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Resumen

Con elrobjetivo de incrementar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de ZnO, se
sintetizaron y{earacterizaron nanoparticulas de ZnO modificadas con 0.5, 1 y 3 %m de cobre
mediante sintesis ‘bioasistida con extracto acuoso de Eichhornia crassipes. Adicionalmente, se
evaluo el efecto del precursor de la sal de cobre comparando acetato, sulfato y nitrato de cobre.

Para determinar_el efecto del cobre y del extracto en las propiedades del ZnO, los
nanomateriales se caractérizaron, mediante las espectroscopias infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y fotoelectronicarde electrones (XPS), analisis termogravimétrico (TGA), difraccidn
de rayos-X (DRX) y dispersidén de luz dinamica (DLS) y electroforética (ELS) asi como también
se determind su actividad antimicrebiana frente a Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli. Los
nanomateriales de Cu-ZnO mostrarer™menores concentraciones minimas inhibitorias que las
nanoparticulas de ZnO, siendo S. “adreus mas susceptible que E. coli, con valores de
concentracion minima inhibitoria entre (1125 y 2.5 mg/mL, con efecto bactericida, para los
materiales Cu-ZnO-A-3, Cu-ZnO-S-1 y, Cu-ZnO-N-0.5.

El extracto de lirio acuatico se-earacterizo/identificandose polifenoles y flavonoides, los
cuales tras ser calcinados a 500°C son) parcialmente degradados mostrando bandas en el
espectro infrarrojo alrededor de 1457 y 1446-cm™ asociadas principalmente a C-O-H, C-H y R-
CH=CHo.. Estos resultados confirman las obsepvaciones. hechas por FTIR y XPS de los materiales
Cu-ZnO, ya que se detectaron rastros de gspecies carbonaceas en los nanomateriales
calcinados, lo cual permite asumir una funcionalizacion in situ’durante la sintesis. La presencia
de cobre con estado de oxidaciéon +2 se confirmé para todes los materiales obteniéndose
porcentajes atémicos en superficie de entre 0.47 y 2.03%. El analisis por DRX revelé la fase
wurtzita hexagonal del ZnO, mientras que la dispersion de luz evidencio la carga superficial
negativa de los nanomateriales variando entre -19.2 y -9.7 mV. Las_particulas con mayor
bioactividad, Cu-ZnO-A-3, Cu-ZnO-S-1 'y Cu-ZnO-N-0.5, exhibiereon morfologias
predominantemente triangulares con tamafnos promedio de 143.95, 15386 y 152.41 nm,
respectivamente.

En conjunto, la incorporacion de Cu?* en el ZnO, y los fitocompuestos del extracto de lirio,
favorecieron el incremento de la actividad antimicrobiana del ZnO, especialmente-frente a S.
aureus.

Palabras claves

Cu-ZnO, Eichhornia crassipes, actividad antimicrobiana



Abstract

To.enhance the antimicrobial activity of ZnO nanoparticles, ZnO nanoparticles modified
with 0.5, ¥ and 3 wt% copper were synthesized and characterized through a bio-assisted
synthesis using-an aqueous extract of Eichhornia crassipes. Additionally, the effect of the copper
salt precursor wasvevaluated by comparing copper acetate, sulfate, and nitrate.

To determine the influence of copper and the plant extract on the properties of ZnO, the
nanomaterials were characterized by Fourier-transform infrared (FTIR) and X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), thermegravimetric analysis (TGA), X-ray diffraction (XRD), and dynamic
(DLS) and electrophoretic (ELS) light scattering. Their antimicrobial activity was also evaluated
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The Cu-ZnO nanomaterials exhibited lower
minimum inhibitory concentrations (MIC) than pure ZnO nanoparticles, with S. aureus being more
susceptible than E. coli, achieving MIC\values between 1.25 and 2.5 mg/mL and a bactericidal
effect for Cu-Zn0O-A-3, Cu-Zn0O-S-1 and*Cu-ZnO-N-0.5.

The water hyacinth extract was characterized, identifying polyphenols and flavonoids that
were partially degraded after calcination at 500 °C, showing infrared bands at approximately 1457
and 1416 cm™ associated mainly with.G-0-H, €=H and R-CH=CH, groups. These results support
the FTIR and XPS observations of Cu#Zn0O materials, in which traces of carbonaceous species
were detected after calcination, suggesting in situ” functionalization during synthesis. The
presence of Cu?* was confirmed in all samples; with 'surface atomic percentages ranging from
0.47 to 2.03 %. XRD analysis revealed the hexagonal wurtzite phase of ZnO, while light scattering
measurements evidenced negative surface charges between_-19.2 and -9.7 mV. The most
bioactive particles, Cu-ZnO-A-3, Cu-ZnO-S-1, and Cu-ZnO-N-0.5, exhibited predominantly
triangular morphologies with average sizes of 143.95, 153.86 and #52.41 nm, respectively.

Overalll, the incorporation of Cu?* into ZnO and the phytocompounds from the plant extract

enhanced the antimicrobial activity of ZnO, particularly against S. aureus.

Keywords

Cu-ZnO, Eichhornia crassipes, antimicrobial activity



Capitulo 1. Generalidades
1.1. Introduaccion

El tratamiento de aguas es un tema de amplio interés debido a la necesidad el acceso a
vital liquido. La_eentaminacién del agua por microorganismos representa un riesgo sanitario
importante, ya quesfacilita la propagacion de enfermedades infecciosas. Entre los principales
agentes bioldgicos presentes en el agua se encuentran bacterias (como Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa),yademas de cianobacterias, virus, hongos, entre otros (Ojha, 2020).
En México el 55.4% del agua’superficial presenta contaminacion microbiana (Comision Nacional
del Agua (CONAGUA) & Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT),
2018). Ante este panorama, los métodos convencionales de tratamiento de aguas, como los
procesos fisicos o quimicos, han resultado insuficientes debido a su limitada eficiencia en la
remocion de contaminantes refractarios y microorganismos patégenos, lo que ha impulsado la
busqueda de alternativas mas efectivas. De este modo, la nanotecnologia ha emergido como
una alternativa, debido a que las nanoparticulas presentan propiedades antimicrobianas que,
dependiendo de su composicion, tamafo y‘concentracion, pueden mostrar baja toxicidad para
las células humanas en rangos controlados, y que ademas, los microorganismos no generan
resistencia contra estas nanoparticulas).a\diferencia de los antibidticos (Baruah et al., 2019; Ojha,
2020).

La aplicacion de las nanoparticulas de metal y 6xido.de metal en el tratamiento de aguas
es prometedora, debido a que el control microbiano de estes\nanomateriales es incluso mejor
que algunos antibiéticos (Baruah et al., 2019); tal es el caso dekCu y del ZnO. Ademas, se ha
registrado que la combinacion de dos nanomateriales de esta naturaleza tiene como resultado la
modificacion y mejora de sus propiedades. Con respecto a las naneparticulas de ZnO (NP de
Zn0) se ha reportado que presenta una mayor eficiencia en la actividad \antimicrobiana cuando
se le adiciona otra nanoparticula de tipo metalico (Al-Rajhi et al., 2022) compo el Cu.

Sin embargo, aunque se ha reportado la obtencién de los nanomateriales de Cu-ZnO
mediante la adicién de un extracto vegetal (Al-Rajhi et al., 2022; Karthik et al., 2022) aun no se
ha determinado el efecto de los constituyentes fitoquimicos en la formacion de las'nanoparticulas
y en sus propiedades finales y cémo es que estos extractos potencializan Su-Capacidad
antibacteriana. El extracto de lirio acuatico (Eichhornia crassipes), se ha empleado| para la
sintesis de diferentes nanoparticulas debido a que su composicién fitoquimica contribdye‘a la
obtencion de estas y que se ha reportado que dicho extracto posee también propiedades

antimicrobianas hacia ciertas cepas, aun se requiere explorar diversas combinaciones de



nanoparticulas y el efecto de los extractos de plantas como las hojas de lirio acuatico, ya que
aun no'se’han desarrollado nanomateriales bactericidas de amplio espectro.

1.2.Justificacion

En la actualidad, se han desarrollado procedimientos para la obtencion de nanomateriales
de Cu y ZnO mediante sintesis bioldgica. En el caso del Cu, trabajos previos han demostrado
que exhibe una notable actividad antimicrobiana frente a diferentes cepas (Chakraborty et al.,
2022), lo cual ha derivado.en su aplicacién en medicamentos antibacterianos y purificadores de
agua comerciales (Baruah et al., 2019). Sin embargo, no se ha reportado el posible efecto del
tipo de precursor sobre lasipropiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas del material Cu, lo
cual podria proporcionar infoarmacion importante para el desarrollo de nanomateriales mas
efectivos. Asi mismo, el uso del extracto de lirio acuatico como agente de reaccion en la sintesis
de Cu ha sido escasamente reportado, limitandose principalmente a aplicaciones en la
degradacién de contaminantes (Velazquez-Hernandez et al., 2019). Considerando lo anterior, la
evaluacién de la actividad antimicrobiana asociada a este extracto ha sido poco reportada.

De igual manera, se ha encontrado\que las NP de ZnO obtenidas por sintesis biolégica
presentan una actividad antimicrobiaha-eficaz €ontra una variedad significativa de patégenos, en
comparacion con las NP de ZnO obtenidas por sintesis quimica (Raha & Ahmaruzzaman, 2022).
De forma conjunta, el nanomaterial Cu=ZnO _ha sido* empleado como fotocatalizador en la
remocion de organicos presentes en aguas residuales (Karthik et al., 2022; Khalid et al., 2022;
Lemecho et al., 2022) y, en menor medida, enlajinactivaeiéon de microorganismos, contra los
cuales han demostrado una alta actividad antibacteriana (Al*Rajhi et al., 2022). Por lo tanto,
aunque la actividad antimicrobiana del Cu y del ZnO, por separado;esta ampliamente reportada,
se requiere profundizar en el estudio de dicha propiedad del nanematerial Cu-ZnO empleando
cepas que estén relacionadas con las aguas residuales. Ademas, se requiere llevar un analisis
mas exhaustivo acerca del extracto de lirio acuatico, para relacionar’la-participacion de sus
componentes fitoquimicos tanto en la formacion de las nanoparticulas como en sus propiedades,
lo cual permitird orientar el disefio de materiales mas eficientes y de amplio espectro, con
potencial aplicacion en el tratamiento de aguas residuales.

1.3.Pregunta de investigacion

¢, Como afecta la incorporacion de Cu?* en las propiedades electrocinéticas, morfalégicas,
estructurales y antimicrobianas de los nanomateriales Cu-ZnO obtenidas por sintesis @sistida

con extracto de lirio acuatico?



1.4.Hipétesis

La.ifcorporacion de Cu?* en NP de ZnO sintetizadas en presencia de extracto de lirio
acuatico inCrementa la actividad antimicrobiana en comparacion con NP de ZnO no modificadas.

1.5.0bjetivo general

Analizar delsefecto en las propiedades electrocinéticas, morfolégicas y estructurales de
nanomateriales de ‘Cu-ZnO del extracto de lirio acuatico como medio de reaccion para su
aplicacion como agentesantimicrobiano.

1.6.0bjetivos especificos

e Determinar el efecto del'precursor en la obtencion y propiedades de los nanomateriales
de ZnO y Cu-ZnO, a partir. del método asistido con extracto de lirio acuatico, para
establecer los parametros idéneaos de sintesis, tal como la concentracién y precursor del
Cu?".

o Evaluar el efecto en la actividad, microbiolégica de los pardmetros de sintesis de
nanomateriales Cu-ZnO a partir de extracto de lirio acuatico para su empleo como agente
antimicrobiano.

¢ Determinar el efecto de la incofperacion de . €u?* en nanomateriales de Cu-ZnO obtenidos
a partir del extracto de lirio acuatico en las propiedades electrocinéticas, morfolégicas y

estructurales para su aplicacién como agentes(antimicrobianos.



Capitulo 2. Marco Teérico
2.1.Nanomateriales de Cu-ZnO
2.1.1.ZnO

El 6xido de zinc (ZnO) es un material con aplicaciones en diversas industrias, como en la
industria textil, agficultura, cosmética, entre otras (Figura 1A) (Raha & Ahmaruzzaman, 2022).
Este material es ampliamente utilizado debido a que presenta propiedades como alto potencial
redox, no toxicidad y bajo“costo (Raha & Ahmaruzzaman, 2022), las cuales son mejoradas
cuando el ZnO es de tamafio‘nanométrico. En concreto, las nanoparticulas de ZnO (NP de ZnO)
poseen una banda prohibida‘amplia (3.37 eV), elevada energia de unién de excitones (60 MeV),
alta conductividad electronica no.toxicidad y estabilidad quimica (Sanchez-Lopez et al., 2020).
Ademas, se ha documentado queas NP de ZnO exhiben una notable actividad antibacteriana
contra bacterias tanto Gram positivas {S. aureus, S. epidermis, B. subtilis, B. cereus, L.
monocytogenes, E. faecium, entre otras)/€omo contra Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa, E.
coli, K. pneumoniae, Salmonella sp., entrerotras) (Sanchez-Lépez et al., 2020), sobre todo, las
obtenidas mediante sintesis biolégica’ (Raha & Ahmaruzzaman, 2022).
2.1.2.Cu

Las nanoparticulas de éxido de cobre-o cobre{NP de CuO o Cu) son usados en diversos
ambitos, como en fotocatalisis, nanofertilizantes, electrénica, tratamiento de aguas, etc (Figura
1B) (Bhavyasree & Xavier, 2022). Sumado & sSu bajo _eosto y elevado rendimiento, estas
nanoparticulas presentan propiedades como gran area superficial, biocompatibilidad y alta
reactividad bioldgica y quimica (Chakraborty et al., 2022). Ademas, presenta una buena actividad
antimicrobiana contra cepas Gram positivas y Gram negativas, come, por ejemplo: P. aeruginosa,
C. difficile, S. aureus'y E. coli (Chakraborty et al., 2022), aunque, en realidad, su capacidad de
inhibir microorganismos no esta totalmente definido (Sanchez-Lopez et al., 2020). Para la
obtenciéon de las NP de Cu, se suelen emplean como precursores el*CuSQ4, CuCl,*2H.0,
Cu(NOs3)2 o Cu(CH3COO), (Sanchez-Lopez et al., 2020). Diversos estudios<han ‘reportado que
las NP de Cu son capaces de degradar varios colorantes, como el rojo Congo;.la‘rodamina-B y
el azul de metileno (Chakraborty et al., 2022).



Figura 1
Aplicacienes de las nanoparticulas de A) ZnO y B) Cu
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Nota. Adaptado de a) “ZnO nanostructured\materials and their potential applications: progress,
challenges and perspectives”, por S..Raha & M. Ahmaruzzaman, 2022, Nanoscale Advances,
4(8) y b) “Green synthesis of copper/copper oxide nanoparticles and their applications: a review.”,

por N. Chakraborty, et al., 2022, Green Chemistry Letters and Reviews, 15(1).

2.1.3.Cu-Zn0O

La modificacion del ZnO con otro elemento es una opcién prometedora, debido a que se
presenta una configuracién electrénica adecuada, ademas. de que sus propiedades
fisicoquimicas se verian potenciadas (Abebe et al., 2020). Dado que-el ion de Cu?* tiene un radio
ibnico semejante al Zn?*, es viable la obtencion de nanomateriales de Cu-ZnO (Abebe et al.,
2024). De acuerdo con Khatir & Zak (2024), la adicién de Cu al ZnO puede‘alterar las propiedades
electronicas y estructurales en comparacion al ZnO sin modificar, ademas.de proporcionar mayor
estabilidad y area superficial. En cuanto a sus propiedades antimicrobianas, sesha.reportado que
tanto las nanoparticulas de ZnO como el Cu son agentes antimicrobianos de¢amplio espectro,
por lo que, en conjunto, el Cu-ZnO es un material apto para su aplicacién contra cepas de
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Khatir & Zak, 2024).

Se ha reportado diversas morfologias del Cu-ZnO, entre ellas: esferas, cilindros, varillas,
nanocables, en forma de flor, etc.; estas formas dependen en gran medida en el métoedo~de
obtencion de estos nanomateriales (Abebe et al., 2020; Karthik et al., 2022; Khalid et al., 2022;
Khatir & Zak, 2024). Aunado a esto, Abebe et al. (2020) reporta que el tamafo de particula, la



cristalinidad, la concentracion de los precursores y el pH de la solucién desempefia un papel
importante en las propiedades de los nanomateriales Cu-ZnO. Finalmente, entre las aplicaciones
de este nanomaterial, se ha empleado principalmente en la degradacién fotocatalitica, para
dispositivos de almacenamiento eléctrico, sensores de gas, generacion de hidrogeno,
administraciéon de\farmacos, asi como agentes antimicrobianos (Khatir & Zak, 2024).

2.1.4.Métodos de'sintesis

Las nanopartictlas, se pueden obtener a partir de diferentes tipos de sintesis, las cuales
se clasifican en dos enfoques; a) Top-down approach (conocido como “descendente” o “de arriba
hacia abajo”) y b) Bottom-upsapproach (“ascendente” o “de abajo hacia arriba”). A su vez, los
métodos de sintesis se pueden clasificar en fisicos, quimicos y biologicos (Dikshit et al., 2021).
De estos, los métodos fisicos pertenecen al enfoque “descendente”, debido a que en este
enfoque las nanoparticulas se producén-a través de la reduccion de tamafio. Mientras que, los
métodos quimicos y bioldgicos son clasificados en el segundo enfoque (“ascendente”) (Sanchez-
Lopez et al., 2020).

En los métodos fisicos, se encuentran la ablacién laser, la litografia, la evaporacion-
condensacion, entre otros, los cuales.tienen la'desventaja de tener una baja tasa de produccion,
ademas de implicar costos elevados (Dikshit et al; 2021). Por otro lado, los métodos quimicos
abarcan la reduccién quimica, microemulsign-y copregipitacion, entre otros; estos se caracterizan
por emplear precursores quimicos, agentes, reductores, solventes organicos, asi como
condiciones de reaccion relativamente “suaves”. Finalmente, los métodos bioldgicos se
presentan como una alternativa segura y sostenible, ya que.estos métodos implican el uso de
recursos bioldgicos (como plantas, bacterias, algas, hongos,.€te.), que, junto con las sales
precursoras, permiten obtener nanoparticulas de diversos tamanes y morfologias, de acuerdo
con las condiciones de sintesis empleados (Bhavyasree & Xavier, 2022). En la Figura 2 se

muestran los métodos de sintesis correspondientes a los métodos fisices,.quimicos y bioldgicos.



Figura 2
Rutas defla sintesis de nanoparticulas
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Nota. Adaptado de “Green synthesis of coppetr/copper oxide nanoparticles and their applications:

a review.”, por N. Chakraborty, et al.,.2022, Green Chemistry Letters and Reviews, 15(1).

2.2.Sintesis bioloégica asistida por extractos
2.2.1.Uso de extractos de plantas

En la sintesis biologica, el uso de plantas es‘una:de las estrategias mas empleadas,
debido a que son de facil acceso, rentables, faciles'de procesar y, sobre todo, son menos toxicas
a diferencia del empleo de microorganismos (Bhavyasree & Xavier, 2022). Se han documentado
diversos estudios que utilizan diferentes partes de plantas, como hgjas, raices, semillas o frutos,
en la produccion de nanoparticulas (Bandeira et al., 2020). Los extractos de estas diferentes
partes de las plantas se pueden obtener por tres vias: por extraccion emcaliente, extraccion en
frio y utilizando un aparato Soxhlet (Dikshit et al., 2021), teniendo ademas la versatilidad de
emplear una gran variedad de solventes, lo que permite extraer también diferentes
fitocompuestos.

Los componentes de las plantas representan un rol clave en la“sintesis de las
nanoparticulas, ya que se ha reportado que pueden actuar como estabilizadores y‘reéductores de
las sales precursoras (Dikshit et al., 2021). Entre los componentes presentes en las‘plantas se
encuentran los acidos fendlicos, los flavonoides, las metilxantinas y las saponinas (Bandeira
et al., 2020). El uso de extractos de plantas proporciona un parametro adicional a controlar.en/la

sintesis de nanomateriales ya que, se puede variar segun el tipo y/o parte de la planta, solvente
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para extraer los fitocompuestos, concentracion del extracto, ademas del volumen empleado
durante.a’sintesis. En este sentido, Akintelu et al., (2020) mencionan que se ha encontrado una
relacién entre ebvolumen del extracto de planta empleado y la velocidad de la sintesis, dado que,
cuando se emplea un mayor volumen, la concentracién de los fitocompuestos de la planta es
mayor en la solycion, lo cual permite que la velocidad de la sintesis sea mas rapida.

