieron producir dispersiones estables en agua auin con sonicacién y la
adicion de polimeros estabilizadores como PVP o PEG no ayudé a producir suspensiones

estables de estas muestras de polvo 9.
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Por otra parte, aunque no se reconoce con exactitud los modos de interaccion de las NPs
con los tejidos humanos, las rutas principales de exposicion, cuando no se utiliza un equipo
de proteccion adecuado, pueden comprender el sistema respiratorio, piel, tracto intestinal
y otros tejidos. Actualmente se realizan estudios para explorar el modo de accién de las
NPs en los organismos vivos y su entorno, para reconocer los efectos adversos en los

organismos “9,

2.7 Técnicas instrumentales

La caracterizacion de AgNPs y CuNPs esta estrechamente ligada a las técnicas que
permitan indagar sobre la composicion, estructura, cristalinidad, tamafio y forma, ya que
estos factores determinan sus propiedades. A continuacion, se da una breve descripcién

de los fundamentos tedricos de los mismos.

1 Espectroscopia ultravioleta visible
(Ultraviolet — Visible Spectroscopy, UV-VIS)
La espectroscopia ultravioleta visible, es una técnica analitica basada en el proceso de
absorcion de la radiacion en la region visible y ultravioleta entre 200 nm hasta 900 nm.
Brinda informacion sobre la forma, tamafio, estado de agregacion recubrimiento y
naturaleza del metal que conforma la nanoparticula, sin duda es una herramienta valiosa
a la hora de caracterizar los sistemas coloidales. Las NPs metalicas presentan fuertes
bandas de absorcién en esta region que dependen del tamafio y morfologia de las
particulas en las dispersiones coloidales. En el espectro se registran los fotones
transmitidos por la muestra expresados en absorbancia en funcion de la longitud de onda

de excitacion.

El espectrofotometro mide la transmitancia T (o la absorbancia A = -log T) de la muestra
presente en una cubeta transparente con un camino Optico conocido b. En general, la
concentracion c¢ de la solucion absorbente esta4 relacionada linealmente con la
absorbancia, de acuerdo a la ley de Lambert-Beer (Ecuacion 2.2), donde A es la

absorbanciamed i d a , U es el coeficiente de exti

6= log"Y=-.@ ® (2.2)

nci

n
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Para particulas con geometria esférica generalmente en los espectros hay una banda de
resonancia. Las particulas con presencia de aristas (cubos, triangulos, pentagonos, etc.)
hacen manifiesta esta propiedad geométrica con la aparicion de bandas de absorcion con
un corrimiento hacia el rojo en funcién de las aristas que presente, sin embargo, dado que
existen varios factores que pueden afectar el perfil del espectro de absorcion, se debe ir
con cuidado a la hora de interpretar los resultados observados. A modo de ejemplo un
cambio en el tamafio de la particula puede ser confundido con un cambio en la forma. En
cualquier caso, la interpretacion de los resultados quedara sujeta y completada con otros

métodos de caracterizacion pertinentes.

1 Espectroscopiainfrarroja (Infrared Spectroscopy, IR)
La espectroscopia infrarroja (IR), es una técnica analitica, se basa en detectar la absorcion
de la radiacién infrarroja por las moléculas. Una molécula absorberd la energia de un haz
de luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé
una transicion vibracional o rotacional en la molécula. Es decir, la molécula cambia el
estado de vibracién gracias a la energia que se le suministra mediante radiacion infrarroja
(19, Existen dos categorias de vibracion: las vibraciones de tensién o estiramiento, son
cambios periddicos de la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace entre cada par
de atomos contiguos en la estructura y las vibraciones de flexién originadas por cambios
periédicos del angulo en el plano, o del angulo diedro entre los planos, formado por cada
par de enlaces contiguos que unen a cada tres atomos de la estructura. Para que una
molécula pueda ser identificada debe presentar modos vibracionales activos en la region
infrarroja, tales que para hacer transiciones entre modos de vibracion absorban energia de
este tipo de radiaciéon e induzcan cambio detectable en el momento dipolar de la muestra
®0)_ Elinfrarrojo medio, aproximadamente entre 4000 cm™* hasta 400 cm' !, permite estudiar
las vibraciones fundamentales y la estructura rotacional vibratoria asociada a las NPs
metdlicas y al agente estabilizante, de esta forma se determinan los grupos funcionales
presentes en la estructura de la muestra por asociacion del fendbmeno vibracional
respectivo con el valor del nimero de onda de la radiaciéon (cm™) y con el porcentaje de

transmitancia o con la absorbancia de las bandas de absorcion registradas en el espectro.
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1 Espectroscopia Raman (Raman Spectroscopy, ER)
La espectroscopia Raman, es una técnica basada en la dispersién inelastica de la luz. El
andalisis se basa en hacer incidir un haz de luz monocromaética de frecuencia Vo sobre una
muestra y examinar la luz dispersada por dicha muestra. La mayor parte de la luz
dispersada presenta la misma frecuencia que la luz incidente pero una fraccion muy
pequefa presenta un cambio de frecuencia, esta Gltima es la que proporciona informacion
sobre la composiciébn molecular de la muestra y es la que se conoce como dispersion
Raman. Especificamente, al irradiar una muestra con una fuente de radiacion laser
monocromatica, la interaccion de los fotones con la molécula provoca deformaciones en
las nubes electronicas, lo que establece una polarizacion al alterar momentaneamente el
orden natural de la distribucion de los electrones en la nube del enlace en la molécula, por
lo que cada material tendr4 un conjunto de valores caracteristicos de su estructura

poliatémica y de la naturaleza de los enlaces quimicos que la forman €9,

El espectro Raman recoge estos fendbmenos representando la intensidad Gptica dispersada
en funcién del nidmero de onda normalizado al que se produce. El nUmero de onda
normalizado es una magnitud proporcional a la frecuencia e inversamente proporcional a
la longitud de onda, que se expresa en (cm™). Los picos que aparecen en zonas de alta
frecuencia indican presencia de enlaces fuertes y los picos ubicados en zonas de baja
frecuencia indican presencia de enlaces débiles, por lo tanto, la informacién obtenida por
espectroscopia ER coincide con la informacién obtenida a partir de la espectroscopia IR,
sin embargo, existe una diferencia en las reglas de seleccién de cada técnica. En el
espectro IR, para que una transicion vibracional sea activa es necesario que genere un
cambio en el momento dipolar de la molécula con la coordenada normal de vibracién, en
tanto que en el espectro Raman, para que esta sea activa debe inducir un cambio de
polarizacién mediante deformacién de nubes electronicas involucraras en el enlace o en el
grupo funcional que experimenta la transicion en la estructura de la molécula. La simetria
de la molécula determina que vibraciones son activas en IR o Raman: en general, los
grupos no polares, simétricos o en fase como C=C y C-C son estudiados por Raman y
aparecen como picos de mayor intensidad que los grupos mas polares, debido a la
polarizabilidad propia del enlace o grupo en la molécula y de la intensidad de fuente de
radiacion laser usada, mientras que las vibraciones asimétricas, desfasadas o grupos

polares se observan mejor en el espectro infrarrojo .
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1 Dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS)
La dispersion dindmica de luz, es una técnica no destructiva que permite la medicién del
diametro hidrodindmico, o de Stockes, de particulas en dispersion. El movimiento aleatorio
de particulas en un fluido, debido a las colisiones con moléculas y sus interacciones con
los campos electromagnéticos que las rodean, se denomina movimiento browniano. La
técnica DLS utiliza la velocidad de movimiento al azar de las particulas en un liquido para
determinar el tamafio medio de las particulas, aprovechando que cuando un laser
interactta con las particulas dinamicas, se producen fluctuaciones de intensidad de la luz
dispersada dependiendo de la posicidn relativa de las particulas en ese instante, la cual
esta directamente relacionadas con la velocidad de difusion de las particulas en el liquido,

de conformidad con la ecuacién de Stokes- Einstein (Ecuacion 2.3)

Q Q-0 (2.3)

Donde dy es el didmetro hidrodinamico, k es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura absoluta a la que se hace la medida, d es la viscosidad del liquido y D es el
coeficiente de difusién (define el movimiento Browniano de las particulas en un solvente
particular). Asimismo, du es el tamafio de una esfera dura, hipotética que se difunde a igual
velocidad que la particula que es objeto de medida. En la practica, las particulas en
dispersién no son esféricas y estan recubiertas por una capa de hidratacién, por lo tanto,
el diametro calculado solo es un indicativo del tamafio aparente de las particulas hidratadas
0 solvatadas, que depende de su tamafio, forma, estructura de la superficie y
concentracion de las especies en el medio. Dado que las particulas de menor tamafio se
difunden con mayor rapidez que las particulas grandes, los iones presentes en el medio
influyen en el valor del coeficiente de difusion de las particulas, de esta forma las
fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada se relacionan con el tamafio de las
particulas en movimiento. El principal parametro es el indice de polidispersidad (Pdl)
asociado a la amplitud de la distribucion de tamafios de las particulas (el ancho de la
distribucion Gaussiana), calculado por el software del equipo a partir del analisis
acumulativo, a un determinado angulo de dispersion (Ecuacion 2.4), relacionando el
cuadrado de la desviacion estandar, G, y el cuadrado de la media de los datos de la

muestra, es decir, el radio hidrodinamico promedio de las particulas, Zp, determinado ©2.
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0’0, T (2.4)

Los valores de PDI se escalan de tal modo que los indices inferiores a 0,05 rara vez se
observan, excepto con patrones altamente monodispersos y los valores mayores a 0,7
indican que la muestra posee una distribucibn muy amplia y probablemente no sea apta

para técnicas de dispersion de luz.

En la medicién cuando hay interferencia por particulas de polvo, éstas se revelarian en el
gréfico como picos puntuales que aparecen de forma aleatoria a lo largo del grafico. La
presencia de estas sefiales se debe a que en esencia las particulas de polvo tienen un
tamafio elevado y por lo tanto si se interponen en el camino del laser, el aporte a la
dispersién de luz es grande en comparacion con las particulas pequefias. Por su parte, si
se observan fluctuaciones pronunciadas en el gréfico es indicativo de la presencia de
gradientes de temperatura, por lo cual hay que dejar la muestra mas tiempo para que se
alcance el equilibrio térmico. La norma 1SO 13321:1996 sugiere comenzar a medir luego
de media hora del prendido del equipo y 10 min luego de depositar la muestra en el
instrumento. Diferencias de 1°C respecto al valor de temperatura deseado generan un 2%

de error en las medidas de tamafo.

1 Potencial Zeta (Zeta- Potencial, { )
Una particula cargada negativamente en una soluciébn es rodeada de contraiones,
generando una variacién en la densidad de iones cerca de la interfase. Si se pudieran
separar las dos fases, ambas contendrian una carga igual, pero de distinto signo. A estas
dos porciones cargadas de la region interfacial se les denomina doble capa eléctrica.
Existen numerosos modelos que buscan explicar la estructura y el comportamiento de la
doble capa eléctrica como la doble capa de Helmholtz, la de Gouy - Chapman y el modelo
de Stern. Este Gltimo presenta un desarrollo apropiado para superficies metéalicas en medio
acuoso, en la que se propone la superficie de un metal cargado negativamente sobre el
cual se unen fuertemente algunos iones formando el plano interno de Helmholtz (IHP),
luego se encuentra una capa de contraiones no especificamente adsorbidos, con su
respectiva capa de hidratacion, componiendo el plano externo de Helmholtz (OHP) y el
volumen ubicado entre ambos planos de Helmholtz se denominada capa de Stern.
Finalmente se encuentra una capa difusa en la cual la interaccion ya no es lo

suficientemente fuerte como para producir una adsorcion firme. Al aplicar un campo
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eléctrico en una soluciéon de particulas, éstas experimentaran una serie de efectos

definidos como efectos electrocinéticos, moviéndose a favor del campo. Los iones que se
encuentran a una distancia U de | a superficie en
particula debido a las fuertes interacciones. Mas alla de ese limite, los iones se moveran

de manera independiente. Aunque es dificil conocer con precision su ubicacién, se supone

gue se encuentra a unos pocos didametros moleculares de la superficie del coloide (Figura

2-5) 62,

Figura 2-10: Representacion esquemaética de la Capa Stern y la Capa Difusa donde se
indica el potencial zeta ( & n,funcion de la distancia desde la superficie de la particula
(Adaptado) ©?),
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Durante la operacién un par de electrodos son insertados en la muestra por medio de los
cuales el sistema aplica un campo eléctrico que hace que las particulas alcancen una
velocidad que es conocida como velocidad electroforética. Los electrodos positivo y
negativo son cambiados de polaridad de tal forma que las particulas se mueven
continuamente de un electrodo hacia el otro. La muestra que esta entre los electrodos es
iluminada con un rayo laser y la dispersion de este rayo es usada para determinar la
desviacion causada por el movimiento de las particulas, con la movilidad electroforética el
equipo utiliza la aproximacion de Smoluchowski para obtener el valor del potencial zeta. El
potencial zeta ( ¢ €s esencialmente un potencial electrocinético que define la carga neta
gue presentan las particulas coloidales, util para para determinar la estabilidad de un
sistema coloidal. Si el potencial zeta posee valores altos negativos o positivos, entonces

las particulas se repelen con suficiente intensidad para evitar la agregacion ©2).



47

71 Difraccion de rayos X (X- Ray Diffraction, DRX)

La difraccion de rayos X en polvo, es una técnica no destructiva, en la cual la muestra se
bombardea con un haz de rayos X y se mide la intensidad del haz dispersado desde la
muestra en funcion del angulo formado entre la direccién de la radiacion incidente y la del
haz dispersado por difraccién desde esta. Los rayos X son difractados por los planos
cristalograficos del material, siempre que su longitud de onda sea del mismo orden de
magnitud que las distancias interatomicas que separan dichos planos. El haz de rayos X

dispersado por difraccion emergen en una direccion formandoung8 ngul o 2d con

a la direccion del haz de rayos X incidentes en la muestra. Dado que aun el cristal mas
pequefio de la muestra se compone de un nimero grande de celdas unidad, la interferencia
constructiva de la radiacion difractada por las celdas unitarias de los cristales de la muestra
genera un haz de radiacion emergente cuya intensidad puede medirse con un detector de
rayos X. Luego de ser detectados se genera el difractograma donde se registra la
intensidad relativa de la radiacibn emergente detectada en relacion con el angulo 2P
formando entre la direccién del haz emergente y la del haz de rayos X incidente en la
muestra, atendiendo a la condicion establecida por la ley de Bragg (Ecuacion 2.5), seguin
la cual la distancia interatbmica que separa los planos cristalogréaficos contiguos, D, en la
celda unitaria de un cristal con un multiplo entero, n, del cociente que resulta al dividir la
longitud de onda de la radiacion difractada, a; entre el doble del seno del angulo P (angulo
del haz que fue dispersado a consecuencia de su difraccibn ocasionada por dichos
planos)“®, Esta técnica permite determinar el grado de cristalinidad, el tamafio, la

orientacion cristalina y el reconocimiento de fases cristalinas.

0O B ¢ ICOET (2.5)

n, es el orden de difraccion, para el primer orden n=1

0
0 o es lalongitud de onda de la fuente de rayos X, Cu K| = 1.54056 A
o D, es espacio interplanar (A)

0

P, es el angulo de Bragg en grados
En el difractograma la fraccion cristalina origina sefiales puntiagudas y angostas, mientras

que la fraccién amorfa no genera sefiales definidas. El tamafio promedio del cristal (D) se

calcula mediante la ecuacion de Scherrer (Ecuacion 2.6).

r

es
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o o AT O (2.6)

o D, es el tamafio medio del cristal (nm)

o b, es el ancho que presenta |l a refl
relacionado al plano cristalografico (hkl) en radianes.

o K, es una constante Scherrer con valor adimensional aproximado a (0.9 para el
caso de particulas esféricas y 0,81 para cubos)

0 & es lalongitud de onda de la fuente de rayos X, Cu K| = 1.54056 A.

o P, es el angulo de Bragg en grados (la mitad de 2P) ©,

9 Microscopia Electrénica de Barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM)
La microscopia electronica de barrido, es una técnica de caracterizacion que proporciona
informacion morfologica superficial y de composicion quimica de las NPs. En principio un
cafdn electrénico acelera los electrones mediante una diferencia de potencial desde 1.000
hasta 30.000 voltios. Las muestras metalicas soportan voltajes elevados sin experimentar
dafios. El haz de electrones acelerados sale del cafion y pasan a la columna donde es
colimado mediante lentes condensadoras y objetivas, que hacen inducir un haz de
electrones lo mas pequefio posible sobre una muestra conductora para obtener la mejor
resolucion por accion de la menor longitud de onda posible, luego unas bobinas deflectoras
barren punto a punto la muestra con el fino haz de electrones. Existen diferentes tipos de
detectores: los electrones secundarios (SE) monitorean la morfologia de la superficie, los
electrones retrodispersos (BSE) identifican la composicién quimica mediante diferente
tonalidad de grises y energia dispersa de rayos X, que identifica la distribucién de los
elementos de la muestra. Las micrografias producidas por el SEM surgen en razén a la
cantidad de electrones secundarios y reflejados emitidos desde la superficie de la muestra
y percibidos por el detector, expresados en términos de brillos o tonos claro-oscuros de la
imagen en la pantalla, esto aporta una valiosa informacion topografica superficial de la
muestra. Una micrografia en el modo de electrones secundarios (modo emisivo) las
salientes o bordes agudos aparecen mas brillantes que las depresiones, puesto que el
campo eléctrico alli es mas intenso que en la depresién. Una micrografia en el modo de
electrones reflejados (modo reflectivo) solo detecta los electrones de alta energia
retrodifundidos por la muestra, por lo tanto, genera mayor contraste en la imagen. Es
importante aclarar que ambos modos son sensibles a las variaciones en la topografia de

la superficie.

e X i

n
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1 Microscopia Electrénica de Transmisién (Transmission Electron Microscopy,
TEM)

La microscopia electronica de trasmision, es una técnica de caracterizacién morfoldgica,
gue permite determinar el tamafio de las NPs, la estructura policristalina 0 monocristalina
del material conductor. Se basa en la utilizacién de un haz de electrones acelerados que
inciden sobre la muestra formando una imagen aumentada de la misma y permite conocer
planos, fronteras, defectos estructurales y composicion elemental. Cuenta con un cafion
gue acelera los electrones a 300 keV, que pasan a la columna donde son direccionados por
medio del condensador magnético y de lentes electromagnéticas, con el propdsito de que
los electrones incidentes atraviesen la muestra delgada (menor de 100 nm). Los electrones
transmitidos / dispersados son recopilados por diversos detectores y la captura digital se
puede lograr con una camara del dispositivo (Charge-Coupled Device, CCD). Las
micrografias se pueden producir a partir de los electrones difractados (imagenes de campo
oscuro) o a partir de los electrones directos que han atravesado la muestra sin interacciéon
(imagenes de campo claro). En esta técnica la muestra debe ser ultra fina y la imagen se
genera a partir de la dispersion elastica e inelastica de los electrones que atraviesan la
muestra. Esta técnica permite obtener resoluciones hasta 0,3 nm mediante un equipo
(HRTEM) y se puede conocer la distribucién del tamafio y posible agregacion de las NPs
sintetizadas. Para la forma técnica en la obtencion de un patrén SAED es preciso iluminar
la muestra con un haz de electrones colimado de forma paralela al eje Optico del
microscopio. El 8rea a analizar se selecciona por me
selectad, |l a cual se |l ocaliza en un plano - ptic
finalmente el patron se visualiza en la pantalla fluorescente al realizar ajustes en las lentes

intermedias.

