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GLOSARIO

Citoplasmatico

Del citoplasma o relacionado con él. El citoplasma es la
parte de la célula que rodea al nicleo y que se encuentra

limitada por la membrana exterior.

Colletotrichum gloeosporioides

Hongo fitopatégen que provoca antracnosis.

Colorante

Formulaciones de pigmentos o tintes.

Complejo ambrosial

Complejo formado por escarabajos ambrosiales que viven
en simbiosis con hongos ambrosiales. Colonizan la madera
de ramas y troncos produciendo un deterioro progresivo que
puede llevar a la muerte del arbol.

Diametro hidrodinamico

Diametro de la particula dindmica hidratada (supone una

capa de hidratacién que rodea a la particula).

Escarabajos ambrosiales

Escarabajos en asociacion siobidtica con hongos ambrosia.

Espacio periplasmico

Espacio entre la membrana externa y la membrana

citoplasmica.

Fusarium euwallaceae

Hongo fitopatégeno que en simbiosis puede ocasionan la

muerte regresiva por fusarium.

Fusarium solani

Hongo fitopatogen de diversos cultivos.

Hormesis

Fendmeno de respuesta a una dosis baja de un agente
quimico o factor ambiental que es dafiino a dosis altas.
Induce una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico en el

Ser vivo expuesto.

Larrea tridentata

Arbusto comUnmente conocido como gobernadora.

Lisis celular

Proceso de ruptura de la membrana celular (ruptura de la

capa que delimita a la célula).

Lixiviacion agricola

Desplazamiento de sustancias solubles o dispersas causadas

por el movimiento del agua en suelos agricolas.

Pigmento

Agente colorante generalmente solidos finamente divididos

y polvos insolubles en un medio incorporado.




Promedio-Z Media cumulante. Parametro principal de la técnica de
Dispersion de Luz Dinamica.

Simbionte Organismo que se encuentra asociado por simbiosis.

Simbiosis Asociacién intima de organismos de especies diferentes
para beneficiarse mutuamente en su desarrollo vital.

Tinte Sustancia soluble coloreada con la que se le puede dar color

a otra.

Xenobidticos

Compuestos cuya estructura quimica es poco frecuente o

inexistente en la naturaleza.

Xl



RESUMEN

La presencia de colorantes organicos sintéticos en aguas residuales es remediada de forma
deficiente por métodos convencionales. Una de las estrategias mas prometedoras para la
remediacién de agua contaminada por colorantes es el uso de nanoparticulas, las cuales pueden
remover e incluso degradar colorantes hasta moléculas simples e inocuas como el COz y H20.
La sintesis de nanoparticulas mediante extractos de plantas es un método rapido, estable,
rentable y de facil escalabilidad, ademas son prometedoras para su uso como materiales
antimicrobianos. Las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas de cobre han atraido
la atencion para aplicaciones bioldgicas, fotocataliticas y como antimicrobiano. Este es el primer
trabajo sobre la sintesis de nanoparticulas de Oxidos de cobre mediante extracto de Larrea
tridentata, una planta ampliamente distribuida en el territorio mexicano con una diversidad
fitoquimica atractiva como reactivo ecoldgico para la biorreduccion y como agente de
recubrimiento. El proceso de reaccion fue asistido por agitacién empleando cloruro de cobre
como precursor. Las nanoparticulas fueron caracterizadas por FTIR, DRX, MEB-EDS, TEM,
XPSy DLS. Se obtuvieron los materiales LTCu y LTCuO los cuales presentaron aglomeracion.
La morfologia de LTCu fue cuasi-esférica de tamafio promedio-Z: 590.7 nm 'y LTCuO mostro
una morfologia poliédrica con un tamafio de diametro hidrodinamico de 378.7 + 21 nm.Para
evaluar el desempefio de LTCu y LTCuO en la degradacion de colorantes se empled azul de
metileno, LTCu mostrd resultados de degradacién favorables incluso en oscuridad. No se
identifico efecto antibacteriano de ningin material. La evaluacion de la actividad antifungica de
LTCuO contra Fusarium euwallaceae, Fusarium solani y Colletotrichum gloeosporioides

mostré mayor efecto inhibitorio.
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ABSTRACT