En general, la_sintesis bioldgica asistida con extractos de plantas consiste en adicionar
una solucion de la sal precursora al extracto previamente obtenido, y controlar la temperatura y
el pH a un valor determinado (Figura 3), dependiendo de las caracteristicas que tendran las
nanoparticulas (Dikshit et'alyy'2021). Dado que el extracto de una planta en particular contiene
una variedad compleja de componentes, no se ha establecido el mecanismo de obtencién de
nanoparticulas por este tipo de¢sintesis. Sin embargo, Dikshit et al., (2021) establecen que la
sintesis de nanoparticulas metalicas mediada por extractos puede estar establecida en tres
etapas. 1) ocurre la reduccion de iones metalicos a atomos metalicos, y la nucleacién de dichos
atomos reducidos, 2) se presenta la unién)de pequenas nanoparticulas en nanoparticulas de
mayor tamano y 3) se termina el proceso, ebteniendo la forma final de las nanoparticulas.
Figura 3
Representacion esquematica de la sintesis-asistidaspor extracto de plantas
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Nota. Adaptado de “Green synthesis of metallic nanoparticles: Applications and limitations”, por
P. K. Dikshit, et al., 2021, Catalysts, 3(17).

2.2.2.Empleo del lirio acudtico en la sintesis de nanoparticulas

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) esta catalogado como una de las espécies
invasoras de los cuerpos de agua, debido a que, ademas de su alta velocidad de crecimiento, es
altamente resistente a cambios de su entorno, como el pH, los nutrientes disponibles y ‘las

condiciones de temperatura en las que se encuentre. Ademas, la presencia del lirio acuatico en
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los cuerpos de agua lleva a una disminucién del oxigeno disponible y a la obstruccion de la luz

solar, le-que tiene un impacto negativo significativo en el ecosistema (Rodriguez-Lara et al.,

2022).
Figura 4
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Nota. Adaptado de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms: A Comprehensive Review of Its Chemical
Composition, Traditional Use, and Value-Added ‘Products”, por Bakrim, et al., 2022, Frontiers in

Pharmacology, 13.

Se ha reportado la presencia de diversos metabolitos secundarios en esta planta, entre
los que se encuentran los polifenoles, flavonoides, acidosygrasos, alcaloides, esteroles entre
otros (Figura 4) (Bakrim et al., 2022). La presencia‘de estos componentes ha provocado que esta
planta sea aplicada en diversos ambitos, como en la produccién de etanol, la fitorremediacion, el
abono verde, la extraccion de acidos grasos volatiles, en la bioadsorciéon de tintes industriales
(como el cristal violeta, el azul de metileno y el rojo Congo) (Rodriguez-Lara et al., 2022) vy,
recientemente, en el proceso de obtencion de distintas nanoparticulastales como las NP de ZnO
(Jaithon et al., 2022; Kalaivani & Ravi, 2023; Lopez Gonzalez et al., 2024;\Vanathi et al., 2014),
de Cu (Roy et al.,, 2019) y el nanomaterial Cu-ZnO (Lemecho et al., 2022). La_.incorporacién del
extracto en la sintesis de las nanoparticulas antes mencionadas ha mostrado resultados
prometedores en el incremento de sus propiedades fotocataliticas, optoelectronicas y

antimicrobianas, en comparacién con aquellas en donde no se usa el extracto.
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2.3.Efectividad antimicrobiana de nanomateriales
2.3.1.Mecanismos de accion

Aungue/no se ha determinado con precision el mecanismo antibacteriano exacto ejercido
por las nanoparticulas, se han propuesto algunos mecanismos, entre los que se encuentran a)
las interacciones fisicas, en las cuales, las nanoparticulas se adhieren a la superficie bacteriana
y alteran la membrana celular o interactian con componentes intracelulares (Figura 5A) (Franco
et al.,, 2022), b) liberacién\de iones, donde los iones pueden difundirse hacia el interior de la
célula, y alterar la permeabilidad y el balance i6nico, causando dafios que finalmente ocasionan
la muerte celular (Figura 5B){(Ozdal & Gurkok, 2022) y c) la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), considerada e| principal mecanismo de accion de muchas nanoparticulas
metalicas, la acumulacion de ROS, tanto extracelular como intracelular, provoca oxidacion de
lipidos, proteinas y ADN, lo que inhibe' el crecimiento bacteriano y pueden derivar en muerte
celular (Figura 5C) (Franco et al., 2022).
Figura 5

Descripcion esquematica de los meeanismos antibacterianos
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Nota. Mecanismos antibacterianos debido a: A) las interacciones fisicas , B) liberacion de' iones
y C) generacion de ROS. Adaptado de “Metal-Based Nanoparticles: Antibacterial Mechanisms

and Biomedical Application”, por D. Franco, et al., 2022, Microorganisms, 25(9).
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Por otro lado, Mammari et al., (2022) describen que la actividad antimicrobiana es
resultade”de una serie de reacciones (Figura 6): primero, se produce una atraccién entre la
superficie bacteriana y las nanoparticulas, lo cual provoca que la membrana celular se
desestabilice, generando un cambio en la permeabilidad, seguido de induccion de toxicidad v,
debido a que selgeneran ROS, ocurre el estrés oxidativo.

Figura 6
Representacion del efecto antibacteriano de las nanoparticulas, provocados a través del estrés
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Nota. Adaptado de “Current Knowledge “en~the Oxidative-Stress-Mediated Antimicrobial

Properties of Metal-Based Nanoparticles”, por N"Mammarij et.al., 2022, Microorganisms, 10(2).

2.3.2.Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Diversos ensayos antimicrobianos se aplican para ¢analizar las propiedades
antimicrobianas de las nanoparticulas. Cada ensayo proporciona “informacion que permite
evaluar la eficacia y mecanismos mediante los cuales las nanoparticulas.actian como agentes
antimicrobianos. Hossain, (2024) presentd una recopilacion de los métodos mayormente
empleados, entre los que se encuentran: el cribado de la actividad antimicrobiana basado en la
difusion en agar (entre los que se encuentra la difusion en disco y en pocillo), el método de rayas
cruzadas, el ensayo de cocultivo, la técnica de alimentos envenenados, la cinética de muerte en
el tiempo, los métodos de dilucion en agar y dilucion en caldo, el ensayo de resazurina,\a prueba
de difusion en gradiente antimicrobiano, asi como el TLC-bioautografia y la citometria de flujo.
Entre estos métodos, la dilucidon en agar y en caldo son los que se utilizan para determinar la

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés), la cual es la concentracién a la
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cual una“soluciéon de nanoparticulas inhibe el crecimiento de las bacterias evaluadas. Estos
métodos-son confiables dado que estan estandarizados por organizaciones como el Instituto de

Normas Clinicas y de Laboratorio (por sus siglas en inglés, CLSI) (Hossain, 2024).

2.4.Antecedentes

En los afios recientes, se ha documentado el uso de recursos bioldgicos para la obtencion
de nanoparticulas, en lo~que se denomina sintesis biologica. Mediante el empleo de estos
recursos bioldgicos, se han=obtenido nanoparticulas (NP) metalicas y de base éxido metalico
como el Cu y el ZnO (Pal etaly 2019). En el caso de las nanoparticulas de ZnO (NP de ZnO)
obtenidas mediante sintesis” bioldgica, generalmente presentan la estructura de wurtzita
hexagonal y suelen variar los tamaros y formas, dependiendo de los parametros de sintesis
(Raha & Ahmaruzzaman, 2022). Ademas, estas NP de ZnO suelen presentar propiedades
mejoradas, como es el caso de la actividad*antimicrobiana, debido a que han demostrado buenos
resultados contra bacterias Gram positivas; Gram negativas y contra algunas cepas fungicas,
segun lo reportado por Lépez Gonzalez\et al., (2024). Por otro lado, en el caso de las
nanoparticulas a base de Cu, se encuentran las\de Cu y las de CuO. En general, la sintesis de
NP de Cu implica el uso de un precursor de Cu (como.CuClz, CuSO4, Cu(CH3COO), 0 Cu(NO3),),
al cual se le adiciona el extracto bioldgico y se le da €l tratamiento para obtener las muestras de
Cu y CuO (Chakraborty et al., 2022).

Para la obtencién de NP de Cu, el CuSO, es el precursor que se ha utilizado con mayor
frecuencia. Dashtizadeh et al., (2021) utilizaron como fuente-el extracto Prunus mahaleb para la
obtencion de NP de Cu, con el proposito de evaluar la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas obtenidas, se aplicé el método de difusién en pozos y el método de ensayo de
dilucién en pocillos, este ultimo, en un rango de concentraciones de 0.0456 a 2 mg/mL. Para ello,
eligieron 11 microorganismos diversos, representativos de Gram positivasyy Gram negativos y
una levadura. Los resultados sefialaron que las NP de Cu tienen una buena actividad, sobre todo
contra las bacterias Gram positivas como B. subtilisy S. spidermis con valores de MIC de 0.0156
y 0.25 mg/mL, respectivamente. Un estudio adicional, publicado por Roy et al;3(2019), emplea
CuSO4 como precursor, junto con la adicion de extracto de lirio acuatico (Eichhomia crassipes)
como agente reductor, para la obtencion de NP de Cu con el propdsito de empléarlo en la
deteccién del H20-.

Oftras sales precursoras empleadas en la obtencion de NP a base de Cu son Jel
Cu(CH3COO). y el Cu(NO3).. Benassai et al., (2021) emplearon estos precursores en la sintesis

bioasistida de nanoparticulas de cobre, empleando los extractos acuosos de Vaccinium myrtillus



15

L y Vaceinium uliginosum L. subsp. Gaultherioides; evaluaron la actividad antimicrobiana contra
E. coli,"Sraureus, S. cerevisiae y C. albicans, encontrando Concentraciones Minimas Inhibitorias
de 3.125 mM, lo,.cual es equivalente a 0.624 y 0.755 mg/mL, dependiendo del precursor de cobre
empleado (Cu(CHsCOO), y el Cu(NOs)2); con base en estos resultados, concluyeron que sus
nanoparticulas son'buenos candidatos como agentes antimicrobianos locales o desinfectantes,
incluyendo la desifhfeccion de agua. De igual forma, Rajesh et al., (2018), obtuvieron NP de Cu
a partir de la adiciéndelsextracto de Syzygium aromaticum en la sintesis utilizando el precursor
Cu(CH3COO),, con objetivo'de determinar sus propiedades fisicas, Opticas y antimicrobianas. En
este trabajo, usaron el metodo de difusion en disco de Kirby-Bauer para la evaluacion de la
actividad antimicrobiana, para.le’cual emplearon siete cepas de microorganismos. Los resultados
de las NP de Cu indicaron que tenfan mayor actividad contra la bacteria Bacillus sp. y contra el
hongo Penicillum sp., con diametros«de inhibicion de 8 y 6 mm, respectivamente, sugiriendo que
se pueden emplear como agentes antimicrobianos. Asimismo, Kiranmayee et al., (2023) obtuvo
NP de Cu empleando el mismo precursor(Cu(CH3COO),) con el extracto de Piper nigrum, el cual
presentaba buena actividad antimicrobiana=a*una concentracion de 100 ug/mL y un halo de
inhibicion de 23 mm, especificamente contra-S. aureus. Por lo que, en los trabajos de
investigacion antes mencionados (Behassai et al.,.2021; Dashtizadeh et al., 2021; Kiranmayee
et al., 2023; Rajesh et al., 2018; Roy et al., 2019), se’han presentado diferentes resultados de las
caracterizaciones de los precursores CuSQO4Cu(NO3)s'y Cu(CH3COOQ),, a partir de los cuales se
puede asumir que las propiedades de las NP.a base de’Cuj estan estrechamente vinculadas a
las condiciones en que se realice la sintesis, siendo el precursor del Cu una variable importante
en la actividad antimicrobiana del material.

Como se ha mencionado anteriormente, las NP a base”Cu y las de ZnO presentan
propiedades antimicrobianas interesantes de manera independiente, lo cual las convierte en
buenas opciones para utilizarse en el tratamiento de microorganismos transmitidos por el agua
(Ojha, 2020). Ademas, se ha reportado que las propiedades de las NP'de’ZnO presentan una
mejora significativa cuando se les agrega un metal, como el Cu. En lo que“se refiere a las
propiedades antimicrobianas, Al-Rajhi et al., (2022) obtuvieron nanocompuestos)de polimeros
(carboximetilcelulosa y a gelatina tipo B de piel bovina), a los cuales les adicionaron NP de ZnO
dopadas con Cu, utilizando como precursores el acetato de zinc y cobre, respectivamente. Las
muestras fueron evaluadas por la técnica de difusion en disco, para ello prepararon suspensiones
de los nanocompuestos a una concentracion de 200 ug/mL, de las cuales depositaron*400-uL
sobre discos de papel filtro (6 mm), obteniendo una dosis final de 20 ug por disco, frente a

diferentes microorganismos (B. subtilis, E. coli, E. faecalis, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus,



16

S. typhimurium y C. albicans). Los nanocompuestos mostraron una mejor eficacia en
comparacion con el antibidtico y el antifungico usados como control, siendo los didmetros de
inhibicion de’25+y 44 mm para, S. aureus 'y E. coli, respectivamente. Por otro lado, en el trabajo
reportado por Karthik et al., (2022) emplearon nanoparticulas de ZnO dopadas con Cu para la
degradacién fotocatalitica de contaminantes organicos, con distintas cantidades de Cu. En ese
estudio, los precursores utilizados fueron el nitrato de zinc y cobre, junto con hojas de Synadium
grantii como recurso-bioldgico de la sintesis. Los ensayos fotocataliticos realizados contra tres
contaminantes organicas mostraron que las NP de ZnO dopadas con Cu al 3 y 5% tienen una
mayor actividad fotocatalitica, lo cual permite establecer que los nanomateriales Cu-ZnO
obtenidos demostraron ser catalizadores efectivos y reutilizables en la degradacion de colorantes
organicos presentes en aguas(contaminadas. Esta misma aplicacion del nanomaterial fue
estudiada por Lemecho et al., (2022) los cuales emplearon Cu-ZnO en la eliminacion del
contaminante azul de metileno. Al igual.que el trabajo anterior (Karthik et al., 2022), emplean
nitrato de zinc y cobre como precursoressdel ZnO y del Cu, variando el porcentaje de Cu en las
muestras, adicionando el extracto de lirio aguatico (Eichhornia crassipes) en la sintesis biologica
de coprecipitacién. En los resultados de caracterizacion, encontraron formas casi esféricas
ademas que el analisis XPS reflejé la’existencia/derpicos que indican Zn 2p, Cu 2py O 1s. En
cuando a su actividad fotocatalitica, la muestra con'mejor rendimiento fue el Cu-ZnO (3%), debido
a que degrado el 89% del contaminante azuldde metileno.

A partir de la revision de los antecedentes, referentes a las NP de Cu y ZnO, se deduce
que hasta el momento no se han encontrado estudios que reporten el uso del nanomaterial Cu-
ZnO para el tratamiento de contaminantes biolégicos propios«de las aguas residuales (es decir,
de microorganismos), empleando extracto de lirio acuatico. Derivade de lo anterior, se requiere
también conocer el efecto del precursor de cobre en la actividad antimicrobiana de NP de ZnO.
Por lo que, resulta importante la evaluacion del efecto antimicrobiana_del nanomaterial de Cu-
ZnO sintetizado con extracto de lirio acuatico para su aplicacion‘en el tratamiento de

contaminantes bioldgicos presentes en las aguas residuales.
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Capitulo 3.Metodologia
3.1.Reactivos

Se emplearon acetato de zinc (Zn(CH3COOQ)2, 98% de pureza, Sigma-Aldrich), hidroxido
de sodio (NaOH#98% de pureza, Sigma-Aldrich), acetato de cobre (Cu(CHsCOOQO),, 98% de
pureza, Sigma-Aldrich), sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4* 5H20, 95% de pureza, Meyer),
nitrato de cobre hidratado (Cu(NO3).* 3H.O, 98% de pureza, Meyer) y agua desionizada
(conductividad 0.055 pS“cmi’, resistividad 18.2 MQ.cm a 25 °C) para la sintesis de las NP de
Zn0O y los nanomateriales de Cu-ZnO.

3.2.0btencion del extracto@cuoso de lirio acuatico.

El lirio acuatico fue recolectado de la laguna El Negro, en Villahermosa, Tabasco
(18°00'33.0"N 92°55'01.1"W). El procedimiento para la obtencion del extracto acuoso de lirio se
ilustra en la Figura 7, y esta basada“en _lo reportado por Vanathi et al. (2014). Las hojas de E.
crassipes se lavaron con agua potable para retirar impurezas superficiales, se colocaron sobre
un pafo de tela hasta que el exceso de=agua fuera absorbido por esta. Las hojas fueron
deshidratadas a velocidad media {67-70°C) por-5 h en un deshidratador (Cuisinart Dhr-20) y
después fueron trituradas. Para la obtencién del extracto, se calentaron 100 mL hasta una
temperatura cercana a la ebullicién (80-90 °C), a larCual se agregaron 5 g del lirio, manteniendo
dicha temperatura durante 10 min. Despuésg€l extracto se recuperd por filtracién por gravedad,
y se almaceno en refrigeracion (4 °C). El extracto.fue dildidojal 25% con agua desionizada; este

extracto diluido fue empleado durante la sintesis'de NP de ZnO)y los nanomateriales de Cu-ZnO.
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Figura 7

Procedimiento de obtencion del extracto acuoso de lirio acuatico
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3.3.Caracterizacion del extracto de lirio ‘acuatico

Para la caracterizacién del extracto” de\lirio acuatico, se liofilizod, y se realizé la
determinacion de polifenoles y flavonoides, asi como la técnica de Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR) y el Andlisis Termogravimétrico(TGA).

3.3.1.Determinacién de polifenoles y flavonoides

Para la determinacion de polifenoles y flavonoides, se liofilizé 100"mL del extracto acuoso
de lirio acuatico. A partir del extracto liofilizado, se preparé una solucién madre a la concentracion
de 5 mg/mL.

Se realiz6 el analisis del Contenido de Polifenoles Totales (TPC) mediante la adaptacion
de la metodologia conocida como Folin-Ciocalteu (Torres-Lépez et al., 2025), empléando acido
galico (96% de pureza, Spectrum) como compuesto de referencia. Para ello, se realizéuna curva
de calibracién de acido galico, empleando concentraciones de 1, 2, 4,6y 7 ug/mL.

Para el ensayo con la muestra, se mezclaron 10 uL de la solucién madre del extracto con
90 pL de metanol (99.8%, Golden Bell). Después, se afiadieron 1400 uL de agua, seguido de 250

uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1N (2N, Sigma Aldrich). Transcurrido 6 min, se afiadieron 250 pL
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de Na>COs (99.5%, Baker) al 20%. Después de 2 h, se midi6 la absorbancia a 760 nm. El ensayo
fue realizado por triplicado, y la concentracién de polifenoles se expresa como mg equivalentes

de acido galico por g extracto seco (mg EAG / g extracto), calculados a partir de la Ecuacién 1.
Por otro lado, el analisis del Contenido de Flavonoides Totales (TFC) se llevo a cabo con
la metodologia [del ensayo colorimétrico de cloruro de aluminio con modificaciones menores
(Gomes et al., 2017), .empleando quercetina (95%, Sigma-Aldrich) como estandar. Para ello, se
construyd una curva-descalibracion con quercetina en concentraciones de 1, 2, 3,4 y 5 ug/mL.
Se empled 20 pL de la‘'solu€ion madre del extracto, al cual se le adicionaron 80 puL de metanol.
Se le anadieron 1675 pL de.agua, seguido de 75 yL de NaNOs (99%, Meyer) al 5%. Transcurridos
6 min, se agregaron 150 pL deAlCls (97%, Karal) al 10% vy, tras 5 min, se afadieron 500 uL de
NaOH 1M. La absorbancia se midi6, a una longitud de onda de 420 nm. Al igual que el analisis
de TPC, la muestra se analiz6é pogtriplicado. La concentracion de TFC se expresa como mg
equivalentes quercetina por g extracto_seco (mg EQ / g extracto), calculados a partir de la

Ecuacion 1.

C = Cy xJ-

m

(1)

Donde ‘C’ es el contenido total.en mg / g\(equivalente de acido galico o quercetina), ‘Cy

’

es la concentracion del compuesto de referencia (acido galico o quercetina) establecida a partir
de la curva de calibracion en mg / mL, ‘V// el.volumen.del. extracto en mL y ‘m’ es el peso del
extracto liofilizado en g (Molole et al., 2022).

3.3.2.Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 la espectroscopia FTIR para identificar los grupos funcionales del extracto
liofilizado de lirio acuatico a diferentes temperaturas: sin calcinar,.@ 160 °C, 250 °C y 500 °C (con
un programa de calcinacién de 4 h, a 5 °C/min). Para ello, se analizaron las muestras en un
espectrémetro Thermo Nicolet iS50, con resoluciéon de 32 escaneos y en un rango de 4000 a 400
cm™, se mezclaron 1 mg de muestra y 99 mg de KBr (Meyer, 99%) que'se‘homogeneizaron en
un mortero de agata con pistilo, para posteriormente hacer obleas delgadas‘empleando una
prensa hidraulica (Pike, Crush IR) y una pastilladora de acero (13 mm ¢) con@na presion de 3
ton.