1 Espectroscopia de Absorcion Atémica de Llama (Flame Atomic Absorption
Spectroscopy, FAAS)

Es un método instrumental de la quimica analitica que permite medir las concentraciones

especificas de un material en una mezcla y determinar una gran variedad de elementos en

solucion. La relacion lineal descrita por la Ley Lamber- Beer se utiliza para cuantificar el

elemento de interés. El principio de funcionamiento implica un nebulizador en donde se

aspira la solucién y un quemador en donde se atomiza la muestra, también se utiliza una

lampara de catodo hueco de acuerdo al elemento a analizar, la cual brilla a través de la
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llama a diversas longitudes de onda para cada tipo de analito. Luego pasa a través de un
monocromador que aisla la longitud de onda especifica de la luz, esto proporciona un
método relativamente libre de interferencias espectrales o de radiacion. La cantidad de luz
absorbida después de pasar a través de la llama determina la cantidad de analito existente
en la muestra. Los datos finales se dan en unidades de absorbancia debido a que el grado
de absorcion dependera de la concentracion del elemento en la solucién de analito, de
esta forma se puede detectar y determinar la concentracion de cualquier metal en solucién

con limites de deteccion en el orden de mg/L o ppm €,
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En este capitulo se expone la sintesis de AGNPs mediante reduccion quimica teniendo en
cuenta los trabajos realizados por Mavani et al., 2014 y Agnihotri et al., 2014 ©58) y para
la sintesis de CuNPs, los trabajos realizados por Datta et al 2019 y Xiong et al., 2011¢3®),
A continuacién, se presenta una descripcion en detalle de la seccion experimental
incluyendo reactivos, equipos y condiciones de sintesis. Los andlisis correspondientes se
realizaron teniendo en cuenta las bases de datos a las que se tuvo acceso en la
Universidad Nacional de Colombia como: American Chemistry Society - ACS, Science
Direct, Springer Link y Scopus.

3.1 Reactivos

Para la sintesis de las AgNPs se usaron reactivos de origen comercial, sin ningdn
tratamiento posterior de estas caracteristicas: nitrato de plata (AgNOs, 98% AppliChem,
Barcelona- Espafa), borohidruro de sodio (NaBH., 96%, AppliChem, Barcelona- Espafia),
citrato de sodio NazCegHsO7-2H,O (TSC, 96%, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania),
hidréxido de sodio (NaOH, 96%, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania) y agua tipo | (ultra
pura con resistividad > 1 8 -&fiqy conductividad < 0,05 pS/cm) y para la sintesis de
CuNPs se utilizo: cloruro de cobre (Il) (CuCl; -2H,0, 96% Sigma-Aldrich), &cido L-ascorbico
(CeHgOs, 96%, Chemi Colombia), hidréxido de sodio (NaOH, 96%, Sigma Aldrich,
Darmstadt, Alemania), alcohol etilico (C.HsOH 99,5%, Chemi, Colombia) y agua tipo | (ultra
pura con resistividad > 1 8 -trgy conductividad < 0,05 pS/cm).
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3.2 Equipos

El pH se midi6 con un potencidbmetro HI 2211 pH/ORP Hanna Instruments (Laboratorio
Nuevos Materiales Nano y Supramoleculares, Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota). Las NPs se lavaron por centrifugacion y remocién del sobrenadante, empleando
una MicroCentrifuga Z216M Hermle Labortechnik GmbH a 14.500 rpm (Laboratorio
Nuevos Materiales Nano y Supramoleculares, Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota). Los espectros UV-Vis se adquirieron en un espectrofotbmetro GENESYS 10S
/UV-Vis, Thermo Scientific, con radiacién de 200 nm hasta 800 nm de longitud de onda, en
celdas de cuarzo de 1 cm de camino O6ptico (Laboratorio de Quimica Inorganica,
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota). En un equipo Zetasizer Nano Series
Malvern se determiné: el didmetro hidrodinamico de las NPs empleando una celda de
cuarzo de 1 cm de camino 6ptico, a las muestras coloidales se les aplico un bafio de
ultrasonido durante un minuto y se tomaron medidas por triplicado a 25°C, y el potencial
Zeta se determiné con una celda DTS1070 empleando un volumen de muestra coloidal de
800 pL y un campo eléctrico de 150V (Laboratorio de polimeros, Departamento de
Ingenieria Quimica, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd). Los espectros de
absorcion en el infrarrojo (FTIR) se adquirieron desde 400 cm?! hasta 4000 cm™ en un
espectrometro Nicolet iS10 Thermo Fisher Scientific con resolucién espectral de 2 cm™
(Laboratorio de Espectroscopia Infrarroja, Departamento de Quimica, Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota). El andlisis por Espectroscopia Raman se realizo en
el equipo Thermo Scientific Raman Microscope utilizando un laser de 532 nm con potencia
de 8,0 mW para la radiacion de excitacion (Laboratorio Raman, Departamento de quimica,
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota). El analisis por Difraccion de rayos X
(DRX), se realiz6 usando un equipo (XPERT-PRO MRD PANalitycal), empleando una
fuente de radiacionde Cu-KU (1, 54056 ) , operando45&kvVyn potenci
los patrones de difraccion fueron registrados en el rango 28 desde 2° hasta 90°, los
difractogramas se analizaron mediante la base de datos del programa X'Pert HighScore
(Laboratorio DRX, Departamento de Fisica, Universidad Nacional de Colombia). La
morfologia superficial de las muestras se analiz6 en un microscopio de barrido (SEM),
TESCAR Modelo VEGAS3, colocando 20 pL de muestra sobre cintas de carbono de doble
cara adhesiva a un portamuestra, luego se dejé secar y se analiz6 sin ningun recubrimiento
adicional (Laboratorio de Caracterizacion de Materiales, Departamento de Fisica,

Universidad Nacional, sede Bogotd). El tamafio, morfologia y estructura cristalina de las



53

muestras se analiz6 utilizando un microscopio de trasmision de alta resoluciéon (HRTEM),
Tecnai F20 Twin TMP (USA), con un campo de emision de 0,1 nm trabajando a 200 KV,
equipado con una cadmara GATAN US 1000XP-P, las muestras fueron previamente
sometida a ultrasonido durante 1 minuto sin necesidad de ningun recubrimiento adicional
(Laboratorio de Microscopia Electrénica de Trasmisién, Grenoble, Francia). Los andlisis
por Absorcion Atomica de Llama se adquirieron de un espectrofotometro AAS Thermo
Scientific - modelo iCE™ 3500, empleando una lampara de catodo hueco de plata y/o cobre
basandose en el método de patrén interno (Internal Standard Method), (Laboratorio de
Fisica del Plasma, Universidad Nacional de Colombia, sede Manizales).

3.3 Metodologia [1-AgNPs] y [2-AgNPs]

Las AgNPs fueron sintetizadas a partir de nitrato de plata (AgNOs), como precursor,
borohidruro de sodio (NaBH.), como reductor primario y citrato de sodio (NasCsHsO7),
como estabilizante o reductor secundario en las proporciones consignadas en la (Tabla 3-
1). Dos ensayos de sintesis se reprodujeron cinco veces cada una para optimizar las
condiciones de procesos relacionadas con la proteccion de los reactivos a la accion de la
luz dada su fotosensibilidad, la velocidad de adicién de los reactivos, el modo de
manipulacion y almacenamiento, hasta obtener NPs de dos tamafios diferentes los cuales

se codificaron como [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

Tabla 3-1: Reactivos empleados en la sintesis de [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

Ensayo Parametro AgNO3 (ac) NaBHa4@c) | (NasCeHs07) (ac)
miligramos (mg) 6,79 18,15 439,73
[1-AgNPs] | concentracion (mol/L) 1.00x 10® | 1.00x 103 3.55x 103
volumen (mL) 40,0 480,0 480,0
miligramos (mg) 20,72 8,51 232,25
[2-AgNPs] | concentraciéon (mol/L) 1.22x10° | 5.00x 10* 2.00 x 103
volumen (mL) 100,0 450,0 450,0

Para la sintesis de [1-AgNPs] y [2-AgNPs], en un montaje protegido de la luz de acuerdo
al esquema presente en la (Figura 3-1), se adiciono a un balén de tres bocas los volimenes

indicados de las soluciones acuosas de NaBH4 y NasCesHsO7, recién preparadas en agua
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tipo | (Tabla 3-1), se mezclaron, se mantuvieron con agitacion constante a 1200 rpm
durante 30 minutos a 60 °C, luego se adiciono gota a gota (durante 30 minutos) el volumen
de la solucion de AgNOs en agua tipo | recién preparada. Al finalizar la temperatura se
aumentd hasta 90 °C, luego el pH del medio se ajust6é a 10,5 con NaOH 0.1M y se mantuvo
a 90 °C hasta observar cambio de color al amarillo claro, al cabo de 8 minutos para [1-
AgNPs] y a un amarillo mas oscuro, al cabo de 15 minutos para [2-AgNPs]. Las
nanoparticulas se separaron del medio de reaccion y se lavaron con agua tipo | por
centrifugacion a 14.500 rpm durante 15 minutos, retirando siempre el sobrenadante con el
fin de remover los componentes del medio de reaccién distintos a las NPs en suspension.
El sedimento de NPs lavado dos veces se volvié a suspender en agua tipo | y por ultimo
se almacenaron a temperatura ambiente en frascos tapados para luego ser caracterizadas
(Figura 3-2).

Figura 3-1: Esquema del proceso de sintesis y limpieza de [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

Condensador Lavado por Retirar
~ centrifugacién sobrenadante
‘ 15 min / 14500 rpm /
/ ‘"'ﬁ/: Embuldg). e —
| de adicion =~ -
S /Solucién Re-dispersion
/"\,‘ I/ (AgNO:s) en agua tipo |

Termometro 1

Este proceso
se repite 2
veces mas

Bano

en aceite
Agitador
Magnético C

Solucién TSC/ NaBH:

Esfuta con
3 agitacion magnética

(@) (@) =l

Figura 3-2: Color de las dispersiones coloidales de nanoparticulas de plata sintetizadas,
luego de ser lavadas y re-dispersadas en agua tipo (1) a) [1-AgNPs] y b) [2-AgNPs].
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3.4 Metodologia [1-CuNPs] y [2-CuNPs]

Las CuNPs fueron sintetizadas a partir de cloruro de cobre (CuCl;) como agente precursor
y acido L-ascérbico (C¢HsOs) como agente reductor y estabilizante, en proporciones
consignadas en la (Tabla 3-2). Dos ensayos de sintesis se reprodujeron cinco veces cada
una para optimizar condiciones del proceso relacionadas a la velocidad de adicion de los
reactivos, la agitacion, el modo de manipulacién y almacenamiento, hasta obtener dos
tamarnos diferentes los cuales se codificaron como [1-CuNPs] y [2-CuNPs].

Tabla 3-2: Reactivos empleados en la sintesis de [1-CuNPs] y [2-CuNPs].

Muestra Parametro CuCl3 ac) Cs HsO6 (ac) NaOH ()
gramos (g) 0,33 4,40 0,79

[1-CuNPs] | concentracion (mol/L) 0,05 1,00 4,00
volumen (mL) 50,0 25,0 5,0
gramos (g) 0,53 4,40 0,79

[2-CuNPs] | concentraciéon (mol/L) 0,08 1,00 4,00
volumen (mL) 50,0 25,0 5,0

Para la sintesis de [1-CuNPs] y [2-CuNPs], se realiz6 el montaje de acuerdo al esquema
presente en la (Figura 3-3), por lo que se adicioné a un balén el volumen indicado de la
solucion acuosa de CuCl, recién preparada en agua tipo | (Tabla 3-2), se calenté a 90°C y
se mantuvo en agitacion a 1200 rpm, entre tanto, se adicion6 gota a gota (durante 15
minutos) el volumen requerido de la solucién de acido L-ascoérbico (CsHsOs) recién
preparado en agua tipo | y luego se adicion6 gota a gota (durante 5 minutos) el volumen
de NaOH. La mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitacion durante 16 horas, al finalizar
el color de las muestras obtenido fue rojo. Con la finalidad de remover los componentes
del medio de reaccion distintos a las NPs, [1-CuNPs] y [2-CuNPs] se centrifugaron a 14.500
rpm durante 15 minutos, al finalizar los sobrenadantes obtenidos se codificaron como [1A-
CuNPs] y [2A-CuNPs], y los precipitados como [1B-CuNPs] y [2B-CuNPs],

respectivamente.

Los sobrenadantes [LA-CuNPs] y [2A-CuNPs] se limpiaron mediante dialisis, bajo las
siguientes condiciones: previamente se prepararon las membranas de (Spectropore

Membrana Tubing, 3.5 kDa) empleando inicialmente una solucién de 100 mL de carbonato
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de sodio al 0.2 M, esta solucién fue calentada hasta ebullicion y luego se colocé la
membrana de didlisis durante 10 minutos, se retird y se sumergié en una soluciéon de 100
mL alcohol etilico i agua (1:1) durante 30 minutos, finalmente la membrana se lavé con
agua tipo (l). Dentro de la membrana de didlisis, se depositaron 20 mL de las respectivas
muestras, una vez llenas y sujetadas por los extremos con las pinzas para membrana y se
dejaron en una probeta con un litro de agua tipo | bajo agitacién constante a 250 rpm, el
cambio del agua se realiz6 cada 12 horas y se analizaron las muestras después se haber
sido sometida a didlisis a las 24 horas (Dia 1) y 48 horas (Dia 2) hasta eliminar el acido L-

ascorbico en exceso.

Los precipitados [1B-CuNPs] y [2B-CuNPs] se lavaron con agua tipo | a 14.500 rpm durante
15 minutos, retirando siempre el sobrenadante. El sedimento de NPs se lavd dos veces
mas y se volvié a suspender en agua tipo | mediante agitacion por vortex, las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente para luego caracterizarlas. En la (Figura 3-2), se
presenta una fotografia del color de las dispersiones de [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-
CuNPs] y [2B-CuNPs].

Figura 3-3: Esquema del proceso de sintesis y limpieza de [1-CuNPs] y [2-CuNPs].
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Figura 3-4: Color de las dispersiones obtenidas: a) [1A-CuNPs], b) [1B-CuNPs], c) [2A-

CuNPs] y d) [2B-CuNPs].

a) b) c) d)

3.5 Caracterizacion

Las muestras fueron caracterizadas empleando técnicas como: Dispersion Dindmica de
Luz (DLS); Potencial zeta (& ;)Espectroscopia Ultravioleta Visible (Uv-Vis); Espectroscopia
infrarroja (IR); Espectroscopia Raman; Difraccion de rayos X (DRX); Absorcion Atémica de
Llama (FAAS); Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia Electrénica de
Transmision de Alta Resolucién (HRTEM).

3.5.1 [1-AgNPs]

UV-Vis (8): 404 nm; DLS (38,73 nm), PdI (0,28); 6: -51,2 mV; FT-IR ( - 68 i 0 Qé & @
Q& 6 jcm™): 3450 (O-H), 2958 (C-H), 1587 (C=0), 1430 (C-H), 1387 (C=0), 1060
(0O=C-0), 690 (C-C=0); Raman (cm™): 1511(C=0),1352 (C-0),1060 (C-O), 892 (C-

C), 687 (C=C-0), 285 (Ag-0); FAAS (4,06 mg / L); DRX (Angulo 2d): 38,1 (111),
44,3 (200), 64,4 (220), 77,3 (311) y 81,6 (222); SEM (<100nm); Tamafio de particula
por HRTEM (24,36nm).

3.5.2 [2-AgNPs]

1 UV-Vis (8): 419 nm; DLS (60,78 nm), PdlI (0,20); &: -50,1 mV; FT-IR( ¢-w ) ®wi 0 "Qa a ®
Q& 6 (cm™): 3449 (O-H), 2959 (C-H), 1587 (C=0), 1431 (C-H), 1386 (C=0), 1070
(O=C-0), 689 (C-C=0); Raman (cm™): 1511 (C=0), 1353 (C-0O), 1060 (C-0O), 892
(C-C), 686 (C=C-0), 287 (Ag-O); FAAS (11,88 mg/ L); DRX (Angulo 2d): 38,1 (111),

44,3 (200), 64,4 (220), 77,3 (311) y 81,6 (222); SEM (<100nm); Tamafio de particula
por HRTEM (35,01nm).
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3.5.3 [1A-CuNPs]

1 UV-Vis (8 278 nm, 598 nm; DLS (36,4 nm), Pdl (0,40); -46;6 mV: FT-IR ( ¢ ®®
noi o@D o dgm?): 3434 (O-H), 2990 (C-H), 1589 (C=0), 1437 (C-H), 1309 (C-
H), 1080 (C-0), 604 (C-C=0); Raman (cm™): 2818 - 2674 (C-H), 1553 (C=0), 628
(C=0), 216 (Cu-O-C); FAAS (16,33 mg / L): DRX (Angulo 2d): 44,24 (111), 50,39
(200), 74,05 (220); SEM (<100nm); Tamafo de particula por HRTEM (23,86 nm).

