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Abstract

Context: Copper or copper oxide nanoparticles are materials of interest
in the field of agriculture due to their multiple properties, including
their antimicrobial activity, which is useful in the biological control of
pests. Several authors have reported that nanoparticles smaller than 50
nm have a greater antimicrobial effect. Accordingly, this study aimed to
compare different synthesis protocols, with the purpose of obtaining copper
or copper oxide nanoparticles with adequate size for their subsequent
evaluation in the biological control of species that commonly affect crops in
Colombia.

Method: Five synthesis protocols were evaluated, four of them classified
as green chemical synthesis methods, and the other as biological synthesis.
The obtained nanoparticles were characterized via UV-Vis spectroscopy,
DLS, TEM, FTIR, XRD, SEM, and EDS.

Results: Protocol 3, which uses copper sulfate pentahydrate as precursor
salt, ascorbic acid as reducing agent, and starch as stabilizer, proved to be
the most suitable, as spherical metallic copper nanoparticles with a size of
4,5 nm were obtained with it.

Conclusions: It was possible to compare methodologies for copper and
copper oxide nanoparticles production, analyze the effect of synthesis
conditions on their characteristics, and finally obtain a protocol to
synthesize copper nanoparticles with an adequate size for potential use in
biological control applications.
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Resumen

Contexto: Las nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre son materiales de interés para la agricultura
por sus multiples propiedades, entre ellas su actividad antimicrobiana, que resulta ttil en el control
biolégico de plagas. Diversos autores han reportado que las nanoparticulas con tamafio inferior a 50
nm tienen mayor efecto antimicrobiano. De acuerdo con esto, este estudio tuvo como objetivo comparar
diferentes protocolos de sintesis de nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre, con el propésito de
obtener NPs de tamafios adecuados para su futura evaluacién en el control biolégico de especies que
afectan comtnmente los cultivos en Colombia.

Método: Se evaluaron cinco protocolos de sintesis, cuatro de ellos clasificados como métodos de sintesis
quimica verde y el otro como sintesis biolégica. Las nanoparticulas obtenidas fueron caracterizadas
mediante espectroscopia UV-Vis, DLS, TEM, FTIR, DRX, SEM y EDS.

Resultados: El protocolo 3, que utiliza sulfato de cobre pentahidratado como sal precursora, 4cido
ascorbico como agente reductor y almidén como estabilizante, resulté ser el més adecuado, pues con él
se obtuvieron nanoparticulas esféricas de cobre metélico con un tamafio promedio de 4,5 nm.
Conclusiones: Fue posible comparar las metodologfas de obtencién de nanoparticulas de cobre y 6xidos
de cobre, analizar el efecto de las condiciones de sintesis en sus caracteristicas y finalmente obtener un
protocolo para sintetizar nanoparticulas de cobre con un tamario adecuado para un potencial uso en

aplicaciones de control biolégico.

Palabras clave: nanoparticulas, cobre, 6xidos de cobre, sintesis quimica, sintesis bioldgica.
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1. Introduccidon

Las nanoparticulas (NPs) de naturaleza metdlica y de 6xidos de metales son ampliamente estudiadas
en la ciencia y la ingenieria debido a sus propiedades 6pticas, electrénicas, quimicas, fisicas y mecanicas.
Estas propiedades estan ligadas al tamario, la estructura cristalina, la morfologia y la composicién
de las particulas (1). Entre las caracteristicas que poseen las NPs se encuentra su alta relacién area
superficial/volumen, lo cual favorece el incremento de la energia interfacial, la reactividad de la
nanoparticula, la eficiencia en la absorcién y la capacidad de ser funcionalizadas con moléculas de
interés (2), (3).
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En la agricultura, la nanotecnologia se ha enfocado en el desarrollo de herramientas que ayuden
a fortalecer el sector agricola desde distintas aplicaciones, como el desarrollo de nanoformulaciones
de agroquimicos para aplicar pesticidas y fertilizantes para el mejoramiento de los cultivos; el uso
de nanosensores en la proteccion de cultivos para la identificacién de enfermedades y residuos de
agroquimicos; el empleo de nanodispositivos para la ingenierfa genética de las plantas; los diagndsticos
de enfermedades en plantas; y el manejo poscosecha (4). Actualmente, este sector se enfrenta a multiples
desafios como el control de plagas, la absorcién de nutrientes en los suelos, el mejoramiento genético
de plantas, la deteccion temprana de patdgenos, el manejo de recursos naturales, contaminantes
en productos alimenticios, entre otros. Aunque el manejo de todas estas problemadticas se ha hecho
empleando distintas herramientas, algunas son muy costosas y otras siguen siendo inttiles o poco
efectivas (5).