The presence of synthetic organic colorants in wastewater is poorly remedied by conventional
methods. One of the most promising strategies for the remediation of water contaminated by
dyes is the use of nanoparticles, which can remove and even degrade dyes to simple and
innocuous molecules such as CO> and H20. The synthesis of nanoparticles using plant extracts
is a fast, stable, cost-effective and easily scalable method, and they are also promising for use
as antimicrobial materials. The physical and chemical properties of copper nanoparticles have
attracted attention for biological, photocatalytic and antimicrobial applications. This is the first
work on the synthesis of copper oxide nanoparticles using an extract of Larrea tridentata, a
plant widely distributed in the Mexican territory with an attractive phytochemical diversity as
an ecological reagent for bioreduction and as a coating agent. The reaction process was assisted
by stirring using copper chloride as a precursor. The nanoparticles were characterized by FTIR,
XRD, MEB-EDS, TEM, XPS and DLS. The LTCu and LTCuO materials were obtained, which
presented agglomeration. The morphology of LTCu was quasi-spherical with Z-average size:
590.7 nm and LTCuO showed a polyhedral morphology with a hydrodynamic diameter size of
378.7 £ 21 nm. Methylene blue was used to evaluate the performance of LTCu and LTCuO in
the degradation of dyes. LTCu showed favorable degradation results even in the dark. No
antibacterial effect of any of both obtained materials was identified. The analysis of the
antifungal activity of LTCuO against Fusarium euwallaceae, Fusarium solani and
Colletotrichum gloeosporioides showed a greater inhibitory effect.
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1. INTRODUCCION

Uno de los desafios relevantes de la actualidad es el acceso a los recursos hidricos, donde su
disponibilidad se encuentra ligada a la calidad del agua, ya que de ésta dependen sus posibles
usos. La urbanizacion acelerada y la actividad industrial demandan un consumo intensivo del
recurso, agravando la contaminacion. Lo anterior, aunado al vertido de aguas residuales sin

tratar junto con la lixiviacion agricolas han deteriorado la calidad del agua en el mundo [1, 2].

Los tintes son una clase compleja de colorantes organicos sintéticos como el cloruro de
metiltionina [3, 4]. El cloruro de metiltionina cominmente conocido como azul de metileno es
un tinte cuya diseminacién ha ocasionado anomalias congeénitas y trastornos del desarrollo, asi
como cancer. Afectando al medio ambiente y a la salud publica [3]. EI AM se introduce al medio
ambiente principalmente por medio de efluentes procedentes de industrias textiles, cosméticas,

alimentarias, papeleras, peleteras y médicas [4].

Mientras tanto, la produccion agricola y la sostenibilidad econémica de diversos cultivos se
encuentra severamente afectada por numerosos fitopatdgenos [5]. Promoviendo el uso de
plaguicidas que tienen efectos adversos en el medio ambiente. Ademas, puede promover la

resistencia de microorganismos patégenos a farmacos [2, 6-9].

El constante progreso en ciencia y tecnologia ha permitido el desarrollo y produccion de
materiales novedosos, con caracteristicas cada vez mas especificas y tamafios mas pequefios,
como lo son los materiales a escala nanométrica [10]. Entre los nanomateriales, las
nanoparticulas metalicas se han empleado ampliamente para el tratamiento y purificacion de
agua. Recientemente se han comenzado a realizar estudios sobre su uso potencial en el sector

agricola, para el control de microorganismos fitopatdgenos [2].

En el presente trabajo se planted y desarrolld la sintesis verde de nanoparticulas de Cuy CuO /
Cu20 mediado por extracto de Larrea tridentata como agente reductor y protector. Las
nanoparticulas se caracterizaron para identificar su composicién quimica, morfologia,
distribucion de tamario, estructura y cristalinidad. Se emple6 azul de metileno como colorante
modelo para la evaluacion de la actividad catalitica de las nanoparticulas. La actividad
antifingica y antibacteriana de las nanoparticulas fue realizada contra microorganismos

fitopatdgenos.




2. ANTECEDENTES

2.1 Nanociencias y nanotecnologia

Se considera al fisico tedrico Richard Feynman y al quimico Richard E. Smalley como padres
de la nanotecnologia. Feynman fue el primero en expresar publicamente en una conferencia de
la Sociedad Estadounidense de Fisica (1959) la idea del desarrollo de objetos o maquinas
ordenando atomos y moléculas, asi como sus posibles aplicaciones, aunque la palabra
“nanotecnologia” nunca fue mencionada. Mientras que Smalley recibié el premio nobel de
quimica en 1996 por el descubrimiento de los fulerenos esféricos y fue reconocido por los
estudios que realiz6 con fulerenos [11].

No obstante, el uso empirico de la nanotecnologia se practica desde hace cientos de afios. Por
ejemplo, los antiguos pobladores de Mesoameérica fabricaron el azul maya, el cual ain se puede
apreciar en murales de zonas arqueoldgicas como Bonampak (Figura 1) y Cacaxtla, México.
Las cualidades de tono y resistencia del azul maya se deben a la mezcla de indigo y arcilla de
cavidades nanométricas [12, 13]. Otro ejemplo es apreciable en la elaboracion de vitrales de
iglesias medievales mediante la adicion de particulas de oro y plata para dar lugar a sus colores.
El primer registro para obtener vitrales empleando particulas de oro es de 1449 a nombre de
John Utynam quien patenté dicho proceso. Por lo tanto, el uso de la nanotecnologia no es nuevo,

sin embargo, la concepcidn, desarrollo y caracterizacion de ésta si lo es [11, 14, 15].