3.5.4 [1B-CuNPs]

1 UV-Vis (8): 278 nm, 598 nm; DLS (147,0 nm), PdI (0,40); :-80,7 mV: FT-IR( & & w
Nnoi oW d dm?): 3431 (O-H), 3981 (C-H), 1585 (C=0), 1430 (C-H), 1309 (C-
0), 1078 (C-0), 616 (C=0). Raman (cm™): 2824 - 2650 (C-H), 1579 (C=0), 624
(C=0), 212 (Cu-O-C): DRX (Angulo 2d): 44,24 (111), 50,39 (200), 74,05 (220); SEM
(<100nm); Tamafio de particula por HRTEM (34,26 nm).

3.5.5 [2A-CuNPs]

UV-Vis (8): 280 nm, 600 nm; DLS (47,04 nm), PdI (0,38); 6-37,4 mV; FT-IR (' & & ®
N i o é gem™): 3431 (O-H), 2980 (C-H), 1582 (C=0), 1437 (C-H), 1310 (C-
0), 1079 (C-0), 604 (C=0). Raman (cm™): 2873 - 2650 (C-H), 1580 (C=0), 629
(C=0), 216 (Cu-O-C); FAAS (176,5 mg / L): DRX (Angulo 2d): 44,24 (111), 50,39
(200), 74,05 (220); SEM (<100nm); Tamafio de particula por HRTEM (29,02nm).

3.5.6 [2B-CuNPs]

1 UV-Vis (8):280 nm, 600 nm; DLS (198 nm), Pdl (0,33); &: -29,3 mV; FT-IR ( & O w
i oM é gem?): 3635 (O-H), 3978 (C-H), 1579 (C=0), 1437 (C-H), 1306 (C-
0), 1080 (C-0), 607 (C=0). Raman (cm™): 2830 - 2650 (C-H), 1562 (C=0), 624
(C=0), 212 (Cu-O-C); DRX (Angulo 2d): 44,24 (111), 50,39 (200), 74,05 (220); SEM
(<100nm); Tamafio de particula por HRTEM (39,79nm).
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3.6 Resultados y discusion - Nanoparticulas de plata

La ecuacion que describe la reaccion entre el nitrato de plata (AgNO3) y el borohidruro de
sodio (NaBH,) para producir AgNPs se presenta en la (Ecuacion (3.1) @9,

5 B0 6&H60 °8Q -0 60 OO0 (3.1)

El diborano (B2Hs) producto de reaccion, en medio acuoso se hidroliza rapidamente, para
formar hidrégeno (H2) y acido bérico (B(OH)s) (Ecuacion 3.2). El 4cido bérico reacciona
con las moléculas de agua para formar tetrahidroxiborato (Ecuacién 3.3). Por consiguiente,
los productos de reaccién entre el nitrato de plata y el borohidruro de sodio en medio
acuoso son plata elemental (Ag), acido nitrico (HNOs) y tetrahidroxiborato de sodio
(Na[B(OH)]) (Ecuacioén 3.4) €7,

80 @O0 ©cd 00 ¢O (3.2)
800 06 £ 6060 0 (3.3)
W B0 6HE'0 TOG Oy WAl 0w 00 (3.4)

A medida que se reducen los iones de plata, los &tomos de plata neutros en presencia de
agentes estabilizadores de la superficie o recubrimiento, permiten la formacién de la NPs.
El citrato de sodio (NasC.HsO(COOQ)s), abreviado por NasCit o TSC, actia de formas
diferentes como agente reductor débil y tensioactivo aniénico que controla del crecimiento
y la morfologia de las NPs, de esta forma en la reaccion, el citrato de sodio en exceso
reacciona en medio acuoso con el nitrato de plata para producir, plata elemental, acido
citrico (CsHsOy7), nitrato de sodio (NaNOs), acido nitrico (HNOs) y oxigeno gaseoso

(Ecuacion 3.5).

10 Q0 0 O0VOU0O ¢O0 910 0600 o0 W0 0

00 0 0 (3.5)

El hidroxido de sodio adicionado al final del proceso tiene la funcién de neutralizar las

especies acidas formadas en el medio de reaccion como el acido nitrico por lo que se


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tetrahidroxiborato&action=edit&redlink=1
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produce nitrato de sodio y agua (Ecuacion 3.6) y neutraliza el 4cido citrico al producir citrato

de sodio y agua (Ecuacion 3.7), hasta disponer de un pH basico al medio.

‘00 0 OVO® ©0wLL 00 (3.6)

0 00 o0 W0 O0° bwd™O0 OV c00v (3.7)

El &cido citrico (CeHsO7) abreviado (HsCit°) (Figura 2-3) es un acido orgénico tricarboxilico
o triprético, antioxidante, que en solucién se desprotona hasta anién citrato (Cit), en una
serie de equilibrios de disociacion como acido débil, caracterizado por tres valores: pKay,
3,04; pKay, 4,24 y pKas, 5,39. (Figura 3-5a), por lo que se establecen un equilibrio dinAmico

entre las formas ionizadas y no ionizadas.

Figura 3-5: a) Equilibrio quimico del anién citrato en solucién acuosa ©®, b) Ejemplo

esquematico de una nanoparticula de oro recubierta con iones citrato “?,

/ AN
b g )
\ ol
pKal pKa2 pKa3 ‘(i’ B
Y
O OH O O OH O O OH O 0O OH O
HOWOH — HOWO‘ — O‘WO’ — o 0 :
0” "OH 0” "OH 0” "OH : [oigey AuNP
H,Cit? H,Cit! HCit? Cit?
(a) (b)

Los productos de los equilibrios del HsCit° recubren la superficie de las AgNPs, por
repulsion electrostérica, de cargas negativas y evitan la agregacion mutua de las AgNPs.
En la (Figura 3-5b) se ilustra esquematicamente y el tipo de recubrimiento que adquiere
una nanoparticula de oro que ha sido estabilizada con iones citrato “?. Puesto que en el
proceso de sintesis se emplea un agente reductor fuerte (NaBH4) y un agente reductor
débil (NasCit), segun Agnihotri et al, 2014, existe un enfoque de co-reduccién que consta
de dos etapas. En la etapa (I), la reduccion inicial se realiza con NaBH4 que reduce los
cationes de plata (Ag*) formando un gran nimero de nuevos nucleos de Ag° y en la etapa
(1) el NasCit puede reducir los cationes (Ag*) presentes en la muestra que no reaccionaron
en la anterior etapa por lo cual se favorece la reaccién a una temperatura mas alta, es
decir, 90°C ®®, Los aniones citrato se adsorben en la superficie de las AgNPs por lo que
se denominan ligandos, al emplear este ligando asimétrico polidentado o agente quelante,

se aprovechan los tres grupos carboxilatos y la presencia de un grupo hidroxilo de alcohol
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terciario, donde los atomos de oxigeno son potencialmente donantes de electrones
capaces de coordinar a un ion metalico central en diversas disposiciones (Figura 3-6). Esta
propiedad le permite la formacién de complejos de coordinacion monoméricos, dimericos

y poliméricos con iones metalicos que tienen electrones en los orbitales d y f €9,

Figura 3-6: Modos de coordinacion del anion citrato, propuestos a) especies diméricas y

b) especies monoméricas ©9,
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3.6.1 Efecto Tyndall

Las dispersiones obtenidas [1-AgNPs] y [2-AgNPs] (Figura 3-7), estan constituidas por una

b)

fase dispersa sélida (agregados de atomos de plata) y por una fase dispersante liquida
(agua), técnicamente, se denominan soles. El efecto Tyndall se refiere al fenémeno fisico
por el cual las particulas de plata dispersas en la fase dispersante, se hacen visibles,
debido a que a diferencia de la fase dispersante, que trasmite efectivamente la luz, estas
la reflejan. El efecto Tyndall, observado al hacer incidir un haz laser rojo sobre [1-AgNPs]
0 [2-AgNPs] en agua, evidenci6 la existencia de dispersiones coloidales, porque la luz
choca con las particulas y se dispersa, esta dispersion hace visible la trayectoria del haz
de luz, mientras que al incidir este sobre el agua desionizada no hubo este fenbmeno

Optico.
Figura 3-7: Efecto Tyndall observado con un haz de luz laser en las dispersiones acuosas

de [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

[1-AgNPs]  [2-AgNPs] Agua (DI)

=1 =2h<
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3.6.2 Espectroscopia Ultravioleta — Visible (UV-Vis)

Los espectros de absorcion en el ultravioleta-visible de las dispersiones de [1-AgNPs] y de

[2-AgNPs] en agua, adquiridos seis horas después de la sintesis y treinta dias mas tarde,

mostraron una Unica banda de absorcion a una longitud de onda de 404 nm y 419 nm,

respectivamente. Los espectros adquiridos de la disolucion de citrato de sodio (TSC) en

agua, de acuerdo a la concentracién utilizada en cada una de las sintesis en ese mismo

tiempo, no mostraron bandas de absorcion en el UV-Vis debido a que no presenta

insaturaciones o dobles enlaces conjugados (Figura 3-8).

Figura 3-8: Espectros UV-Vis de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] dispersas en agua y de las

disoluciones acuosas de TSC obtenidos 6 horas y 30 dias después de la sintesis

Muestra | Espectro UV-Vis Espectro UV-Vis
(6 horas después de la sintesis ) (30 dias después de la sintesis)
[1-AgNPs]
1 1
© 08 ——1-AgNPs © 08 ——1-AgNPs
e ——TSC (0.003M e —_—
£ 0.6 ( ) £ 06 TSC (0.003M)
2 2
204 204
Q Q0
< 0,2 < 0,2
0 0
200 400 600 800 200 400 600 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
[2-AgNPs]
1 1
— 2-AgNPs — 2-AgNPs
« 0,8 o 08
Q —_— (8] —_—
€ 0.6 TSC (0.002M) € 06 TSC (0.002M)
2 2
S 0,4 2 04
o) Q0
<0,2 i < 0.2 i
0 0
200 400 600 800 200 400 600 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

El registro de una sola banda intensa de maxima absorcion por resonancia en los espectros

de [1-AgNPs] y [2-AgNPs], por una parte, evidencia la presencia de electrones libres en la
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banda de conduccién de la superficie de las AgNPs que por accion del haz de radiacion
incidente, produce una oscilacién coherente deslocalizada de dichos electrones porque el
didmetro de las particulas dispersas analizadas es mucho menor que la longitud de onda
de la radiacién incidente, en consecuencia, resulta un fuerte acoplamiento entre la luz y los
electrones libres en la superficie, y por otra parte evidencia que las [1-AgNPs] y [2-AgNPs],
obtenidas tienen morfologia esférica “?. De acuerdo a Gonzalez et al., 2015, la morfologia
esférica presenta una sola banda de absorcién por resonancia, en comparacion con la
forma de nanobarra, que al tener un régimen de agregacion diferente pueden presentar
dos posibles oscilaciones, una en la direccion trasversal, y otra en la direccion longitudinal,
lo que da lugar a dos bandas debido a los modos longitudinales y transversales, por lo que
la posicion de las bandas se desplazan al rojo, es decir, a mayor #2,

Ladifer enci a o0 bs gudedab baadasedre absorcion en los espectros de las
dispersiones de [1-AgNPs] (404 nm) y [2-AgNPs] (419 nm), se explica también por el uso
de una mayor concentracién molar de nitrato de plata y una menor concentracién molar de
los estabilizantes en el momento de la sintesis, por lo que [2-AgNPs] presenta una banda
de absorcion por resonancia a mayor longitud de onda como evidencia del mayor tamafo
promedio de particulas que [1-AgNPs], ademas estas bandas se mantuvieron
inmodificadas, evidenciando que no hubo cambio significativo en el tamafio y forma de las

dispersiones coloides en ese periodo.

Las dispersiones coloidales acuosas de AgNPs son susceptibles a cambios por la variacion
de pH, por lo cual fue necesario verificar que tras la sintesis de las AgNPs, el pH se ajustara
a 10,5 para mantener las dispersiones estables y evitar la agregacion excesiva, ya que la
elevada area superficial de las NPs mantienen la tendencia al aumento del tamafio como
consecuencia del proceso de maduracion de Ostwald, Esto podria cambiar las
propiedades Opticas de las muestras porque, debido a la agregacion, los electrones de
conduccion en la superficie de las AgNPs se deslocalizan y se podrian compartir entre las
AgNPs vecinas y con esto se cambiaria la diferencia de energia entre los estados

electrénicos accesibles para la resonancia de plasmon superficial ©6),
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3.6.3 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)
La distribucién de los tamafos hidrodinAmicos promedio por intensidad de [1AgNPs] y [2-
AgNPs] en medio acuoso y su indice de polidispersidad (Pdl), se presentan en la (Figura

3-9).

Figura 3-9: Distribucién del tamafio promedio de particula para [1-AgNPs] y [2-AgNPs]

determinados por dispersion dindmica de luz.

Muestra Distribucién del tamafio de las particula vs Intensidad
[1-AgNPs]
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 38,73 Peak 1: 38,99 100,0 14,25
Pdi: 0,283 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,962 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
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Las particulas de las dispersiones de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] presentaron tamafios
hidrodinamicos dentro de una distribucién monotoénica (una Unica banda) con un promedio
de 38,73 nm para [1-AgNPs] y de 60,78nm para [2-AgNPs]. Por lo que efectivamente, la
estabilizacion de las dispersiones impidié el acercamiento estrecho entre estas, de esta
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forma la superficie de las NPs esta recubierta por los aniones producto del equilibrio del
HsCit?, en constante absorcion- desorcion en la superficie de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] lo que

las mantuvo dispersas en la fase dispersante (agua).

El indice de polidispersidad (Pdl) caracteriza la amplitud de la distribucion de tamafios, de
modo tal que cuanto mayor sea este valor, las particulas tendran una mayor tendencia a
encontrarse en un rango mas pequefio de distribucion, de esta forma el Pdl para [1-AgNPs]
es de 0.283 y para [2-AgNPs] es de 0,208, estos valores adimensionales indicaron que la
dispersion en la distribucion de tamafios no es tan amplia, por lo que se obtuvieron NPs
gue sin llegar a ser altamente monodispersas (Pdl < 0,05), tienen tamafios similares en un
buen grado de homogeneidad. Todos los sistemas coloidales exhiben un cierto grado de
polidispersidad en cuanto se refiere a tamafio y forma de las particulas, por lo que
experimentalmente no se pueden obtener sistemas idealmente monodispersos y
naturalmente tampoco se han hallado “?. McClary et al., 2013, informaron la sintesis de
AgNPs polidispersas empleando nitrato de plata y citrato de sodio en diferentes relaciones
desde (1:1) hasta (1:10) con tamafios hidrodinamicos mayores de 65 nm y con valores de
Pdl entre (0,305 - 0,547).

3.6.4 Potencial zeta ( ()

Las curvas de distribucién de valores de potencial zeta, medidos para las dispersiones de

[LAgNPs] y [2-AgNPs] se representan en la (Figura 3-10).

Figura 3-10: Potencial zeta de las dispersiones [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

Muestra Potencial zeta ()
[1-AgNPs]
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 512 Peak 1: -51.2 100.0 8.82
Zeta Deviation (mV): 8 82 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,50 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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[2-AgNPs]
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -50.1 Peak 1: -50.1 100,0 741

Zeta Deviation (mV): 7.41 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/cm): 040 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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El potencial zeta, es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccion electrostatica
(o de carga) entre las particulas y es uno de los parametros fundamentales que afectan la
estabilidad. Los potenciales zeta de las dispersiones de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] son de
151,2mVy 1 5nV, réspectivamente, se puede apreciar que la carga superficial en las
dispersiones es negativa con valores menores que -25 mV. Estos valores reflejan un
estado de estabilidad de las AgNPs que evita su coalescencia y su posterior agregacion.
La carga negativa puede atribuirse a que la superficie de las AgNPs esta recubierta por los
aniones producto del equilibrio del HzCit°, lo que genera la supresion de la aglomeracion

por blindaje estérico que contribuye a la estabilidad de las dispersiones coloidales ya que

aumenta repulsién electrostatica.

La dispersion [2-AgNPs] presenta una menor carga negativa debido a que el tamafio de
particulas es mas grande que [1-AgNPs], por lo tanto, su area superficial es mas baja, de
esta forma, cuanto mas negativo es g, mayores son las cargas en la superficie, entonces
se repelen con suficiente intensidad y esta fuerza de repulsion entre las particulas impide
la agregacion, proporcionandole una mayor estabilidad que previene su aglomeracién en
funcion del tiempo, estos valores concuerdan con el trabajo de Agnihotry et al, en donde
la estabilidad electrostética de varias NPs de diferentes tamafios presentaron valores de

potencial zeta entre -26.8 mV hasta -53.1 mV €9,
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3.6.5 Espectroscopia Infrarroja (IR)

La (Figura 3-10) muestra los espectros de absorcion en el infrarrojo correspondientes al
citrato de sodio (TSC) (color negro), [1-AgNPs] (color verde) y [2-AgNPs] (color azul), todas

las muestras se analizaron en pastillas con KBr.