3.3.3.Andlisis termogravimétrico (TGA)

El extracto de lirio liofilizado se analizé por analisis termogravimétrico (TGA), con elfin de
analizar las pérdidas de dicha muestra en funcion de temperatura; el rango empleado fue de 30
a 600 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. El analisis se llevé a cabo con argén

como gas de arrastre, a un flujo de 20 psi empleando un crisol de platino.
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3.4.Sintesis ZnO

Sesrealizo la sintesis de las nanoparticulas de ZnO, mediante la reaccion de precipitacion
asistida pof extracto de lirio acuatico, basado en lo reportado por Lopez Gonzalez et al. (2024).
Para ello, se prepararon 500 mL de una solucion 0.02 M del acetato de zinc, y se le adicionaron
19.5 mL del extracto lirio diluido. Después de 2 h de agitacién, se ajusté el pH a 12, con una
solucion 0.2 M de NaOH. La mezcla se dejo por 1 h, y posteriormente se detuvo la agitacion y se
dejé en reposo aproximadamente 18 h. La muestra fue recuperada por centrifugacion (CIVEQ
80-2) a 3500 rpm, y se lesfealizaron 5 lavados con agua desionizada, para remover residuos del
NaOH. La muestra fue secada~a 70°C en un horno de secado (ECOSHEL 9023A), se trituré y
finalmente se calciné en una mufla (TERLAB TE-M12DR) a 500°C por 4 h, empleando una rampa
de 2 °C/min. La muestra obtenida.fue tamizada (tamiz del numero 100, con apertura de 0.0059
pulgadas) y etiquetada como “ZnO".

3.5.Sintesis nanomateriales Cu-ZnO

La sintesis de los nanomateriales=Cu*ZnO fue realizada empleando como precursor el
acetato de zinc, mientras que, para.€l cobre, se utilizaron tres precursores: el acetato, sulfato y
nitrato de cobre, con el objetivo de evaludar la influencia del tipo de precursor en la incorporacion
del Cu?* en la estructura del ZnO y en las’propiedades de los nanomateriales. En la Figura 8 se
ilustra el procedimiento modificado de las nanoparticulas-de ZnO. Inicialmente se prepararon
soluciones del precursor de Cu?* (acetato, sulfato y nitratosde cobre) en proporciones de 0.5, 1y
3 %m, a los cuales se les adicion6 acetato de zinc.al 0.02 M_Después, se agregaron 19.5 mL del
extracto de lirio diluido, y la solucién se mantuvo en agitacion“por 2 h. Se ajusto el pH de la
solucién a 12, adicionando NaOH 0.2 M, y se continud con la agditacion por 1 h. Transcurrido este
tiempo, se detuvo la agitacion y se mantuvo en reposo hasta el dia_siguiente (aproximadamente
18 h). La muestra precipitada se recuperé por centrifugacion (3500 rpn), se realizaron 5 lavados
con agua desionizada, y se secé a 70°C, para después triturarse en un martero de agata. Como
tratamiento térmico, se calcind por 4 h a 500 °C, con una rampa de 2 °C/minFinalmente, las
muestras fueron tamizadas en un tamiz del numero 100, con una apertura de-0.0059 in. Los

nanomateriales Cu-ZnO obtenidos se enlistan en la Tabla 1.
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Tabla 1

Lista de nanomateriales Cu-ZnO
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Muestra Precursor de Cu? 4\\% Cu®
Cu-ZnO-A-0.5 0.5
Cu-Zn0O-A-1 Acetato de cobre Or
Cu-ZnO-A-3 &)
Cu-ZnO-S-0.5 05 )\
Cu-Zn0O-S-1 Sulfato de cobre 1
Cu-ZnO-S-3 3 %
Cu-ZnO-N-0.5 0.5
Cu-ZnO-N-1 Nitrato de cobre 1
Cu-ZnO-N-3 3
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3.6.Actividad antimicrobiana (MIC y MBC)

La.evaluacion de la actividad antimicrobiana de los nanomateriales de Cu-ZnO, asi como
las nanoparticulas de ZnO, fue realizada mediante la técnica de microdilucién en caldo, con el
fin de determifarida MIC y modo de accién de los nanomateriales contra dos bacterias modelo.

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y Bactericida (MBC), se realizé
la técnica de microdilucion con base en las directrices emitidas por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (GLSI), con algunas modificaciones (NCCLS, 1999). El procedimiento se
ilustra en la Figura 9. El“ensayo fue realizado en placas de 96 pozos, empleando cepas de
Staphylococcus aureus (ATCEG~25923) (Gram positiva) y Escherichia coli (ATCC 5922) (Gram
negativa), en caldo de soya tripticaseina (TSB). Se suspendieron las nanoparticulas de ZnO y
Cu-ZnO en agua destilada estéril; y'se sometieron a sonicacién por 2 h. Estas soluciones fueron
colocadas en placas de 96 pozos, cemuna concentracion inicial de 10 mg/mL, y se realizaron
diluciones en hasta 0.08 mg/mL. Comostestigo se evalud el extracto acuoso de lirio.

Las suspensiones de las bacterias/fueron ajustadas a 1x10® UFC/mL, se realizé una
dilucién 1:10 y después se depositaron 100\uL en cada uno de los pozos. Como control positivo
a la inhibicién, se colocé antibidtico-comercial, de amplio espectro (amikacina) a diferentes
concentraciones seriadas, y como control negativo, se dejaron pocillos sin nanomaterial. Las
placas fueron incubadas a 35 °C por 24-h,-el ensayo se realizé por duplicado. Transcurrido el
tiempo de incubacion, una microplaca se revelé-con el ‘colorante de viabilidad resazurina (0.01%)
y la otra con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazoilo (TT€) al 1%¢agregando 30 pL cada pocillo. Las
Concentraciones Minimas Inhibitorias se establecieron de.forma visual, de acuerdo con los
cambios de color presentados: la resazurina, de color azul/morado oscuro, indica que no hay
vialidad celular, mientras que las células de las bacterias activas reducen la resazurina en
resorufina, la cual presenta tonos rosados y amarrillos (P. Costa et al., 2021); por otro lado, para
el TTC, los pozos con tonos rojos indican la formaciéon de cristales dé_foermazan debido a la

actividad celular.
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Figura 9
Esquema“de la determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y Bactericida (MBC)
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incubacién del ensayo de microdilucion, se tomaron alicuotas des3 pL de cada pocillo y se
transfirieron a placas de agar soya tripticasa (TSA) para evaluar el crecimiento bacteriano. Este
procedimiento se realizé antes de la adicidn del revelador TTC. Las placas\se incubaron a 35 °C
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se determinaron las MBC de acuerdo con la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano de cada uno de los pozos. Ademas, para determinar el modo
de accion de los nanomateriales se calcul6 del cociente de MBC/MIC; considerando efecto
bactericida si MBC/MIC es < 4 (es decir, muerte celular), y bacteriostatico si el MBC/MIC es
superior a 4 (inhibicion del crecimiento) (Mogana et al., 2020).
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3.7.Técnicas de caracterizacion

Los“nanomateriales obtenidos (ZnO y Cu-ZnO), fueron caracterizados mediante las
técnicas: Analisis termogravimétrico (TGA), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR)-Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), Difraccion de Rayos X (DRX),
Dispersion de luz’ dinamica (DLS), Dispersién de luz electroforética (ELS) y Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM).

3.7.1.Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA, thermogravimetric analysis) es una técnica en donde
la masa de la muestra es medidarsen funcién del cambio de temperatura, empleando una rampa
de temperatura (Haines, 1995). El analisis de las muestras de ZnO y Cu-ZnO secadas a 70°C
fue realizado en un analizador termogravimétrico y diferencial de barrido, modelo Setaram
LABSYS evo DTA/DSC, en un rango.de temperatura de 35 a 600 °C, con una rampa de
calentamiento de 10 °C/min. Se empleéd como gas de arrastre un flujo de argén a 20 psi. Esta
técnica permite identificar las pérdidas ‘de masa de los nanomateriales relacionados a los
organicos presentes en las muestras‘fratadas a 70°C.

3.7.2.Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia FTIR (Fourier Transform’ Infrared Spectroscopy) se emplea para la
identificacion de grupos funcionales de las muestras, las cuales son analizadas en la region del
infrarrojo medio (4000-400 cm™). De esta téchica,.el espéctro obtenido evidencia las posiciones
de las bandas, las cuales estan relacionadas con los enlaces presentes (Mourdikoudis et al.,
2018). En el caso del ZnO y Cu-ZnO, se analizaron las senales correspondientes al enlace metal
oxigeno del Zn-O, asi como a las sefales relacionadas con les «estos del extracto de lirio
empleado durante la sintesis. El equipo utilizado para esta técnica €s el Thermo Nicolet iS50, en
el médulo de transmision, con una resolucion de 32 escaneos. Para elloas muestras de ZnO y
Cu-ZnO se depositaron al 1 %m pastillas de bromuro de potasio (KBr, 99% de pureza, Meyer),
preparadas en una pastilladora de 13 mm de diametro, con 3 ton de fuerza.

3.7.3.Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

La espectroscopia XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) es una técnica.de_superficie
empleada para determinar la composicion elemental de muestras que se someten-a ultra alto
vacio y que son irradiadas con rayos X. Ademas de la composicién elemental, la técnica~XPS
permite conocer el estado de oxidacion de los elementos presentes en las muestras (Faraldos)&
Goberna, 2011). Las muestras de ZnO y Cu-ZnO fueron analizadas en un equipo K-Alpha

(Thermo Fisher Scientific), equipado con un analizador de hemisferio de doble enfoque a 180° y
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un deteetor de 128 canales, con una presion de base de 2x10° mbar. Para la erosion de las
muestrasy se empled un haz de iones de argon acelerados a 3 kV, con una potencia de 30 W,
que impacta“sobre un area de 1x2 mm, alineado concéntricamente con el haz de rayos X. El
espectro de amplio barrido se obtuvo con una energia de 100 eV y 1 eV/paso.

3.7.4.Difraccién de Rayos X (DRX)

La técnica de ‘Difraccion Rayos X (DRX) permite determinar la cristalinidad de las
muestras, ademas los” parametros de red y el tamafio de cristalito. Este ultimo, se puede
determinar mediante la ecuacion de Scherrer (Ecuacion 2) :

- KA
~ B cos(B)

Donde ‘D’ es el tamafio de-particula cristalina, ‘K’la constante de Scherrer (0.8 < K< 1.1),

(2)

‘A’ la longitud de la onda de la radiacion X empleada, B’ es el valor del ancho medio del pico con

mayor intensidad (medido en radianes) y.8.es el angulo de difraccion (Faraldos & Goberna, 2011).
Las muestras de ZnO y Cu-ZnO fderon analizadas en un difractdmetro de rayos X Bruker

D8 Advance Eco, equipado con un detectofide ojo de lince, y con una fuente de radiacion Cu-Ka

(1 =1.5406 A), operando a 40 kV y 25 mA. ELandlisis fue realizado en una region de 26, en un

intervalo de 10 a 80°, tiempo de 0.4 s"y.unpaso de«0.020°.

3.7.5.Dispersion de luz dinamica y electroforética (DLS y ELS)

La técnica de dispersion de luz dindamiea (DLS, Bynamic Light Scattering) y electroforética
(ELS, Electrophoretic Light Scattering) permite caracterizar, las muestras dispersas en una
solucién coloidal, esto considerando que las nanoparticulas” dispersas estan en movimiento
browniano continuo. En el caso del DLS, este comportamiento €s considerado para medir la
dispersion de luz en funcién del tiempo, lo que permite determinar tamano de las particulas en
suspension, en lo que se denomina “tamano hidrodinamico”. Por otro lado, en la técnica ELS se
obtienen los valores de potencial zeta, el cual es una medida de la carga«de la superficie de las
muestras que estan en suspension; este valor permite determinar la estabilidad‘de las particulas
(Titus et al., 2019). Las muestras de ZnO y Cu-ZnO fueron suspendidas al 0.005 %m en agua
inyectable estéril , se ultrasonicaron por 1 min, con pulso de 10 s y una amplitud del 20%. Las
suspensiones de los nanomateriales se caracterizaron en un analizador de dispersion de luz
dinamica Malvern Zetasizer Nano ZS, empleando las celdas Malvern DTS0012 y DTS1070 para

las mediciones de DLS y ELS, respectivamente.
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3.7.6.Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)

La.microscopia TEM (Transmission Electron Microscopy) es una técnica para determinar
el tamano“y_forma de los nanomateriales. Las imagenes TEM son obtenidas a partir de la
interaccion de-un haz de electrones que se transmite a través de la muestra. Ademas, las
imagenes se pueden,obtener en campo claro o campo oscuro; siendo en el campo claro en donde
las imagenes se forman a partir de seleccionar el haz no difractado (Sardela et al., 2014). Las
muestras deben ser delgadas para que permita la transmision de los electrones. Para las
muestras de Cu-ZnO seleccionadas, junto con las NP de ZnO, se dispersaron en alcohol
isopropilico, se sonicaron por~15 min; y posteriormente se colocaron una gota de cada muestra
en rejillas de cobre (malla de 300, con recubrimiento de carbono, de 3.05 mm de diametro) y se
secaron en un horno a 60 °C, por 24 h. Las muestras fueron analizadas en un microscopio
electronico de transmision, JEOL JEM=2100, con un voltaje de aceleracion 200 kV y filamento

LaBg, en el modo TEM claro.
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Capitulo 4.Resultados y Discusiéon
4.1.Caracterizacion del extracto de lirio acuatico
4.1.1.Determinacion de polifenoles y flavonoides

Debido la‘variabilidad reportada en el contenido de estos fitocompuestos en las plantas,
asociado a la zona deg, recoleccion, la parte de la planta utilizada, etapa de crecimiento y pre-
tratamiento (triturado/seccionado/pulverizado) (Palaiogiannis et al., 2023), se caracterizd el
extracto liofilizado de E. crassipes, con la finalidad de la reproducibilidad de este estudio. Los
resultados indicaron una concentracion de 196.0 mg EAG / g extracto seco para los polifenoles
totales, mientras que, para los_flavonoides totales, fue de 37.5 mg EQ / g extracto seco.

Oliveira et al. (2016) repartaron el contenido de polifenoles y flavonoides de tres extractos
de plantas, empleando acido galicoy‘quercetina como compuestos de referencia. Sus resultados
indican el rango de valores para dichosfitocompuestos: Punica granatum (167.2 mg/g y 14.9
mg/qg), Crotton lechleri (85.8 mg/gy 3.03mg/g) y Salvia officinalis (57.1 mg/g y 7.7 mg/g).

Considerando que la formacién desnanoparticulas esta relacionada con la composicion
fitoquimica del extracto, y dado que‘elextracto de.lirio presenta un mayor contenido de polifenoles
y flavonoides en comparacion con otras-especies, se infiere que posee un contenido adecuado

de estos fitocompuestos para emplearse en la sintesiside nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO.

4.1.2.Espectroscopia Infrarroja por Transformada de«Fourier (FTIR)

Se realiz6 el analisis por Espectroscopia Infrarroja poerdransformada de Fourier (FTIR) al
extracto acuoso de lirio liofilizado seco y tratado a diferentes temperaturas 160, 250 y 500°C (4
h, 5 °C/min), y los espectros correspondientes se muestran en la Figura 10. Trabajos previos han
reportado que, en el caso del lirio acuatico, el extracto acuoso contiene polifenoles, flavonoides,
taninos, glucdsidos, asi como otros fitocompuestos (Jayanthi et al., 20145 _Lalitha et al., 2012).

Por otro lado, Bakrim etal. (2022) reportaron compuestos fendlicos, flavonoides,
esteroles, alcaloides, entre otros, en el lirio acuatico; ademas, en dicho trabajo menciona que de
esta variedad de fitocompuestos, los polifenoles y los flavonoides son los que se)éncuentran en
mayor porcentaje.

Esta evidencia, respaldada por tablas de asignacion de senales FTIR (Mistry, 2009), y por
estudios previos que analizan los extractos acuosos de 25 hierbas (Wongsa et al,»2022),

permiten identificar los grupos funcionales presentes en el extracto de lirio acuéatico.
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Figura 10
Espectros ETIR del extracto de lirio liofilizado sin tratamiento térmico y sometido a tratamientos

térmicos a“160,,250 y 500 °C.
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En el espectro del liofilizado del extractosde,lirio sin galcinar y del tratado a 160°C (Figura
10, lineas negra y roja), la sefial con mayor intensidad es.\la‘localizada en 3409 cm™, la cual
corresponde a grupos OH provenientes del agua. De igual_forma, la sefial en 2948 cm™'
corresponderia a los grupos OH, aunque en este caso se asignan,a los acidos carboxilicos
presentes en moléculas de polifenoles, como, por ejemplo, el "acido gentisico o el acido
clorogénico. Ademas de esta asignacion, la sefal en alrededor de 2900 cm™ generalmente se
superpone con las vibraciones del enlace C-H (Pavia et al., 2009), por-lo que Wongsa et al.
(2022) mencionan que en esa misma region se presentan las vibraciones de.estiramiento -CH, -
CH2 Yy -CH3.

En cuanto a la sefial en 1610 cm™, se puede atribuir tanto a la vibracion deos enlaces
C=C presentes en moléculas fendlicas como el acido ferulico o el acido cafeico, ademas de las
sefales del estiramiento del OH. El pico de intensidad media centrado en 1403 cm™“también
corresponde al grupo OH, aunque podria estar referido a la flexiéon del OH de un acido carboxilico,
o a la deformacion del OH en los fenoles presentes, que son parte de la estructura molecular

tanto de los polifenoles como de los flavonoides; por otro lado, en el intervalo de 1420 a 1300
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cm™ sespresenta el estiramiento asimétrico del O=C-O, que puede corresponder al grupo
carboxilorpresente en gran parte de los compuestos fendlicos del lirio acuatico, como los ya
mencionados (4cidos gentisico, clorogénico, ferulico y cafeico), entre otros (acidos vainilico,
siringico, galico, etc) (Bakrim et al., 2022; Mistry, 2009).

Las sefialesien 1272y 1078 cm™, son atribuidas a sefiales de éter presentes en moléculas
de polifenoles (porejemplo, acido vanilico) y flavonoides (como el crisoeriol) (Mistry, 2009; Pavia
et al., 2009). Ademas, para el caso de la sefial en 1272 cm™, se ha reportado que podria
corresponder al estiramiento C-O proveniente del pirano, el cual es un anillo de carbono presente
en todas las moléculas de_los flavonoides (Wongsa et al., 2022). Finalmente, la sefal en 619
cm™' corresponde a varias flexiones aromaticas fuera del plano C-H (Wongsa et al., 2022).

Los espectros del extractodiofilizado y calcinado a 250 y 500 °C (Figura 10, lineas azul y
rosa), muestran el desplazamiento-de la mayoria de las sefiales antes mencionadas. Las bandas
que presentaron un corrimiento hacia el rejo fueron las de 2948 y 1078 cm™, que se desplazaron
a 2923 y 1054 cm™'. Este desplazamient@ hacia numeros de onda menores indicaria que los
enlaces OH de los acidos carboxilicos y G=©-del éter se debilitaron, debido a que los enlaces
débiles requieren menos energia, por’lo que vibrama frecuencias mas bajas (Pavia et al., 2009).
Por otro lado, la sefial en 1638 cm™' estaria-relacionada con el estiramiento del OH, mientras que
las sefiales 1457 y 1416 cm™' estarian relacionadas ¢on un desplazamiento de la sefial 1403
cm del espectro de lirio sin calcinar y a 1607°C; ademas de la descomposicidn de dicha sefal
en otras dos sefales que vibran a diferentes frecuencias,«€omo resultado directo de la calcinacion
del extracto. Por lo que, de estas dos nuevas sefiales, a 1457 cm™ corresponderia a la flexion
del C-O-H y a los C-H de alcanos, mientras que la sefial en 1416 cm™ estaria relacionada con
enlaces R-CH=CH. de alquenos (Mistry, 2009; Pavia et al., 2009). Ademas, en el espectro del
extracto liofilizado y calcinado a 500 °C, se observa la presencia detina senal de baja intensidad
a 873 cm™', también relacionada con la flexién del C-H.

Finalmente, de acuerdo con la Figura 10, después de la calcinacidn'a 250 °C, la ausencia
de la sefial de 1272 cm™, relacionada con el grupo pirano, caracteristico de-la, familia de los
flavonoides, es notable. Este comportamiento es atribuido a que estas moléeulas presentan
reacciones de oxidacién en los grupos hidroxilos unidos a los anillos de benceno,) los cuales
tienden a oxidarse a grupos aldehidos, sobre todo cuando la descomposicion térmica es
realizada sin atmaosfera al vacio (ElGamal et al., 2023; Yang et al., 2021). De aqui, se infiere que,
después de la calcinacion del extracto liofilizado, las moléculas pertenecientes a la familia-de-los
flavonoides son removidas, quedando principalmente los grupos funcionales provenientes de’los

polifenoles, los cuales se descomponen en cadenas mas cortas, debido a que estos
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fitocompuestos tienen mayor presencia de grupos oxigenados. Por lo que, ademas, debido a que
el extraeto presenta un mayor contenido de polifenoles, los fragmentos de estos compuestos son

los que estan principalmente presentes después del tratamiento térmico.