Una de las posibles soluciones es el uso de NPs metdlicas que, entre otras propiedades interesantes,
tienen propiedades antimicrobianas. Las nanoparticulas de cobre (CuNPs) u 6xidos de cobre (CuONPs)
poseen dichas propiedades y, ademds, son de bajo costo y facil obtencion. Estas nanoparticulas han
sido utilizadas para mdltiples aplicaciones como fungicidas y bactericidas, asi como para promover el
crecimiento de las plantas (6). Las propiedades de las NPs estdn ligadas a su tamario y forma (7), y, a
su vez, estas caracteristicas dependen del método de sintesis utilizado, que puede ser fisico, quimico o
biolégico.

En los métodos fisicos, las NPs se generan mediante la reduccién del tamafio del material original;
las NPs obtenidas no presentan contaminacién por solventes y tienen una distribucién uniforme, lo
cual constituye una mejora con respecto a la sintesis quimica. Sin embargo, en los métodos fisicos se

requieren equipos costosos y un alto uso de energia (8).

En la sintesis quimica se utilizan reactivos para la reduccién de los iones cobre, y el mayor
inconveniente que se presenta es el uso de materiales toxicos (9). Esto ha llevado a evaluar compuestos
como el azticar, el dcido ascérbico, el almidoén, etc., los cuales resultan ambientalmente mdas amigables.

A los procesos de sintesis que incluyen este tipo de compuestos se les llama quimica verde (10).

Por su parte, los métodos biolégicos utilizan bacterias, hongos y extractos de plantas como agentes
reductores de los iones cobre (11). Estos métodos tienen la ventaja de que utilizan materiales mds
ecolégicos, siendo mds econdémicos, simples y sostenibles que los métodos quimicos. Es preferible
utilizar extractos de plantas para obtener NPs en lugar de usar microorganismos, pues es mas dificil
preservar los cultivos celulares (12). Estos extractos, ademds, son adecuados para la sintesis de NPs a

gran escala (13).

Se ha observado que los cambios en la temperatura, el pH, la naturaleza del agente reductor y su
concentracion, entre otros factores, afectan el tamafio y la forma de las NPs obtenidas (14-19).

Algunos estudios han demostrado que el tamafio de particula influye directamente en la

citotoxicidad. Las particulas mds pequefias tienen una mayor relacién drea superficial /volumen, lo cual
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aumenta la reactividad y facilita el transporte intracelular (20). Los autores de (21) evaluaron el efecto
del tamario (53, 84, 120 y 174 nm) y de la concentracién de las CuNPs (5, 10 y 20 ppm) en la actividad
anitiftngica contra los hongos patégenos Fusarium oxysporum y Phytophthora capsici, encontrando que el
mayor grado de inhibicién del crecimiento se logra al utilizar las NPs mas pequefias, correspondientes

a un tamafio de 53 nm, a una concentracién de 20 ppm.

(22) estudiaron el efecto antimicrobiano de CulNPs de 5 nm en cepas de Escherichia coli (bacteria
Gram-negativa), encontrando que, después de 2 horas de tratamiento con las NPs a una concentracién
de 32 ppm, se logré inhibir el crecimiento en un 100 %. Por tltimo, a partir de ensayos con microscopio
de fuerza atémica, los autores pudieron concluir que la cepa E. coli es susceptible a las CuNPs, pues
se evidenciaron dafios en la membrana celular. Por su parte, (23) propusieron la sintesis verde de
fungicidas, que consistian en CuNPs preparadas en medio acuoso. Mediante experimentos in vitro,
evaluaron la actividad antiftingica de dichas NPs contra los hongos patégenos de plantas Fusarium
solani, Neofusicoccum sp. y Fusarium oxysporum, encontrando que, aunque la actividad antiftingica difiere
para cada especie, las CuNPs inducen fuertes cambios morfolégicos en el micelio, ademds de dafio en

las membranas celulares.