Figura 3-11: Espectros Infrarrojos de: a) TSC, b) [1-AgNPs] y ¢) [2-AgNPs], tomado en

pastillas de KBr (3: vibraciones de estiramiento simétrico y U: vibraciones de flexion).
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Las bandas de absorcién en el IR que se observan en los espectros de la (Figura 3-11), se
beben a fendmenos propios de la estructura del citrato de sodio (TSC) y de los productos
del equilibrio del &cido citrico como especies adsorbidas en la superficie de las [1-AgNPs]
y [2-AgNPs]. La banda ancha e intensa entre 3450 - 3300 cm™ se atribuye a la vibracion

de estiramiento simétrico de los enlaces O-H; las bandas entre 2958 - 2925 cm™ de poca
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intensidad corresponde a vibraciones de estiramientos de los enlaces C-H en fragmento
alifatico; la banda en 1587 cm™ a vibraciones de estiramiento de enlaces C=0 en grupos
carboxilato, COO'; la banda en 1430 cm™, flexién en el plano de H-C-H de grupos metileno
(CH) se encuentra junto a la banda en 1387 cm?, vibraciéon de los grupos carboxilato,
COO'; las bandas entre 1303 -1281cm vibraciones de estiramiento de enlaces C-O; la
banda en 1060 cm? flexion en el plano O=C-O, de los carboxilatos en los aniones
adsorbidos a las AgNPs. La forma diferente de las bandas en la regién entre 1250 - 850
cm™ en el espectro del TSC en comparacion con [1-AgNPs] y [2-AgNPs] evidencia la
interaccion de los carboxilatos en los aniones producto del equilibrio del &cido citrico con
las NPs y afectan la constante de enlace de las uniones C-0O, tal que la banda de absorcion
en el IR se ensancha e intensifica. La banda en 690 cm™ se atribuye a la vibracién de
flexion en los enlaces C-C=0. Cabe resaltar la ausencia de bandas de absorcion en el
espectro IR entre 1700-1600 cm?, correspondientes a las vibraciones de estiramiento de
los enlaces N=0, en los iones nitrato, NOs', que denota consumo en la sintesis de las NPs
y remocion completa mediante lavado del precursor de sintesis. Por lo consiguiente, las
bandas de absorcion en los trazos by ¢ de la Figura 3-11 prueban que los aniones producto
de equilibrio del &cido citrico recubren la superficie de las NPs obtenidas [1-AgNPs] o [2-
AgNPs] y evidencia una interaccién efectiva, via enlace de coordinacién entre estos y los
atomos constituyentes de las AgNPs. Las bandas correspondientes a la vibracion de
estiramiento del enlace de coordinacién entre la plata y el oxigeno (Agi O) aparecen en el

infrarrojo lejano, entre 400 - 100 cm'?,

3.6.6 Espectroscopia Raman (ER)

La (Figura 3-12) muestra los espectros Raman correspondientes al citrato de sodio (TSC),
[1-AgNPs]y [2-AgNPs] (Apertura del espectrografo 50 um).
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Figura 3-12: Espectro Raman del citrato de sodio (TSC), [1-AgNPs] y [2-AgNPs],

empleando un laser de 532 nm con potencia de 8,0 mW.
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En los espectros Raman (Figura 3-12), la banda que aparece en 3254 cm™ (de baja
intensidad), se atribuye a la vibracién de estiramiento de los enlaces O-H; las bandas entre
2966- 2924 cm™ (muy intensas), a vibraciones de estiramientos de los enlaces C-H; las
bandas entre 1526 - 1511cm, vibraciones de estiramiento de los enlaces C=0 en los
grupos carboxilato, COO'; la banda en 1427 cm? (intensa), flexién en el plano H-C-H de
los grupos metileno, CHy; las bandas entre 1353 - 1352 cm1, vibracion de estiramiento del
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enlace C-O, en los carboxilatos, COQO'; la banda en 1060 cm? flexién en el plano C-O de
carboxilatos, COQO'; las bandas entre 898 - 818 cm™, vibracién de estiramiento C-C; las
bandas entre 687- 686 cm™, flexiéon en el plano C=C-O, presentan una mayor intensidad
para AgNPs que para TSC y la banda entre 287 - 285 cm™, vibracién de enlaces de
coordinacion Ag-O presentes en [1-AgNPs] y [2-AgNPs], indican la interaccion de la
superficie de las particulas de plata con el oxigeno que esta presente en los grupos
carboxilato 9. La diferencia en la forma de las bandas que aparecen en los espectros
Raman de [1-AgNPs] o [2-AgNPs], se deben a fenébmenos propios de la estructura de los
aniones producto del equilibrio del &cido citrico absorbidos sobre la superficie de las
particulas de plata.

3.6.7 Difraccion de rayos X (DRX)

Los pardmetros determinados por DRX de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] se presentan en la
(Tabla 3-3) y los difractogramas comparados con el patréon de difraccion de plata se

muestran en la (Figura 3-13).

Tabla 3-3: Parametros determinados por DRX de [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

Muestra | Posicién | Espacio A (nm) | Intensidad K Tamarno | Plano
[2P] interplanar [%] (nm) (hkl)
d [A]

[1-AgNPs] | 38,12846 | 2,36029 | 0,15406 100,00 0,9 23,624 | (111)
44,32873 | 2,04349 | 0,15406 31,63 0,9 24,109 | (200)
64,44353 | 1,44587 | 0,15406 25,99 0,9 22,966 | (220)
77,35632 | 1,23361 | 0,15406 23,70 0,9 24,881 | (311)
81,60362 | 1,17980 | 0,15406 7,31 0,9 34,228 | (222)

Tamafo Promedio | 25 962
[2-AgNPs] | 38,12844 | 2,36028 | 0,15406 100,00 0,9 40,840 | (111)
44,32871 | 2,04348 | 0,15406 31,64 0,9 41,678 | (200)
64,44353 | 1,44587 | 0,15406 25,99 0,9 30,411 | (220)
77,35633 | 1,23361 | 0,15406 23,73 0,9 32,945 | (311)
81,60363 | 1,17980 | 0,15406 7,31 0,9 34,228 | (222)

Tamaiio promedio | 36,020
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Figura 3-13: Difractogramas de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] comparados el patrén de difraccion

de la plata de la biblioteca asociada al software Xper- High- Score Plus.
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Los difractogramas de [1-AgNPs] y [2-AgNPs], presentan 5 picos delgados de intensidades
diferentes en 2P igual a 38,1°; 44,3°; 64,4°; 77,3° y 81,6°, que corresponden a los planos
(111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente. La comparacion de estos
difractogramas con los almacenados en la biblioteca asociada al software Xper-High-
ScorePlus del equipo DRX, mostro coincidencia en todos los picos con el difractograma
del patron de la plata 01-071-4613, almacenado en la biblioteca asociada y corresponden
a el sistema cristalino cubico centrado en las caras (FCC), que tiene los ejes
cristalograficos de igual longitud a=b=c y presentan angulos interaxiales rectosde U= b =

9 = U9 EWamafio promedio del cristal fue calculado mediante la ecuacion de Scherrer
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(ecuacion 2.6), con los pardmetros dados en la Tabla 3-3, el tamafio promedio del cristal
de [1-AgNPs] (25,96 nm) y de [2-AgNPs] (36,02 nm). Cabe observar que el tamafio de
cristal de las particulas por lo general no es igual que el tamafio de la particula debido a
gue esta conformado por agregados policristalinos.

3.6.8 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las imagenes de [1-AgNPs] y [2-AgNPs], obtenidas mediante el microscopio electronico
de barrido se presentan en la (Figura 3-14) sin recubrimiento adicional con oro.

Figura 3-14: Micrografias SEM sobre cinta de carbono de : a) [1-AgNPs] (HV: 30 kV MAG:
40X, Det: SE,WD 8,20mm), b) [2-AgNPs] (HV: 29 kV MAG: 60X, Det: SE, WD: 8,19mm)

[5

SEM HV: 30.0 kV WD: 8.20 mm SEM HV: 29.0 kV WD: 8.19 mm
SEM MAG: 40.0 kx Det: SE SEM MAG: 60.0 kx Det: SE

Las Micrografias SEM de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] proporciona informacién morfolégica
superficial de las muestras, mediante imagenes en blanco y negro de la topografia
superficial proveniente de la capa mas externa de cada particula de plata, se infiere que
hay particulas esféricas con tamafios menores de 100nm y agregados, estos pueden estar
relacionados con el estado de la muestra durante su evaluacion ya que en el SEM la
muestra se debe secar sobre una cinta de carbono para adquirir las imagenes y esto puede
llevar a un proceso de agregacién no controlado, sin embargo, para tener una mejor
resolucién en las imagenes fue necesario realizar su analisis mediante microscopia de

trasmision electronica de alta resolucion (HRTEM).
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3.6.9 Microscopia Electrénica de Transicion de Alta Resolucién
(HRTEM)

La (Figura 3-15) presenta: las imagenes tomadas mediante el microscopio electrénico de
transmisién de alta resolucion (HRTEM) a una magnificacion de 200 nm y de 10 nm; los
histogramas de distribucion de tamafios de las particulas y el patrén de difraccién de
electrones en un area seleccionada de [1-AgNPs] y [2-AgNPs].

Figura 3-15: Imagen HRTEM de a) [1-AgNPs] y b) [2-AgNPs] (magnificacion (200 nm),
magnificacion (10 nm), patron de difraccion de electrones de area selecta (SEAD) e
histograma de distribucion de tamafios).
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Las imagenes por microscopia electrénica de transmisién de alta resolucion (HRTEM)
proporciona informacién de la morfologia esférica de [1-AgNPs] y [2-AgNPs]. Los

histogramas de distribucion evidencian que la mayoria de las particulas tienen un tamafio
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promedio de 24,36 nm para [1-AgNPs] y de 35,02 nm para [2-AgNPs], con desviacion
estandar, 0 y coeficiente de variacion, Cv, bajos ([1-AgNPs], G: 2,86; C.: 11.7 % y [2-
AgNPs], U: 2,94; C,: 8.4 %), lo que indica que el tamafio de la mayor parte de las particulas

es un valor cercano a la media.

El patrén de difraccion caracteristico observado, que exhibe anillos o circulos concéntricos
discontinuos, corresponde cada uno, a una familia de planos cristalogréaficos de la plata
(200), (220), (311) y (222), en una estructura cubica centrada en las caras (FCC) ©? lo
que confirma la naturaleza policristalina de [1-AgNPs] y [2-AgNPs] ©.

3.6.10 Espectroscopia de Absorcién Atdmica de Llama
(FAAS)

La (Figura 3-14) presenta la curva de calibracién para la determinacion de la concentracion
de plata en [1-AgNPs] y [2-AgNPs] adquirida por absorcion atomica de llama a partir del
método de patron interno, la curva de calibracion se realizé a partir de cinco estandares de
plata con valores de: 0.05, 0.1, 2.0, 3.0 y 5.0 mg/L

Figura 3-16: Curva de calibracion para la determinacién de la concentracion de plata en
[1-AgNPs] y [2-AgNPs].
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La ecuacion de la recta construida con un patrén interno de nitrato de plata, AQNOs, fue de
y = 0,143x + 0,0077, el coeficiente de correlacion (R?) se efectué por minimos cuadrados,
a partir de las lecturas de absorbancia y de los valores de concentracion de los estandares

y a partir de esta ecuacion se determiné la concentracion de plata para [1-AgNPs] (4,06
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mg/L) y para [2-AgNPs] (11,88 mg/L). A partir de estos valores se determiné el rendimiento
de la reaccion, ya que esta metodologia ofrece una mayor precision, sensibilidad y no hay
interferencia causada por otros metales, de esta forma partiendo del nitrato de plata como
precursor metalico para la sintesis [1-AgNPs] el rendimiento de la reaccién fue de 91% y
para [2-AgNPs] de 90%. a partir de estos valores de concentracion se determind la

actividad antibacteriana de las AgNPs contra Ralstonia solanacearum capitulo 4.

3.7 Resultados y discusion - Nanoparticulas de cobre

La reaccion en medio acuoso entre el cloruro de cobre (CuCly) y el acido L-ascorbico
(CsHsOg) se presenta en la (Ecuacién 3.8), los productos son cobre metdlico, el acido L-
deshidroascorbico (CsHsOs) y acido clorhidrico (HCI). El hidréxido de sodio (NaOH)
reacciona con el cloruro de cobre para producir hidréxido de cobre (Cu(OH),) y cloruro de
sodio (NaCl) (Ecuacion 3.9) y el hidroxido de cobre también puede reaccionar con el acido
L-ascérbico para producir cobre elemental, acido L-dehidroascorbico (C¢HsOs) y agua
(Ecuacion 3.10) ©2,

566a 806 086 600 CO& (3.8)
866a cOO® ©86600 OB a (3.9)
8 60 "0 806 ©086 600 o0 (3.10)

A medida que se reducen los iones de cobre a &tomos de cobre en presencia de agentes
estabilizadores de la superficie permite la formacion de las CuNPs, por lo que es importante
realizar la reaccion con exceso de acido L-ascérbico ya que una limitada cantidad no
permite obtener NPs, sino polvos metalicos finos de cobre con tamafios mayores a los 10

um ©2,

El acido L-ascorbico como se presentd en el (Capitulo 1- Figura 1-6) actta de diferentes
formas, como agente reductor, al reducir los iones de cobre (Cu?*) a (Cu®, como
tensoactivo aniénico que controla el crecimiento y la morfologia de las CuNPs formadas y
como antioxidante al ser donador de electrones. El mecanismo de oxidacion e hidrolisis

del acido L- ascérbico para la formacion del acido L-dehidroascérbico en su forma
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hemiacetal biciclico, se establece basado en los trabajos de DiLabio et al, 2000 ”, Macan
et al, 2019 ®¥y Shen et al, 2021 ®% (Figura 3-17).

El acido L- ascorbico (AH.) es soluble en agua y reacciona con los iones de cobre (Cu?*)
por lo tanto, el grupo hidroxilo del enodiol en la posicién 4 se ioniza primero formando el
anion L- ascorbato (AH) el cual es altamente polar, la pérdida de un electron forma el
radical ascorbilo (AH'), la pérdida de un segundo protén en el carbono 3 forma el radical
anionico monodehidroascorbato (A”) y al perder un electron forma el acido L-
dehidroascorbico (DHA), el cual no puede persistir en solucién acuosa debido a los tres
enlaces dobles de su estructura, por lo que la estructura mas compleja formada debido a
la hidrolisis promueve la ciclacion obteniendo inicialmente el radical aniénico ascorbilo
(hemiacetal A’) y finalmente la estructura se estabiliza para formar el acido L-
dehidroascorbico hemiacetal biciclico (DHA hemiacetal), la cual es considera la estructura
mas estable ©7, de esta forma, el AH, dona dos protones y dos electrones para terminar
las reacciones en cadena de los radicales (Figura 3.17), sin embargo, hasta el momento
no se conoce exactamente la interacciéon con las CuNPs, pero los grupos hidroxilo pueden
facilitar la formaciébn de complejos de CuNPs mediante enlaces de hidrégeno
intermoleculares e intramoleculares y asi evitar la agregaciéon de las CuNPs, también
gracias a su actividad antioxidante no se observé ninglin cambio de color en las muestras

sintetizadas y la reaccién se pudo completar sin necesidad de una atmosfera inerte.

Figura 3-17: Mecanismo de oxidacion del acido L-ascorbico e hidrélisis para la formacion

del acido L-dehidroascérbico en su forma de hemiacetal biciclico (Adaptado) ©7:99),
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3.7.1 Efecto Tyndall

Las dispersiones [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] (Figura 3-18), estan
constituidas por una fase dispersa sélida (agregados de atomos de cobre y por una fase
dispersante liquida (agua), técnicamente, se denominan soles. El efecto Tyndall se refiere
al fendbmeno fisico por el cual las particulas de cobre dispersas en la fase dispersante, se
hacen visibles, debido a que, a diferencia de la fase dispersante que trasmite efectivamente
la luz, estas la reflejan. El efecto Tyndall, observado al hacer incidir un haz laser rojo sobre
todas las muestras, evidencié la existencia de dispersiones coloidales, porque la luz choca
con las particulas de cobre y se dispersa, esta dispersion hace visible la trayectoria del haz
de luz, mientras que al incidir este sobre el agua desionizada no hubo este fenémeno
Optico. Las dispersiones [1A-CuNPs] y [2A-CuNPs] son estables por mas de 6 meses en
comparacion con [1B-CuNPs] y [2B-CuNPs], debido a que estas Ultimas aumentan la
coalescencia porque hay menos proporcion de estabilizante en la superficie y empiezan a
precipitar después de 18 horas.

Figura 3-18: Efecto Tyndall observado con un haz de luz laser en las dispersiones acuosas
de [1B-CuNPs] y [2B-CuNPs]..

[1B-CuNPs] [2B-CuNPs]  Agua (DI) Laser
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3.7.2 Espectroscopia Ultravioleta — Visible (UV-Vis)

Los espectros de absorcion en el ultravioleta-visible fueron tomados para (AH2), [1A-
CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] en agua, a las seis horas y treinta dias
mas tarde (Figura 3-19).
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Figura 3-19: Espectros UV-Vis de [LA-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs], [2B-CuNPs]

dispersas en agua y de la solucién acuosa de (AHy).
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Inicialmente se prepar6 una dilucion a 0.01M de &cido L-ascérbico (AH.) en agua, la cual
fue medida en el espectrofotometro, en los espectros (color rojo) se observé una sola
banda de absorcion en 260 nm, esta banda se asoci6 a las transiciones electronicas de
los electrones en la capa de valencia. Los electrones involucrados en dichas transiciones
corresponden a aquellos mas débilmente atraidos por el conjunto de nicleos atbmicos que
componen la molécula, especialmente esta banda se origina debido a que es un

compuesto insaturado en donde la estructura ciclica casi plana de o-lactona presenta un
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enlace doble (C=C), por lo tanto, la absorcion de esta radiacion causa la promocién de un
electrén a un estado excitadoo t r a n s i-¢* porfoayse s€ observa una sola banda

en los espectros.

Los espectros UV-Vis de [1A-CuNPs] (color azul), [1B-CuNPs] (color morado) presentan
una banda de absorcion en 278 nm y para [2A-CuNPs] (color azul), [2B-CuNPs] (color
morado) en 280 nm, hay un desplazamiento batocrémico por lo que estas bandas se sitlan
a mayor longitud de onda, que la banda previamente tomada para el AH., esto comprueba
la oxidacion del AH, y como resultado la formacion del acido L-dehidroascérbico (DHA),
este acido organico débil puede desprotonarse en solucion acuosa lo que le permite la
estabilizacion de las CuNPs.

Los espectros [LA-CuNPs] y [1B-CuNPs], muestran en la region visible una banda a una
longitud de onda de 598 nm y para [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] en 600 nm, la diferencia de
la longitud de onda se da como consecuencia de disponer una mayor concentracion molar
de cloruro de cobre en [2B-CuNPs], la banda se presenta a mayores longitudes de onda
por el aumento del tamafio las particulas de cobre. La presencia de esta banda en cada
espectro evidencia de la presencia de electrones libres en la banda de conduccién de la
superficie de las CuNPs que por accion del haz de luz incidente, produce una oscilacion
coherente deslocalizada de dichos electrones y como se expuso anteriormente se da
porque el diametro de las muestras analizadas es mucho menor que la longitud de onda
de la radiacion incidente, por lo que resulta un fuerte acoplamiento entre la luz y los
electrones libres en la superficie de la CuNPs. Estas bandas estan en la regién visible,
donde hay absorcién de radiacion electromagnética correspondiente a la longitud de onda
del color verde turquesa y transmision del rojo, de esta forma se observaron las

dispersiones coloidales de color rojo o rojo burdeos.