Figura 1. Fragmento pintura mural Bonampak, Mediateca INA.

De acuerdo con la NNIN (National Nanotechnology Infrastructure Network) [16] las

nanociencias y la nanotecnologia comprenden un campo multidisciplinario y emergente que




tiene como objetivo comprender, controlar y manipular la materia a nivel de nanoescala (de 1 a
100 nanémetros) y contempla el nivel supramolecular de las interacciones de estos materiales.
Las nanociencias estudian la estructura y propiedades fisicoquimicas de los materiales a escala
nanométrica, el desarrollo de nuevos materiales, asi como los nuevos fenGmenos que surjan a
dicha escala. Mientras que la nanotecnologia comprende la capacidad de construir y manipular
objetos y dispositivos a nivel nanométrico [10, 16].

Los nanomateriales presentan fendmenos unicos confiriendo propiedades especificas que
muestran potencial en aplicaciones novedosas. Esto es debido a que la materia que se encuentra
en escala nanométrica cuenta con un porcentaje significativo de adtomos en la superficie,
aumenta la energia superficial, se reducen las imperfecciones y el confinamiento espacial. Los
nanomateriales dejan de comportarse de acuerdo con la fisica clasica, por lo cual, se debe

recurrir a la mecanica cuantica para explicar el cambio que experimenta la materia [17, 18].

El desarrollo nanotecnoldgico ha conducido a su aplicacion en diversas areas, abriendo asi
nuevos mercados. Existe un constante aumento en la exploracion de métodos de sintesis y sus
posibles usos. Para lograr la nanoestructura en los nanomateriales se pueden seguir
metodologias de “arriba hacia abajo” (top-down) o de “abajo hacia arriba” (bottom-up),
partiendo de un material de mayor o menor tamafio hasta la nanoescala, mediante procesos

fisicos, quimicos y bioldgicos [19].

Las aplicaciones de la nanotecnologia se pueden apreciar en el campo de la medicina, el
energético, en electronica y tecnologias de la informacion, en la industria alimentaria,
cosmeética, aeroespacial, textil, petrolera, del deporte, agricola y en remediacién ambiental. Se
pronostica que las nanotecnologias se encontraran presentes en todos los &mbitos de la vida [19,
20].

Distintas organizaciones e instituciones han trabajado en el proceso de estandarizacion y/o
normalizacion de las terminologias empleadas en nanotecnologia, tales como la Organizacion
Internacional de Normalizacién (ISO), la Comisién Electrotécnica Internacional (IEC), el
Consejo de Nanotecnologia del Instituto de Ingenieros Eléctricos y Electronicos (IEEE) y el
Comité Técnico de Nanotecnologias. Sin embargo, las definiciones varian de acuerdo con las
disciplinas y aplicaciones. Ademas, los comportamientos no predecibles con la fisica y quimica
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clasica, asi como los cambios de las propiedades de los nanomateriales de distinto tamafio,
morfologia u orientacion espacial, conllevaban a que las normalizaciones, estandares o

especificaciones técnicas sean anuladas y actualizadas constantemente [21].

Las nanociencias y la nanotecnologia resultan ser prometedoras para una mejor calidad de vida,
sin embargo, existe la incertidumbre de los posibles riesgos de la exposicién a nanomateriales
manufacturados [22]. Por ello, es importante realizar estudios de impactos sociales, ecoldgicos
y econdémicos que permitan responder de una forma ética ante el potencial, tanto positivo como

negativo de esta tecnologia.




2.2 Nanoparticulas

La NMX-R-27687-SCFI-2014 trata los términos y definiciones relativas a particulas en el
campo de las nanotecnologias, que a su vez se basa en el ISO/TS 27687:2009, el cual se
reemplazo por la especificacion técnica: 1SO / TS 80004-2: 2015. En esta Gltima se define
nanoparticula como un nanomaterial con todas las dimensiones externas en la nanoescala (1-
100 nm). En donde, las longitudes de los ejes no difieren significativamente (no mas de 3 veces).

De lo contrario se prefiere el término nanofibra o nano-placa.

Los nanomateriales son aquellos que cuentan con al menos una dimension externa en la
nanoescala, se pueden presentar como: naturales, incidentales y manufacturados. Los
nanomateriales nanoestructurados a su vez se dividen en nanoobjetos y materiales
nanoestructurados (Figura 2). Las Nanoparticulas (NPs) se pueden presentar en forma primaria,
es decir, no constituidas por grupos de particulas mas pequefias, o bien por aglomerados.
Mientras que al componente integral identificable de una particula mas grande se le conoce

como particula constituyente.