(24) sintetizaron CuNPs y CuONPs a través del método de reduccién quimica. La actividad
antifingica de las NPs obtenidas, con un tamafio promedio en el rango de 20 a 50 nm, se evalu6
mediante ensayos contra Fusarium sp., encontrando que el didmetro de la colonia fingica casi no
aumenta y que el crecimiento se inhibe en un 93,98 % al emplear una concentracién de NPs de 450 ppm
después de incubacién por 9 dias.

Dada la comprobada actividad antimicrobiana que han demostrado las CuNPs y las CuONPs,
resulta de gran interés evaluar metodologias de sintesis que permitan su obtencién, y poder asi
posteriormente evaluar su potencial aplicacién en el control biolégico de plagas como Fusarium
oxysporum, Ralstonia solanacearum spp. y Xanthomonas spp., las cuales afectan cultivos importantes para
Colombia, como es el caso del platano, el tomate, el pimentén, la berenjena y la papa (25,26). De acuerdo
con ello, el objetivo del presente estudio fue comparar diferentes protocolos para la sintesis de CuNPs y
CuONPs a partir de métodos de quimica verde y bioldgica reportados en la literatura. La caracterizacién
de las NPs sintetizadas se realizé mediante las técnicas de UV-Vis, DLS, TEM, FTIR, DRX, SEM y EDS,
y, segun el tamario obtenido, se infirié un posible uso en aplicaciones de control biolégico.

2. Materiales y métodos

2.1. Sintesis de nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre

Con base en metodologias de sintesis de CuNPs reportadas en la literatura, se implementaron los
protocolos que se describen a continuacién. La Tabla I resume las principales condiciones evaluadas e
indica si se realiz6 alguna modificacién a la metodologia. Los ensayos se realizaron por triplicado.

1. Métodos de quimica verde:

= Protocolo 1, basado en la metodologia desarrollada por (23). Se prepardé una solucién de
citrato de sodio tribasico dihidratado (PanReac AppliChem ITW Reagents) al 2,5% m/V,
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se adicionaron 5 g de sulfato de cobre pentahidratado (Carlo Erba) y luego se agregaron,
bajo agitacién constante, 50 ml de 4cido ascérbico (PanReac AppliChem ITW Reagents) 0,2
M y 30 ml de hidréxido de sodio (PanReac AppliChem ITW Reagents) 1 M. Finalmente, la
mezcla se calent6 a 95 °C durante 90 minutos y, cuando se formé un precipitado de color

rojo, la solucién se centrifugd, y el precipitado obtenido se almacené en una nevera.

= Protocolo 2, basado en la metodologia desarrollada por (24). Se disolvieron 0,1712 g de cloruro
de cobre dihidratado (Reactivos Ru) en 50 ml de agua desionizada. La solucién se dejé
en agitacién hasta formar una solucién homogénea de color azul. Después se adicionaron
lentamente 10 ml de 4cido ascérbico (PanReac AppliChem ITW Reagents) 0,1 My, terminado
este procedimiento, se ajust6 el pH a 5 utilizando hidréxido de sodio (PanReac AppliChem
ITW Reagents) 1 M. Posteriormente se agregaron lentamente 10 ml de CTAB (PanReac
AppliChem ITW Reagents) 0,025 M, y la solucién resultante se mantuvo a 80 °C hasta
adquirir una coloracién rojo-marrén. Al terminar el proceso, la solucién se dejé enfriar a

temperatura ambiente, y el precipitado obtenido conservo el color.

= Protocolo 3, basado en la metodologia desarrollada por (27). Se disolvieron 2,5 g de almidén
(Almidon Rey) en 15 ml de agua destilada, y se agité a velocidad constante hasta obtener
una mezcla homogénea. Luego, la solucién de almidén se gote6 a 10 ml de sulfato de
cobre pentahidratado (Carlo Erba) 0,04 M, y se adicioné 1 g de 4cido ascérbico (PanReac
AppliChem ITW Reagents) directamente a la mezcla, la cual se mantuvo en agitacién a
velocidad constante durante 3 horas a 60 °C. La solucién se centrifugé durante 5 minutos
a 15.000 rpm, y el precipitado se refriger6 en nevera.