Los espectros no se modificaron al ser adquiridos seis horas y treinta dias después de la
sintesis, lo cual permite presumir que no hay cambio significativo en el tamafio y forma de
las dispersiones coloides en ese tiempo. También de acuerdo a los espectros, se confirma
que las CuNPs sintetizadas no tienen una capa de éxido de cuproso (Cu.0) ©¥, la cual
provoca un desplazamiento de la banda de maxima resonancia que puede llegar hasta los
720 nm, por lo que el uso de acido L-ascorbico inhibe la oxidacién de las CuNPs

sintetizadas.
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Son pocos los articulos donde reportan el espectro UV-Vis completo de las CuNPs y
normalmente estos son reportados entre 400 nm hasta los 800 nm, segun el trabajo
realizado por Barriere et al, 2012 ©®, el espectro UV-Vis de las CuNPs estabilizadas con
hexadecilamina CH3(CH.)1sNH. present6é una hombro de baja intensidad en 580 nm como
consecuencia del tamafios de particula de 2 nm el cual disminuyé en el tiempo y este
comportamiento lo asocian a la oxidacién de las CuNPs (Figura 3-20a). En el trabajo
realizado por Granata et al, 2016 ©®®, se sintetizaron CuNPs estabilizadas con glucosa e
hidrazina con tamafios de 50 nm, la banda de absorcion por la resonancia presentd baja
intensidad a 600 nm, la cual solamente duro un dia y después la muestra no mostro
ninguna banda, por lo que asociaron este comportamiento también la oxidacion o
agregacioén completa de las CuNPs (Figura 3-20b) En el trabajo realizado por Datta et al,
2019 ©), en el espectro la banda de resonancia entre los 550 nm hasta los 650 nm de baja

intensidad la asocian al cambio de tamafio de las CuNPs (Figura 3-20c).

Figura 3-20: Espectros UV-Vis publicados por otros autores de CuNPs empleando

diferentes estabilizantes: a) hexadecilamina ©® , b) glucosa e hidracina®®, c) &cido L-

ascorbico ©.
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3.7.3 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La distribucion de los tamafos hidrodindmicos promedio por intensidad de [LA-CuNPs],
[1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] en medio acuoso y su indice de polidispersidad,

Pdl, se presentan en la (Figura 3-21).
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Figura 3-21: Distribucion del tamafio promedio de particulas de [1A -CuNPs], [1B-CuNPs],
[2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] determinadas por dispersion dindmica de luz.
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[1A -CU N PS] Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 3640 Peak 1: 35,40 100,0 1121
Pdl: 0,403 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,771 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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[ZB'CUNPS] Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (dnm): 1980 Peak 1: 1963 100,0 3,436
Pdli: 0,331 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,891 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality :

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Las particulas de las dispersiones analizadas presentaron tamafios hidrodindmicos dentro
de una distribucion monotoénica (una Unica banda), el tamafio promedio para [LA-CuNPs]
es de 36,40 nmy para [2A-CuNPs] de 47,04 nm, los tamafios hidrodindAmicos mas grandes
se presentaron para [1B-CuNPs] de 147 nm y [2B-CuNPs] de 198 nm, esto demuestra que
la estabilizacion de las dispersiones impidié el acercamiento estrecho entre estas y
efectivamente, la superficie de las particulas de cobre estan recubiertas por los aniones
L-dehidroascorbato que se encuentra en constante absorcién - desorcion en la superficie
de las particulas de cobre lo que las mantuvo dispersas en la fase dispersante (agua), en
todos los andlisis se logra observar una banda bien definida confirmando que se pudieron
sintetizar NPs y que el aumento de la concentracién de cloruro de cobre en [2B-CuNPs]

condujo a un mayor tamafio en las particulas.

El indice de polidispersidad (Pdl) permiti6 medir la amplitud de la distribucion de tamafio
promedio de las particulas, de esta forma el Pdl de las muestras fueron de: [1A-CuNPs],
0,403; [1B-CuNPs], 0,400; [2A-CuNPs], 0,363 y [2B-CuNPs], 0,331, lo que indica que la
dispersioén en la distribucion de tamafios de las CuNPs sintetizadas no es tan amplia'y que
todas las dispersiones obtenidas fueron aptas para aplicar técnicas de dispersion de luz,
también se demuestra que se obtuvieron NPs que sin llegar a ser altamente

monodispersas (Pdi < 0,05) tienen tamafios similares en un buen grado de homogeneidad.
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3.7.4 Potencial zeta ( C )

Las curvas de distribucion de valores de potencial zeta medidos para las dispersiones [1A-
CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] se representan en la (Figura 3-22).

Figura 3-22: Potencial zeta de las dispersiones [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y
[2B-CuNPs].
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M v Ar %) St De \'}

[ZA'CUNPS] ean (mV) ea (%) W (MmV)
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El potencial zeta, es uno de los pardmetros fundamentales que afectan la estabilidad. Los
potenciales ¢ de las dispersiones son: [1A-CuNPs], 1 46,6 mV; [1B-CuNPs], -30,7 mV; [2A-
CuNPs], -37,.4 mV y [2B-CuNPs] 1 29,3 mV. Estos potenciales surgen por la adsorcion de
aniones L-dehidroascorbato en la superficie de las NPs, lo que implica la formacién de
carga negativa en la superficie de las CuNPs. Al comparar los potenciales se observa que
las dispersiones [1A-CuNPs] y [2A-CuNPs] tienen valores inferiores a -25 mV, de esta
forma cuanto mas negativo es el valor, mayor sera la carga de la CuNPs, entonces tienen
suficiente repulsion electrostatica que permite que se repelen con suficiente intensidad
para permanecer estables en la dispersién por la supresion de la aglomeracion por blindaje
estérico, sin embargo, los potenciales de [1B-CuNPs] y [2B-CuNPs] son muy cercanos a
(-25 mV), esto conlleva a que las particulas en la dispersion pueden aproximarse cada vez

mas ya que no existen fuerzas repulsivas suficientes que mantengan la separacion de las
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particulas aumentando la posibilidad de colision, esto se confirmo al dejar la dispersidn en

sin agitacion durante 18 horas y observase un precipitado en el fondo de los tubos.

3.7.5 Espectroscopia Infrarroja (IR)

En la Figura 3-23, se presentan los espectros de absorcion en el infrarrojo
correspondientes a: (AH.) de color negro; [1A-CuNPs] didlisis dia 1, color rosado; [2A-
CuNPs] dialisis dia 1, color verde; [1A-CuNPs] didlisis dia 2, color violeta; [2A-CuNPs]
dialisis dia 2, color azul oscuro; [1B-CuNPs], color rojo y [2B-CuNPs], color azul claro. Los
espectros fueron obtenidos luego de secar las muestras mediante rota evaporacion y
después de ser sometidas a vacio para la eliminacién de agua absorbida y se analizaron

en pastillas de KBr.

Figura 3-23: Espectros infrarrojos de: a) acido L-ascorbico (AH>), b) [LA-CuNPs] didlisis
dia 1 ¢) [2A-CuNPs] didlisis dia 1, d) [LA-CuNPs] dialisis dia 2, e) [2A-CuNPs] didlisis dia
2, f) [1B-CuNPs] y g) [2B-CuNPs], tomadas en pastillas de KBr, ( 3vibraciones de
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Mediante espectroscopia IR se pudieron detectar las especies quimicas presentes en la
superficie de las CuNPs, las cuales se compararon con el acido L- ascoérbico. Para
identificar si la didlisis fue efectiva para eliminar los subproductos de la reacciéon se
analizaron y compararon los espectros de las muestras después de 24 horas (Dia 1) y 48
horas (Dia 2). La Figura (3-23) muestra en los espectros b, c, d, e, fy g de las CuNPs, una
sola banda de absorcién en el IR ancha e intensa en 3434 cm™ que se atribuye a la
vibracion de estiramiento simétrico de los enlaces O-H, sin embargo, para el acido L-
ascorbico, (AH,) hay cuatro bandas de absorcién: dos bandas entre los 3540 - 3403 cm*
debido ala vibracién de estiramiento simétrico de los enlaces O-H alifaticos y dos bandas
entre los 3314 - 3201 cm™ debido a la vibracién de estiramiento simétrico de los enlaces
O-H del enodiol.

Las bandas de entre 2990 i 2860 cm?, se atribuyen a la vibraciéon de estiramientos
simétrico de los enlaces C-H, en los espectros d, e, f y g estas fueron mas intensas que en
c y d, lo que indica que la dialisis del dia 2 permiti6 una mejor resolucién en los espectros
al eliminarse los subproductos. Para el acido L-ascoérbico en los espectros se encuentra
una sola banda en 1750 cm™ atribuida a la vibracion del estiramiento simétrico de los
enlaces C=C, que estan presentes en la o-lactona, estas bandas disminuyeron en la dialisis
1, llegando a no evidenciasen después de someter las muestras a la dialisis 2, de esta
forma se puede establecer que el producto de la oxidacion del acido L-ascorbico no

presenta el grupo C=C en su estructura.

La banda que se encuentra en todos los espectros en 1589 cm™ se atribuye a la vibracion
asimétrica del enlace C=0 de los grupos carbonilo; la banda en 1437 cm?, a la flexion en
el plano H-C-H de los grupos metileno, CHy; la banda en 1380 cm?, vibraciones del
estiramiento simétrico del enlace C=0, en el carbonilo; la banda en 1309 cm™, flexion en
el plano del enlace C-O-H; la banda en 1080 cm™, vibracién asimétrica del enlace C-O y la
banda en 640 cm?, flexion del enlace (C=0), estas dos Ultimas bandas son méas anchas
en los espectros d, e, fy gy que para el 4&cido L-ascoérbico. De acuerdo a lo anterior, se
demuestra que el 4cido L-ascoérbico se oxido y la estabilizacion de las CuNPs se realiza
segun los espectros IR mediante el anion L-dehidroascorbato en su forma hemiacetélica
biciclica, ya que las bandas de los enlaces O-H son mas anchas, no hay presencia del

doble enlace C=C y posiblemente la coordinacion del cobre con los 4&tomos de oxigeno
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genere una ampliacién en las bandas correspondientes a los enlaces C=0 y C-O, sin
embargo, las bandas generadas por las vibraciones metal-ligando que en el caso particular
de d, e, fy g, corresponden a los enlaces de coordinacion Cu-O, no son contempladas en
el estudio de infrarrojo medio, para su visualizacién y analisis se haria necesario la
realizacion de un infrarrojo lejano, ya que se presentan a baja frecuencia entre (400 cm™ a
100 cm?), porque requieren una mayor energia para la activacion de las transiciones
vibracionales (M-L). De acuerdo a los espectros la presencia del anién L-dehidroascorbato
en su forma hemiacetalica biciclica concuerda mejor con los trabajos de DiLabio, et al ¢?
y Macan, et al, 2019 ©®, debido a que en los espectros no hay modificaciones significativas
de las bandas C=0, que podria considerar la oxidacion del acido ascérbico hacia una
estructura con tres grupos carbonilo como se establecié en el trabajo de Shen, et al,
202169,

3.7.6 Espectroscopia Raman (ER)

La (Figura 3-24) muestra los espectros Raman correspondientes al &cido L-ascérbico, [1A-
CuNPs], [2A-CuNPs], [1B-CuNPs] y [2B-CuNPs]. Es importante establecer que los
espectros tienen una escala diferente, la intensidad Raman para (AH;) va hasta los 2200
cps, mientras que para [1A-CuNPs] y [1B-CuNPs], 110 cps y para [2A-CuNPs] y [2B-

CuNPs], 55 cps, por lo que se ve una ampliacién en las sefiales en esta Gltima.

Figura 3-24: Espectro Raman del &cido L- ascoérbico (AH.), [LA-CuNPs], [2A-CuNPs], [1B-
CuNPs] y [2B-CuNPs] (laser de 532 nm con potencia de 8,0 mW)
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En los espectros (Figura 3-24), hay cuatro bandas de alta intensidad para AH;: dos bandas
entre 3431-3314 cm atribuidas a la vibracién de estiramiento de los enlaces O-H alifaticos
y dos bandas entre 3002- 2916 cm?, vibracion de estiramiento simétrico de los enlaces O-
H del enodiol, estas bandas no se observaron para las CuNPs; las bandas entre 2873 i
2650 cm™, (de baja intensidad) se atribuyen a la vibraciéon de estiramientos simétrico de
los enlaces C-H; la banda entre 1655 -1563 cm™, vibracion del enlace C=0, de los grupos
carbonilo esta presente en todos los espectros de las CuNPs, siendo de mayor intensidad
para AH; la banda en 1496 cm™, vibraciones de flexién H-C-H de los grupos metileno tiene
mayor intensidad para el AHy; las bandas entre 1319- 1256 cm™, vibraciones de flexiéon de
los grupos O-H solo esta presente para AH; la banda en 1064 cm?, (de baja intensidad)
vibracion del enlace C-O solo se encuentra para AHz; la banda ancha de baja intensidad
entre 629 - 618 cm™, flexion del enlace C=0, se observan en todos los espectros de CuNPs
y las bandas en entre 216 - 212 cm™ se atribuyen a vibracién de estiramiento Cu-OC, lo
gue indica y corrobora la interaccion de la superficie de las particulas de cobre con el
oxigeno que esta presente en el anién L-dehidroascorbato. Hasta el momento no se
encontraron publicaciones donde haya una caracterizacion por Raman de este tipo de

CuNPs, por lo que se considera una contribucién para su caracterizacion

3.7.7 Difraccion de rayos X (DRX)
Los parametros determinados por DRX de [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-

CuNPs] se presentan en la (Tabla 3-4) y los difractogramas comparados con el patron de
difraccién de cobre se muestran en la (Figura 3-25), los picos estan distribuidos en funcién

deval ores angul ares 2d.
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Tabla 3-4: Pardmetros determinados por DRX para [LA-CuNPs], [1B-CuNPs] [2A-CuNPs]
y [2B-CuNPs].

Muestra Posicién | Espacio A (nm) | Intensidad | K | Tamafio | Plano
[2P] Interplanar [%] (nm) (hkl)
d [A]

[LA-CuNPs] | 43,1875 | 2,09480 0,15406 | 100,00 0.9 | 23,218 | (111)
50,3366 | 1,81278 0,15406 | 50,94 0.9 | 23,667 | (200)
74,0502 | 1,27922 0,15406 | 32,71 0.9 | 20,845 | (220)

Tamafio Promedio 22,577
[1B-CuNPs] | 43,1998 | 2,09020 0,15406 | 100,00 0.9 | 36,419 | (111)
50,3806 | 1,81246 0,15406 | 50,90 0.9 | 33,106 | (200)
74,0696 | 1,27849 0,15406 | 32,71 0.9 | 20,845 | (220)

Tamafio Promedio 30,123
[2A-CuNPs] | 43,2499 | 2,09220 0,15406 | 100,00 0.9 | 28,701 | (111)
50,3906 | 1,81256 0,15406 | 50,70 0.9 | 26,244 | (200)
74,0996 | 1,27928 0,15406 | 29,43 0.9 | 25,432 | (220)

Tamarfio Promedio 26,792
[2B-CuNPs] | 43,2475 | 2,09120 0,15406 | 100,00 0.9 | 42,645 | (111)
50,3966 | 1,81246 0,15406 | 50,71 0.9 | 32,202 | (200)
74,0802 | 1,27938 0,15406 | 32,47 0.9 | 27,960 | (220)

Tamafio Promedio 34,269

Los difractogramas (Figura 3.25) de [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs],
presentan tres picos delgados de intensidades diferentes en 2P igual a 43,2°, 50,3°y 70,0°
gue corresponden a los planos (111), (200) y (220), para todas las muestras analizadas.
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Figura 3-25: Difractogramas a) [LA-CuNPs], b) [1B-CuNPs], c) [2A-CuNPs] y d) [2B-

CuNPs] comparados con el patron de difraccién de la cobre
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Al comparar los difractogramas a ,b, c y d, con los patrones de la biblioteca asociada al
software Xper-High-ScorePlus del equipo DRX, todas las sefiales mostraron coincidencia
en todos los picos con el patron de cobre 961-901-3015, que presenta el sistema cristalino
cubico centrado en caras (FCC), en donde todos los ejes cristalograficos son de igual

longitud a=b=cy presentan angulosinte r axi al es r e c t® gnobe detectarorr
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impurezas por la presencia de éxido de cobre (1), Cu20, cuyo patrén de difraccidén presenta
cinco picos de difraccion correspondientes a las direcciones (110), (211), (220), (310) y
(311) (Figura 3-26).

Figura 3-26: Patrén de difraccion 96-900-7498 del 6xido de cobre (1)

95-900-7498

1 1 1 1 1 1
30 40 50 &0 7O 80

Position [*2Theta] (Copper (Cu)

3.7.8 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las micrografias de [LA-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] obtenidas
mediante el microscopio electronico de barrido se presentan en la (Figura 3-27) sin

recubrimiento adicional con oro (EHT:6,0 kV; WD:7,6 mm; Segnal InLens; Apertura 30 um)

Figura 3-27: Micrografias: a) [LA-CuNPs] (Mag: 28,50X); b) [1B-CuNPs] (Mag: 39,75X);
) [2A-CuNPs] (Mag: 36,20X); d) [2B-CuNPs] (Mag: 44,11X).

Sampke D=2
LMGP - 3Mar 2023
Zerss GeminSEM 300

300 nm EHT = 600KV Sign Sample
WD=T78mm Aperure Sze=30.00pm LMGP - 3Mar 2023
Mag= 3975KX Noise Reduction = Frame Avg Zenss GeminiSEM 300
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Las micrografias [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] proporcionaron
informacion de la topografia superficial proveniente de la capa méas externa de cada
particula de cobre y se puede evidenciar en cada imagen la formacion de CuNPs de
tamafios nanométricos menores de 100 nm con morfologia esférica y agregados, estos
pueden estar relacionados con el estado de las muestras durante su evaluacion ya que en
el SEM la muestra se debe secar sobre una cinta de carbono para adquirir las imagenes y
esto puede llevar a un proceso de agregacion no controlado, de igual forma fue necesario
realizar su andlisis mediante microscopia de trasmision electronica de alta resolucion

(HRTEM) para determinar los tamafios promedio de las particulas.

3.7.9 Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion

La (Figura 3-28) presenta: las imagenes tomadas mediante el microscopio electrénico de
transmision de alta resolucion (HRTEM) a una magnificacion de 50 nm y de 10 nm; los
histogramas de distribucién de tamafios de las particulas y el patron de difraccion de
electrones en un area selecta de [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs].