Nanoplaca
Una dimension externa en la nanoescla

Nanofibra

Nano-objetos o Dos dimensiones externas en la nanoescala

Nanoparticula
Todas sus dimensiones externas en la nanoescala

Nanomateriales
manufacturados

—— Materiales nanoestructurados

Figura 2. Clasificacion de los nanomateriales manufacturados de acuerdo con ISO / TS
80004-2: 2015.




La demanda para diversas aplicaciones de las nanoparticulas ha promovido la busqueda de
nuevos métodos de sintesis cada vez mas econdmicos, eficientes y respetuosos con el ambiente
[19].

Las NPs de metales como platino y oro tienen cualidades como mayor estabilidad y menor
citotoxicidad en comparacion con las nanoparticulas de otros metales. Por lo cual se han
desarrollado y aplicado en el campo de la medicina, sin embargo, son metales muy costosos.
Los nanomateriales de plata han mostrado actividad antimicrobiana con gran éxito, se emplean
en instrumentos quirdrgicos mostrando excelentes resultados, lamentablemente, el factor

econdémico continla siendo una limitante para su aplicacion [23, 24].

En la basqueda de sintesis de NPs asequibles se han puesto en la mira metales de transicion y
sus 6xidos como el CuO, TiO2, Fe304, ZnO y NiO; las cuales se han mostrado efectivas en
campos como el energético, médico y en la remediacién ambiental. Se han establecido las
probables aplicaciones de las nanoparticulas de 6xido de cobre (CUONP) en sensores de gas,
tratamiento de desechos, catalisis, baterias, conservacion de alimentos, superconductores de alta
temperatura, conversion de energia solar, dispositivos fotovoltaicos, eliminacion de tintes,

dispositivos de emision de campo y en agricultura [10, 25].

Los métodos fisicos y quimicos para la obtencion de NPs de metales y 6xidos metalicos como
la sintesis térmica, sol gel, sonoquimica, por irradiacion de microondas y la precipitacion rapida
requieren rutas intensivas, trabajo técnico prolongado y el uso de productos quimicos
generalmente costosos y toxicos. En la busqueda de métodos mas limpios, biocompatibles,
menos toxicos y ecoldgicos, se han desarrollado métodos bioldgicos para la obtencion de NPs
[26].




La sintesis bioldgica de NPs emplea métodos de sintesis verde. Por consiguiente, este tipo de
sintesis se lleva a cabo tomando en cuenta los principios de la quimica verde (Figura 3). De este
modo, se tiene como objetivo una filosofia quimica dirigida hacia el disefio de productos y
procesos para llegar a la sustentabilidad en la quimica, o bien, a la quimica sustentable [10, 26,
27].
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Figura 3. Los 12 principios de la quimica verde. Se resaltan los principios por los cuales la
biosintesis de NPs es un método de sintesis verde.

2.3 Biosintesis de nanoparticulas

Los organismos vivos como las bacterias, hongos y plantas se encuentran de manera ubicua en
el medio ambiente. Su exposicidn a condiciones ambientales adversas y toxicas durante afios ha
generado como respuesta el desarrollo de mecanismos de defensa naturales ante el estrés. Se
han estudiado los mecanismos de respuesta ante la presencia de metales pesados. Las
interacciones entre iones metélicos con organismos y materia organica han permitido conocer y
aplicar procesos biotecnoldgicos como la bio-lixiviacion, bio-oxidacion y bio-acumulacion en
la mineria, favoreciendo la extraccion y recuperacion de metales, asi mismo estos procesos

biotecnoldgicos se han empleado en el campo de la biorremediacion [28].




Basados en las interacciones entre iones metélicos con sistemas bioldgicos se propuso emplear
microorganismos, plantas y materia organica de organismos tolerantes y resistentes a la
presencia de metales como fabricas ecoldgicas para la sintesis de nanoparticulas metalicas
(Figura 4). La biosintesis se lleva a cabo empleando organismos vivos, biomasa y extractos de
organismos vivos como fuente de reductores de iones metalicos, ya sea intracelular o
extracelularmente. La reduccidon se puede realizar mediante proteinas, azlcares, fenoles y otras
biomoléculas [29-31].
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Figura 4. Publicaciones relacionadas con la “sintesis verde de nanoparticulas” (color azul) y
la “sintesis biologica de nanoparticulas” (color naranja). Datos obtenidos de la Web of
Science en noviembre del 2020.

Sin embargo, se ha demostrado que microorganismos como bacterias y hongos, asi como
plantas, que normalmente no estan expuestas a altas concentraciones de iones metalicos,
también son (tiles para la obtencidn de nanoparticulas metélicas (MNPs). Esto debido a que la
nucleacion y crecimiento de estructuras inorganicas en organismos bioldgicos son en su mayoria
controlados por proteinas y otras biomacromoléculas. Los agentes reductores, por ejemplo,
enzimas como las reductasas, son responsables de la reduccion de metales. Los organismos
cuentan con dichos agentes reductores en concentraciones variadas segun el organismo o la
materia organica empleada. La elucidacion y mecanismo exacto asociado con la biosintesis es

complejo y aun no se ha entendido completamente [28, 32].