4.1.3.Analisis termogravimétrico (TGA)

Se realiz6 el,analisis termogravimétrico del extracto de lirio liofilizado, asi como el calculo
de la primera derivada‘de.éste (Figura 11). El analisis se realiz6 en el rango de temperaturas de
30 a 600 °C observandoruna pérdida de masa del 49%. De la curva de TGA, no se permiten
distinguir las temperaturasiexactas en las que ocurren las pérdidas, ante ello, la curva de la

primera derivada de TGA (DT@) muestra las tres temperaturas en las que ocurren estas pérdidas

de masa, las cuales fueron 152,261 y 439 °C.

Figura 11
Curva termogravimétrica (TGA) y su derivada (DTG) del extracto de lirio liofilizado
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Se ha reportado la descomposicion térmica de la biomasa del lirio acuatice. (Bronzato
et al., 2017; Huang et al., 2020); encontrando que las etapas de descomposicion ocurren de 25
°C hasta 1000 °C, siendo atribuibles a las pérdidas de agua, hemicelulosa, celulosa y lignina. Sin
embargo, la forma de obtencion del extracto en este trabajo corresponde a una extraccion

tradicional, en el que se empleé como solvente agua desionizada, por lo que los compuestos
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presentes en el extracto acuoso de lirio no son los mismos que se reportan en trabajos donde
analizan<a biomasa del lirio.

Estasdocumentado que la obtencion de extractos de plantas cerca o por debajo del punto
de ebullicién del agua, ayudan a extraer fitocompuestos como los polifenoles y los flavonoides
(Antony & Faridj 2022). Ademas, VolIf et al. (2014) determinaron el comportamiento de algunos
de los polifenoles presentes en las plantas, mediante la estabilidad térmica de tres de polifenoles
(catequina, acido galice*y acido vanilico), tanto de soluciones estandar como de soluciones
extraidas de plantas (corteza de madera de abeto y semillas de uva), empleando tres
temperaturas (60, 80 y 100°€); como resultados, encontraron que tanto el acido galico como el
acido vanilico tienen mayor estabilidad térmica a 60 y 80°C, y ademas, los polifenoles extraidos
de fuentes naturales presentan menor degradacién en comparacién con las soluciones estandar
de polifenoles. Por otro lado, Albertiet al. (2016) se centraron en la descomposicidn térmica so6lo
del acido galico; encontrando que dicha descomposicion sucede en tres pasos, de los cuales, la
mayor pérdida de masa ocurre entre 210y 264°C, lo cual es comparable con la temperatura de
261 °C presentada en la Figura 11.

Por otro lado, existen estudios previos_en-donde evaluan el comportamiento térmico de
algunos flavonoides, como la quercetina-y la’ rutina. E. Costa etal. (2002) presentan la
caracterizacion térmica de estos flavonoides, encontrando que en ambas se presenta cuatro
etapas de pérdida de masa, dentro del rango’de 25 a@©900 °C, bajo una atmésfera de nitrégeno:
la primera, de 26 a 139 °C, la segunda etapa‘de_136 a 366 °C, la tercera etapa hasta los 500 °C
y la ultima etapa, de 500 hasta los 900°C. En ambos tipos de flavonoides, la tercera etapa es la
que presenta mayor pérdida de masa. En el rango analizado, 1a rutina tuvo una pérdida de masa
del 49.6%, equiparable con la pérdida de masa observado en lasFigura 11, que corresponde al
49%.

Para la rutina, se ha reportado que la mayor pérdida de masa tiene lugar alrededor de
283.92°C (Remanan & Zhu, 2024). Ademas, en un estudio presentado.per Latos-Brozio et al.
(2023), realizaron la polimerizacion de tres especies de flavonoides (quercetina, rutina y
catequina), a los cuales posteriormente evaluaron sus propiedades térmicas.¢&nydicho trabajo
determinaron que, en el caso de la rutina, su termograma evidenciaba pérdidas del7.5% a 170°C,
20% a 270°C y 45% a 432°C, lo cual es comparable con las temperaturas determinadas en la
Figura 11 (152, 261 y 439°C). Aunque mediante esta técnica no es posible determinar con
exactitud cuales compuestos se encuentran presentes en el extracto de lirio, estas temperaturas

permiten evidenciar que los compuestos extraidos pertenecen principalmente a la familia”de
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polifenoles y flavonoides, lo cual coincide con las observaciones realizadas por espectroscopia

FTIR y‘elcontenido de flavonoides y polifenoles determinados para el liofilizado del extracto.

4.2 Actividad,antimicrobiana (MIC y MBC)

La actividad, antibacteriana de los nanomateriales de Cu-ZnO, asi como las
nanoparticulas de ZnO) fue realizada mediante la técnica de microdilucion en caldo, con el fin de
determinar las MIC, asi como las MBC. La evaluaciéon de la actividad antimicrobiana se realizd
frente a dos cepas: S. auréus y E. coli. Por otro lado, para determinar las MIC, se emplearon dos
reveladores de viabilidad, resazurina y 2,3,5-trifeniltetrazoilo (TTC). Para la determinacién de las
MBC, se realizaron las réplicas de las placas de 96 pocillos en plagas de TSA. Con los valores
de MIC y MBC obtenidos, se calcul6 el cociente MBC/MIC, con el fin de determinar el modo de
accion de los materiales, es decir=’si"son bactericidas (MBC/MIC < 4) o bacteriostaticos
(MBC/MIC > 4).

En la Figura 12 se muestran las_placas reveladas con los diferentes colorantes para
evidenciar las MIC de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO frente a S. aureus. Los valores de
MIC variaron ligeramente, dependiendezdel revelador de viabilidad empleado. En los ensayos
revelados con resazurina, la mayoria de\los nanomateriales muestran valores de 2.5 mg/mL. En
cambio, con TTC los valores de MIC fueron-desde 4725 hasta 5 mg/mL, siendo la MIC de 2.5
mg/mL la mas predominante, encontrando Una~mejor efectividad en la actividad antibacteriana
de Cu-ZnO en comparacién con solo ZnO. Ademas, el extracto acuoso de lirio tiene valores de
MIC altos, de 10 mg/mL, tanto para el revelado cen resazurina’como con TTC, por lo que indica

una actividad antibacteriana limitada frente a S. aureus.
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Ensay &icrodilucién de los nanomateriales Cu-ZnO y ZnO contra S. aureus
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Con respecto a las MBC, en la Figur@se mueﬁ?la réplica correspondiente contra la
bacteria S. aureus. Las MBC registradas se enc@ran en ervalo de 2.5 a 10 mg/mL, donde
cinco de los nanomateriales de Cu-ZnO presenta?on una M 10 mg/mL. Con estos valores
de MIC y MBC, se determiné el modo de accion, siendo que e tanto en los ensayos con
resazurina como con TTC, muestran que todos los nanomateriale@ ZnO y Cu-ZnO tienen un

efecto bactericida contra el S. aureus. O/
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Figuer
Determinacion de la MBC de los nanomateriales Cu-ZnO y ZnO contra S. aureus
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Nota. La MBC se confirmé mediante s tivo e tras 24 h de incubacion del ensayo de
microdilucion, antes de la adicion del indic yﬁe vi ad en la placa.

En la Figura 14 se comparan los valores deeMIC y MB nidos para los nanomateriales
de Cu-ZnO y ZnO contra S. aureus. En general, el Cu-ZnO-A-3)presentd la mayor actividad
antibacteriana, con una MIC de 1.25 mg/L con TTC y con unos v s de MBC mas bajos (2.5
mg/L). El Cu-ZnO-S-0.5 fue el segundo nanomaterial con mejor actiyi contra esta bacteria
Gram positiva, con una MIC y MBC de 2.5 mg/mL con ambos reve s. En tercer lugar,
destaca el material Cu-ZnO-N-0.5, debido a que el MIC con resazurina es de 1125 mg /mL, pero
la MIC con TTC tuvo una MIC mas alta, de 2.5 mg/mL, y un MBC mayor a m)\ estras de Cu-
Zn0O-A-3 y Cu-ZnO-S-0.5 (es decir, de 5 mg/mL), con un modo de accion bacter&gn todos los

nanomateriales, con ambos reveladores. @

.
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Figura 14
Valores.de MIC y MBC de los nanomateriales Cu-ZnQO y ZnO frente a S. aureus
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En la Figura 15 se muestran los ensayos de miCrodilucion realizados contra la bacteria E.
coli. Las diferencias entre los valores de MIC~ebtenidos/fueron mas notorios dependiendo del
revelador (resazurina o TTC) empleado. Con resazurina (Figura 15A), los nanomateriales de Cu-
ZnO registraron valores en un intervalo de 2.5 a 5 mg/mL, mientras que con TTC (Figura 15B),
los valores de MIC fueron mas altos, entre 5y 10 mg/mL. Ademas,ninguna muestra coincidié en
su valor de MIC entre ambos reveladores; a pesar de esto, en seisde)los nanomateriales de Cu-
ZnO0, las MIC obtenidas con TTC fueron a una concentracion superior.a las determinadas con
resazurina. Esto indicaria que, si bien la sensibilidad de cada revelador'es diferente, no obstante,
la tendencia general de inhibicion se mantuvo con ambos reveladores. A pesar de las diferencias
de las MIC registradas por dos tipos de colorantes, los nanomateriales Cu-ZnO mostraron una
mayor actividad antibacteriana que el ZnO sin modificar. Por otra parte, al igualque el ZnO, el
extracto de lirio acuoso no mostré actividad inhibitoria contra E. coli, a la concentragion maxima

evaluada, es decir, a 10 mg/mL.



36

F|guriQ
Ensay 6mrodilucién de los nanomateriales Cu-ZnO y ZnO contra E. coli
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Los ensayos de MBC contra E. coTé}ﬁ;es Figura 16. Los resultados revelaron
que la mayoria de los materiales anallz no pr taron MBC dentro del rango de
concentraciones evaluadas, es decir, que a 1 /mL :? rvé crecimiento bacteriano, con
excepcion de las muestras Cu-ZnO-S-1 y Cu- ZnO-N-0.5 q entaron un MBC a 5 mg/mL.
Por lo tanto, debido a que para determinar el modo de acci6 las muestras evaluadas se
requieren de los valores de MIC y MBC, solo se confirmé el com miento bactericida de los
nanomateriales Cu-ZnO-S-1 y Cu-ZnO-N-0.5, y el resto de los nar@eriales con actividad

bacteriostatica. ®
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Figura 16

Determinacion de la MBC de los nanomateriales Cu-ZnO y ZnO, contra E. coli
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Nota. La MBC se confirmé mediante subcultivo ensagar tras 24 h de incubacién del ensayo de

microdilucion, antes de la adicién del indicader de viabilidad en la placa.

La representacion grafica de los valores de MIC y MB€ se visualizan en la Figura 17. Los
resultados de MIC obtenidos con resazurina reflejan de forma més precisa el comportamiento de
los materiales, dado que las MIC obtenidas se encuentran dentro(del'rango de concentraciones
analizadas. De los nanomateriales de Cu-ZnO, la muestra que presentd,mejores resultados es
el Cu-Zn0O-S-1, dado que registré las menores MIC tanto con resazurina egomo con TTC (con 2.5
y 5 mg/mL, respectivamente), ademas con la MBC mas baja (6 mg/mL). Después destaca el Cu-
Zn0O-N-0.5 con un bajo MIC con resazurina y un bajo MBC (ambas a 5 mg/mL), aunque la MIC
con TTC fue ligeramente mas elevado (10 mg/mL). Finalmente, de losynanOmateriales
sintetizados con el acetato de cobre, el Cu-ZnO-A-3 fue el nanomaterial con mejor respuesta
frente a E. coli, debido a que presentd una MIC baja con resazurina, aunque sus valoresde MIC
con TTC y MBC fueron mas altos en comparacién con los dos nanomateriales” antes

mencionados.
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Figura 47
Valores.de MIC y MBC de los nanomateriales Cu-ZnO y ZnO frente a E. coli
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la concentracion maxima evaluada.

En los ensayos antibacterianos realizados con Sw-aureus y E. coli, se observaron
diferencias notables entre los resultados obtenidos para los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO
frente a cada bacteria. En términos generales, los nanomateriales(Cu>ZnO-A-3, Cu-ZnO-S-0.5y
Cu-ZnO-N-0.5 mostraron una actividad destacable contra S. aureus, mientras que, para E. coli,
fueron los nanomateriales mas efectivos Cu-ZnO-A-3, Cu-ZnO-S-1 _y- Cu-ZnO-N-0.5. Sin
embargo, las concentraciones efectivas frente a ambas cepas fueron diferentes,

A diferencia de los resultados obtenidos en S. aureus, para E. colifio se determind el
modo de accion en la mayoria de los nanomateriales, debido a que no se alcanzé'una MBC a las
concentraciones evaluadas. Ademas, las MIC fueron mayores en comparacion con.as.obtenidas
para S. aureus. Estos resultados sugieren que la accién de la mayoria de los nanemateriales
sobre E. coli podrian ser predominantemente bacteriostatica a las concentraciones ensayadas
(a excepcion de Cu-ZnO-S-1 y Cu-ZnO-N-0.5, que son bactericidas), requiriendo
concentraciones mas elevadas para inducir un efecto bactericida; contrario a los observado

contra S. aureus, donde todos los nanomateriales de Cu-ZnO presentaron un efecto bactericida.
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Estas diferencias pueden atribuirse a la forma en la que los nanomateriales interactian
con la‘superficie bacteriana, y en particular, a las diferencias estructurales entre las paredes
celulares Grame positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram positivas, como S. aureus,
poseen una gruesa capa de peptidoglicano y acidos teicoicos cargados negativamente los
cuales, de acuerdo/con la literatura, facilitan la adsorcion y penetracion de las nanoparticulas con
carga positiva mediante interacciones electrostaticas, provocando dafio directo a la membrana
celular (Jayanetti et'al.,»2024; Sanchez-Lopez et al., 2020). Por otfra parte, las bacterias Gram
negativas, como E. coli, pfesentan una membrana externa compuesta por lipopolisacaridos
(LPS), lipoproteinas y fosfolipidos, que aumentan la carga superficial negativa, y, ademas,
funciona como una barrera;_limitando la entrada de nanoparticulas (Jayanetti et al., 2024;
Sanchez-Lopez et al., 2020; Wang-et al., 2017).

Estas diferencias estructurales influyen de manera directa en la respuesta de las bacterias frente
los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnOgEstudios previos han reportado que las nanoparticulas de
ZnO presentan un efecto antimicrobiano, mas pronunciado contra bacterias Gram positivas,
particularmente S. aureus, en comparacién=con bacterias Gram negativas, como E. coli, P.
aeruginosa y K. pneumoniae. Esta’susceptibilidadsse atribuye a la ausencia de una membrana
externa en las bacterias Gram positivas,<lo que_permite un contacto mas directo entre las
nanoparticulas y la pared celular (Jayanetti'et al., 2024;7\Wang et al., 2017).

Asimismo, Jayanetti et al. (2024) sefialan‘quée el modo de accion de un agente antimicrobiano
puede indicar el tipo de efecto que ejerce sobre.los microorganismos: los agentes con accién
bactericida actuan sobre la pared celular, provec¢ando su fuptura, mientras que los de acciéon
bacteriostatica interfieren en la sintesis de proteinas o en” procesos metabdlicos. En este
contexto, los resultados coinciden, ya que la accion antimicrobiana de los nanomateriales de Cu-
ZnO es mas efectiva contra S. aureus que contra E. coli, presentando, en general, modos de
accion bactericida y bacteriostatica, respectivamente.

Ademas de las diferencias bioldgicas antes mencionadas, en los resultados de los ensayos
antibacterianos, se observa una clara diferencia en los resultados de MIC,.dependiendo del
revelador empleado (resazurina o TTC). Si bien ambos permiten determinarga_concentracion
minima inhibitoria de los nanomateriales mediante cambios de color, estas variaciones estan
directamente relacionadas con el mecanismo de deteccion de cada indicador.

En el caso de la resazurina, se trata de un colorante redox permeable a las membranas
celulares, que en presencia de bacterias activas se reduce a resorufina, un compuesto_resa
fluorescente. Esta, a su vez, puede reducirse a hidroresorufina, de color amarillento, lo que indica

la presencia de células muy activas (Chakansin et al., 2022; Rampersad, 2012). De acuerdo con



40

Rampersad (2012) la resazurina actua como un indicador del deterioro del metabolismo celular,
por lo ‘qué los resultados obtenidos con este indicador son altamente sensibles, permitiendo
detectar crecimiento bacteriano incluso en condiciones de minima actividad metabdlica.

Esta caracteristica explica que los valores de MIC con resazurina sean menores que los
obtenidos con T(TC) ya que la resazurina presenta un rango de deteccidon mas amplio, capaz de
reflejar la transicidn entre la inhibicidn y el crecimiento bacteriano a través de cambios de color
que van del azul al~rosa y, en algunos casos, al amarillo, correspondientes a las especies
resazurina, resorufina ‘e _hidroresorufina, respectivamente, las cuales representan diferentes
niveles de la actividad metabdlica bacteriana (Petiti et al., 2024). En el presente estudio, esta
transicion cromatica fue dependiente de la cepa bacteriana evaluada, observandose en S. aureus
la progresion de azul a rosa y amarillo, lo que sugiere una mayor actividad metabdlica reductora,
mientras que en E. coli, predomind.el cambio de azul a rosa.

Por otro lado, el TTC (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio), en presencia de bacterias
metabodlicamente activas, es reducido por.enzimas oxidativas, principalmente deshidrogenasas
y oxidasas, para formar un compuesto inseluble de color rojo denominado formazan, que es
directamente proporcional al numero de células=viables presentes (Moussa et al., 2013). Por
tanto, la presencia de formazan se da’cuando ellmetabolismo de la bacteria es suficientemente
activo, lo que puede conducir a valores de MIC aparentemente mayores a los determinados con
resazurina. En ese sentido, Veiga et al."(2019) sefialan que el TTC, a diferencia de otros
indicadores, como la resazurina, genera un producto més estable y visible, cuyo color no varia
significativamente con el tiempo; sin embargo;“el formazan) formado es insoluble en agua
(Gabrielson et al., 2002; Moussa et al., 2013).

La capacidad de reduccion del TTC puede variar entre microorganismos; Moussa et al.
(2013) reportaron una mayor correlacién entre la formacion de formazan y el recuento de colonias
en S. aureus (Gram positiva) que en Salmonella typhimurium (Gram ‘negativa), atribuyéndolo a
la mayor actividad reductora de las bacterias Gram positivas. Esto podria estar relacionado con
diferencias en la capacidad reductora y en la respuesta metabdlica de los microefganismos frente
al TTC (Berridge et al., 2005), lo que explicaria la tendencia a obtener valores de MIC mas altos
con TTC en bacterias Gram negativas, como E. coli, en comparacion con los obtenidos mediante
resazurina.

Por lo tanto, considerando la informacién disponible en la literatura sobre los mecanismos
de deteccion de ambos indicadores, los valores menores de MIC obtenidos con resazurina-se
deben a que los nanomateriales inhiben parcialmente el metabolismo bacteriano antes de afectar

completamente la respiracion celular. Ademas, esta diferencia es mas evidente en E. coli, ya que,



41

al ser una bacteria Gram negativa, presenta una menor capacidad para reducir el TTC a
formazan:

Es importante sefialar que la mayoria de los trabajos previos donde evaluan la actividad
antibacteriana/de nanomateriales de ZnO dopados con Cu?*, lo realizan mediante los métodos
de difusion en diseo o en pocillos de agar (Rahman et al., 2021; Rashid et al., 2024; Shahid et al.,
2018). Estas técnicas, aunque son ampliamente utilizadas, presentan desventajas cuando se
emplean para evaluarlaactividad antimicrobiana de nanomateriales, debido a la difusién limitada
de las nanoparticulas a'través del medio sélido de agar, lo que restringe el contacto fisico directo
entre el material y los microorganismos (Chung et al., 2023).

Por otro lado, la técnica de microdilucién permite evaluar de forma mas precisa la
actividad antimicrobiana de los¢nanomateriales, ya que favorece un mayor contacto entre el
agente antimicrobiano y las bacterias; ademas de determinar la MIC y la MBC, y con ello, el modo
de accién de los nanomateriales (bactericida o bacteriostatico).

Entre los trabajos reportados, Shahid et al. (2018) obtuvieron nanoparticulas de ZnO y
Cu-ZnO, mediante sintesis de coprecipitacion, sin el empleo de extracto y usando como
precursores el nitrato de zinc y cobre; la actividad antimicrobiana la evaluaron mediante los
métodos de difusion en agar y microdilucién, encontrando que, a la concentracion de 1 M, los
diametros de inhibicion del ZnO y el Cu=ZnO son de 26'y 28 mm para E. coli, y de 22 y 25 mm
para B. subtilis, respectivamente; por otro lado, los nanomateriales de Cu-ZnO tienen valores
menores de MIC (25 mg/mL para E. coliy 19 mg/mL para’B. subtilis), en comparacion con el ZnO
(30 mg/mL para E. coli y 23 mg/mL para B. subtilis), los cuales son valores mayores a los
obtenidos en el presente trabajo, tanto para la bacteria Gram positiva (S. aureus, Figura 14),
como para la Gram negativa (E. coli, Figura 17).