= Protocolo 4, basado en la metodologia propuesta por (28). Se calentaron 50 ml de una
solucién de cloruro de cobre dihidratado (Reactivos Ru) 0,01 M en bafio Maria a 80 °C
y se mantuvieron en agitacién magnética. Posteriormente, se gotearon 50 ml de acido
ascorbico (PanReac AppliChem ITW Reagents) 0,4 M a la solucién, manteniendo las mismas
condiciones de calentamiento y agitacién. La solucién se mantuvo en agitacién constante
por un periodo de 16 horas hasta alcanzar la coloracién esperada (café oscuro), y finalmente

se centrifugé a 5.000 rpm durante 20 minutos.
2. Método de sintesis biolégica:

= Protocolo 5, basado en la metodologia desarrollada por (29). Se utiliz6 sulfato de cobre
pentahidratado 0,5 M como sal precursora y extracto de hojas de albahaca morada (Ocimum
sanctum) como agente reductor. Para obtener el extracto, se lavaron hojas frescas de albahaca
morada, primero con agua corriente y después con agua destilada, para eliminar tierra
e impurezas. Posteriormente se cortaron en pequefios pedazos y se tomaron 100 g, los
cuales fueron agregados a 100 ml de agua destilada. Se realiz6 calentamiento a 60 °C
durante 15 minutos, se filtr6 el extracto obtenido y se enfri6 a temperatura ambiente. Para
la sintesis de las NPs, se gotearon 50 ml de extracto de albahaca en una solucién de 50 ml
de sulfato de cobre 0,05 M. La mezcla se dejé reaccionar durante 24 horas a temperatura
ambiente. Terminada la reaccién, la solucién se centrifugé a 15.000 rpm durante 10 minutos.

Finalmente, se recuperd el precipitado y se almacené en nevera.
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Tabla I. Protocolos implementados

Condiciones Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5
Sal Sulfato Cloruro Sulfato Cloruro Sulfato
precursora de cobre de cobre de cobre de cobre de cobre
pentahidratado  dihidratado pentahidratado dihidratado pentahidratado
Agente Acido Acido Acido Acido Extracto de
reductor ascérbico ascorbico ascérbico ascorbico albahaca
Estabilizante  Citrato de sodio CTAB Almidén — —
Temperatura 95 80 60 80 30
(@)
Tiempo de 1,5 2 3 16 1
agitacion (h)
Centrifugacion 5.000 5.000 15.000 5.000 15.000
(rpm)
Modificacién  Se seleccion6 Ninguna Para la sintesis se emple6 En el protocolo repor- Ninguna.
implementada una velocidad agitacion por 3 h, y se rea- tado por (28),
de centrifugaciéon liz6 la lectura de UV-vis, la centrifugacion
de 5.000 rpm,no mientras que (27) se realiz6 a 8.000
reportada por emplearon 3 h de rpm durante 15 min,
(23). reaccién y 2 h adicionales en este estudio se
antes de realizar la lectura hizo a 5.000 rpm
del UV-Vis. Se seleccion6 durante 20 min.

una velocidad de centrifuga-
cién de 1.500 rpm, no repor-
tada por (27),

quienes ademds emplearon

secado por liofilizacién.

2.2. Caracterizacién de las nanoparticulas de cobre

Para la caracterizacién se emple6 espectroscopia UV-Vis con un equipo MAPADA 3200C, haciendo
un barrido entre 200 y 800 nm para identificar el plasmoén de resonancia superficial caracteristico de las
NPs de cobre u 6xidos de cobre.

El tamafio y forma de las nanoparticulas se midieron empleando las técnicas de microscopia
eléctronica de transmisién (TEM), utilizando el equipo Tecnai F20 Super Twin de FEI, y dispersién de
luz dindmica (DLS), empleando un Zetasizer Lab con un indice de refraccién de 1,54 correspondiente al
cobre.

Las caracteristicas morfolégicas y la composiciéon elemental se evaluaron empleando microscopia

electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDS), utilizando un
microscopio electrénico JEOL-JSM 6490 LV, el cual opera con una aceleracion de 20 V.
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Mediante espectroscopia infrarroja se identificaron los grupos funcionales presentes en las muestras
mediante un espectrofotémetro Alpha (Bruker®), tomando 32 escaneos con una resoluciéon de 4 cm~!y

barriendo el espectro entre 500 hasta 4.000 cm™!.