La biosintesis bacteriana de NPs se puede clasificar en dos tipos: 1) Biosorcion: en la cual los
cationes metalicos presentes en el medio acuoso se unen a la pared celular bacteriana y se basan
en procesos de fisisorcion, precipitacion, intercambio idnico y/o complejacion; 'y 1)
Biorreduccioén: donde los iones metalicos se reducen mediante agentes reductores, estos son
compuestos presentes en la célula como proteinas, pigmentos, flavononas, terpenoides y
alcanoides [33, 34]. Adicionalmente, algunos fitoquimicos pueden actuar como reductores de
las células proporcionando un recubrimiento natural que apoya la estabilidad de las NPs

biogénicas [35].

La biosintesis mediada por bacterias exhibe ventajas como: facil manipulacion genética, altas
tasas de crecimiento, pueden crecer y llevar a cabo la sintesis de NPs en medios selectivos, asi
como en aguas residuales. Entre los géneros de bacterias mas conocidos para la obtencién de
NPs biogénicas se encuentran Bacillus, Pseudomonas, E. coli, y Salmonella [26, 32, 36, 37]. Se
prefiere la sintesis extracelular en bacterias para evitar los pasos que conlleva la recuperacion
de las NPs como lavados y métodos de lisis celular empleados en la sintesis intracelular. La
reduccion de iones metélicos a MNPs por bacterias depende de varios parametros como la
presencia de moléculas orgénicas en la pared celular, el pH de operacion, la biodisponibilidad

de los nutrientes en el medio de cultivo, la concentracion de sales metélicas y la temperatura.

La miconanotecnologia es un campo que contempla la biosintesis fungica de MNPs la cual se
puede llevar a cabo tanto intracelular como extracelularmente. La pared celular de los
organismos fungicos estd compuesta principalmente por quitina y glucano, se ha identificado
que la quitina es el componente principal para llevar a cabo la complejacidén de metales pesados
que posteriormente forman MNPs [38, 39]. Los hongos filamentosos presentan mayor tolerancia
y bioacumulacion ante metales en comparacion con las bacterias, por lo cual tienen mayor
productividad de MNPs, son de facil manejo y bajo costo de produccion a nivel laboratorio y a

gran escala comparado con el uso de bacterias y virus [35, 40].

Se han propuesto dos mecanismos para explicar la biosintesis de MNPs mediadas por hongos I)
Accidn de nitrato reductasa y I1) Quinonas transportadoras de electrones. Entre las especies mas
conocidas para mediar dicha sintesis se encuentran las especies: Penicillium, Fusarium
oxyspurum, Aspergillus, Collecutrichum sp y Rhizopus oryzae; también levaduras como

Rhodosporidium, Candida utilis y Saccharomyces cerevisae [34, 40-43].




2.3.1 Biosintesis de nanoparticulas metalicas (MNPs) mediadas por plantas

Las plantas son organismos fotosintéticos renovables y accesibles, su naturaleza es adecuada
para satisfacer la demanda de NPs menos toxicas. La biosintesis mediante plantas representa un
método mas sencillo y rentable que el uso de hongos y bacterias, los cuales requieren
mantenimiento y conservacion de sus cultivos celulares en condiciones de laboratorio. Ademas,
es un metodo adecuado para su escalabilidad. Por otra parte, las sustancias reductoras de interées
se pueden obtener mediante extractos acuosos, el proceso de sintesis se realiza a temperatura y
presion ambiente y la formacion de MNPs se puede apreciar con un cambio de color en el
extracto. Dichas ventajas promueven el uso de plantas como materia prima realmente atractiva
para la sintesis de MNPs destacando por ser un método verde, simple, rapido, estable y rentable
[25, 26, 35].

Se pueden sintetizar MNPs en plantas vivas o inactivas. Suelen emplearse partes de la planta
deseada en polvo o extracto. Extractos de partes como hojas, frutos, tallos, raices, flores, partes
de semillas o sustancias producidas por las plantas como el latex se han reportado para la
obtencion de MNPs [44].
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El procedimiento general para la obtencion de nanoparticulas metalicas mediante extractos de
plantas se puede apreciar en la Figura 5. Una vez obtenida la materia orgénica se inicia la
limpieza. La biomasa, por ejemplo, de las hojas de la planta deseada, debe ser sometida a un
proceso de limpieza que consiste generalmente en varios lavados para eliminar insectos y
sustancias no deseadas. Posteriormente, se deja secar ya sea a temperatura ambiente o mediante
el uso de calor. Después, suele reducirse el tamafio de la biomasa a través de cortes 0 molienda

con el objetivo centrado en la extraccion eficiente de los fitoquimicos [29, 45].
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Figura 5. Procedimiento general para la biosintesis de nanoparticulas metalicas mediante
extractos de plantas. Adaptado de [29].