En cuanto a la sintesis asistida por extracto de plantas, Rashid et al. (2024) obtuvieron
nanoparticulas de ZnO sin dopar, y dopadas con Ag y Cu, mediante lasadicion de extracto de
Aloe vera; para el caso de Cu-ZnO, emplearon como precursores el nitrato de zinc y cobre.
Mediante la técnica de difusién en disco, evaluaron los nanomateriales a las concentraciones de
75y 100 pg/mL frente a cepas de S. aureus y E. coli. Para S. aureus, a la concentracion de 100
ug/mL, observaron mayores diametros de inhibicion para ZnO (10.5 mm) que los nanomateriales
de Cu-ZnO (10 mm). En cambio, se observo un efecto contrario para E. coli, ya que Cu-ZnO
tuvieron un diametro de inhibicién mayor (de 12.5 mm) que el ZnO (de 12 mm), inclusive mayor
que la bacteria Gram positiva.

Por otro lado Rahman et al. (2021) también emplearon el método de difusién para evaluar

la actividad antimicrobiana del ZnO y Cu-ZnO obtenidos con el extracto de Ziziphus mauritiana.



42

Variarop“el porcentaje de Cu afiadido, al 1 y 5%, y empleando nitrato de zinc y cobre como
precursores, Realizaron los ensayos microbiolégicos empleando cepas de S. aureus 'y E. coli, a
las concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 mg/mL. A la menor concentracion evaluada (25
mg/mL), sus resultados evidencian una mayor inhibicion de la muestra de Cu-ZnO al 1% (con un
diametro de inhibicién de 7 mm), mientras que el Cu-ZnO al 5%, presentd inhibicidon similar que
el ZnO sin dopar (diametro de inhibicién de 6 mm).

Si bien los trabajos reportados en la literatura emplean principalmente el método de
difusién en disco para evaluar la actividad antimicrobiana de los nanomateriales de Cu-ZnO, los
resultados disponibles permiten establecer una comparaciéon en términos de concentraciones
efectivas y microorganismoss evaluados, lo que facilita contextualizar el desempefio
antimicrobiano de los materiales obtenidos en este trabajo frente a nanomateriales previamente
reportados.

De lo anterior, se observa que‘los nanomateriales de Cu-ZnO sintetizados en este trabajo,
empleando distintos precursores de cobre)(acetato, sulfato y nitrato de cobre) y el extracto
acuoso de lirio acuatico como agente <bioasistente, presentan actividad antibacteriana a
concentraciones inferiores a las#reportadas_engla mayoria de los trabajos previos. Este
comportamiento puede atribuirse a la”funcionalizacion del ZnO promovida por los compuestos

fitoquimicos presentes en el extracto, lo"que se traddcegen una mayor bioactividad.
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4.3.Técnicas de caracterizacion
4.3.1.Analisis termogravimétrico (TGA)

En las Figura 18 y 19, se presentan los termogramas de ZnO y Cu-ZnO, en los cuales se
pueden identificar, los eventos térmicos relacionados con la descomposicion de cada
nanomaterial en fup€ion de la temperatura. Dichos termogramas proporcionan informacién sobre
la presencia de los componentes que se degradan en distintas etapas.

En el caso deglas_nanoparticulas de ZnO (Figura 18), presenta cuatro etapas de
descomposicion térmica (de 35 a 147 °C, 147 a 219°C, 219 a 315 °C y 315 a 600°C), las cuales
corresponden a pérdidas de masa minimas en cada una de ellas, con una pérdida de masa total
del 2.63%. La primera etapa corresponde a la pérdida de moléculas de agua adsorbidas en la
superficie del material. En el caso(de.la sintesis por precipitacion del acetato de zinc e hidréxido
de sodio, esta reportado la formacién del hidroxido de zinc como intermediario en la reaccion, el

cual, mediante un tratamiento térmico, forma el ZnO (lbrahim et al., 2017):

ZTI(CH3COO)2 (ac) + 2 NClOH(aC) - ZTl(OH)z (s) + 2CH3C00NCl(aC) (3)

A
Zn(0H) 55 520 + P40 (4)

Por lo que, la pérdida de masa ocurridas enslasietapas dos y tres, es decir, por debajo de
los 300 °C aproximadamente, se deben a la“descomposicion del hidroxido de zinc (Moharram
et al.,, 2014), ademas de que, por encima de esa temperatura, corresponde al reacomodo y
cristalizacion del ZnO (Dejene et al., 2011). Asimismo, es importante considerar que en el mismo
rango de temperatura analizado (de 35 a 600 °C), podria estar ocurriendo simultdneamente la
degradacién térmica de compuestos provenientes del extracto deslirio, tal como se observé en la
Figura 11. En dicho analisis, se identificaron tres eventos térmicos del extracto a las temperaturas
de 152, 261 y 439 °C, los cuales se superponen parcialmente con las temperaturas registradas

por el ZnO.
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Figura 18
Curva termogravimétrica del ZnO sintetizado empleando acetato de zinc
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Las muestras obtenidas empleando_como precursor el acetato de cobre (Figura 19A)
presentan comportamientos térmicos similares, con tres_etapas de descomposicion. Aunque los
rangos de temperatura de cada etapa varian‘dependiendo”de la muestra analizada, los tres
nanomateriales de Cu-ZnO-A presentan en comun las dos primeras etapas: la primera etapa
entre 35y 150 °C, relacionada con el proceso de deshidratacion, yda segunda etapa entre 150 a
175 °C, en la cual se presenta la mayor pérdida de masa de las-\tres muestras de Cu-ZnO-A.
Ademas, el nanomaterial Cu-ZnO-A-1 presenta una ligera pérdida quel.puede asociarse a la
descomposicion de residuos organicos entre 160 y 259 °C, mientras que,\Cu-ZnO-A-3 tiene un
escalon mas pronunciado de pérdida de masa entre 175 y 368 °C, siendo este'nanomaterial la
que presenta el mayor porcentaje de pérdida de masa de todas las muestras de €u-ZnO.

Lin et al. (2012) analizaron la descomposicién térmica del acetato de cobre, bajo una
atmosfera de aire, en un rango de 30 a 500 °C, a 10 °C/min; encontrando que se descompone
en tres etapas: la primera, de 30 a 168 °C donde, ademas de presentarse la deshidratacion de
la muestra, mencionan que una pequefa cantidad del acetato de cobre se oxida a perdxido, el
cual, al ser inestable, comienza a descomponerse por debajo de 168 °C, con una pérdida<de

masa adicional; la segunda etapa de 168 a 302 °C, consiste en la descomposicién del acetato
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de cobre”a pequefios productos volatiles, asi como el inicio de la formacion de Cu y Cu20;
mientras-que en la tercera etapa, de 302 a 500 °C, los productos solidos de Cu y Cu20 se oxidan
a CuO en elaire. Por otro lado, Youssef et al. (2019) presentan la descomposicion del acetato de
cobre bajo una atmosfera de argén, identificando los siguientes eventos: de 80 a 140 °C, la
deshidratacion del acetato de cobre; en 190 °C, la descomposicidn total del acetato de cobre; de
200 a 275 °C, la presencia de Cu20 y CuO, vy, finalmente en 370 °C, los éxidos se reducen a Cu.
Por lo que, con base‘en’lo reportado en la literatura, la mayor pérdida de masa del acetato de
cobre se presenta entre 168y 302 °C (bajo flujo de aire) (Lin et al., 2012) y 200 y 275 °C (bajo
flujo argoén) (Youssef et al.;.2019), asociado a la descomposicion del propio acetato de cobre en
otros compuestos, mientras ‘que, en el presente trabajo, se observé un evento térmico similar,
aunque desplazado hacia un intervalo de temperatura menor (entre 150 y 175 °C), lo cual podria
atribuirse a las condiciones de ‘la’sintesis, asi como la presencia e interaccién de otros
compuestos con el precursor de cobre:

En cuanto a los nanomateriales obtenidos con el sulfato de cobre (Figura 19B), las tres
muestras presentaron un comportamiento=»térmico similar, siendo el Cu-ZnO-S-0.5 el
nanomaterial que tiene un comportamiento mas=parecido al del ZnO. Una primera etapa de
descomposicién de las tres muestras’es-la-que abarca las temperaturas de entre 35y 118 °C,
dentro de la cual los tres nanomateriales presentangcomportamientos térmicos ligeramente
diferentes. Entre 118 y 260 °C ocurre la mayor pérdida de masa de los materiales Cu-ZnO-S, vy,
por encima de esta temperatura, la pérdida de masa continua de forma gradual, sin escalones
definidos.

Para este precursor, Widjaja et al. (2010) analizaron la_descomposicion térmica del
CuS04*5H,0 en el intervalo de 22 a 500°C; empleando una atmasfera de nitrégeno. Reportaron
tres etapas de pérdidas de moléculas de agua, a 67, 92 y 221 °C correspondientes a la liberacion
de dos, dos y una moléculas de agua, respectivamente. Ademas,/dentro del rango de
temperaturas analizado (hasta 500 °C), no encontraron ninguna otra etapa‘de descomposicion.
Por su parte, Mu & Perimutter (1981) estudiaron el comportamiento térmice”de este mismo
precursor, hasta los 900 °C, bajo atmodsfera inerte de nitrégeno; enceontraron que la
descomposicion del CuSO4*5H,0 ocurre entre 572 a 678 °C, mientras que la formacion de CuO
se inicia entre 660 y 704 °C. Las altas temperaturas a las que el sulfato de cobre se descompone,
explicaria el comportamiento térmico de los nanomateriales de Cu-ZnO-S, ya que en ellos no se

observan escalones de pérdidas de masa pronunciados.
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Figura 19

Curvasitermogravimétricas de las muestras de ZnO y Cu-ZnO
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Nota. Termogramas del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado empleando como precursores: A) acetato

de cobre, B) sulfato de cobre y C) nitrato de cobre.

Las muestras sintetizadas empleando nitrato de cobre como precursor (Figura 19C), los
nanomateriales al 0.5 y 1% tienen un comportamiento similar: un ligero descenso de la pérdida
de masa entre los 35y 120 °C, y una segunda etapa entre 120 y 280 °C, y una ultima etapa entre
280 y 600 °C, en donde la descomposicion se dio con una ligera pendiente. Para la muestra-Cu-

ZnO-N-3, la primera etapa comprende de 35 a 140 °C, seguido por dos escalones pronunciados,



47

el primero, entre 140 y 143 °C, y el segundo entre 143 y 175 °C; a medida que la temperatura
aumentay“la pérdida de masa ocurre de forma progresiva y constante, con una tendencia
descendente uniforme hasta los 280 °C, donde el proceso continta, aunque con una pendiente
menos pronunciada, es decir, hay una disminucion mas lenta de la masa.

Morozov ‘et al. (2003) analizaron la descomposicion térmica del Cu(NOs3)2*3H20,
identificando las siguientes etapas principales: entre 40 y 80°C ocurre la pérdida de las moléculas
de agua; de 80 a 100 °C se observa la formacién el Cu(NOs). anhidro, el cual se sublima entre
120 y 150 °C; posteriormente, entre 150 y 200 °C, tiene lugar la termdlisis, con la presencia de
HNOs3, NO2 y Cuz(OH)s; finalmente, entre 200 y 250 °C, se forma del CuO. Un comportamiento
térmico similar fue reportado.por Ashok et al. (2015), aunque en un rango mas amplio (de 25 a
800 °C) y bajo una atmdsfera inerte de nitrogeno, encontrando que la mayor pérdida de masa
del nitrato de cobre, de hasta el 55%, ocurre entre 151 a 214 °C; intervalo analogo al de 150 y
200 °C reportado por Morozov et al:%(2003). Esta pérdida de masa significativa del Cu(NO3)
explicaria el comportamiento del nanomatérial con mayor contenido de cobre del presente trabajo
(Cu-ZnO-N-3), el cual presenta dos escalones‘pronunciados entre140 a 175 °C.

La Figura 20 presenta los jporcentajes—~de pérdidas de masa totales de todos los
nanomateriales de Cu-ZnO, en funcién del-contenide de cobre afiadido durante la sintesis. En el
caso de los nanomateriales de Cu-ZnO /sintetizadosgcon acetato de cobre se observa un
comportamiento no lineal, es decir, presenta.un minimo de la pérdida de masa a la concentracion
intermedia (Cu-ZnO-A-1), y posteriormente aumenta conforme se incrementa el contenido de
cobre, alcanzando su valor maximo en la muestra”Cu-ZnO-A-3) Esta ultima muestra, al 3 %m de
Cu?*, registra la mayor pérdida de masa de todos los nanomateriales de Cu-ZnO, lo que refleja
su menor estabilidad térmica, atribuido posiblemente a la presencia de una mayor proporcion de
compuestos volatiles en comparacion con el resto de los materiales. Dicho comportamiento
puede atribuirse tanto a una mayor cantidad de fitocompuestos retenidos‘en la superficie de las
nanoparticulas, como a la mayor cantidad del acetato de cobre, cuyo proceseo de descomposicion
empieza alrededor de los 168 °C y cuya formacién del CuO ocurre por encima.de, los 300 °C.

En contraste, los nanomateriales de Cu-ZnO sintetizados a partir de sulfato y nitrato de
cobre presentan una tendencia distinta, caracterizada por el aumento progresive'de la pérdida
de masa a medida que se incrementa el contenido del cobre. Esta tendencia es masimarcada en
los nanomateriales de Cu-ZnO obtenidos con el sulfato de cobre, que presentan los valores mas
bajos de pérdida de masa a las concentraciones extremas, es decir, al 0.5y 3 %m de Cu?:. Este
comportamiento se explica por el hecho de que el sulfato de cobre se descompone a

temperaturas superiores a 500 °C, mientras que la formacién de CuO ocurre por encima de los
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660 °C.-En el caso de los nanomateriales de Cu-ZnO con nitrato de cobre, la pérdida de masa
tiende ‘a-aumentar proporcionalmente al contenido de cobre, siendo mas notoria en la muestra
con mayor gontenido de Cu?*, es decir, la muestra de Cu-ZnO-N-3. Esto se debe a que presenta
una mayor pérdida de masa en el mismo intervalo de temperatura en el que se presenta la
descomposicién’del nitrato de cobre, es decir, entre 150 y 200 °C; ademas de que el comienzo
de la formacion del CuO a partir de este precursor, es por encima de 200 °C.

En conjunto,“estos resultados evidencian que el efecto del cobre sobre la estabilidad
térmica de los nanomateriales de Cu-ZnO no depende Unicamente de su concentracién, sino
también del tipo de precursorempleado durante la sintesis. Las diferencias observadas sugieren
que tanto las especies provenientes de cada precursor de cobre, asi como la forma en la que el
cation de Cu?* se incorpora en.la, matriz del ZnO, influyen de manera determinante en el
comportamiento térmico de los nanemateriales.

Figura 20
Porcentajes de pérdida de masa de los nanemateriales de ZnO y Cu-ZnO
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4.3.2.Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 21 se presentan los espectros de la muestra de ZnO sintetizadas en
presencia del extracto de lirio acuatico, tanto a la temperatura de secado (70°C) como<“de

calcinado (500°C). En dicha muestra, las senales registradas eran similares, con diferencias en
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la intensidad. La banda en 3440 cm™ y el pico en 1633cm™ corresponden al estiramiento O-H
perteneciente a las moléculas de agua absorbidas por el material.

En la'region de entre 1600 y 1300 cm™, se encuentran las sefiales relacionadas a los
restos del extracto de lirio. En el caso del material seco (Figura 21B, linea negra), solo se
identifica un pico'definido en 1384 cm™, la cual disminuye en intensidad cuando el material es
calcinado a 500 °C (Figura 21B, linea roja). Por otro lado, en el material calcinado se presentan
otras dos sefiales relacionadas con los restos organicos del extracto, a 1515 y 1326 cm™. En
cuanto a las senales asociadas a las vibraciones del enlace metal-oxigeno, la banda en 888
cm™ (observada Unicamentesen el ZnO seco) corresponde a las vibraciones del enlace Zn-OH,
relacionadas con la presencia.de Zn(OH), que de acuerdo con lo reportado en la literatura esta
presente a temperaturas inferiores.a 300 °C (Moharram et al., 2014; Pulit-Prociak & Banach,
2016). Por otro lado, en ambas muestras de ZnO (secas y calcinadas), se detectan las senales
relacionadas al enlace del metal-oxigeno, localizadas por debajo de 600 cm™.

En el ZnO seco, la ausencia de la.sefal en alrededor de 1270 cm™, asociada al grupo
pirano proveniente de los flavonoides e identificada en el espectro FTIR del extracto de lirio
liofilizado (Figura 10), puede interpretarse comesla pérdida de estos fitocompuestos. Dicha
pérdida estaria relacionada con el procese de lavade realizado para la obtencion del ZnO, debido
a que los flavonoides son compuestos hidrosolubles yxse encuentran en menor concentracion,
tal como se lo indica el analisis de contenido”de flavahoides. En consecuencia, es posible que

los flavonoides hayan sido removidos después.de.los cin€o lavados realizados.

Figura 21
Espectros FTIR de ZnO a 70 y 500 °C
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Ademas, la espectroscopia FTIR se empled para identificar los grupos funcionales
presentes” en las muestras Cu-ZnO calcinadas a 500 °C (Figura 22). Todas las muestras
presentaronssefales similares, con ligeras variaciones en cuanto a la intensidad y la aparicion de
sefales superpuestas por debajo de 750 cm™'. La banda amplia observada en todas las muestras
en 3440 cm™, asi)como la sefial en 1633 cm™ corresponden al estiramiento O-H del agua
absorbida, debido”a que el analisis se realizé por la técnica de transmisién, en la cual las

muestras fueron soportadas en pastillas de KBr.

Figura 22
Espectros FTIR de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO
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Al'igual que en el espectro FTIR del ZnO, las sefiales atribuibles a restos del extracto de
lirio empleado durante la sintesis de los nanomateriales de Cu-ZnO se encuentran en el rango
de 1600 a_1300 cm™ (Figura 23). La seiial en 1515 cm™ ha sido asociada al estiramiento del
enlace C-O de grupos carbonilo (Sonthongphithak et al., 2024), los cuales pueden estar
presentes en la muestra como parte de las cadenas organicas remanentes de la descomposicion
térmica de los fitocompuestos del extracto, aunque esta senal también se ha reportado para
vibraciones del mismo enlace pero de tipo COO ionizados y coordinados con atomos de metales
de transicion en complejos”tipo EDTA (acido etilendiaminotetraacético), lo que también podria
estar sucediendo en las muestras analizadas ya que, la presencia de Cu?* y Zn podria estar
interactuando con las cadenassorganicas cortas que aun se encuentran presentes (Nakamoto,
2009).

Por otro lado, la sefial en 1384_cm™' corresponde al estiramiento del C=0, posiblemente
de los acidos carboxilicos (Mistry, 2009; Vo et al., 2023), mientras que la sefial en 1326 cm™, la
cual es poco reportada en trabajos previes, puede tratarse de una sefal relacionada a un anillo
aromatico, como, por ejemplo, un estiramiento» C-O-C de un compuesto fendlico (Sathishkumar
et al., 2017). Estas sefales (1384 y"1326 cm™), presentan una distancia de separacion similar a
las sefiales en 1457 y 1416 cm™, encontradas en.el extracto liofilizado calcinado. Por lo cual,
estas sefiales podrian ser analogas entre si, dadoique el desplazamiento hacia menores
numeros de onda se asocia a la formaciéon de enlaces’'con atomos mas pesados, lo que reduce
la frecuencia vibracional. Debido al método de.preparacién de los nanomateriales, se asume que
estos grupos se encuentran estabilizados en la superficie del material, ya sea mediante enlaces
quimicos o fuerzas intermoleculares, las cadenas organicas fragmentadas provenientes del
extracto de lirio actuarian como agentes “capping”, es decir, ocluyendo la superficie del material
(Villagran et al., 2024).

Por lo que, con estas sefales registradas es posible inferir 1o0S grupos funcionales
provenientes de la extensa variedad de fitocompuestos que se encuentran‘presentes en el lirio
acuatico (Bakrim et al., 2022), las cuales abarcan diferentes compuestos como polifenoles y
flavonoides, los cuales tienen como estructura basica, anillos aromaticos como, el fenol o el

benceno, ademas de otros grupos funcionales como el acido carboxilico.
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Nota. Espectros FTIR en un rango de 1750 a 1250 cm™ del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado

empleando como precursores: A) acetato de cobre, B) sulfato de cobre y.€) nitrato de cobre, asi

como D) espectros FTIR en un rango de 1000 a 400 cm™’

En la region por debajo de 1000 cm™ (Figura 23D), las muestras preséntaron una banda

amplia que se extiende desde 600 cm™ hacia nimero de onda menores, atribuidas a las

vibraciones del metal-oxigeno. En todas las muestras se observa una senal intensa.alrededor de

428 cm™', correspondiente a la sefial de estiramiento del enlace Zn-O (Socrates, 2001)-~En los

nanomateriales Cu-ZnO-A-3 y el Cu-ZnO-N-0.5 aparece una banda adicional alrededorde)491

cm™, atribuida al estiramiento Cu-O (Socrates, 2001; Yadeta Gemachu & Lealem Birhanu, 2024).