También se empled la técnica de difraccién de rayos X para determinar la cristalinidad y la
composicién de las fases. Esto, por medio del difractémetro Malvern-Panalytical, modelo Empryean
2012, con detector Pixel 3D y fuente de Cu (A = 1,5418774) a 45 kV y 40 mA.

Se realizé andlisis de caracterizacién en muestras especificas con base en las caracteristicas y

resultados obtenidos en las muestras analizadas.

3. Resultados

La Fig. 1 presenta los espectros UV-Vis de las NPs sintetizadas con los protocolos 1, 2 y 5. El
espectro corresponde a un valor medio de absorbancia obtenido para cada protocolo con los tres ensayos

realizados.
Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 5
5
2.2 P 2 T
m - I m 4 m
w5 2.1 B61n S S 6.5n
c c 3 c
a2 a 293 a15
a g, nm &
219 A 3 ; 2
< Il Y Y
1.8 / . 1
1.7 0
GO0 B00 1000 200 300 400 500 500 BOO 700 8OO
Longitud de onda [nm] Longitud de onda [nm] Longitud de onda [nm]

Figura 1. Espectros UV-Vis de las nanoparticulas obtenidas con los protocolos de sintesis 1,2y 5

(23) no realizaron caracterizacién mediante UV-Vis, por lo que no es posible saber si el maximo de
absorcién obtenido al emplear el protocolo 1 (761£0,3 nm) es acorde o no con sus resultados. Si bien la
investigacion de (30) reporta que las nanoparticulas de 6xido de cobre I (CuyO) pueden presentar un
maximo de absorcién entre 590 y 800 nm, otros investigadores indican absorcién a longitudes de onda
entre 250 y 300 nm (31) y 560 y 650 nm (32). Por lo tanto, con el resultado de UV-Vis obtenido, no es
posible inferir si hay formacion o no de este tipo de NPs. Es por ello que dicho protocolo fue descartado.

Los resultados obtenidos con el protocolo 2 son diferentes a lo reportado por (24), quienes
obtuvieron un pico de médxima absorcién en 560 nm, atribuido a la formacién de NPs de cobre. Por
otro lado, en el presente estudio, dicho pico se obtuvo en 293+0,17 nm, lo cual, segtn (33), puede estar
asociado a la presencia de NPs de 6xido de cobre II (CuO). Por su parte, el trabajo de (31) reporta que el
6xido de cobre I (CuzO) puede ser monitoreado a través de los espectros UV-visibles, basandose en la
formacién de una banda del plasmén de resonancia superficial entre 250 y 300 nm. Es asi que, a partir
de estos datos, podria inferirse que en el presente estudio ocurrié oxidacién de CuNPs, pues estas,
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cuando son expuestas a ambientes acuosos, son susceptibles a la oxidacién, y el cobre se transforma en
CuOy CuyO.

En cuanto al protocolo 5, (29) reportaron un pico de méxima absorcién en 659 nm, el cual atribuyen
a la presencia de CulNPs. Sin embargo, otros investigadores indican que los picos en una longitud
de onda superior a 590 nm son caracteristicos de NPs de 6xido de cobre. Los estudios de (31) y (33)
reportan picos de maxima absorcion a 620 y 670 nm respectivamente. Ambos investigadores atribuyen
dichos picos a la formacién de nanoparticulas de 6xido de cobre II (CuO). En este estudio, la maxima
absorcion se obtuvo a 576+0,76 nm, longitud de onda cercana al intervalo de absorcién (580-590 nm)
reportado por (18) para las CulNPs.

Cabe resaltar que la resonancia del plasmén de superficie es un fendmeno en el que los dtomos
interactdan entre ellos, generando una banda de resonancia caracteristica al usar espectroscopia
UV-Vis. Sin embargo, esta interaccién se ve afectada por factores como el tamafio y forma de las
NPs y la naturaleza y composicién del medio de dispersién (31), por lo cual, dependiendo de la
naturaleza de la NP, se obtiene un maximo de absorcién en un intervalo u otro, y este, a su vez, puede
presentar corrimientos. Esto podria explicar el desplazamiento de los picos de absorcién y, por ende, la
discrepancia con otros datos reportados en la literatura.