La extraccion convencional contempla hervir el material biolégico con el solvente, seguido de
un proceso de filtracion para conservar solo las moléculas de interés. Para proceder con la etapa
de sintesis, al extracto en agitacion se le agregan sales del metal precursor de las MNPs. Lo cual,
inicia el proceso de sintesis. Una vez terminada la sintesis se procede a la recuperacién de las

MNPs por filtracion o centrifugacion y finalmente se secan.
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El mecanismo de sintesis de MNPs se pude explicar con las interacciones de las biomoléculas
presentes en el extracto como proteinas, aminoécidos, &cidos orgénicos, vitaminas, asi como
metabolitos secundarios (compuestos bioactivos) como flavonoides, alcaloides, polifenoles,
terpenoides, compuestos heterociclicos y polisacaridos que pueden actuar como ligantes. Dichas
biomoléculas en presencia de un metal inician el proceso de nucleacion provocando la sintesis
de las NPs [46].

Amen de 1a reduccion de los iones metalicos, las biomoléculas presentes en la materia organica
recubren y estabilizan a las nanoparticulas biosintetizadas. Por ello, las sustancias bioactivas de
las plantas favorecen la sintesis de MNPs y nanoparticulas de 6xido metalicos (MONPSs) [34,
46-49].

La sintesis de MNPs muestra dos etapas (i) Etapa de nucleacion: formacion de un quelato entre
el metal y los grupos hidroxilo (OH) de los fitocomponentes, seguido de la reduccion de los
iones metalicos por la oxidacién de grupos funcionales como OH y CO de los
fitocomponentes. (ii) Etapa de crecimiento, donde el extracto actia como agente estabilizador.
El extracto es una fuente de agentes de recubrimiento que estabilizan los MNPs mediante fuerzas
repulsivas, que incluyen interacciones electrostaticas y / o impedimentos estéricos, lo que

conduce a una alta estabilidad [50, 51].
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Los principales grupos funcionales responsables en la obtencion de MNPs son los grupos
hidroxilo, carboxilicos, carbonilo y grupos amina (Figura 6). Los grupos hidroxilo participan
principalmente en la biorreduccién, fungen como ligandos [52]. Los grupos carboxilicos
también pueden unirse a los iones metalicos, por lo que pueden actuar como agentes reductores
y como tensioactivos que recubren los MNPs al adherirse a su superficie, lo que lleva a su
estabilizacion. Mientras que los grupos amino libres y los carbonilos tienen la capacidad de

unirse al metal actuando como agentes reductores.
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Figura 6. Compuestos de origen vegetal relevantes en la fitosintesis de nanoparticulas
metalicas. Representadas por: A) Tirosina (aminoacido), B) Acido p-Cumarico (fenélicos), C)
Vitamina C (vitaminas), D) Pectina (polisacaridos), E) Quinina (alcaloides), F) Saponina
(glucosidos), G) Carotenoide (terpenos). Los principales grupos funcionales responsables de
la sintesis estan representados por colores: grupo hidroxilo en rojo, grupo carboxilo en azul,
grupo carbonilo en naranja y grupo amina en violeta[50].
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El probable mecanismo de reaccién de CuO-NPs se puede representar de las ecuaciones 1-3
[25].

2+
Cu?* + extracto de planta — [Cu/Extmcw de planta] Ecuacion 1.

2+ calor

C Cu(OH) .,
[ u/Extracto de planta] - [ Z/Extracto de planta] Ecuacion 2.

incubacion

[Cu(OH)Z/Extracto de plantal —— CuONPs Ecuacion 3.

Los parametros de sintesis son muy variados, por ejemplo, no siempre se reporta la cantidad de
material vegetal para la elaboracion de extracto. En cuanto al efecto de la temperatura de sintesis
de NPs, se encuentra en el rango de los 25 -100°C. Sin embargo, la volatilidad de los metabolitos
secundarios ha promovido la sintesis a temperatura ambiente. La metodologia del presente
trabajo se basa en los pardmetros reportados para la obtencion de NPs de éxido de cobre
mediante jugo de cafia y una sintesis quimica tipica para la obtencion de NPs de Cu ya aplicada

recientemente en la biosintesis de NPs [53, 54].

2.4 Larrea tridentata
En México, las zonas aridas y semidridas ocupan alrededor del 50% de la superficie del territorio
nacional, lo cual brinda una vasta vegetacion con morfologias diversas, asi como peculiares

adaptaciones biologicas desarrolladas ante la aridez [55, 56].