Asimismo, en otras muestras de Cu-ZnO (Cu-ZnO-N-1 y el Cu-ZnO-N-3) se aprecia una

superposicién menos intensa de ambas vibraciones alrededor de 400 cm™.
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4.3.3.Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

Lasespectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) se empled para identificar y
confirmar lés.€lementos presentes en las muestras de ZnO y Cu-ZnO, asi como sus estados de
oxidacion y sds=porcentajes atdomicos. En la Figura 24 se muestran los espectros en un amplio
rango de energia (de 1350 a 0 eV) de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO. A partir de estos
espectros, se confirmaron la presencia de los elementos Zn, Cu, O y C en las muestras de Cu-
ZnO; mientras que enfel.ZnO esta ausente el elemento Cu, dado la naturaleza del proceso de
sintesis. El empleo de“distintos precursores en las muestras de Cu-ZnO no presenta una
influencia significativa en lgssvalores de la energia de enlace registradas en cada una de las

muestras, aunque si se observan variaciones en cuanto a las intensidades de dichas sefiales.

Figura 24
Espectros XPS de barrido amplio deZn0O'y Cu-ZnO
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Nota. Espectros del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado empleando como precursores: A) acetato,de

cobre, B) sulfato de cobre y C) nitrato de cobre.
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Se colectaron los espectros de alta resolucion de todas las muestras, con el fin de estudiar
las regien€s del espectro de cada uno de los elementos identificados. Para el caso del zinc, éste
se realizd en un rango de 1050 a 1015 eV (Figuras 25A, 25B y 25C). En dicho rango, se
identificaron las sefales en 1044.38 y 1021.28 eV, las cuales son sefales correspondientes a la
orbita del espin de Zn 2p12 y Zn 2ps)2, respectivamente (Karthik et al., 2022; Moulder et al., 1992).
La diferencia de estos.valores de energia de enlace es de 23.1 eV, el cual corresponde al estado

de oxidacion Zn?* (Merales-Mendoza et al., 2023).

Figura 25
Espectros locales de alta resolucion del orbital 2p del zinc de las muestras de ZnO y Cu-ZnO
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Nota. Espectros del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado empleando como precursores: A)-acetato de

cobre, B) sulfato de cobre y C) nitrato de cobre.

En la Figura 26 se presentan los espectros locales del orbital 2p del cobre, en la regién de\la
energia de enlace de 965 a 925 eV. En este rango, se encuentran las sefales a 952 y 932 gV,

con ligeras variaciones entre los espectros de las muestras con diferentes precursores del cobre.
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La sefial'en 952 eV corresponde al Cu 2p1;2, mientras que la sefial en 932 eV indica el Cu 2p32
(Lemecho'et al., 2022). La diferencia de estas sefales resulta de 20.1 eV para las muestras con
acetato de gobre (Figura 26A), de 19.9 eV para las muestras con sulfato de cobre (Figura 26B) y
de 19.8 eV para las muestras con nitrato de cobre (Figura 26C); los cuales son valores
consistentes a lo\reportado en la literatura para el estado de oxidacion 2+ del Cu (Morales-
Mendoza et al., 2023). En el caso de la muestra Cu-ZnO-A-3, presenta sefales en 961.28 y
942.88 eV, las cuales han sido reportadas como picos satélites atribuidos al Cu?*, con el orbital
d parcialmente lleno, ademas de relacionarse con la existencia del CuO (Karthik et al., 2022;
Morales-Mendoza et al., 2023).

Figura 26
Espectros locales de alta resolucion del orbital 2p del cobre de las muestras de ZnO y Cu-ZnO
A) B)
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Nota. Espectros del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado empleando como precursores: A) acetato.de

cobre, B) sulfato de cobre y C) nitrato de cobre.
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Las senales propias del oxigeno se encuentran identificados en el rango de 540 a 426 eV
(Figura«27)..En todas las muestras, se observa una sobreposicién de dos picos, las cuales son
mas pronunciadas en las muestras de Cu-ZnO con los precursores de acetato y sulfato de cobre
(Figura 27A'y 27B). A partir de la descomposicion de las sefiales en el espectro del ZnO (Figura
27D) se identificaron las sefiales en 530.06 y 531.27 eV. La primera sefial puede asignarse a la
presencia de especies, de oxigeno de la estructura del ZnO, aunque también se han reportado
valores cercanos a 530.2 eV para oxigeno asociado a Cuz0 (Vasquez, 1998). Sin embargo, esto
puede descartarse debido.a’que el Cu.O presenta una coloracién caracteristica roja, la cual esta

ausente en los compuestos_de Cu-ZnO sintetizados en este trabajo.

Figura 27
Espectros locales de alta resolucion.del orbital 1s del oxigeno de ZnO y Cu-ZnO
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Nota. Espectros del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado empleando como precursores: A) acetato de

cobre, B) sulfato de cobre, C) nitrato de cobre, asi como D) la resolucién de picos del ZnO
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Por otro lado, la sefial en 531 eV (Figura 27) ha sido reportada tanto a la presencia de

vacantes<de oxigeno, como al hidroxilo (OH) adsorbidos en la superficie del material (Kaur et al.,

2022; R. Nan et al., 2023). La ausencia de sefales a valores de energia menores a 530 eV

permite asumir que no hay presencia de especies de oxigeno asociadas a CuO, el cual podria

también habersé formado como consecuencia de la adicién de cobre durante la sintesis.

La ultima fegion analizada en los espectros corresponde a la presencia de carbono,

dentro del rango de 2957a 280 eV (Figura 28). En todos los casos se registraron principalmente

sefales en 284.80 eV y.288.78 eV, asi como una contribucion superpuesta en 286.39 eV.

Espectros locales de alta resolucion del orbital 1s del carbono de ZnO y Cu-ZnO

Figura 28
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Nota. Espectros del ZnO y de Cu-ZnO sintetizado empleando como precursores: A) acetato de

cobre, B) sulfato de cobre, C) nitrato de cobre y D) la resolucién los picos del ZnO
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De acuerdo con la literatura, la sefial alrededor de 285 eV indica la presencia de C 1s
(Moulderset,al., 1992). En particular, esta sefnal suele atribuirse al carbono adventicio presente
de manera.superficial en muestras de ZnO o a la presencia de enlaces C-C provenientes de
dicho carbon gspurio, presentes durante la medicidén (Thermo Fisher Scientific, 2021a, 2021b).
Por otra parte, en\estudios donde no se emplean extractos vegetales como agentes de sintesis,
las sefales en 288.78 eV y 286.39 eV se han asignado a los enlaces de O-C=0 y C-O-C,
respectivamente (Sun et'al., 2021; Thermo Fisher Scientific, 2021b). Por lo tanto, aunque no se
ha sido reportado de forma“€especifica en sistemas que utilizan extractos biolégicos como medio
de reaccion (Karthik et al.,_2022; Lemecho et al., 2022), es posible que estas sefiales estén
relacionadas con restos organicos del extracto de lirio empleado durante la sintesis. Dichas
contribuciones podrian ser homgélegas a las bandas observadas en el FTIR en las regiones de
1515, 1384 y 1326 cm™', correspondiéntes a los modos vibracionales de C-O, C=0 y C-O-C,
respectivamente, asi como también“coincide con los remanentes organicos aun observados
después de calcinar a 500°C como sesidentific6 mediante el analisis termogravimétrico del
extracto liofilizado.

Dado que las senales en 288 y 286 eV-estan asociadas con carbonos en diferentes
entornos quimicos, estas podrian reflejar-la interaccion de los restos del extracto con los
nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO. Segun Stevie & Donley (2020), el area relativa bajo cada pico
del espectro C 1s representa la proporcion de atomos(de icarbono en cada entorno quimico. Por
lo tanto, a partir de la resolucion de las senales de carbono en todas las muestras (por ejemplo,
para el ZnO en la Figura 28 D), se calculé la relacion entre 10s picos de carbono en 288 y 286 eV
(Tabla 2). Esta relacién, C2ss/Czss, puede emplearse como indicador de la proporcién de ambas
especies de carbono (O-C=0/C-0-C), es decir, la fraccion relativade carbonos oxidados (O-C=0)
y de carbonos parcialmente oxidados (C-O-C).

Se observa que el ZnO presenta la menor relacion Cags/Cass, l0_ctal sugiere que, sin la
adicion de cobre, hay una mayor proporcién de carbonos parcialmente oxidados. Por el contrario,
las muestras con valores mas altos de Cass/Cass representan una mayor proporcion de grupos
O-C=0, lo que indicaria un mayor grado de oxidacion. Este comportamiento se*evidencia en las
muestras Cu-ZnO-A-3, Cu-Zn0O-S-0.5 y Cu-ZnO-N-0.5. En general, estas diferencias podrian
asociarse con modificaciones superficiales del material, o con la interacciéon entre grupos
oxigenados Yy los sitios metalicos en la superficie de los nanomateriales con cobre. Ademas, en
concordancia con estos resultados, los nanomateriales con mayores valores de Czgs/Cags,

mostraron también mayor actividad antimicrobiana.



59

Por lo tanto, los resultados sugieren que la incorporacion de cobre favorece la presencia
de especies organicas mas oxidadas (O-C=0), originando una superficie mas polar y
funcionalizada. + De acuerdo con Sanita etal. (2020), la funcionalizacién superficial de
nanoparticulag’ha sido empleado como estrategia para mejorar sus propiedades bioldgicas, esto,
mediante la adicién de un grupo funcional organico (como R-NH,, R-COOH, etc), que facilitan la
unién de las nanoparticulas con biomoléculas. Esto refuerza la idea de que el extracto de lirio
esta actuando como'unsagente de recubrimiento superficial (capping), los cuales son empleados
para la mejora de propiedades bioldgicas de nanoparticulas (Javed et al., 2020). Irfan et al.
(2022), demostraron que.npanoparticulas de plata (Ag) recubiertas con grupos de acidos
carboxilicos en su superficie_presentan una mejor actividad antimicrobiana frente a distintas
cepas, como E. coli, B. subtilis, S-typhiy S. aureus, en comparaciéon con las nanoparticulas de
Ag sin este tipo de recubrimiento:ASimismo, mencionan que la forma desprotonada del acido
carboxilico, el carboxilato (-COO"),“actua como estabilizante de nanoparticulas de Ag, al
coordinarse con la superficie metdlicasde las nanoparticulas de Ag, favoreciendo asi, su
interaccion con las membranas bacterianas=Si‘bien este sistema no es directamente comparable
con el presente trabajo, debido a las/diferencias.quimicas entre la plata metalica y el ZnO, este
ultimo tendria mayor afinidad para coerdinarse con el carboxilato, dado que generalmente el ZnO
tiene un area especifica mayor a la de NP metalicas’como la plata.
Tabla 2.

Relacion entre componentes del espectro C 1s de.ZnO y'Cu-ZnO

Area 0-C=0  Area C-O-C ~_-Relacién (288 eV) /

Muestra (288 eV) (286 eV) (286 V)
Zno 2398.48 2800.06 0.86
Cu-ZnO-A-05  2820.48 2562.36 1.10
Cu-ZnO-A-1 2979.84 2470.21 121
Cu-ZnO-A-3 4291.15 2237.02 1.9
Cu-ZnO-S-0.5  3344.74 2018.53 1'66
Cu-ZnO-S-1 3499.42 3585.60 0.98
Cu-ZnO-S-3 3216.73 2654.25 121
CUZnON-05  3958.23 3570.03 1.11
Cu-ZnO-N-1 2250.12 2470.86 0.91
Cu-ZnO-N-3 3231.33 3669.03 0.88

De forma analoga, se encontré que los grupos O-C=0 detectados por XPS“ep~los
nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO, podrian estar coordinados a iones metalicos superficiales

(Zn?* o Cu?*), contribuyendo a la formacién de una superficie mas funcionalizada, lo que podria
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favorecef la interaccion con células microbianas, en concordancia con los resultados de actividad
antimicroebiana previamente presentados.

Finalmente, se obtuvieron los porcentajes atémicos de los elementos presentes en las
muestras de ZnO y Cu-ZnO (Tabla 3). Las muestras de Cu-ZnO presentaron valores de entre
26.85 a 35.72% @témico de Zn. Se observa que la mayoria de las muestras de Cu-ZnO obtuvieron
un mayor porcentaje atomico de este elemento, en comparacion con las NP de ZnO sin modificar,
siendo las excepcioneslas muestras de Cu-ZnO-A-0.5, Cu-ZnO-S-3 y Cu-ZnO-N-3. Por otro lado,
el porcentaje de Cu?* régistrado en las muestras de ZnO modificadas con Cu?* (Tabla 3, Figura
29) presentan variaciones_en cuanto a la cantidad afiadida de Cu?'. En general, todas las
muestras presentaron un incremento en el porcentaje de cobre, aunque menores a las
concentraciones nominales. En el.caso de las muestras de Cu-ZnO al 0.5%, estas alcanzaron un
porcentaje atomico cercano a lesafadido; mientras que las muestras al 1% obtuvieron
porcentajes ligeramente por debajo de'losanadido durante el proceso de sintesis. En el caso de
las muestras de Cu-ZnO al 3%, ninguna‘@btuvo un porcentaje cercano a lo afiadido, siendo la
muestra Cu-ZnO-A-3 la que registro el mayor porcentaje, al 2.03% atéomico. Esto podria ser
indicativo de que el porcentaje maximo que se_puede anadir ya que el método de sintesis y las
propiedades electrénicas del cobre permitirian queriones de este se introdujeran en la red del
ZnO como impurezas o bien como atomos sustituyenteseen la red del éxido. En general, se puede
concluir que el contenido nominal que presenta menos pérdida de Cu?* en este tipo de sintesis,
son las correspondientes al 1%.

Tabla 3.

Porcentajes atémicos de las muestras de ZnO y Cu-ZnO

Muestra Zn 2p Cu2p O1s C1s
ZnO 28.15 - 37.74 34.11
Cu-Zn0O-A-0.5 26.85 0.55 37.02 35:68
Cu-ZnO-A-1 33.21 0.94 40.81 25.04
Cu-ZnO-A-3 33.93 2.03 41.64 22.4
Cu-Zn0O-S-0.5 35.72 0.66 40.95 22.66
Cu-ZnO-S-1 28.63 0.8 39.22 31.35
Cu-ZnO-S-3 27.19 0.88 38.11 33.82
Cu-ZnO-N-0.5 30.94 0.47 41.48 27.11
Cu-ZnO-N-1 31.31 0.86 39.29 28.55
Cu-ZnO-N-3 25.53 1.17 37.39 35.9

En cuanto al porcentaje de O (Tabla 3), no se observaron grandes variaciones entre+as

muestras, dado que se encontraron entre el 37.02 y el 41.64%. Finalmente, el porcentaje atomico
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del C (Tabla 3) de las muestras de Cu-ZnO con acetato de cobre presenté un comportamiento
descendente, mientras que para las muestras con sulfato y nitrato de cobre el efecto fue
ascendentes

Figura 29

Porcentajes atoémicos del cobre en Cu-ZnO determinados por XPS
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4.3.4.Difraccion de Rayos X (DRX)

En la Figura 30 se muestran los patrones de difraccion de los pnanomateriales de ZnO y
Cu-ZnO, en el intervalo de 20° a 70° (20). Todas las muestras presentan‘los-picos caracteristicos

del ZnO conforme a la carta cristalografica PDF 01-082-9745, con valores de 28 de 31, 34, 36,
47, 56, 62, 66, 68 y 69°, los cuales corresponden a los planos (1 00), (002),(101),(102), (1
10),(103),(200), (11-2)y(021), respectivamente. La presencia de estas sefiales indica que
el ZnO presenta la fase cristalina hexagonal, tipo wurtzita. Se compararon=las, senales
encontradas con las cartas cristalograficas del Cu (PDF 00-004-0836), CuO (PDF 00-005-0661)
y el CuO (PDF 00-005-0667), a partir de lo cual se determiné que no se detectaron picos
adicionales que estén relacionados con la adicion del Cu?*, esto debido al bajo porcentaje al que

se afiadié durante la sintesis, de 0.5, 1 y 3 %m. Pero, tal como se observd en XPS; el
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Cu-ZnQ+<A-3 fue el nanomaterial con el mayor porcentaje atémico detectado en superficie, con el
2 % de-€U?*. Considerando las limitaciones de deteccion de la técnica DRX (hasta 2 %m de
dopante) sefvisualizan dos posibles escenarios: 1) que los atomos de cobre se encuentren
incorporados en la red del ZnO ya sea como cationes o bien como atomos sustituyendo un atomo
de zinc, y 2) formando agregados muy pequenos en los bordes de grano del ZnO que no son
detectables por st tamafo o si se encuentran muy dispersos. Debido al método de sintesis
empleado, es razonablerasumir la primera opcion, debido a la similitud entre los radios i6nicos
de Zn?* y Cu?. En este_séntido, Nandasana et al. (2024), reportaron la ausencia de fases
secundarias de cobre en los patrones de DRX, atribuyendo este comportamiento a incorporacion
del Cu?* en la red del ZnO.

Figura 30

Patrones de difraccion de rayos X'de"ZnO y Cu-ZnO
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El céalculo del tamano de cristalito fue realizado mediante la ecuacion de” Scherrer
(Ecuacion 5); considerando el ancho medio del pico con mayor intensidad, es decir, €l que
corresponde al plano (1 0 0). Los valores del angulo en 28, el ancho medio de pico y los valores
de tamafo de cristalito se recopilan en la Tabla 4.
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Los valores de tamafio de cristalito obtenidos oscilan entre 26.723 y 22.40 nm, siendo el

)

ZnO el material con el mayor tamano de cristalito, mientras que la mayoria de las muestras de
Cu-ZnO, a excepcion del Cu-ZnO-A-3, tienen tamanos de cristalito con una diferencia de 1 0 2
nm menores a las,debZnO, lo cual evidencia que la adicion del cobre tiene una ligera influencia
en este parametro.

Los tamanos de(cristal reportados en la literatura para sintesis biolégica de Cu-ZnO varian
de 13.14 nm (Nandasana@tal., 2024) a 29.76 nm, siendo los trabajos de Karthik et al. (2022) y
Adeyemi et al. (2022) los que presentan valores similares obtenidos a este trabajo, con 29.76 y
23.21 nm, respectivamente.

Se ha reportado que elfaumento de la concentracién del cobre es inversamente
proporcional al tamafio de cristal, lo cual, conforme a los trabajos previos de Tharayil et al. (2024)
y Karthik etal. (2022) ha sido atribuide~a la sustitucion del Cu?* en la estructura. Este
comportamiento se presenta en las muestras ‘sintetizadas con sulfato y nitrato de cobre, ya que
los tamarfios de cristal de las muestras al 3% de Cu?* fueron menores que los nanomateriales al
0.5% de Cu?*.

Tabla 4

Parémetros cristalinos de los nanomaterialesZnO y Cu=ZnO

Parametros de redy, Volumen Intensidad
Muestra 20 (°) D (nm) (A) decelda % C delpicoen
a c (A% 36°

Zn0O 36.28 26.72 3.25 5.20 47,49 85.41 179.79
Cu-Zn0O-A-0.5 36.27 25.53 3.25 5.20 4752 87.15 172.80
Cu-ZnO-A-1 36.26 25.29 3.25 5.21 4760 90.49 180.71
Cu-ZnO-A-3 36.28 26.36 3.25 5.20 47.49 85.73 180.27
Cu-Zn0O-S-0.5 36.26 24.08 3.25 5.20 47.56 86.35 168.12
Cu-Zn0O-S-1 36.27 24.63 3.25 5.20 47.56 88.18 168.62
Cu-Zn0O-S-3 36.27 22.67 3.25 5.20 47.51 89.06 159.89
Cu-ZnO-N-0.5 36.28 23.64 3.25 5.20 47.49 88.61 160.55
Cu-ZnO-N-1 36.28 25.97 3.25 5.20 47.49 88.45 186.43
Cu-ZnO-N-3 36.26 22.40 3.25 5.20 47.57 87.18 165.30

También se llevo a cabo el calculo de la distancia interplanar mediante la Ecuacion6:

ni
= 6
2sinf (6)
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L4 distancia interplanar fue utilizada en el calculo de los parametros de red. La Ecuacion
7 corresponde a la ecuacion de la celda unitaria hexagonal:
1  4(h?>+hk+k?\ 2
Z73 <—) ta i

La Ecuacion 8 permite calcular el volumen de la celda, en la cual (a = b ), por tratarse de
una estructura hexagonal:

V = 0.866a%c (8)

Los resultados de los parametros de red y el volumen de la celda se presentan en la Tabla
4. Los valores obtenidos sonsligeramente mayores que los reportados en la carta cristalografica
del ZnO (PDF 01-082-9745).en’donde se indica que a = 3.2444A, ¢=51998A y V=
47.40 A3. El uso de distintos pretufsores de Cu?* mostré que, para el caso del sulfato de cobre,
el volumen de la celda disminuye-ligeramente a medida que aumenta el % de Cu?* aiadido;
mientras que para el nitrato de cobre este.comportamiento se presenta a la inversa, es decir, los
valores aumentan ligeramente a medida qué la cantidad de Cu?* presente es mayor.