94 Sintesis, caracterizacion y evaluacion de la actividad antibacteriana de nanoparticulas

de cobre y plata contra el fitopatégeno Ralstonia Solanacearum

Figura 3-28: Imagen HRTEM de: a) [LA-CuNPs], b) [1B-CuNPs],c) [2A-CuNPs] y d) [2B-
CuNPs] (magnificacion (50nm), magnificacion (10nm), patrén de difraccion de

electrones de &rea selecta (SEAD) e histograma de distribucién.
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Histograma de distribucion
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Las imégenes por microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM)
proporciona informacion de la morfologia de las particulas [LA-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-
CuNPs] y [2B-CuNPs], las cuales son esféricas. Los histogramas de distribucion
evidencian que la mayoria de las particulas tienen un tamafio promedio de: [LA-CuNPs],
23,86 nm; [1B-CuNPs], 34,24 nm; [2A-CuNPs], 28,02 nm y [2B-CuNPs] 39,79 nm, con
desviacion estandar, U y coeficiente de variacion, Cv, bajos ([1A-CuNPs], G: 2,70; C,: 10.8
%; [1B-CuNPs], 0: 3,81; C\: 12.0 %; [2A-CuNPs], (: 3,51; Cy: 13.0 %; [2B-CuNPs], U: 3,97;
C.: 10.8 %), lo que indica que el tamafio de la mayor parte de las particulas de cobre es
un valor cercano a la media. El patron de difraccion caracteristico observado, que exhibe
anillos o circulos concéntricos discontinuos, corresponde cada uno, a una familia de planos
cristalograficos (111), (200) y (220) en una estructura cubica centrada en las caras (FCC)
del cobre, lo que confirma la naturaleza policristalina de [1A-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-
CuNPs] y [2B-CuNPs]. Hasta el momento son pocas las publicaciones donde analicen este
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tipo de CuNPs estabilizadas con aniones L- dehidroascorbato por técnhicas como HRTEM

y SEAD por lo que esta contribucién es importante su caracterizacion.

3.7.10 Espectroscopia de Absorcién Atémica de llama
(FAAS)

La (Figura 3-29) presenta la curva de calibracién para la determinacion de la concentracion
de cobre en [LA-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] adquirida por absorcién
atomica de llama a partir del método de patrén interno (Internal Standard Method), la curva
de calibracibn se realiz6 a partir de cinco estandares de cobre con diferentes
concentraciones de: 0,7; 1,5; 3,0; 5,0; 10,0 mg/L que fueron hechos por diluciones

analiticas de una solucién estandar de cobre de referencia AAS de 1000 mg/L.

Figura 3-29: Curva de calibracion para la determinacion de cobre en [LA-CuNPs], [1B-
CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs].
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La ecuacién de la recta construida con un patrén interno de cloruro de cobre, CuCly, fue
de y = 0,1038x + 0,0047, con un coeficiente de correlacion R?= 0,9994, y se efectud por
minimos cuadrados, a partir de las lecturas de absorbancia y de los valores de
concentracion de los estandares. A partir de esta ecuacion se determind las
concentraciones de cobre [1A-CuNPs] 16,33 mg/L y [2A-CuNPs] 176,5 mg/L. Finalmente
la publicacion de Xiong et al. 2011, solo se centro en la sintesis de CuNPs, por lo que este
trabajo de investigaciéon amplia el conocimiento con respecto a la sintesis, caracterizacion

y evaluacion de su actividad antibacteriana de la CuNPs obtenidas.
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En este capitulo se expone lo relativo al aislamiento y caracterizacion de la bacteria
Ralstonia solanacearum a partir de un pseudotallo de Musa x paradisiaca variedad
Dominico Harton (Musa AAB Simmonds) con sintomas de Moko y a la evaluacién la
actividad antibacteriana de la AgNPs y CuNPs sintetizadas y caracterizadas en esta tesis
contra este fitopatdégeno. Las pruebas microbiologicas de sensibilidad del microrganismo
a estas NPs, como agente antibacteriano, se realizaron in vitro en el laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional, sede Bogota y en

el laboratorio de Ecologia y Evolucién de Insectos, sede Medellin.

4.1 Materiales

En la Tincion de Gram se utiliz6 cristal violeta (C24H2sN3Cl), Lugol (disolucion de yodo
molecular 1,,1%, y yoduro potasico Kl, 2%, en agua), alcohol isopropilico (CsHsO), acetona
(CH3(CO)CHz5) y safranina (C20H19CIN4). Para la confirmacion del tipo de pared bacteriana
se utiliz6 hidroxido de potasio (KOH) al 3%. Para la prueba de Catalasa se utilizé perdxido
de hidrogeno (H20;) al 3%. Para las pruebas de Oxidasa se utilizaron tiras impregnadas
con el reactivo N,N-dimetil-p-fenilendiamina (Microbiology Bactident Oxidase - Merck
Quemiclas). Para la prueba Hugh i Leifson, el medio de cultivo estaba compuesto por
glucosa (CeH1206) Yy como indicador azul de bromotimol (C27H2sBr.0sS). Para la prueba
TSI, el medio de cultivo estaba compuesto por glucosa (CsHi120s), lactosa (C12H22011),
sacarosa (C12H22011), peptona, extracto de levadura, tiosulfato de sodio (Na»S»0s), sulfato

de hierro (FeSOy), cloruro de sodio (NaCl) y como indicador rojo fenol (C19H1405S). Para

0


https://es.wikipedia.org/wiki/Yodo_diat%C3%B3mico
https://es.wikipedia.org/wiki/Yoduro_de_potasio
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_metilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_carbonilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_metilo
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la prueba SIM, se utilizé un agar compuesto por peptona, triptona, sulfato amaonico ferroso
(NHWHe(SOWF6HFO), tiosulfato sodico (Na:S:03) y se analizd el resultado utilizando
reactivo de Kovacs. Para la prueba de hidrélisis de la urea se utiliz6 un agar compuesto
por dextrosa (C3g ®9, fosfato dipotasico (K:HPO,) y como indicador rojo fenol
(C19H140sS). Para la prueba de hidrélisis de la gelatina se utilizé un caldo nutritivo
compuesto por peptona y gelatina al 12%. Para la prueba TZC se utilizé dextrosa
(CeéH1206), peptona, caseina hidrolizada y cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio, el cual fue
filtrado con filtros de jeringa de 0.2 um. Para la conservacion de las cepas bacterianas se
utilizé glicerol al 99% estéril. Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizo
como control positivo el antibiético sulfato de estreptomicina (C21H39N7O12). Los medios de
cultivo utilizados en el aislamiento y purificacién de la bacteria fueron: agar nutritivo
(OXOID CM0003) compuesto por: extracto de levadura, 2 g/L; peptona, 3 g/L; cloruro de
sodio, 5 g/L; agar, 15 g/L; Agar bacteriol6gico (OXOID LP0011) con humedad <7.5% y bajo
contenido de minerales; agar Mueller Hilton; caldo nutritivo (OXOID CM0001) compuesto

por extracto de levadura, 2.0 g/L; peptona, 5.0 g/L con pH 7,4 £ 0,2 a 25 °C.

4.2 Equipos

Con la finalidad de esterilizar el material utilizado se empleé una autoclave hospitalaria
Aravell que oper6 a 120 °C y 20 Psi y la camara de flujo laminar ISOCIDE- Streamline.
Para determinar la biomasa total de la poblacibn microbiana se empleé el
espectrofotbmetro X-max 1000 y cubetas de vidrio con paso 6ptico de 1 cm a una longitud
de onda de 600 nm. Para obtener muestras homogéneas de cultivos bacterianos se utilizé
un agitador orbital Heidolph Unimax que oper6 a 250 rpm. La incubacion de la bacteria se
realizé en la incubadora Thermo Scientific Precision Analytical que opera a 28 °C en
oscuridad. La morfologia de las bacterias se determind con microscopio Gptico Olympus
CX3lil ndustri al Digital Camer a .JParMR ledura2dd las
microplacas de 96 pozos se empled Bio Rad Model 680XR- Microplate Reader, que opera

a una longitud de onda de 600 nm.

4.3 Metodologia

Para aislar la bacteria Ralstonia solanacearum del pseudotallo de Musa x paradisiaca se

realizaron dos métodos: directo e indirecto.

Lent es

d
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4.3.1 Aislamiento por métodos directos e indirectos

1 Aislamiento por el método directo:
Mediante un asa estéril se tomé directamente el exudado bacteriano que emanaba del
cilindro central del pseudotallo que presentd sintomas de pudricién parda y se sembré
mediante la técnica de agotamiento o de estria cruzada en cajas de Petri con agar nutritivo.
Las cajas fueron incubadas en condiciones aerébicas durante 24- 48 horas a 28 °C. Luego
se volvid a repetir el proceso tomando con un asa estéril una Unica colonia bacteriana, la
cual se pas6 a un nuevo agar nutritivo para la obtencién de un cultivo puro o axénico. Este
proceso se realiz6 con varias colonias aisladas obtenidas del aislamiento. Los cultivos se

incubaron durante 24-48 horas a 28 °C.

9 Aislamiento por el método indirecto:
Se cort6 partes del cilindro central del pseudotallo que presentaba tanto tejido sano como
enfermo, es decir con los haces vasculares necrosados y de color marrén, los cuales se
depositaron en tubos plasticos estériles de 2 mL. Luego se le adicioné agua destilada
estéril y se maceraron hasta obtener una suspension bacteriana, la cual se sembr6 con un
asa estéril mediante estria cruzada en cajas de Petri con agar nutritivo. Los medios fueron
incubados en condiciones aerdbicas durante 24 horas a 28 °C. Posteriormente, se tomo
con un asa estéril una colonia bacteriana la cual se pasé a un nuevo agar nutritivo para la
obtencion de un cultivo puro o axénico. Este procedimiento se realizd con varias colonias

aisladas obtenidas del aislamiento. Los cultivos se incubaron durante 24 - 48 horas a 28°C.

4.3.2 ldentificacion Morfologica — Bioquimica de las bacterias

Con la finalidad de determinar las caracteristicas microscopicas y metabdlicas de los
aislamientos bacterianos obtenidos de los cultivos puros, las colonias se sometieron a
coloraciones especificas y a pruebas de crecimiento en medios de cultivo con

determinados sustratos a diferentes condiciones y cada analisis se realiz6 por triplicado.

9 Tincion de Gram
En un portaobjetos se colocd una gota de agua estéril y con un asa estéril se tomaron
colonias bacterianas las cuales se extendieron uniformemente y se dejaron secar a
temperatura ambiente sobre un soporte de laminas en una bandeja. Posteriormente se

agrego: cristal violeta durante 1 minuto, se enjuagé con agua; se agrego lugol se mantuvo
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durante 1 minuto, se enjuagé con agua; se agregé una mezcla de alcohol isopropilico y
acetona durante 15 segundos, se enjuagd con agua; se agregé safranina durante 30
segundos, se enjugd levemente con agua y finalmente se dejé secar a temperatura
ambiente. La morfologia de las bacterias se observd mediante un microscopio éptico a una
magnificacién de 100x con aceite de inmersién ©7,

1 Prueba del hidréxido de potasio (KOH, 3%)
En un portaobjetos se colocaron 50 puL de KOH a una concentracion 3%, luego con un asa
estéril se tomaron las colonias de los cultivos puros de los aislamientos obtenidos por los
métodos directos e indirectos y se frotaron con la solucién durante 30 segundos. Si no se
observa ningan cambio, las bacterias analizadas son Gram positivas, mientras que si se
forma un hilo se considera prueba positiva para bacterias Gram negativas ©®,

1 Prueba de catalasa
En un portaobjetos se colocaron 50 pL de peréxido de hidrégeno al 3%, luego con un asa
estéril se toman las colonias bacterianas y se pusieron en contacto directo, si
inmediatamente no se observa ningln cambio se consideran una prueba negativa y si hay
produccién de burbujas se considera prueba positiva 9.

9 Pruebade oxidasa
Mediante un asa estéril se tomaron las colonias de los cultivos puros de los aislamientos
obtenidos por los métodos directos e indirectos y se pusieron sobre tiras impregnadas con
el reactivo N,N-dimetil-p-fenilendiamina durante un minuto a temperatura ambiente. Si se
observa la tira con una coloracion azul oscuro o granate se considera prueba positiva y si
la tira no presenta ningin cambio, la prueba es negativa ©9.

9 Prueba de Hugh — Leifson o Prueba 6xido - fermentativa
Dos tubos con el medio de Hugh i Leifson fueron incubados por puncién en el centro
mediante un asa que tenia las colonias bacterianas: un tubo se dejé en condiciones de
aerobiosis (sin aceite mineral) el cual presenta un gradiente de concentracién de oxigeno
mas abundante en la superficie que en el fondo del tubo y al otro tubo se le adicion6 100
KL de aceite mineral para cubrir la superficie del medio con la finalidad de sellarlo y generar
condiciones de anaerobiosis. Simultdneamente los tubos fueron incubados a 28 °C y se
analizaron después de haber transcurrido 24 horas. El agar present6 como indicador de
pH azul de bromotimol el cual vira a color amarillo en el medio acido. Si las bacterias son
fermentadoras de glucosa se produce acido en ambos tubos y si las bacterias son

oxidativas producen una coloracién amarilla en el agar en el tubo abierto ¢,
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1 Prueba Agar Hierro Triple AzGcar (Triple Sugar Iron, TSI)
Mediante un asa estéril se tomaron las colonias bacterianas las cuales se inocularon por
puncién en el fondo del agar, como también en espiral en la superficie inclinada del medio
de cultivo TSI. Luego se incubaron los tubos a 28 °C y se analizaron los resultados después
de haber transcurrido 24 horas. El agar present6 el indicador rojo fenol el cual vira al color
amarillo en medio &cido. La interpretacion de la prueba es la siguiente: si hay fermentacion
de los tres azucares el color del todo el medio de cultivo vira a amarillo, si no hay
fermentacion de azicares el medio vira a rojo, si la bacteria fermenta solamente la glucosa,
acidificara el medio haciendo viral a amarillo el fondo del tubo y la superficie del medio
continuara de color rojo. Si hay produccién de sulfuro de hidrégeno (H.S) se observa un
precipitado de color negro y si hay presencia de burbujas en el tubo o un desplazamiento
del agar se debe a la produccion de diéxido de carbono (CO,). La evaluacién del cambio
de color se hace en la superficie y en el fondo del tubo por separado; la coloracion roja se
reporta con la letra K que corresponde a un medio basico y la coloracién amarilla se reporta
con la letra A que corresponde a un medio acido ©°

1 Prueba Sulfuro- Indol - Motilidad (SIM)
Mediante un asa estéril se tomaron las colonias bacterianas las cuales se inocularon por
puncién en el fondo del agar SIM y se incubaron durante 24 horas a 28 °C, Posteriormente,
se agregaron 2 gotas del reactivo Kovacs directamente sobre el tubo sembrado. La
interpretacion de la prueba del Indol es la siguiente: a) Prueba positiva: un anillo rojo en la
superficie del medio en la capa alcohdlica, es decir el reactivo se torna de color rojo, b)
Prueba negativa: no se produce color en la capa alcohdlica, el anillo toma el color del
reactivo de Kovacs (amarillo), ¢) Variable: un color anaranjado en la superficie del medio
debido al desarrollo de escatol, un compuesto metilado que puede ser precursor de la
formacion de Indol. El medio SIM permiti6é determinar la motilidad de la bacteria evaluada
por el desplazamiento del crecimiento a partir del punto de inoculacién y también se puede
evaluar la liberacion de H.S por la formacién de un precipitado negro en el tubo ©9.

9 Prueba Hidrélisis de la Urea
Mediante un asa estéril se tomaron las colonias bacterianas las cuales se inocularon por
puncion en el fondo del agar como también en espirar sobre la superficie inclinada del
medio de cultivo. Luego se incubaron los tubos a 28 °C y se analizaron los resultados
después de haber transcurrido 24 horas. El agar utilizado contiene el indicador de pH rojo
fenol y si después de la prueba no cambia de color se considera prueba negativa, mientras

que si se convierte en rosado es prueba positiva 9,
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1 Prueba Hidrdlisis de la Gelatina
A un tubo con medio de gelatina se le realizdé una puncion en el centro de agar mediante
un aza que tenia las colonias bacterianas y fue incubado a 28 °C durante 24 horas, luego
antes de leer la prueba, el tubo se dejo en la nevera a 4 °C durante 12 horas para
posteriormente evaluar si hubo o no la hidrdlisis de la gelatina.

1 Pruebade crecimiento a 40°C
Se tomaron colonias bacterianas y se sembré con un asa estéril por duplicado en cajas de
Petri con agar nutritivo la cual se dividié en tres secciones. Una caja fue incubada a 40°C,
mientras que la otra se incubo a 28 °C durante 24 horas, con la finalidad de comparar la
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano bajo las dos diferentes condiciones de

temperatura.

4.3.3 Conservacion

En tubos plasticos estériles de 15 mL con tapa se transfirieron 6 mL de caldo nutritivo
estéril y colonias bacterianas frescas provenientes de un cultivo puro en agar nutritivo, lo
tubos se dispusieron sobre un agitador orbital durante 12 horas a 250 rpm a temperatura
ambiente (22°C) para permitir el crecimiento de las bacterias. La conservacion se realizd
mediante dos métodos: en el primero los tubos se sometieron a centrifugacién durante 5
minutos a 5000 rpm, luego se retird el sobrenadante y el pallet se volvié a suspender en
caldo nutritivo con glicerol a 30%, mediante agitacion con vortex durante un minuto y
finalmente para poderlos guardar en la nevera se dividid la muestra en dos tubos
Eppendorf de 1,5 mL previamente marcados. El segundo método consistié en tomar 700uL
de este crecimiento bacteriano y se trasfirieron a tubos Eppendorf para posteriormente
adicionarle 300 uL de glicerol puro, luego se agité por un minuto en el vortex y se dejaron

en la nevera a -80°C.