La vegetacion comun de estas zonas esta representada por suculentas (plantas que almacenan
agua en tallos, raices y hojas), plantas &filas (sin hojas), plantas gregarias (plantas que se
acumulan y viven en asociacion proxima), plantas provistas de tomento blanco (vello suave que
cubre la superficie de los 6rganos), etc. Sin embargo, existen especies vegetales que carecen de
adaptaciones morfoldgicas notorias en relacion con la sequia. Un caso tipico de ello es L.
tridentata la cual no es suculenta, no posee espinas y ademas es perennifolia [55, 57].
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L. tridentata es un arbusto xerofilo perteneciente a la familia zygophyllaceae, cominmente
conocida en M¢éxico como “gobernadora”. Nombre que hace referencia a su presencia
predominante en grandes extensiones o “hediondilla” debido al olor que despide; en Estados

Unidos se le llama “creosote bush” (Figura 7) [55, 57].

Figura 7. Imagen de L. tridentata (CONABIO)

Las hojas de los arbustos de la planta gobernadora producen una resina como resultado
adaptativo a la sequia, la cual ayuda a disminuir la evapotranspiracion, asi como a reflejar rayos
solares para mantener su temperatura. Los metabolitos secundarios que se encuentran en dicha
resina resultan ser defensas bioquimicas ante animales herbivoros, insectos y microorganismos.
L. tridentata se ha empleado en la elaboracion de jabones, la produccidn de grasas para calzado
y pegamento. En cuanto a la medicina tradicional, se usa para el tratamiento de mas de 50
enfermedades, lamentablemente, su uso por periodos prolongados ha mostrado efectos
secundarios. Sin embargo, es reconocida por sus propiedades antibacterianas, antifingicas y su

potencial antioxidante [57, 58].

Diferentes estudios han informado sobre la actividad antimicrobiana de los metabolitos
secundarios que se encuentran en las plantas. Los metabolitos secundarios que se encuentran en
la resina de esta planta son una mezcla compleja de compuestos fenolicos, flavonoides, taninos,
saponinas y ésteres. Los extractos liquidos acuosos o alcohdlicos de hojas y ramas de
gobernadora poseen antioxidantes, inhibidores de enzimas, compuestos antimicrobianos y

antitumorales [59-61].
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El compuesto més destacado es el &cido nordihidroguaiarético (ANDG), el cual es un lignano
fendlico que representa del 5 al 10% del peso seco de las hojas. EI ANDG es un potente
antioxidante, presenta dos anillos de catecol con efectos tanto citoprotectores como citotoxicos,

segun la dosis y el contexto [62, 63].

En México, la prolifica gobernadora forma parte de la vegetacion predominante en zonas aridas
y semidridas. Se puede encontrar en los estados: Baja California, Baja California Sur, Coahuila,
Chihuahua, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Ledn, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Sonora, Tamaulipas y Zacatecas. Se encuentra regulada bajo la norma oficial mexicana NOM-
007-SEMARNAT-1997, la cual establece los procedimientos, criterios y especificaciones para
realizar el aprovechamiento, transporte y almacenamiento de ramas, hojas o pencas, flores,

frutos y semillas.
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2.5 La nanotecnologia en el tratamiento de agua

El tratamiento y purificacion del agua se lleva a cabo mediante diferentes procesos fisicos,
quimicos y biologicos. Las tecnologias convencionales de tratamiento de agua se han
combinado con la nanotecnologia, aprovechando caracteristicas de los nanomateriales como la
selectividad, estabilidad térmica, durabilidad y reactividad de superficie. A su vez, han surgido
interesantes avances en tratamientos alternativos de agua aplicando las propiedades de los
nanomateriales (Figura 8) [64-66].

Adsorcion
Desinfeccion y/o

Qsorcién

Nanoparticulas

Figura 8. Aplicaciones de las nanoparticulas para el tratamiento y purificacion del agua.

Dentro de la combinacién de tratamientos convencionales y la nanotecnologia, el uso de
nanoparticulas o material nanoestructurado impulsé la nanofiltracion, la adicion de
nanomateriales para la mejora de la osmosis inversa y la mejora de propiedades de selectividad
y resistencia a membranas permeables [67, 68]. Por ejemplo, el tratamiento convencional para
la desalinizacion se lleva a cabo mediante evaporacion y condensacion, haciendo uso de calor y
presién; o bien, con un mantenimiento quimico, mecanico y/o eléctrico de membranas.

Actualmente se ha demostrado que las membranas de nano fibras eliminan la sal con un menor

17



consumo energético, a un mayor flujo y a una menor presion operativa que los métodos

convencionales [67-69].