Por otro lado, no se observé un pico de absorcién en la sintesis con los protocolos 3 y 4. A pesar
de realizar las debidas diluciones de la muestra, no se logr6 una lectura adecuada. Los picos obtenidos
representan Unicamente el ruido del equipo y, por consiguiente, no se presenta el espectro. En el
protocolo 3, basado en el reportado por (27), el espectro de UV-Vis obtenido presenta una banda de
absorcién muy tenue. Este estudio no obtuvo un resultado similar, posiblemente debido a que el tiempo
de reaccion empleado (3 horas) no fue suficiente para asegurar la reduccion de todos los iones Cu?** a
cobre metdlico, ya que la concentracién de NPs en solucién aumenta conforme ocurre la reaccion de
reduccién, generando asi una mayor absorbancia en el espectro UV-Vis. Cabe afiadir que en (27) se
empled un total de 5 horas de reaccion.

Para el caso del protocolo 4, los resultados difieren de los reportados por (28), debido posiblemente
al efecto de la velocidad de centrifugacién sobre la separaciéon de NPs por tamafios —en este estudio se
emplearon 5.000 rpm en vez de 8.000.

Es preciso afiadir que se consider6 realizar la caracterizacién de las muestras obtenidas con los

protocolos 3, 4 y 5 mediante otras técnicas.

La Tabla II presenta los resultados obtenidos en el andlisis de DLS. El ensayo se realiz6 por triplicado,
y los valores corresponden al promedio. Con el protocolo 3 se obtuvieron valores inferiores a 1 p,
donde cerca del 27 % de las particulas tenian un tamarfio de 27,8 nm y 14,6 % tenia un tamafio de 230
nm. Aunque no se obtuvo un espectro UV-Vis adecuado, si se obtuvo la coloracién rojo oscuro en la
solucién, tal y como lo reportan los autores del protocolo (27), quienes, ademads, obtuvieron un tamario

de particula de 5,7+1,8 nm. El indice de polidispersidad es cercano a 1 tanto en el sobrenadante como
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en el precipitado, lo que indica que la distribucién de tamarios es heterogénea y hay poblaciones de
NPs grandes y pequerias. Por otro lado, los tamafios de particula obtenidos con el protocolo 4 son muy
grandes; un 33 % de las particulas media 1.039 nm. Estos resultados difieren mucho de los reportados
por (28), quienes obtuvieron un tamario de particula de menos de 2 nm. Teniendo en cuenta lo anterior,
asi como el hecho de que no se obtuvo un espectro UV-Vis para la muestra sintetizada con el protocolo
4, este se descarto.

Tabla II. Resultados de DLS para sobrenadante y precipitado obtenidos con diferentes métodos de

sintesis
Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5
Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado
Tamafio medio [nm] 491 1.037 3.420 2.199 1.556 5.716
indice de polidispersidad 0,79 0,82 0,63 0,40 0,94 0,48

Con el protocolo 5, (29) obtuvieron un tamafio promedio de 29 nm; este estudio obtuvo 1.556
nm. Las diferencias en el tamafio promedio pueden deberse a que, al centrifugar a 15.000 rpm, las
nanoparticulas se aglomeraron, lo cual derivé en ctimulos de tamafio micrométrico. Sin embargo, en el
andlisis de DLS también se encontré que un 36,8 % de las particulas tenfa un tamafio de 50,99 nm. El
indice de polidispersidad del sobrenadante es casi 1, lo que significa que la muestra efectivamente tiene
muchas particulas aglomeradas de diversos tamarios. Por el contrario, el indice de polidispersidad del

precipitado es relativamente bajo e indica que el tamafio de particulas tiende a ser homogéneo.

En la Fig. 2a, i.e., la imagen TEM para la muestra obtenida con el protocolo 3, se observa que
las nanoparticulas obtenidas tienen un tamafio de aproximadamente 4,5 nm y son de forma casi
esférica. La Fig. 2b muestra las nanoparticulas sintetizadas mediante el protocolo 5, con un tamarfio de
aproximadamente 5,03 nm y con la misma tendencia a ser esféricas.

En la Tabla III se presenta un resumen de los resultados obtenidos con las diferentes técnicas de
caracterizacién empleadas.