4.3.4 Prueba de Sensibilidad Antibacteriana por Difusion en Pozo

Inicialmente se preparé 100 mL caldo nutritivo, el cual se sometio a esterilizacion de este
se transfirieron 7 mL en un tubo plastico estéril de 15mL, los cuales fueron inoculados con
colonias bacterianas provenientes de cada cultivo puro, los tubos se dispusieron sobre un

agitador orbital digital durante 12 horas a 250 rpm a temperatura ambiente (22 °C
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aproximadamente), para permitir el crecimiento de las bacterias. Transcurrido ese tiempo,
el cultivo liquido se sometid a centrifugacién a 5000 rpm durante 5 minutos, luego se les
retird el sobrenadante y el botén se disolvié en 10 mL de agua estéril mediante un voértex.
A la suspensién obtenida se le midié la densidad éptica (DOeno) correspondiente a la
biomasa total de la poblacién microbiana y se ajusté a una concentracion de 1.0 x 10°
UFC/mL. Posteriormente se realizaron una dilucién en tubos con agar bacteriol6gico a una
concentracion final de 0.5%, para obtener concentraciones de 1.0 x 10° UFC/mL, con las
cuales se evalud la actividad antibacteriana de las AgNPs y CuNPs. Para ello, las cajas de
Petri que contenian 4 mL de agar nutritivo fueron cubiertas cada una con las
concentraciones bacterianas que presentaron 0,5% de agar bacterioldgico, con el objetivo
de obtener una pelicula uniforme de crecimiento bacteriano al ser vertido en el medio. Una
vez los agares se secaron, con la ayuda de un sacabocados plastico se abrieron
cuidadosamente cinco pozos con una dimension de 5 mm por cada caja de Petri. En cada
pozo se adiciond 10 pL de cada dispersion de NPs o de los blancos utilizados en la sintesis,
las muestras fueron incubadas durante 24 horas a una temperatura de 28 °C que
corresponde a la temperatura 6ptima de crecimiento de la bacteria. Finalmente, si el agente
antibacterial se difunde de manera radial por el medio de cultivo y logra detener o inhibir el
crecimiento de estas bacterias se formara un halo o zona de inhibicion alrededor del pozo.
La medicion del diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano se realizd con
una regla, provista de una escala graduada (x1 mm), luego de las 24 horas posteriores a
la incubacion “%, Para evaluar la actividad antibacteriana por el método de difusion en
pozo fue necesario concentrar las muestras, por lo tanto, las dispersiones [1-AgNPs] y [2-
AgNPs] se centrifugaron a 14,500 rpm y se dispersaron en 25 mL de agua tipo (l) y se
empled como control de inhibicién bacteriana sulfato de estreptomicina, esta sustancia se
seleccion6 por su disponibilidad en el laboratorio y su efecto bactericida frente a la bacteria

de interés en este trabajo.
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4.3.5 Evaluacion del crecimiento bacteriano por absorbancia,
recuento en placay determinaciéon de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), como la concentracion (en
€ g/ mL o masgbhajd fle antimicrobiano que puede inhibir cualquier crecimiento
bacteriano visible %V, Se evalué el crecimiento de Ralstonia solanacearum mediante
absorbancia utilizando una microplaca de 96 pozos. Inicialmente se preparé 100 mL caldo
nutritivo, el cual se sometié a esterilizacion de este se transfirieron 10 mL en un tubo
plastico estéril de 15mL, los cuales fueron inoculados con colonias bacterianas
provenientes de un cultivo puro, los tubos se agitaron con un vortex durante 30 segundos.
A la suspension obtenida se le midié la densidad Optica (DOsoo) correspondiente a la
biomasa total de la poblacién microbiana y se ajusté a una concentraciéon de 1.0 x 10°
UFC/mL, luego se realizé una dilucién hasta obtener una concentracion bacteriana de 1.0
X 10° UFC/mL. Para evaluar la actividad antibacteriana de las AgNPs fue necesario
concentrar las muestras, por lo tanto, las dispersiones [1-AgNPs] y [2-AgNPs] se
centrifugaron a 14,500 rpm y se dispersaron en 25 mL de agua tipo (1), luego se prepararon
diferentes diluciones teniendo en cuenta los valores de concentracion reportados por
absorcion atémica. Las concentraciones medidas para [1-AgNPs] fueron: 146,16 mg/L;
129,92 mg/L; 113,68mg/L; 97,44 mg/L; 81,2 mg/L; 64.96 mg/L y para [2-AgNPs] las
concentraciones analizadas fueron: 126,72 mg/L; 110,88 mg/L; 95,04 mg/L; 79,2 mg/L;
63,36 mg/L;47,5 mg/L; 31,68 mg/L y 15,84 mg/L.

Para evaluar la actividad antibacteriana de las CuNPs se eligieron las muestras que
presentaban dispersiones coloidales estables ([LA-CuNPs] y [2A-CuNPs]), luego se
prepararon las diferentes diluciones seriadas teniendo en cuenta los valores de
concentracion reportados por absorcion atémica. Las concentraciones medidas para [1A-
CuNPs] fueron: 14,28 mg/L; 12,50 mg/L; 10,71 mg/L; 8,93 mg/L; 7,14 mg/L; 5.35 mg/L,
3,57 mg/L, 1,78 mg/L. Para [2A-CuNPs] las concentraciones analizadas fueron: 25,17
mg/L; 22,03 mg/L; 18,88 mg/L; 17,73 mg/L; 12,58 mg/L; 9,44 mg/L; 6,29 mg/L y 3,1 mg/L.

Posteriormente, en una cabina de flujo laminar se abrié una placa de 96 pozo y se adicion6
en cada uno 90 pL de las diluciones de [1-AgNPs], [2-AgNPs], [1A-CuNPs], [2A-CuNPs] y



105

10 pL de cultivo bacteriano, estableciendo una columna como control positivo de
crecimiento donde se adiciono 10 pL de cultivo bacteriano y 90 uL H.O estéril, y como
control negativo para verificar la esterilidad del andlisis se adicion6 10 pL de caldo nutritivo
y 90 uL H2O estéril. Una vez llenos los pozos la placa se tapo y se sellé para evitar la
evaporacion. Las muestras se dejaron en incubacion dentro de un lector de placas a 28 °C
y se midié la absorbancia a 595 nm de cada uno de los pozos cada 2 horas durante 14
horas y posteriormente se realizaron las curvas de crecimiento. Posteriormente se
seleccionaron las concentraciones de NPs donde se evidencié el menor crecimiento de
Ralstonia solanacearum y para confirmar los valores de inhibicion se realiz6 un recuento
en placa de las células viables. Inicialmente se preparé 100 mL caldo nutritivo, el cual se
someti6 a esterilizacion de este se transfirieron 10 mL en un tubo pléstico estéril de 15mL,
los cuales fueron inoculados con colonias bacterianas provenientes de un cultivo puro, los
tubos se agitaron con un vortex durante 30 segundos. A la suspensién obtenida se le midi6
la densidad éptica (DOeoo) correspondiente a la biomasa total de la poblacion microbiana 'y
se ajustd a una concentracion de 1.0 x 10° UFC/ mL, luego se realiz6 una dilucién hasta
obtener una concentracion bacteriana de 1.0 x 10° UFC/ mL. En seguida se tomaron tubos
eppendorf estériles de 1,5 mL donde se adiciono 900 uL de la concentracién bacteriana
1.0 x 10° UFC/ mL y 100 pL de las diluciones de NPs. Las muestras se sometieron a
incubacién durante 12 horas a 28 °C, transcurrido ese tiempo se toman de ahi 100 uL y se
extendieron uniformemente sobre una placa con agar nutritivo, estableciendo una placa
como control positivo de crecimiento donde se adiciono 900 uL de cultivo bacteriano y 100
pL H2O estéril, y como control negativo para verificar la esterilidad del analisis se adicion6
900 pL de caldo nutritivo y 100 puL H2O estéril, y se incubaron durante 12 horas a 28°C.
Finalmente se realizé un recuento en placa de las células viables mediante un contador de

colonias para determinar la CMI de cada una de las NPs analizadas.

4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Material Vegetal

El material vegetal con sintomas de Moko de platano se obtuvo del laboratorio de Sanidad

Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias, sede Bogota, el cual provenia del
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departamento de Norte de Santander i Colombia. En la tabla 4-1, se relacionan las

caracteristicas especificas del lugar de procedencia de la muestra.

Tabla 4-1: Datos de la procedencia del material vegetal a partir del cual se aislo la
bacteria Ralstonia solanacearum

Muestra Pseudotallo
Nombre del predio San Martin

Vereda Camacho alto
Municipio Cucutilla
Departamento Norte de Santander
Temperatura media 22.4°C

Humedad relativa 81,2%
Coordenadas 7,4857 | -72,7588 | 1842
Nombre del Colector Yime Barrera
Hospedante Musa x paradisiaca
Cultivar/ Variedad Dominico Hartén

Como se expuso en el Capitulo 1, R. solanacearum al infectar la planta de Musa X
paradisiaca (platano) penetra por el sistema de absorcion radicular a través de heridas
radiculares o aberturas naturales originadas por la emergencia de raices secundarias y
entra en el sistema vascular, distribuyéndose en los vasos del xilema. Cuando la bacteria
se establece y coloniza la totalidad de los haces vasculares por la produccién de
exopolisacaridos extracelulares, los obstruye generando marchitez severa por la necrosis
de esos haces vasculares debido a una obstruccion de los tejidos conductores que
transportan el agua y los nutrientes ©%. Esto se verific al hacer un corte transversar en la
periferia basal del pseudotallo en el cual se detecto la necrosis y muerte del tejido vascular
(Figura 4-1a). Generalmente en un pseudotallo de platano sano, las vainas que se forman
por canales longitudinales separados por tabiques, presentan normalmente espacios
aeriferos conocidos como calcetas, pero por la presencia de R. solanacearum se
oscurecen, necrosan y se observa la obstruccion de estos haces vasculares (Figura 4-1b).
En estados avanzados de la infeccion, se presenta un flujo de color blanco lechoso que
emana de los tejidos vasculares afectados el cual esta asociado con el crecimiento
bacteriano y con la produccion excesiva de exopolisacaridos tal y como se evidencio en
la muestra analizada (Figura 4-1c), también se observaron manchas de color marron a
nivel vascular debido a la necrosis de los haces vasculares del cilindro central (Figura 4-
1d), esta sintomatologia se asocia con la marchitez fisiolégica severa generada por el

estrés hidrico debido a la obstruccidn de los vasos conductores del agua.
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Figura 4-1:. Sintomatologia del pseudotallo del Musa x paradisiaca (platano) debido a la
marchitez bacteriana causada por R. solanacearum:: a) aspecto general de un corte
transversal del pseudotallo donde se observa la necrosis de los haces vasculares, b)
obstruccion de los haces vasculares de mayor tamafio por la produccién de
exopolisacaridos (circulo rojo), c) flujo viscoso de color blanco lechoso (moko) que emana

de los haces vasculares al ser cortados (circulo rojo), d) manchas necréticas discontinuas

de coloracion marrén oscuro en los haces vasculares en el cilindro central vascular.

4.4.2 ldentificacidon bacteriana - Pruebas Bioquimicas

La morfologia de las colonias bacterianas obtenidas por los métodos de aislamiento
directos e indirectos en agar nutritivo presentaron una superficie brillante de borde
irregular, son fluidas de aspecto mucoide y de color blanco (Figura 4-2a). La apariencia de
estas colonias se asocia con la abundante produccion de exopolisacaridos, conocidos
como EPSs (del inglés Extracellular Polymeric Substances), los cuales son sustancias
poliméricas extracelulares de alto peso molecular, que son secretados por las bacterias a
su entorno y de algunos sustituyentes no glucidicos como acetato, piruvato, succinato y/o
fosfato. La capa de EPSs le permite a la bacteria tener una mayor adhesion celular, por lo
gue favorece la formacion de biopeliculas y la protege de la accion de agentes
antimicrobianos aumentando asi la patogenicidad de la bacteria %)

Figura 4-2: Morfologia de las colonias de Ralstonia solanacearum aisladas de un

pseudotallo de platano a) en medio de agar nutritivo y b) en medio agar Kelman TZC.
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Una vez caracterizada la morfologia de las colonias de cada aislamiento se le realizaron

las correspondientes pruebas bioquimicas:

1 Tincidon de Gram
La Tincibn de Gram al ser un tipo de tincion diferencial permitié la visualizacién y
reconocimiento de la morfologia de las bacterias. Durante el proceso se agregé cristal
violeta que penetra en todas las células bacterianas a través de la pared bacteriana por su
afinidad por el peptidoglicano. El lugol, fijé el cristal violeta al formar un complejo cristal
violeta-yodo insoluble. La mezcla de alcohol isopropilico y acetona fue adiciona con la
finalidad de deshidratar la pared bacteriana y realizar una decoloracién de las bacterias
Gram negativas, ya que las bacterias Gram positivas no se decoloran porque contienen
una gran cantidad de peptidoglicano que retiene con mayor fuerza el complejo y por ultimo
para poner en manifiesto las bacterias Gram negativas se agregé safranina, un colorante
secundario que tifie las bacterias que no lograron retener el complejo cristal violeta-yodo,
la cual dejé un tinte rosado en las bacterias. Luego se observo el portaobjetos en el
microscopio 6ptico en un aumento de 100x y se confirmé la presencia de bacterias Gram
negativas por el color rosado, las cuales presentaban una forma de bastén corto tanto para

los aislamientos directos como para los indirectos (Figura 5-4a) ©7.

1 Prueba del hidréxido de potasio (KOH, 3%)
En todas las pruebas cuando se mezclaron las colonias bacterianas con el hidroxido de
potasio durante 20 segundos se formé una suspension viscosa y al momento de separar
el asa del portaobjetos se form6 un pequefio filamento o hilo debido a que hidréxido de
potasio al 3% alcaliniz6 el medio y rompio las paredes de las células Gram negativas, por

tal motivo se liberé el material cromosémico y citoplasmético viscoso lo que hizo que la
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suspension bacteriana se volviera espesa y fibrosa, tal y como se present6 con todos los

aislamientos (Figura 4-4b).

1 Prueba de Catalasa

La enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromos. Esta enzima pertenece a las oxidoreductasas que
catalizan la descomposicion del peroxido de hidrégeno para producir oxigeno y agua
(Ecuacion 4.1). Mediante esta prueba se determiné que los aislamientos bacterianos
presentaron la enzima catalasa, ya que al entrar en contacto con el peroxido de hidrégeno,
este se hidrolizo produciendo agua y oxigeno gaseoso que se liber6é formando un burbujeo
de gas como prueba positiva (Figura 4-4c) ©9,

'§O]] w00 0 (4.1)
1 Prueba de Oxidasa
Mediante esta prueba se determind que la bacteria presenta la enzima citocromo ¢ oxidasa,
una proteina transmembranal que se encuentra incluida en las bicapas lipidicas y utilizan
el oxigeno en la cadena de transporte de electrones, de esta forma, al utilizar las tiras
impregnadas con el reactivo indicador N,N-Dimetil-p-fenilendiamina y luego de un minuto
de estar en contacto con cada uno de los aislamientos el reactivo pas6 a una coloracién
azul oscuro como prueba positiva (Figura 4-4d). Esto permiti6 comprobar que el reactivo
fue oxidado, por lo que actia como donante de electrones para la enzima oxidasa, lo que
comprueba que la bacteria es aerdbica al poseer esta enzima que emplea oxigeno en la

produccién de energia ©9,

1 Prueba de Hugh — Leifson
Esta prueba se realizé para la determinacion del metabolismo oxidativo (O) o fermentativo
(F) de las bacterias Gram negativas. De acuerdo a los resultados, el crecimiento bacteriano
en el tubo en condiciones aerdbicas genero un viraje en el medio a un color amarillo en la
parte superior por la formacion de acido carbdnico originado al reaccionar el CO- con el
agua del medio, correspondiente a la transformacion de la glucosa en CO; (respiracion
aerdbica) manteniendo la parte inferior del tubo de color verde (Figura 4-4e2). Mientras

tanto, el tubo en condiciones de anaerobiosis mantuvo el color verde inicial, demostrando
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gue las bacterias después de ser incubadas durante 24 horas no son fermentadoras de
glucosa, por lo que no producen &cidos a partir de la glucosa (Figura 4-4el). El resultado
permite establecer que la bacteria tiene un metabolismo oxidativo y no tiene la capacidad
de fermentacion (O+/ F-) ©9,

1 Prueba Triple Sugar Iron (TSI)
En esta prueba se utilizé para su lectura un tubo testigo con el agar (TSI) sin inocular, el
cual es de color anaranjado (Figura 4-4f1) y se compar6 con el tubo luego de inocular la
bacteria en el agar TSI durante 24 horas, se observo una coloracion rojiza (Figura 4-4f2).
El agar TSI presenta tres azucares: glucosa, lactosa y sacarosa, estos sustratos permiten
reconocer el proceso metabdlico de la bacteria ya que pueden servir de donadores de
electrones (oxidandose) y como aceptores de electrones (reduciéndose), por lo tanto,
mediante esta prueba se comprobé que los aislamientos de la bacteria no son
fermentadores de lactosa, sacarosa y glucosa, ya que el agar tomo la coloracién rojiza
debido al medio alcalino tanto en la parte superior del tubo como en la parte inferior, por lo
gue se reporta como (K/K), esta prueba también indicé que no hay produccién de gas
porque no hay desplazamiento del agar debido a producciéon de diéxido de carbono y
también indic6 que no hay produccién de acido sulfhidrico porque no se observé un

precipitado negro correspondiente al sulfuro ferroso ©9.

9 Prueba Sulfuro - Indol — Motilidad (SIM)
Esta prueba se realiz6 con la finalidad de determinar la accién de las bacterias sobre los
aminoacidos. El triptéfano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias
para formar metabolitos indélicos como el indol y/o metilindol. Hay diversas enzimas
intracelulares que intervienen en este proceso y reciben el nombre colectivo de
"Triptofanasa". La enzima triptofanasa cataliza la reacciéon de desaminacion, atacando la
molécula de triptéfano solamente en su cadena lateral y dejando intacto el anillo aromético
en la forma de indol. La desaminacion del triptéfano es del tipo reductor liberado amoniaco
(NHs3) y energia. En la prueba, el tubo testigo con el agar (SIM) es de color amarillo (Figura
4-4g1) y después de la prueba no hubo un cambio de color después de a agregar el
reactivo Kovack, por tal motivo, la bacteria no tiene la capacidad de oxidar el triptéfano
para producir metabolitos indolicos y tampoco forma H.S, sin embargo, si se observa la

motilidad de la bacteria por el crecimiento fuera de la zona de puncién (Figura 4-492).
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1 Prueba Hidrolisis de la Urea

La ureasa es una importante enzima microbiana relacionada con la descomposicion de los
compuestos organicos. Las enzimas bacterianas se clasifican como constitutivas o
adaptativas. Una enzima adaptativa o inducida se produce sélo cuando su sustrato
especifico esta presente. La ureasa es considerada constitutiva debido a que es sintetizada
por ciertas bacterias sin tomar en consideracion la presencia o ausencia de su sustrato
urea. La urea (CO(NH.)2) desighada como una carbamida al hidrolizarse a pH < 6.2
produce diéxido de carbono (CO.) y amoniaco (NHs) (Ecuacion 4.2)

0000 ¢cO OO0 wmy 0O o600 '0O0 (4.2)

Mediante esta prueba se cultivaron las bacterias en agar urea de color amarillo (Figura 4-
4h1) y luego la urea fue degradada, lo que indico que las bacterias son capaces de producir
el enzima ureasa, de esta forma, la urea al ser hidrolizada alcalinizé el medio y el viraje del
indicador (rojo fenol) fue de amarillo a fucsia (Figura 4-4h2). Por lo que se considera prueba

positiva al poner en manifiesto la presencia de la ureasa 9,

91 Prueba Hidrélisis de la Gelatina
La gelatina es una proteina derivada del coldgeno animal y se incorpora a diferentes
medios de cultivo para determinar la capacidad de la bacteria en producir enzimas de tipo

proteolitico (gelatinasas) que puedan producir gelatinosis o hidrolizar la gelatina.