Esto puede explicarse con la cercania‘entre los valores de los radios ionicos del Cu?* y
Zn?*, los cuales son de 0.73 y 0.74"A] respectivamente, lo que puede facilitar que algunos iones
Cu?* sustituyan los iones Zn?* en la red eristalina del’ZnO, ya que, a pesar de que no hay cambios

[ ({Pl]

significativos en los parametros de red “a’y/“c”, si s€ observan cambios en el volumen de la celda
(Nandasana et al., 2024; Tharayil et al., 2024), sin(embargo se requiere de estudios mas
especificos para confirmar lo anterior.

El porcentaje de cristalinidad de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO se estimaron a
partir del area integrada de los picos de difraccion, considefanda la relacion entre la fraccion

cristalina y total (Ecuacién 9).

%C =

Cc
100 9
A+ A4, )

Donde A, corresponde al area integrada bajo los picos cristalingsy/y A, al area bajo la
region amorfa. Los porcentajes de cristalinidad se muestran en la Tabla 4; donde se observan
valores entre 85 y 90%. Un mayor porcentaje de cristalinidad implica una mayer'proporcion de
regiones ordenadas dentro del material, por lo que valores obtenidos indican que los
nanomateriales presentan una estructura predominantemente cristalina, sin efecto aparente del
tipo precursor o el contenido de cobre empleado.

Finalmente, en cuanto a la intensidad de los picos (Tabla 4), las muestras que presentaron
mayor intensidad en sus picos, en comparacion con el ZnO, fueron las muestras Cu-ZnO=A-1,

Cu-Zn0O-A-3 y Cu-ZnO-N-1, por lo que son las que se pueden considerar que presentan menor
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desorden, debido a que una distribucién aleatoria de los iones de Cu?* conduce a una reduccion
en la intensidad de los picos. Ante esto, Tharayil et al. (2024) reportd que al aumentar el contenido
de cobre (del 3«al 8%), la intensidad de los picos disminuyd significativamente, lo cual, para el
caso del presente trabajo, solo ocurre en las muestras con sulfato de cobre, donde se observo
una ligera disminugion en la intensidad de los picos en 36°, a medida que el contenido de Cu?*

aumenta de 0.5 a8 %m.

4.3.5.Dispersion de luz dinamica y electroforética (DLS y ELS)

La dispersién de luz’es=una técnica utilizada para caracterizar las nanoparticulas que se
encuentran en soluciones coloidales. En el caso de la dispersion de luz dinamica (DLS, por sus
siglas en inglés), se utiliza para_estimar el didmetro hidrodinamico mediante el analisis del
movimiento browniano de las particulas,en suspension.

En la Figura 31 se muestran‘las distribuciones de los tamafios hidrodinamicos de los
nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO. La distribucion de estos valores se ajusta a una distribucion
gaussiana, que comprenden valores de entre 100 y 700 nm. Ademas, se observa que, para los
precursores de sulfato y nitrato de/Cobre, al*agregar el mayor porcentaje de Cu?* durante la
sintesis, tiende a presentar un ligero desplazamiento_de la distribucion, hacia menores valores
de tamafo hidrodinamico. De igual forma; para estos precursores, se registraron algunas
particulas a valores mayores de 1000 nm;“los~nanomateriales obtenidos con sulfato de cobre
presentaron incluso valores de 5570 nm; mientras gue con nitrato de cobre se observo una sefal
de baja intensidad a 5560 nm. Estas sefales,.pueden deberse a la formacion de algunos
aglomerados, pero dado que su contribucién es muy pequefa,no,afectan el tamafo promedio

de las particulas Z-average.



Distribueién, del tamario hidrodinamico de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO
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Nota. Distribucion del tamano del ZnO y de Cu-ZnO sintetizadé empleando como precursores:
A) acetato de cobre, B) sulfato de cobre y C) nitrato de cobre.

Por otro lado, los valores de dichos tamanos hidrodinamicos se presentan en la Figura 32

y en la Tabla 5. EI comportamiento encontrado en las curvas de distribucion_de\tamano de las
muestras con sulfato de cobre (Figura 31B) y nitrato de cobre (Figura 31C) se wen reflejados en
las muestras con mayor porcentaje de Cu?* (3%), las cuales tienen los menores valores de
tamanos hidrodinamicos (199 nm para el Cu-ZnO-S-3 y 198 nm para el Cu-ZnO-N-3), en

contraparte con los valores observados para las muestras con los porcentajes de 0.5 .y 1% de

Cu?*



67

Figura 32

Valores-dé tamario hidrodinamico de las muestras de ZnO y Cu-ZnO
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El indice de polidispersidad es unvalor que indica_qué tan homogénea es la distribucion
de los tamafos de una muestra; valores por debajo de.0:1.indican que la muestra es altamente
monodispersa, mientras que valores entre 0.1 a 04 indican que la muestra es moderadamente
polidispersa (Bhattacharjee, 2016). Los valores de indices de-polidispersidad los nanomateriales
Zn0O y Cu-ZnO se reportan en la Tabla 5. Se observa que el Zn0, presenta el menor valor de
indice de polidispersidad, con 0.105, indicando particulas mas homogéneas en tamafo, tal como
se observa en la Figura 31 ya que se identifica una distribuciéon unimodalestrecha. Por otro lado,
las muestras obtenidas usando el nitrato de cobre como precursor] tienen valores de PDI
alrededor de 0.2, lo cual indica particulas moderadamente polidispersas (Figura 31C), en donde
las muestras Cu-ZnO-N presentan picos ligeramente mas anchos, ademas de un pico adicional
de baja intensidad correspondiente a las particulas de mayor tamaro (5560 nm),*Por lo cual, se
establece que el tipo de precursor de Cu?* empleado influye en la polidispersidad de los
nanomateriales obtenidos, siendo las muestras con nitrato de cobre las que presentansmayor

polidispersidad, atribuible a la distinta velocidad de liberacion de iones Cu?*.
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Tabla 5

Tamane-hidrodinamico, indice de polidispersidad y potencial zeta de ZnO y Cu-ZnO

Tamano

Muestra hidrodinamico PDI :;t:?nc;'\“;‘;
(nm)
ZnQ 228 0.105 -12.3
Cu-ZnO-A-0.5 213 0.130 -15.7
Cu-ZnOsA-1 222 0.126 -19.2
Cu-ZnO-A-3 214 0.141 -15.4
Cu-ZnO-S-0:5 219 0.166 -14.3
Cu-ZnO-S-1 231 0.131 -13.0
Cu-Zn0O-S-3 199 0.125 -9.7
Cu-ZnO-N-0.5 250 0.216 -12.3
Cu-ZnO-N-1 217 0.196 -10.8
Cu-ZnO-N-3 198 0.190 -14.2

Por otra parte, la dispersiéon de luz electroforética (ELS, por sus siglas en inglés), permite
obtener el valor del potencial zeta; el cual identifica las cargas superficiales adquiridas por la
muestra. Al igual que en el DLS, las*hanoparticulas se analizan en suspensién, forma que se
utiliza para la evaluacién microbiolégica'ademas de'que; al dispersarlas en un medio, se obtiene
informacion sobre la estabilidad del coloide..En la literatura, se suele indicar la relacién entre los
valores de potencial zeta con su estabilidad: £0-10 mV (altamente inestables), +10-20 mV
(moderadamente estables) y los valores de +20=30 mV y + 30 mV (altamente estables); aunque
también indican que dicha clasificacion puede no reflejar la realidad de la estabilidad
(Bhattacharjee, 2016; Gumustas et al., 2017), ademas de quedos-yvalores absolutos de este
parametro en los cuales una suspension coloidal es estable, dependen estrechamente de la
naturaleza quimica de las particulas coloidales y del medio dispersante.

En la Figura 33 y en la Tabla 5 se muestran los valores de\ potencial zeta de los
nanomateriales de Cu-ZnO. Todas las muestras presentan valores electronegativos de potencial
zeta, siendo la muestra Cu-ZnO-A-1 la que presenta un valor mas electronegativo) de -19.2 mV,

por lo que se infiere que es el nanomaterial que forma suspensiones mas estables.
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Figura 33

Valores.dé potencial zeta de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO
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La aplicacion de estas técnicas (DLS yELS) en.a caracterizacién de nanomateriales de
Cu-ZnO mediante métodos asistidos por extractos de plantas ha sido poco explorada en la
literatura. En el caso de la dispersion de luz dinamica, ‘Maleki et al. (2021) emplearon un
procedimiento solvotermal para obtener nanomateriales de ZnQsdopadas con Cu, con nitrato de
zinc y acetato de cobre, al 1.5, 2y 2.5 % de Cu, en un procedimiento exento del empleo de
extracto de plantas; los valores de tamarfio hidrodinamico que reportaren estan en un rango de
150 a 200 nm, con una distribucién uniforme de tamafios. En contraste;Nandasana et al. (2024)
obtuvieron nanoparticulas de ZnO y ZnO dopadas con cobre (Cu@ZnO) al\5%, empleando
precursores como el nitrato de zinc y cobre, mediante la adicidén de L. frutescens; en dicho trabajo,
reportaron tamafios mayores mediante la técnica de DLS, con 1579 nm para el.ZnO’y 1345 nm
para el Cu@ZnO, con indices de polidispersidad de 0.328 y 0.297, respectivamente. Si bien, el
método de sintesis empleado en el presente proyecto guarda mayor similitud con le"reportado
por Nandasana etal. (2024), se observa que los tamafos obtenidos (Figura 32) sen‘mas
cercanos a lo reportado por Maleki et al. (2021), que anadieron menores porcentajes de Cd.

Para el caso de la dispersion de luz electroforética, Khan et al. (2020) reportaron el

empleo del extracto de S. jamaicensis en la sintesis de nanomateriales de ZnO dopados con Cu,
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empleando como precursores nitrato de zinc y cloruro de cobre, al 1y al 5% de Cu; reportando
valores.de potencial zeta de 26.63 £0.74mV y 3.66+2.82mV, respectivamente. Por otro lado,
Nandasanaset al. (2024), reportaron los valores de potencial zeta de -3.76 mV y -32.92 mV, para
los nanomateriales de ZnO y Cu@ZnO. Mientras que Gumustas et al. (2017) mencionan que el
valor del potencial)zeta se ve influido por diversos factores, entre ellos la composicion de la
solucion, el pH, entre otros.

Sin embargo,<Ccon base en los resultados (Figura 33), se puede establecer que no existe
una relacion directa entreel tipo de precursor o el contenido de cobre anadido. Asimismo, los
valores de potencial zeta“encontrados sugieren que no hay una correlacién evidente entre la
carga superficial y el desempefio antimicrobiano de los nanomateriales. Por ejemplo, el ZnO y el
Cu-ZnO-N-0.5 presentan el mismo_valor de potencial zeta (-12.3 mV), y, sin embargo, ambas
muestras exhibieron un comportamiento diferente frente a las bacterias estudiadas, donde el Cu-
Zn0O-N-0.5 mostro ser mas efectivo (con menor MIC) contra ambas bacterias (S. aureusy E. coli).

Aun asi, el potencial zeta es un parametro relevante, ya que representa la diferencia de
potencial en la interfaz entre la superficie de una particula y el liquido circundante,
proporcionando informacion sobre la repulsion eleetrostatica entre particulas y la carga superficial
de los materiales. En este sentido, conoeer.los valores del potencial zeta de los nanomateriales
de ZnO y Cu-ZnO permite inferir la naturaleza de sus_posibles interacciones electrostaticas con
la membrana bacteriana. Se ha reportado‘que la superficie de las bacterias presenta una carga
negativa, siendo aproximadamente de -19 m\/ para S. aureus y -23.5 mV para E. coli (Arakha
et al., 2015). La diferencia entre ambas se atribuye a que las bacterias Gram negativas, como la
E. coli, poseen una capa externa de lipopolisacaridos (LPS) cargados negativamente, la cual esta
ausente en las bacterias Gram positivas (Ferreyra Maillard et al.,.2021).

De esta manera, cuando las bacterias entran en contacto can un agente antimicrobiano,
las variaciones en el potencial zeta pueden reflejar el tipo de interaccion que ocurre en la
superficie celular. Segun Ferreyra Maillard et al. (2021), mencionan que este comportamiento se
puede atribuir a dos fendmenos diferentes o a la combinacion de estos: launion del agente
cargado a la superficie de la bacteria o a la lesidon de la membrana celular. Ademas, describen
que las nanoparticulas con carga positiva tienen a neutralizar la carga superficial bacteriana,
mientras que las nanoparticulas cargadas negativamente inducen un desplazamiento hacia
valores de potencial zeta mas negativos. En ambos casos, la variacion en las cargas superficiales
es resultado de la acumulacion de las nanoparticulas sobre la superficie de la bacteria,

considerado como el primer paso para inducir dano bacteriano.
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Por su parte, J. Nan et al. (2024) reporta que las nanoparticulas de ZnO con carga positiva
se adsorben principalmente por interacciones electrostaticas con las superficies bacterianas, las
cuales estan cargada negativamente, mientras que las nanoparticulas de ZnO con carga
negativa pueden interactuar mediante mecanismos tipo receptor — ligando, dependiendo de los
grupos funcionales presentes en ambas superficies. En este contexto, Arakha et al. (2015)
compararon nanoparticulas de ZnO con valores de potencial zeta opuestos (12.9 mV y -12.9 mV)
frente a distintas cepassde bacterias Gram positivas (B. subtilis, S. aureus, B. thuringiensis) y
Gram negativas (E. coli, P/vulgaris, S. flexneri). En el trabajo reportado por Arakha et al. (2015)
observaron que las bacterias’expuestas a ZnO con carga positiva mostraron una neutralizacion
del potencial superficial, mientras que aquellas bacterias tratadas con ZnO con carga negativa
no presentaron cambios signifieativos. Este comportamiento se reflejo en los ensayos
antimicrobianos, donde las nanopartiCulas de carga positiva mostraron menores MIC, indicando
una mayor eficacia antibacteriana queslas nanoparticulas de ZnO con carga negativa.

En cuanto a nanoparticulas cargadas negativamente, Irfan et al. (2022) atribuyen esta
carga a la presencia de iones carboxilatogle=cual concuerda con lo observado en el presente
trabajo a partir de los resultados de”XPS en el analisis del espectro del C 1s y por espectroscopia
FTIR. En dicho estudio, obtuvieron nanoparticulas de Ag recubiertas superficialmente con acidos
carboxilicos, con un potencial zeta de"-35.5 mV#Observaron que, en comparacién con las
nanoparticulas de Ag sin recubrimiento, las nanopartictlas con grupos de acidos carboxilicos en
su superficie mostraron un mejor desempefo como agentes antimicrobianos. Ademas, estas
nanoparticulas de Ag con carga negativa requirieron una menor concentracién para inhibir S.
aureus, en comparacion contra E. coli, tendencia que coincide con resultados obtenidos en el
presente trabajo.

De manera similar, Ferreyra Maillard et al. (2019), sintetizaron nanoparticulas de Ag en
presencia de extracto de Cichorium intybus L., con potencial zeta de'-24“'mV, donde evaluaron
los cambios en el potencial zeta tanto de las nanoparticulas, como de las bacterias (S. aureus 'y
E. coli), observando un desplazamiento hacia valores mas negativos en ambas‘Cepas, junto con
una disminucion significativa en las unidades formadoras de colonias. Estereomportamiento
sugiere una correlacion entre el potencial zeta y el dafo bacteriano, siendofatribuida a la
alteracion de la envoltura bacteriana por efecto de las nanoparticulas.

Por lo tanto, aunque las nanoparticulas con carga positiva favorecen una mayor.atraccion
electrostatica con las membranas bacterianas, los valores de potencial zeta observados en, el
presente trabajo (de entre -19.2 y -9.7 mV) indican que también es posible una interaccion

efectiva con las superficies bacterianas, similar a lo reportado por trabajos previos de



72

nanoparticulas cargadas negativamente (Ferreyra Maillard et al., 2019; Irfan et al., 2022).
Ademas.de, las interacciones electrostaticas entre las nanoparticulas y las bacterias, también
debe considerarse que las interacciones estan influenciadas por la posible funcionalizacion
superficial de l6s nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO por los restos del extracto de lirio, los cuales

podrian contribuinde manera significativa a la actividad antimicrobiana de estos nanomateriales.

4.3.6.Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Se realizé la microscopia electrénica de transmision (TEM) a los nanomateriales de Cu-
ZnO con la mayor actividad@ntimicrobiana (Cu-ZnO-A-3, Cu-ZnO-S-1y Cu-ZnO-N-0.5), ademas
del ZnO con fines comparatives.

En la Figura 34 se presentan las micrografias correspondientes a la vista panoramica de
los nanomateriales antes mencionades\En todos los nanomateriales se observa una distribucion
heterogénea de las particulas, con formasmayormente de triangulo. Cada nanomaterial present6
diferentes niveles de aglomeracion, en funcion del tipo de precursor de cobre empleado y del
% m de Cu?* incorporado. El ZnO (Figura 34A) presenta particulas con bordes mas definidos; se
observa que las particulas tienden afagruparse formando agregados tipo racimos, con un patrén
parcialmente ordenado, debido a que™algunos”de los vértices de las particulas triangulares
tienden dirigirse hacia un punto comun. Por otro, lado,10s nanomateriales Cu-ZnO-A-3 y Cu-ZnO-
S-1 (Figura 34B y 34C) presentan bordes menos definidos, ademas de que las particulas
presentan una distribucién mas dispersa. En la"micrografia del Cu-ZnO-N-0.5 (Figura 34C) se
observa la presencia de nanoparticulas mas alargadas, \que. tienden a formar racimos de
particulas con las bases de los triangulos direccionados al nugleo, Un comportamiento similar
fue reportado por Lemecho etal. (2022), quienes sintetizarongsnanomateriales de Cu-ZnO,
empleando nitrato de zinc, nitrato de cobre y extracto de lirio. En dicho estudio, los resultados de
SEM y TEM evidencian la tendencia de las nanoparticulas a organizarse, en racimos, lo cual

coincide con las observaciones encontradas en el presente trabajo.
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Figura 34
Micrograffas TEM de ZnO y Cu-ZnO. Barra de escala: 500 nm

A) B)
’/'

Nota. Micrografias de los nanomateriales: A) ZnO, B) Cu-ZnO-A-3/C)/Cu-ZnO-S-1 y D) Cu-ZnO-
N-0.5

La Figura 35 muestra los histogramas de distribucién de (tamafios de particula
determinados a través del software ImageJ, correspondientes a las micrograffas presentadas
anteriormente. Los datos se obtuvieron mediante la medicion de entre 35 y 50 ‘particulas por
muestra. En el caso del ZnO, las particulas presentan una distribucién amplia, con'tamafos que
oscilan desde los 50 a 265 nm. El histograma (Figura 35A) presenta una distribucién’bimodal,
con dos poblaciones predominantes: uno entre 80 y 100 nm, y otro entre 220 y 240 nm. \El valor
promedio de las particulas del ZnO se sitia en 133 nm, sin embargo, este valor.no.es
representativo de una poblacioén unica debido al caracter bimodal de la distribucion observada.

El Cu-ZnO-A-3 presenta una distribucién que se ajusta a una curva gaussiana y presenta la
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distribugciéon mas estrecha (103 - 192 nm). El histograma del Cu-ZnO-A-3 (Figura 35B) muestra
que la mayor concentracion de particulas se encuentra en el rango de 120 a 140 nm, ligeramente
por debajo_del promedio calculado, que fue de 143 nm.

En cuanto a las otras dos muestras analizadas, estas abarcan tamafos entre 88 y 252
nm para el Cu-ZnO-S-1, mientras que para el Cu-ZnO-N-0.5 el intervalo de tamafios fue de 61y
267 nm. En los histogramas de estas muestras con sulfato y nitrato de cobre (Figura 35 C y 35D),
se observa una asimetria hacia la derecha, debido a que las barras situadas a la izquierda del
intervalo con mayor concentracion de particulas (entre 140 y 160 nm) presentan un conteo mayor
de particulas, en comparacién con las barras situadas a la derecha; esto indica una mayor
proporcion de particulas poridebajo de la barra central, la cual, en ambos materiales, coincide
con el promedio calculado, siendode 153 nm para el Cu-ZnO-S-1y 152 nm para el Cu-ZnO-N-
0.5.

Los valores promedio de tamafios.de particula obtenidos por TEM resultados menores en
comparacion con los obtenidos mediante'DLS, los cuales se encuentran alrededor de los 200
nm. Esta diferencia se debe a la naturaleza-de cada técnica: en TEM se mide directamente el
tamanio fisico de las nanoparticulas’en condiciones)secas, mientras que en DLS se determina el
tamano hidrodinamico de las nanoparticulas dispersas en un medio liquido. Por lo que, en DLS,
ademas del tamario de la particula, se incluye la capa de'solvatacion, y las posibles interacciones
entre particulas, como la formacion de aglomerados. Ademas, en el analisis por DLS se asume
que las particulas son esféricas, lo cual puede conducir/@ una sobreestimacion del tamafo. En
conjunto, estas diferencias entre las técnicas explican por qué los tamafos obtenidos por DLS
son mayores a los observados por TEM.