Tabla III. Resultados de caracterizacion

Protocolo  Max. Abs.  Tamafio NP Tamafio NP Tipo
UV-Vis (nm) DLS (nm) TEM (nm) de NP (DRX)
1 761 — — —
2 293 — — —
3 — 491 4,5 CulNP
4 — 3.421 — —
5 576 1.566 5,03 Enmascaramiento

por el almidén

La Fig. 3 presenta el espectro FTIR obtenido para la muestra sintetizada empleando el protocolo 3.

1

Segtn (34), las vibraciones por enlaces OH- son evidentes en la banda 3.386 cm™" y pertenecen a los
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() (b)

Figura 2. Imdgenes TEM de nanoparticulas de cobre sintetizadas (a) con el protocolo 3 y (b) con el

protocolo 5

hidroxilos del almidén y el 4cido ascérbico. Enseguida estd la banda 2.931 cm™! de los grupos CHs.
Luego estan 2.149 y 2.067 cm ™! por la vibracion del grupo alquino (C=C) y 1.761 cm ™! por la vibracién

—1 se encuentra C=C,

de un grupo carbonilo (C=0), perteneciente a un éster. En la banda 1.690 cm
que puede pertenecer al acido ascérbico y puede estar desplazado porque el carbonilo y el oxigeno,
al tener mayor densidad de carga, desplazan la banda a otras longitudes de onda. Después estan las
bandas 1.411 y 1.367 cm™!, correspondientes a deformaciones fuera del plano de metilos y metilenos
respectivamente. Las bandas 1.204 y 1.238 cm ™! son grupos C-O de ésteres. En 1.023 cm ™! se encuentra

1

un grupo -COOH y, en 1.153 cm ™", el movimiento vibracional de C-O de un éter. Las tltimas bandas

por debajo de 900 cm ™! pueden ser carbonos sustituidos con cobre y grupos CH sueltos.

La Fig. 4 presenta el espectro infrarrojo para la muestra sintetizada con el protocolo 5. De acuerdo

con (34), la primera banda, ubicada en 3.389 cm™!

, corresponde al estiramiento de enlaces -OH
de alcoholes y fenoles. Enseguida se encuentran las bandas 2.965 y 2.926 cm™!, correspondientes a
deformaciones simétricas de metilos (CH3) y metilenos (CHs) respectivamente. En 2.371 cm ™! hay dos
pequerios picos que evidencian la presencia de armoénicos provenientes de grupos aromaticos, en 1.605
cm~! hay una banda fuerte de un grupo carbonilo perteneciente a una cetona y en 1.512 cm~! hay una
banda desplazada de un grupo (C=C) debido a la presencia de grupos electroatrayentes. Las bandas
1.441y 1.384 cm ™! corresponden a deformaciones por fuera del plano de grupos metilo (CH3) y metileno
(CHz). En 1.339 cm ™! hay una mezcla de grupos -COOH y -OH de un éster. Las tltimas dos bandas,
829 y 621 cm™!, muestran la presencia de grupos aromaticos. Estos grupos funcionales coinciden con
la presencia de compuestos en el extracto de albahaca, tales como el eugenol, el 4cido ascérbico, los
polifenoles, los flavonoides y las saponinas, entre otros (35). El grupo sulfonato aparece en 1.339 cm™!

debido a la presencia de sulfato de cobre pentahidratado en la reaccién.
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Figura 4. Espectro FTIR de la solucién obtenida con el protocolo 5

Segun los resultados obtenidos al verificar la reproducibilidad de los métodos, solamente el
protocolo 3 logré un resultado similar al reportado por (27), encontrandose un espectro de DRX similar
y que representa el cobre metalico puro, identificado por lo picos en los dngulos 26 de 43.31, 50.45 y
74.19°, que corresponden a la estructura ctibica centrada en las caras del cobre; asi como a los planos
(111), (200) y (220) respectivamente, lo cual concuerda con lo reportado por (27) y otros estudios (36,37).
Se concluye, entonces, que con este protocolo es posible obtener nanoparticulas de cobre.

| Ingenierial Vol. 28 | No. 2 | 1SSN 0121-750X | E-ISSN 2344-8393 | €19067 | 11 of 17



Evaluacién de protocolos de sintesis de nanoparticulas. . .