Las proteinas que se producen naturalmente son demasiado grandes para entrar en una
célula bacteriana; por lo tanto, para que una célula utilice las proteinas, primero deben ser
catabolizadas en componentes mas pequefios mediante dos procesos sucesivos en donde
la gelatinasa degrada la gelatina a polipéptidos y luego los polipéptidos se convierten en

aminoacidos (Figura 4-3) 109,
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Figura 4-3: Reacciones involucradas en la hidrélisis de la gelatina %,

H20
\\ Gelatinasa
Gelatina > Paolipeptidos
H20

\ Gelatinasa
Polipeptidos 3 Aminoacidos

Las enzimas proteoliticas a menudo son importantes factores de virulencia de algunos
microorganismos. En la prueba, el tubo testigo con el agar gelatina es de color amarillo
(Figura 4-4i1) y después de la prueba, aunque el color se mantuvo, se observé que la
gelatina estaba liquida demostrando que la gelatina fue hidrolizada por las gelatinasas a
sus aminoacidos constitutivos, esta pérdida de sus caracteristicas gelificantes, se

considera prueba positiva (Figura 4-4i2).

1 Pruebaa 40°C
Luego de inocular a 40°C (Figura 4-4j1) se observé una disminucién considerable
crecimiento de las bacterias en comparacion con las bacterias inoculadas a 28 °C (Figura
4-4j2) por lo que se puede comprobar que al aumentar la temperatura hay disminucion de

la poblacién bacteriana.
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Figura 4-4: a) Morfologia de las bacterias mediante Tincion de Gram, b) Prueba KOH 3%,
¢) Prueba de catalasa, d) Prueba de oxidasa, €) Prueba Hugh i Leifson, f) Prueba TSI, g)
Prueba SIM, h) Prueba Hidrdlisis de la Ureasa, i) Prueba Hidrdlisis de la Gelatina y j)
Prueba a 40 °C.

a)

d)

9)

4.4.3 Actividad antibacteriana por el método de difusidon en pozo

El efecto antibacteriano se evalu6 mediante la presencia y tamafio de un halo de inhibicion
de crecimiento bacteriano alrededor de los pozos que contenian las muestras. La (Figura
4-5) presenta el resultado del analisis de la AgNPs y los blancos que fueron utilizados para
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realizar las respectivas sintesis. De acuerdo a esto, en la placa de Petri con agar nutritivo
y crecimiento bacteriano (Figura 4-5a) de acuerdo al sentido de las manecillas de reloj se
dispone: sulfato de estreptomicina (200 mg/L) (control de inhibicion de crecimiento
bacteriano), [1-AgNPs] (162,4 mg/L), TSC (0,003 M), NaBH. (0,001 M) y AgNO3 (0.001 M)
y para la segunda placa de Petri con agar nutritivo y crecimiento bacteriano (Figura 4-5b)
se dispone de acuerdo al sentido de las manecillas del reloj: sulfato de estreptomicina (200
mg/L), [2-AgNPs] (475 mg/L), TSC (0.002 M), NaBH. (0,0001M) y AgNOs (0.001M). ElI
promedio del diametro de los halos de inhibicién de las muestras analizadas, obtenido de
las tres réplicas se presenta en la Figura 4-6. Estos ensayos se realizaron con el fin de
identificar si los reactivos empleados en la sintesis de las NPs presentaban alguna

actividad bactericida.

Figura 4-5 Evaluacion de la actividad antibacteriana mediante difusién en pozo de: a) [1-
AgNPs], b) [2-AgNPs] contra R. solanacearum

a) sulfato de a) sulfato de
estreptomicina estreptomicina
{halo 18 mm) (halo 18 mm)
h) [1-AgNPs] h) [2-AgNPs]
( halo 11 mm) ( halo 12 mm)
c)TSC c)TSC

( No hay halo) { No hay halao)
d) NaBHs d) NaBHs

( No hay halo) { No hay halo)
e) AgNO3 e) AgNO3
(halo 7 mm) (halo 7 mm)

Figura 4-6 Promedio de los halos de inhibicién en las cajas de Petri a y b: sulfato de
estreptomicina, [1-AgNPs], [2-AgNPs], TSC, NaBH.s y AgNOs.

20

Promedio de halo de inhibicion (nm)

sulfato de [1-AghPs]

estreptormicina [2- AgMPs]

= Caja de Petria 18 11 o o 7
= Caja de Petrib 18 12 o o 7

TsC MaBH4 AgNOg
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Al comparar el didmetro de los halos de inhibicion de las diferentes muestras se puede
apreciar que el mayor didmetro se obtuvo con el antibi6tico (Sulfato de estreptomicina)
siendo éste de 18 mm, seguido por las AgNPs. El NaBH. y el TSC no generaron inhibicion
del crecimiento bacteriano, mientras que el AgNO; presenté actividad antibacterial, sin
embargo, el didmetro del halo (7 mm) fue menor que el generado por el antibi6tico y las
AgNPs. De acuerdo con estos resultados, se demuestra que el método de difusién en pozo
permitié determinar el efecto de las [1-AgNPs] y [2-AgNPs] contra R. solanacearum con
halos e inhibicién de 11 y 12 mm respectivamente, siendo mayor las de [2-AgNPs] al
presentar una mayor concentracion. Estos resultados demuestran la facilidad de difusion
de las NPs dentro del agar, el cual contiene las células bacterianas en crecimiento y que
al entrar en contacto con éstas genera su muerte, siendo éste el posible mecanismo de

accion de las AgNPs sobre la bacteria en este método de evaluacion.

La (Figura 4-7) presenta dos cajas de Petri con agar nutritivo y crecimiento bacteriano
donde se analizan las CuNPs comparadas con los blancos que fueron utilizados para
realizar las respectivas sintesis En la caja de Petri (Figura 4-7a), de acuerdo al sentido de
las manecillas de reloj se dispone: sulfato de estreptomicina (200 mg/L), [LA-CuNPs]
(16,33 mg/L), [1B-CuNPs] y AH;2 (1,0 M) y CuCl. (0,05 M). Para la segunda placa con agar
nutritivo y crecimiento bacteriano (Figura 4,7b) de acuerdo al sentido de las manecillas de
reloj se dispone: sulfato de estreptomicina (200 mg/L), [2A-CuNPs] (176,5 mg/L), [2B-
CuNPs], AH2 (1,0 M) y CuCl; (0,08 M). El promedio del diametro de los halos de inhibicién
de las muestras analizadas, obtenido de las tres réplicas se presenta en la (Figura 4-8).
Estos ensayos se realizaron con el fin de identificar si los reactivos empleados en la

sintesis de las NPs presentaban alguna actividad bactericida.

Figura 4-7 Evaluacién de la actividad antibacteriana mediante difusién en pozo de: a) [1A-
CuNPs], [1B-CuNPs] y b) [2A-CuNPs]. [2B-CuNPs] contra R. solanacearum.

a) sulfato de a) sulfato de
estreptomicina estreptomicina
(halo 18 mm) (halo 18 mm)
b) [1A-CuNPs] b) [2A-CuNPs]
{ halo 12mm) ( halo 12mm)
c¢) [1B-CuNPs] c) [2B-CuNPs]
{ No hay halo) No hay halo)
d) AH2 d) AH2

{ No hay halo) { No hay halo)
e) CuCl2 e) CuClz

(halo 10mm) (halo 11 mm)
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Figura 4-8 Promedio de los halos de inhibicion en cajas de Petri a y b: sulfato de
estreptomicina, [LA-CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs], [2B-CuNPs], AHz y CuCls.

20
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Caja de Petri a 18 12 o 0 10
Caja de Petrib 18 12 o o 11

Al comparar el didmetro de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano de las
diferentes muestras se pudo apreciar que el antibidtico empleado (Sulfato de
estreptomicina) inhibié el crecimiento de R. solanacearum, generando halos de 18 mm,
seguido por la actividad antibacteriana generada por las [1A-CuNPs], [2A-CuNPs] que
generaron halos de 12 mm de didmetro, similar al diametro generado por el CuCl,. El AH;
no generé inhibicién de crecimiento, al igual que las [1B-CuNPs], [2B-CuNPs], debido a
gue estas ultimas dispersiones presentaron un potencial zeta proximo a -25 mV que llevé
a su precipitacion impidiendo que se difundieran radialmente sobre el agar que contenia
las bacterias en crecimiento. Esto demuestra que la migraciéon de las CuNPs en el agar
depende esencialmente de su tamafio y de su estabilidad, por lo tanto, las particulas de
mayor tamafio no lograron dispersarse a diferencia de las [LA-CuNPs] y [2A-CuNPs], que
por su mayor potencial zeta lograron difundirse en el medio y actuar sobre las células

bacterianas que estaban en el medio de cultivo.

En este sentido, se puede establecer que [LA-CuNPs], [2A-CuNPs], [1-AgNPs] y [2-
AgNPs], tienen efecto antibacterial contra R. solanacearum, sin embargo, el mayor efecto
se presentd con [1A-CuNPs] y [2A-CuNPs] debido a la baja concentracion utilizada en
comparacion con [1-AgNPs] y [2-AgNPs]. Estos resultados son producto de la facilidad con
gue se difunden las CuNPs con respecto a las de AgNPs dentro del agar y actuar sobre

las células bacterianas de R. solanacearum que estaban en el medio de cultivo.
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Es importante establecer que hay diferentes métodos que pueden ser usados para
determinar In vitro la susceptibilidad de bacterias ante las NPs, pero estos no son
igualmente sensibles o0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que los
resultados sean influenciados por el método seleccionado, la cepa bacteriana y el grado

de difusion de cada dispersion coloidal de NPs. (09
4.4.4 Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

La Concentraci-n M2nima Inhibitoria (CMI)

de antimicrobiano que puede inhibir cualquier crecimiento bacteriano visible V. La (Figura
4-9) muestra el perfil de crecimiento de R. solanacearum medida a 595 nm empleando
diferentes diluciones de [1-AgNPs], [2-AgNPs], [LA-CuNPs] y [2A-CuNPs] durante 14
horas.

Figura 4-9 Perfil de crecimiento de R. solanacearum en presencia de concentraciones
variables de: a) [1-AgNPs], b) [2-AgNPs], ¢) [LA-CuNPs] y d) [2A-CuNPs] y recuento en
placa de células viables.
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d
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La (Figura 4-9a) y (Figura 4-9b) muestran que cuando las [1-AgNPs] y [2-AgNPs],
interactuaron con el caldo nutritivo con una concentracion bacteriana de 1.0 x10 ® UFC/mL,
generaron un aumento de la absorcion debido a la interaccién con los componentes que
presento el medio, pero no fue un impedimento para evidenciar el crecimiento bacteriano
en estas diluciones, de esta forma para [1-AgNPs], las diluciones 97,4 mg/L, 81,2 mg/L y
64,9 mg/L presentaron crecimiento bacteriano e inhibicion del crecimiento para las demas
diluciones, por lo tanto, de acuerdo al recuento en placa de las células viables se determiné
gue la CMI para [1-AgNPs] es de 113,6 mg/L. De igual forma para las [2-AgNPs], se
evidencio crecimiento bacteriano en las diluciones 15,8 mg/L y 31,8 mg/L e inhibicion de
crecimiento para las otras diluciones, por lo que la CMI para [2-AgNPs], es de 47,5 mg/L.
Las (Figura 4-9c) y (Figura 4-9d), muestran que todas las diluciones analizadas de [1A-

CuNPs] y [2A-CuNPs] tienen actividad antibacteriana, de tal forma que para [LA-CuNPs]
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segun el recuento en placa, la CMI es de 3,5 mg/L. Para [LA-CuNPs], la CMI de 6,2 mg/L
y la concentracion bactericida es de 3,1 mg/L. Esto demuestra que las AQNPs y CuNPs
sintetizadas con morfologia esférica y de tamafios menores de 40 nm tienen actividad
antibacteriana siendo las [LA-CuNPs] y [2A-CuNPs] con tamafios de particula promedio
por HRTEM de 23,86 nm y 28,02 nm, respectivamente de las que presentaron mayor

actividad antibacteriana contra R. solanacearum.

Agnihotri et al., 2014, evaluo la actividad antibacteriana de AgNPs contra Escherichia coli
y Staphylococcus aureus y establecio que las AgNPs con tamafios mayores de 20 nm no
presentan actividad antibacteriana contra estas bacterias y solo pueden ser eficaces si
tienen tamarfios de particula menores de 10 nm ®9, Chen et al., 2016, evaluaron la
actividad antibacteriana de las AgNPs contra Ralstonia solanacearum que afect6 plantas
de Nicotiana tabacum. Las AgNPs gue sintetizaron presentaron diferentes morfologias y
tamafos con una alta polidispersidad entre 5 nm hasta los 200 nm. Las AgNPs con menor
actividad antibacteriana fueron para las estabilizadas con TX-100 y la mayor actividad fue
con Tween 80, sin embargo, no establecen cémo es la interaccion entre las NPs con los
estabilizantes y al no presentar tamafios y morfologias homogéneos, solo atribuyen la
actividad antibacteriana al uso del estabilizante empleado en cada sintesis ©Y. En el trabajo
realizado por Datta et al., 2019 ®, se evalué la actividad antibacteriana de CuNPs contra
Xanthomonas oryzae, y establecieron que la CMI para diferentes tamafios de CuNPs se
encontraba entre 1.52,5 mg/L y 2,5 mg/L.

Finalmente, estos resultados demuestran que se logré caracterizar y analizar CuNPs y
AgNPs por diferentes técnicas, obteniendo tamafios de particula menores 40 nm para las
dispersiones analizadas que presentaban morfologias esféricas, logrando de esta forma
evaluar su actividad antibacterial tanto por difusién en pozo como mediante microdilucién
en caldo, obteniendo resultados que hasta el momento no han sido reportados en la

literatura consultada en cuanto a la actividad antibacteriana contra R. solanacearum.
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5Concl usy ones
Recomendaci ones

5.1 Conclusiones

Mediante diferentes técnicas analiticas se pudieron caracterizar las AgNPs y CuNPs, en
términos de tamafio, carga, morfologia y superficie. De esta forma se logré sintetizar
AgNPs mediante reduccidén quimica empleando nitrato de plata como precursor metdlico,
borohidruro de sodio como agente reductor y citrato de sodio como estabilizante, de tal
forma que se identificé que la superficie de las AgNPs esta recubierta por los aniones
producto del equilibrio del HsCit°, en constante absorcion- desorcién en la superficie de [1-
AgNPs] y [2-AgNPs], que las mantiene dispersas en la fase dispersante (agua). El tamafio
de particula fue medido por HRTEM teniendo un tamafio promedio para [1-AgNPs] y [2-
AgNPs] de 24,36 nm y 35,01 nm, con carga superficial de -51,2mV y -50,1 mV
respectivamente. De igual forma, se logré sintetizar CuNPs mediante reduccién quimica
empleando cloruro de cobre como precursor metalico y como agente reductor y
estabilizante acido L-ascorbico. El tamafio de particula fue medio por HRTEM para [1A-
CuNPs], [1B-CuNPs], [2A-CuNPs] y [2B-CuNPs] teniendo tamafios promedio de 23,86
nm, 34,26 nm, 28,02 nm y 39,79 nm con carga superficial de -46,6 mV, -30,7 mV, -37,4
mV y -29,3 mV respectivamente, de tal forma que la superficie de las CuNPs esta
recubierta por los aniones L-dehidroascorbato en donde la forma hemiacetal biciclica
predomina en la superficie de [LA-CuNPs] y [2A-CuNPs] evitando su coalescencia por lo
gue se obtienen dispersiones estables por mas de 30 dias, en comparacion con [1B-Cu
NPs] y [2B-CuNPs] que al tener un bajo potencial zeta tienden a precipitar. En esta
investigacion se hizo un énfasis en identificar como se realiza la estabilizacién de las NPs,
debido a que no se tiene hasta el momento conocimientos certeros de como se da esa

interaccion.

En este estudio se logré a partir de un pseudotallo de platano proveniente de un cultivo de
Norte de Santander i Colombia, que presentaba sintomas de necrosis de haces
vasculares y exudado bacteriano, aislar e identificar Ralstonia solanacearum y se logro
evaluar in vitro la actividad antibacterial de las NPs contra esta bacteria. El estudio se

centré en evaluar qué tamafo y concentracion de particula de CuNPs y AgNPs present6
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mayor efecto antibacteriano. Las dispersiones [1A-CuNPs] y [2A-CuNPs], mostraron una
actividad bacteriana mayor con una CMI de 3,5y 6,2 mg/L, que las obtenidas para las
AgNPs, por lo que se considera que la superficie de CuNPs pueda promover mas
facilmente la inhibicion bacteriana, esta comparacion demuestra que las CuNPs puede ser
un eficaz agente antibacteriano contra otro tipo de cepas bacterianas fitopatégenas.

5.2 Recomendaciones

1 Continuar la caracterizacion de las CuNPs y AgNPs mediante espectrometria de
masas ya que no se tenian los recursos suficientes para realizar la caracterizacion

por esa técnica debido a inconvenientes originados por la pandemia.

1 Las cepas bacterianas analizadas en este estudio se aislaron de un pseudotallo de
platano en Colombia por lo que se recomienda continuar su identificacion mediante
analisis moleculares que permita completar su idenficacion y realizar un estudio
con técnicas como electroforesis de dos dimensiones que permita identificar las

proteinas de membrana implicadas en la actividad antibacteriana de las NPs.

1 Las pruebas antibacterianas realizadas comprendieron analisis in vitro por lo que
se recomienda continuar la investigacion mediante pruebas in vivo, con la finalidad
de evaluar su eficacia ya que no siempre corresponden con los resultados

obtenidos in vitro.
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