De acuerdo con trabajos previos, los tamanos de particula reportados para ZnO y Cu-
ZnO varian ampliamente en funcion de las condiciones de sintesis, @si como del tipo de material
(ZnO o Cu-Zn0O). En la mayoria de los estudios, los nanomateriales ‘de/Cu-ZnO se obtienen a
partir de nitrato de zinc y de cobre como precursores. Por ejemplo, Karthikietval. (2022) emplearon
extracto de hojas de Synadium grantii y obtuvieron particulas menores a 10.nm, tanto para el
ZnO como el Cu-ZnO, con una ligera disminucién del tamafio en presencia de €u.)Sin embargo,
su metodologia corresponde a un proceso tipo combustion asistida por extracto vegetal, sin
ajuste de pH y con formacion directa de las nanoparticulas en un horno precalentado 'a'500 °C.

Por otro lado, Yousefinia et al. (2023), reportando tamanos de particulas de 20_a 30 nm
para el ZnO y de 35 a 50 nm para las muestras de Cu-ZnO, obtenidos mediante una sintesis-en
dos etapas: (i) la obtencion de ZnO por precipitaciéon alcalina en presencia del surfactante

dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS), empleado agente estabilizante para controlar el
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crecimiento y la aglomeracion, y (ii) el posterior depésito de CuO sobre las nanoparticulas de
ZnO enwpresencia del extracto de Berberis vulgaris.

De _manera similar, Thatikayala & Min (2021) mediante sintesis por biocombustién con
extracto de Ginkgo biloba, obtuvieron nanomateriales de Cu-ZnO con tamafios de 22 a 26 nm;
aunque no espeécifican los tamafios del ZnO, sefalan que las particulas de Cu-ZnO fueron
mayores, coincidiendo.con lo observado en el presente trabajo. Cabe destacar que los tamafos
del nanomaterial Cu=ZnO al 3% de Cu reportados por Lemecho et al. (2022), de entre 91 y 213
nm, son comparables con.los obtenidos en el presente trabajo. Esta similitud puede atribuirse a
factores en comun en ambgs estudios, particularmente el uso del extracto de lirio, asi como al
contenido de cobre afadido.

En conjunto, estos resultados evidencian que el tamafio de particula no solo depende del
dopaje con Cu, sino también de las“condiciones de sintesis. Entre estas, el extracto bioldgico
empleado ha sido ampliamente estudiado en la literatura, mientras que el tipo de precursor
constituye una variable menos exploradas‘dado que la mayoria de los trabajos se han limitado al
uso de nitrato de zinc y de cobre.

Los parametros descriptivos/del tamafie=de particula (minimo, maximo, promedio y
desviacion estandar) de los nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO, obtenidos a partir de las
mediciones realizadas por TEM, se presentan en lagTabla 6. EI ZnO presenté una mayor
variabilidad en los tamafos medidos, lo cuals€oincide €on la distribucion mas amplia observada
en su histograma (Figura 35A). En contraste,.la.muestra Cu-ZnO-A-3, mostrd una distribucion
mas estrecha, indicando una mayor uniformidad-morfolégica respecto al ZnO.

En términos generales, la incorporacién de cobre no”modificé de forma apreciable el
tamano promedio de particula; sin embargo, se observd una tendencia hacia distribuciones mas
homogéneas en los nanomateriales de Cu-ZnO. Este comportamiento podria estar relacionado
a variaciones en los procesos de nucleacion y crecimiento durante la sintesis, aunque se
requieren de estudios cinéticos especificos para confirmar este efecto.

Respecto a la actividad antimicrobiana, aunque se ha reportadosque esta suele
incrementar con tamafos de particulas mas pequefos (Sirelkhatim et al., 2015);.en este trabajo
se observo que el ZnO, pese a presentar el menor tamafo promedio de particula; nd mostré un
desempefo sobresaliente como agente antimicrobiano. En contraste, la muestra CuZnO-A-3
presenté simultdneamente un tamafo promedio bajo y una distribucion mas homogénea_entre
los nanomateriales de Cu-ZnO analizados por TEM. No obstante, a partir de los datos obtenidos
no es posible establecer una relacion directa entre la dispersién del tamafo y la actividad

antimicrobiana, por lo que otros factores como la composicién y las caracteristicas superficiales
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del material probablemente desempefien un papel determinante en la respuesta biologica

observada.
Figura 35
Histograma de'la distribucion de los tamarios de particula de ZnO y Cu-ZnO
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Nota. Histogramas de distribucion de tamafios de los nanomateriales: A)*ZnO, B) Cu-ZnO-A-3,
C) Cu-Zn0O-S-1y D) Cu-ZnO-N-0.5

Tabla 6
Parametros descriptivos del tamario de particulas los nanomateriales ZnO y Cu-ZhO
Muestra Promedio Minimo Maximo DeS\{iaci()n
estandar

ZnO 133.67 50.53 265.35 58.75
Cu-ZnO-A-3 143.95 103.97 192.03 23.54
Cu-Zn0-S-1 153.86 88.90 252.42 40.72
Cu-ZnO-N-0.5 152.41 61.06 267.47 48.89
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L& Figura 36 presenta micrografias a mayor aumento que las de la Figura 34, permitiendo
observarsCon mayor detalle la morfologia y los bordes de las particulas. En el caso del ZnO
(Figura 36A); las particulas presentan bordes mas definidos, con formas predominantemente de
triangulos con’lados redondeados, aunque algunas particulas presentan formas de ovalos
asimétricos. Las ) muestras Cu-ZnO-A-3 y Cu-ZnO-S-1 (Figura 36B y 36C) tienen
comportamientos “morfolégicos similares: las particulas presentan formas triangulares con
vértices mas marcadosfen comparaciéon con el ZnO, aunque con bordes menos definidos y
apariencia menos densa; adicionalmente, ambas muestras la distribucién es mas dispersa. Por
su parte, las particulas del.Cu-ZnO-N-0.5 (Figura 36D) presentan una morfologia mas alargada
y un menor contraste en las.micrografias, lo que podria estar asociado a un menor espesor
aparente en comparacion con las.muestras previamente descritas.

Gurgur et al. (2020), emplearon, acetato de zinc y de cobre, junto con extracto de Bridelia
ferruginea, y reportaron que el Zn© oebtenido presentaban morfologias de nanobarras y
nanolaminas, mientras que en las dopadas con Cu se observaron particulas con bordes
redondeados, en algunos casos, con forma-esférica. Por otro lado, Lemecho et al. (2022),
utilizando extracto de lirio, obtuvieron nanoparticulas de morfologia ovalada, coexistiendo con
particulas esféricas, lo que recuerda a’una-mezcla de las morfologias observadas en el presente
trabajo para ZnO y Cu-ZnO-N-0.5. Asimismo, YouSefinia et al. (2023) describieron particulas
esféricas y ligeramente ovaladas para el Zn@, mientras que en Cu-ZnO reportaron morfologias
ovaladas o semi esferoidales, con contornes _.irregulares.) Estos autores atribuyeron dichas
diferencias a la distinta electronegatividad entre”los iones Zn?* y Cu?*, asi como a posibles
fendmenos de acoplamiento que inducen imperfecciones en los bordes. En conjunto, la evidencia
sugiere que la adicion de cobre provoca un cambio sutil en Ja morfologia, favoreciendo la

formacion de particulas mas redondeadas y con bordes menos definidos.
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Figura
Micro TEM de ZnO y Cu-ZnO. Barra de escala: 200 nm
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Nota. Micrografias de los nanomateriales: A) ZnO, B) Cu-ZnO-A-3, C)%O-S-1 y D) Cu-ZnO-
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Capitulo 5. Conclusiones Y Perspectivas
5.1.Conclusiones

En el presente trabajo se evalué la incorporacion de cobre en las propiedades
electrocinéticas, smorfologicas y estructurales de los nanomateriales Cu-ZnO obtenidas por
sintesis asistida con-extracto de lirio acuatico. Ademas, se evalud su actividad antimicrobiana
contra dos cepas de bacterias.

De manera general) los resultados obtenidos en este trabajo de investigacién demuestran
que la incorporacion de Cu?! en nanoparticulas de ZnO sintetizadas en presencia de extracto de
lirio acuatico incrementa la actividad antibacteriana en comparacion de las nanoparticulas de
ZnO no modificadas, demostrando®la hipotesis planteada. Esto puede atribuirse a un efecto
colaborativo entre la presencia d& Cu?*, y la funcionalizacion superficial de los nanomateriales,
derivado de los residuos organicos producto de la descomposicion térmica de fitocompuestos del
extracto vegetal.

e La caracterizacion del extracto, de lirio acuatico permitié identificar qué tipo de
compuestos del lirio/ acuatico se incorporan durante la sintesis a los
nanomateriales. La determinaciéon’ del contenido de polifenoles y flavonoides,
mostraron mayor contenido de polifenoles que flavonoides en el extracto
empleado. Por otro lado, los espectros-,FHR del extracto liofilizado y calcinado
indican la descomposicion téfmica de losfeompuestos organicos, asi como la
pérdida del grupo pirano, procedente de la*familia de los flavonoides. El analisis
TGA confirma la pérdida de estos compuestos, a‘las temperaturas de 152, 261 y
439 °C. Esto se relaciona directamente con los restos presentes en los
nanomateriales de Cu-ZnQO, debido al tratamiento térmico aplicado.

¢ Los ensayos microbioldgicos demostraron que S. aureus es.mas susceptible a los
nanomateriales de ZnO y Cu-ZnO, a diferencia E. coli. Esto\puede ser debido a la
estructura superficial de estos microorganismos, posiblemente, atribuido a la
diferencia en composicion de la membrana celular. Asimismo,_les ensayos de
microdilucion indican que los nanomateriales Cu-ZnO requieren_menores MIC
contra E. coli, a diferencia del ZnO; este comportamiento también fue~Observado
para S. aureus, en el ensayo realizado con TTC. En este sentido, lasimuestras
Cu-Zn0O-A-3 y Cu-ZnO-S-1 presentaron mayor actividad antibacteriana, es decir,
la mejor combinacion de MIC y MBC, contra S. aureus, y E. coli respectivamente,

exhibiendo un modo de accidon bactericida. En cuanto a los nanomateriales
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obtenidos con nitrato de cobre, el Cu-ZnO-N-0.5 fue la muestra con un mejor
comportamiento contra las dos cepas estudiadas.

Lios grupos funcionales provenientes de los restos del extracto fueron identificados
en_los espectros FTIR, principalmente en el rango de 2000 a 1000 cm™. En
primera instancia, el ZnO a 70 y 500 °C evidencio la disminucion en intensidad de
algunas, de estas sefales relacionadas en la muestra seca, mientras que en la
muestras“calcinada se observaron sefnales adicionales, atribuidos a la
descomposicion de compuestos organicos. Las sefiales por debajo de 600 cm™
son atribuidas‘a las vibraciones metal oxigeno, con los nanomateriales Cu-ZnO-
A-3 y Cu-ZnO-N-0.5 con una superposicion de sefiales en 491 y 428 cm™,
relacionadas conelestiramiento Cu-O.

Por medio de la espectroscopia XPS se confirmo el estado de oxidacion del cobre
en los nanomateriales Cu-ZnO, el cual es de 2+; ademas, se identificaron sefales
adicionales en el espectrao’local del Cu en la muestra Cu-ZnO-A-3, las cuales se
relacionan con la existenciatdel*CuO. Los porcentajes atdmicos corresponden al
porcentaje de cobre anadido durante la sintesis de cada una de las muestras,
observando que las muestras al' 1#%m retienen el porcentaje de cobre mas
cercano al afnadido. Ademas, la sefial.en 288 eV indica la presencia de grupos
0O-C=0 en la superficie de los'hanomateriales, lo que sugiere que dichos grupos,
derivados de los restos del extracto.de lirio, funcionalizan la superficie y favorecen
su interaccion con las membranas bacterianas. Esto se ve respaldado por el
hecho de que los nanomateriales con mayores. valores Coass/Cogs presentan
también un mejor desempefio como agentes antimicrebianos.

Mediante la Difraccion de rayos X se confirmo la fase de wurtzita hexagonal del
ZnO, sin picos adicionales relacionados al cobre en las‘'mueéstras de Cu-ZnO. Los
tamanos de cristalitos variaron ligeramente, entre 22 y 26 nmy siendo las muestras
al 3 %m de Cu?* las que presentaron los menores valores de.tamaiio de cristal;
este cambio se atribuye a la sustitucion del Cu*? en la estructuradel ZnO.

Los valores de tamafo hidrodindmico de los nanomateriales de ZnQ'y Cu-ZnO,
obtenidos por la técnica de DLS, se encuentran entre 198 y 250 nm,_siendo las
muestras al 3 %m de Cu?* con los precursores de sulfato y nitrato de cobre, los
que presentan los valores de tamafio menores, en contraparte con las muestras
al 0.5% m de Cu?*. Por otro lado, los valores de potencial zeta, obtenidos mediante

la técnica de ELS, se encuentran en el rango de -19.2 a -9.7 mV, por lo cual, las



81

muestras mas electronegativas reflejan comportamientos mas estables, es decir,
con menos agregacion de las nanoparticulas. Por tipo de precursor de cobre
empleado, las muestras con valores mas electronegativos son el Cu-ZnO-A-1, el
Cu-Zn0O-S-0.5 y el Cu-ZnO-N-3.

e Lios tamanos promedio de particulas de los nanomateriales con mayor actividad
antibacteriana fueron determinados por TEM. Si bien el ZnO presentd el menor
tamano_pfomedio en comparacién con los otros nanomateriales de Cu-ZnO, este
parametro n6 mostré correlaciéon con la actividad antibacteriana. Por otro lado, la
distribucion\de'tamafos sugiere que una mayor uniformidad en el tamano de las
particulas podria‘favorecer la interaccion con la membrana bacteriana.

En conjunto, la evidencia eXperimental permite concluir que la incorporacion de especies
de Cu?* en el ZnO vy la presencia defitacompuestos del extracto de lirio, favorecen el incremento
de la actividad antibacteriana del ZnOs Sin embargo, aunque el papel que desempefia el
precursor empleado de cobre no pudo establecerse con claridad, puede asumirse que el anion
de la sal empleada como precursor de cobre-tiene un efecto importante en la incorporacién del
cation, si este es afin al catidon del precursor de.zine como es el caso del acetato.

Derivado de las limitaciones del presente trabajo se requiere de estudios adicionales para
determinar el efecto del contenido de cobre en la agtividad biolégica de los nanomateriales
obtenidos. Asimismo, es importante realizarsin estudio acerca de los posibles mecanismos de

interaccion entre bacterias y nanoparticulas.

5.2.Perspectivas

Derivado de los resultados obtenidos en el presente trabajede investigacion, se propone
profundizar en los siguientes puntos:

o De acuerdo con el tipo de sintesis empleado en el presente,trabajo, se propone
evaluar tiempos mas prolongados de reaccion, particularmente durante en el
tiempo de reposo (precipitacion) previo a la recuperacion por’centrifugacion del
material, con el fin de permitir un mayor tiempo de contacto entre‘lossreactivos y
el extracto acuoso de lirio acuatico.

e Con base en la caracterizacion del lirio acuatico, emplear temperaturas de
calcinacién menores a 500°C de los nanomateriales, con el propésito de evitar la
pérdida y descomposicion de los restos organicos, ademas de evaluar su

influencia en la actividad antibacteriana.
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Complementar la caracterizacion estructural y superficial de los nanomateriales
de Cu-ZnO mediante espectroscopia ultravioleta-visible con reflectancia difusa,
fisisorcion de nitrogeno y mapeo elemental por EDS, este ultimo con el fin de
analizar la dispersion del Cu?* en el ZnO.

Complementar las técnicas de DLS y ELS, mediante la medicion de los
nanomateriales de Cu-ZnO empleando como dispersante el medio de cultivo TSB,
con elfindde evaluar el comportamiento coloidal bajo condiciones mas cercanas a
las empleadas en los ensayos microbioldgicos.

Estandarizarla adicion del extracto acuoso de lirio acuatico, mediante el monitoreo
por la espectroscopia ultravioleta-visible.

Implementar un (disefio experimental que permita analizar la relacién de la
polidispersidad de los hanomateriales con su actividad antimicrobiana.

Realizar estudios dirigides, a esclarecer el mecanismo de accidn, incluyendo
analisis de interaccion nanoparticula-membrana biolégica mediante TEM

evaluacion de generacion de ROS y analisis protedmico.
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Capitulo 7.Anexos

Anexo~; Curva de calibracién del acido galico
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Anexo 3: MIC, MBC y modo de accion de ZnO y Cu-ZnO frente a S. aureus

97

MIC MIC Modo de accién
’ ) MBC
Muestra resazurina  TTC (mg/mL) )
(mg/mL) (mg/mL) Resazurina TTC
Cu-ZnO-A-0.5 2.5 2.5 10 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-A-1 2.5 2.5 10 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-A-3 2.5 1.25 2.5 Bactericida Bactericida
Cu-Zn0O-S-0.5 2.5 2.5 2.5 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-S-1 2.5 2.5 10 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-S-3 25 2.5 5 Bactericida Bactericida
Cu-Zn0O-N-0.5 1.25 2.5 5 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-N-1 2.5 5 10 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-N-3 2.5 2.5 10 Bactericida Bactericida
ZnO 2.5 5 10 Bactericida Bactericida
Extracto de lirio 10 10 10 Bactericida Bactericida
Control + 0.62 1.25 1.25  Bactericida Bactericida

Anexo 4: MIC, MBC y modo de accién de.ZnO y Cu-ZnO frente a E. coli

y MIC,_ Mic)TTc ¢ AiBC Modo de accion
uestra resazurina

(mgimL) (Mg/mL) (mglmb)  Resazurina TTC
Cu-Zn0O-A-0.5 5 > 10 > 10 ND ND
Cu-Zn0O-A-1 2.5 >10 >10° ND ND
Cu-ZnO-A-3 2.5 10 >10 ND ND
Cu-Zn0O-S-0.5 5 10 >10 ND ND
Cu-Zn0O-S-1 2.5 5 5 Bactericida Bactericida
Cu-Zn0O-S-3 5 10 >10 ND ND
Cu-ZnO-N-0.5 S 10 5 Bactericida Bactericida
Cu-ZnO-N-1 5 10 >10 ND ND
Cu-ZnO-N-3 5 10 >10 ND ND
ZnO >10 >10 >10 ND ND
Extracto de lirio >10 >10 >10 ND ND
Control + 2.5 2.5 2.5 Bactericida Bactericida

Nota: ND: No determinado



Anexo 5: Espectro FTIR de los precursores de zinc y cobre
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Tesis:

Con el objetivo de incrementar la actividad antimicrobiana de
nanoparticulas de ZnO, se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de
ZnO modificadas con 0.5, 1 y 3 %m de cobre mediante sintesis bioasistida
con extracto aetoso de Eichhornia crassipes. Adicionalmente, se evalud el
efecto del precursonde la sal de cobre comparando acetato, sulfato y nitrato
de cobre.

Para determinarel efecto del cobre y del extracto en las propiedades
del ZnO, los_gnanomateriales se caracterizaron, mediante las
espectroscopiast=infrarroja’, por transformada de Fourier (FTIR) vy
fotoelectronica de(electroneg” (XPS), analisis termogravimétrico (TGA),
difraccién de rayos=X=(DRX) y* dispersién de luz dinamica (DLS) vy
electroforética (ELS) ‘asi~como'.también se determiné su actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los
nanomateriales de Cu-ZnO mostraron menores concentraciones minimas
inhibitorias que las nanoparticulas de ZnQ, siendo S. aureus mas
susceptible que E. coli, con valores de congentracion minima inhibitoria
entre 1.25y 2.5 mg/mL, con efecto bactericida, parados materiales Cu-ZnO-
A-3, Cu-ZnO-S-1 y Cu-ZnO-N-0.5.

El extracto de lirio acuatico se caracterizd, sidentificandose
polifenoles y flavonoides, los cuales tras ser calcinaddos a 500°C son
parcialmente degradados mostrando bandas en el espectros infrarrojo
alrededor de 1457 y 1416 cm™' asociadas principalmente a C-O-H, C-H y R-
CH=CHo.. Estos resultados confirman las observaciones hechas por£TIR y
XPS de los materiales Cu-ZnO, ya que se detectaron rastros de espeties

carbonaceas en los nanomateriales calcinados, lo cual permite asumirfuna

funcionalizacion in situ durante la sintesis. La presencia de cobre con
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estado de oxidacion +2 se confirmé para todos los materiales obteniéndose
porcentajes atémicos en superficie de entre 0.47 y 2.03%. El andlisis por
DRX revel6 la fase wurtzita hexagonal del ZnO, mientras que la dispersién
de luz evidencié la carga superficial negativa de los nanomateriales
variando entre -19.2 y -9.7 mV. Las particulas con mayor bioactividad, Cu-
Zn0O-A-3, Cu-ZnO-S-1 y Cu-ZnO-N-0.5, exhibieron morfologias
predominantemente triangulares con tamafos promedio de 143.95, 153.86
y 152.41 nm, respectivamente.

En conjunto, la incorporacion de Cu?* en el ZnO, y los
fitocompuestos del extracto de lirio, favorecieron el incremento de la

actividad antimicrobiana del ZnO, especialmente frente a S. aureus.
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