D. Acevedo-Leon, et al.

Intensidad

3000
|
M | 43310
zsuuﬂ Sullato de cobre pentahidratado |
Lh' | (111) | Acdto ascorbico
] | Alrmiddn
aol N _
W I
|| 50.45°
1500 "ph(EUU) 74190
h‘%% (220),
1000 po
W Nypay
500 - : : . : : : - : '
3 35 40 45 S50 55 B0 85 70 75 8O

4000 T T

| T T
3500 1
Sulfalo de cobre pentahidratado
Almidan
3000
B 2500
=
@
c
2
£ 2000
1500
1000
500 ; y
0 10 20 30 40 50 (1] 70 B0
21

Figura 5. DRX de las nanoparticulas de cobre sintetizadas con: (a) protocolo 3 y (b) protocolo 5

La Fig. 5b presenta el difractograma de la muestra obtenida con el protocolo 5. Se puede observar

un pico ancho en 26° que no corresponde a lo reportado en la literatura para las NPs de cobre. Es posible

que algunas macromoléculas presentes en el extracto de albahaca hayan enmascarado la superficie

de las NPs de cobre, impidiendo su identificacién en el DRX. (38) explicaron que esto se debe a la

estructura cristalina dependiente de las caracteristicas del polimero (peso molecular) y los pardmetros

utilizados en el proceso de sintesis y fabricacién. Como resultado, este método también se descartd, ya

que, aunque es probable que la sintesis de NPs de cobre haya sucedido, no es posible asegurarlo.

Mediante SEM, se obtuvo la Fig. 6a para la muestra sintetizada con el protocolo 3, en la cual se

observan ctimulos de 2 yum, pues la muestra no se sonic6 antes del ensayo. En la Fig. 6b, el andlisis de

EDS indica la presencia de cobre, carbono y oxigeno, que pueden atribuirse a los compuestos utilizados

en la sintesis. También se observa cloro, que pudo haberse utilizado en la limpieza de la cristaleria y/o

los viales utilizados para almacenar las muestras.

20kV  X30,000 0.5pm

(a)

Cu

(]

Spectrum 1

o 1 2 3

Full Scale 3260 cts Cursor: 7.352 (62 cts)

(b)

Figura 6. Imagenes (a) SEM y (b) EDS de nanoparticulas de cobre metélico sintetizadas con el protocolo

3
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Segun los reportes de la literatura, CuNPs de tamafios entre 2 y 5 nm han mostrado una actividad
antibacteriana adecuada, al disminuir la concentracién de microorganismos en un 99,9 % (39). Este
tamafio corresponde a lo obtenido para los protocolos 3 y 5, y este hecho fue corroborado por (40),
quienes evaluaron la actividad antibacteriana frente a E. coli empleando CuNPs de didmetro promedio
de 4,8 y 7,8 nm. Estos autores encontraron que las NPs de menor tamafio exhibian una actividad
antibacteriana significativamente mejor que las particulas mas grande. Por su parte, (24) corroboraron
la actividad antifingica de CuNPs y CuONPs, con un tamafio promedio entre 20 y 50 nm frente al
hongo Fusarium sp.

Los resultados de la caracterizacién muestran que el protocolo 3 permite obtener NPs de 4,5 nm que
podrian ser adecuadas para control biolégico debido a su actividad antimicrobiana. Por otro lado, los
andlisis quimicos evidenciaron la presencia de cobre y la fase presente de cobre metdlico, el cual mejora
la germinacién y crecimiento de las plantas (41), por lo que las CuNPs podrian aplicarse también en
cultivos.

4. Conclusiones

El protocolo 3, en el que se utilizé sulfato de cobre pentahidratado como sal precursora, acido
ascorbico como agente reductor y almidén como estabilizante, permitié obtener nanoparticulas de

cobre con un tamafio adecuado para un potencial uso en aplicaciones de control biolégico.

La reproducibilidad de los protocolos que se pretendié replicar en este estudio no fue
completamente verificada, ya que algunas condiciones de la sintesis y de la caracterizacién no
se pudieron implementar. No obstante, adaptar los protocolos a las condiciones disponibles en el
laboratorio permitié comparar las metodologias de obtencién de CuNPs u CuONPs, asi como analizar

el efecto que las condiciones de sintesis tienen en sus caracteristicas.
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