Algunos de los tratamientos avanzados impulsados por los nanomateriales son: los sistemas
electroquimicos, en donde la descomposicién de contaminantes conlleva una posible obtencion
de energia, los nanosensores para detectar la contaminacion con patdégenos o compuestos
especificos (promoviendo la desinfeccion y la reutilizacion segura de aguas residuales). Las
nanoparticulas metalicas con Au, Ag, Pt, Rh y Pd han resultado prometedoras en la remocion
de contaminantes y en la purificacion de agua debido a sus propiedades biocidas contra distintos
microorganismos patdgenos [23, 24].

Adicionalmente, los nanocatalizadores se han empleado en la degradacion de contaminantes
organicos persistentes; tales como tintes, detergentes, plaguicidas y compuestos halogenados.
Mientras que los nano adsorbentes y/o absorbentes son Gtiles en la remocion de metales pesados,
contaminantes organicos e inorganicos [67, 68]. Tanto los nanocatalizadores como los nano
adsorbentes y/o absorbentes se han empleado en la degradacion/remocién de colorantes como

el azul de metileno [70].

2.6 Contaminacién de agua por colorantes

Se estima que alrededor de 100,000 Colorantes Organicos Sintéticos (COS) se encuentran
disponibles para su comercializacion en un volumen de produccién anual global de méas de
1,000,000 de toneladas [71, 72]. Los colorantes tienen una gran variedad de aplicaciones, son
comunmente empleados en las industrias textil, alimentaria, cosmética, peletera, procesadoras
de plastico y madera. Algunos de estos colorantes se emplean como sustancias
farmacol6gicamente activas en la medicina humana y veterinaria [73, 74]. Este uso extensivo
de colorantes tiene excedentes que son vertidos en aguas residuales y cuerpos de agua,

contaminando ecosistemas acuaticos y en consecuencia diseminandose en el medio ambiente.

La presencia de colorantes en cuerpos de agua afecta el equilibrio del ecosistema
sedimentandose y acumulandose en el suelo y en la flora acuatica. Su concentracion llega a
impedir la penetracion de la luz solar, disminuyendo la fotosintesis de la vegetacion acuatica y
en consecuencia el oxigeno disuelto [75, 76]. Incluso se ha reportado absorcion de colorantes

en branquias y piel de peces; donde sufren biotransformaciones. Por ejemplo, cuando un pez
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bioacumula colorantes azoicos y estos se encuentran en presencia de enzimas como las
azoreductasas se descomponen en aminas aromaticas, en donde algunas aminas subproductos
de la descomposicion de los colorantes muestran potencial carcinogénico [77, 78]. Asi mismo,
algunos colorantes tienden a bioacumulase en el tejido graso de la fauna acuatica por lo que se
consideran sustancias toxicas bioacumulativas persistentes [78, 79], que siguiendo la cadena
trofica pueden llegar hasta los ultimos consumidores [78, 80].

Los desechos producidos por asentamientos humanos y la actividad industrial contaminan
cuerpos de agua; el agua residual de estas fuentes de contaminacién se expulsa sin tratamiento
alguno directamente al medio ambiente o después de ser tratada Unicamente por un tratamiento
primario. Esta situacion ocurre en diversos paises en desarrollo, se estima que en América Latina
y el Caribe solo el 20% del agua residual municipal es tratada [81, 82]. En México, durante el
afio 2017 se tratd solo el 63% de agua residual recolectada del alcantarillado (Estadisticas del
Agua en México 2018).

Los COS son compuestos xenobioticos generalmente recalcitrantes. Por lo general estan
disefiados para presentar estabilidad ante factores fisicos como la luz, cambios de temperatura
y la presencia de agentes quimicos como detergentes. Algunos de estos colorantes son de lenta
biodegradacion o no biodegradables. La mayoria de las plantas de tratamiento de aguas
residuales convencionales no cuentan con la tecnologia para degradar los colorantes sintéticos
organicos (COS). Por lo tanto, estas son consideradas fuente indirecta de contaminantes [83,
84]. Por consiguiente, es importante la investigacion y desarrollo de métodos de tratamiento de

colorantes en aguas residuales y cuerpos de agua.

Para lograr la eliminacion de COS de aguas residuales se han empleado métodos convencionales
en plantas de tratamiento de agua residual como la coagulacion-floculacion y tratamientos
biolégicos con lodos activados. Sin embargo, las dos alternativas antes mencionadas han
resultado ineficientes. La primera no es efectiva para los constituyentes coloidales y disueltos,
mientras que la segunda requiere de la inoculacion de cepas especificas para la remocion del
colorante deseado. Las mezclas de colorantes presentes en el agua residual no son constantes,
por lo cual, los resultados de remocidn son diversos y complejos [82-84]. Métodos como la

filtracion y el uso de membranas pueden ser efectivos en la remocion de COS; aun asi, los
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prolongados tiempos de operacion repercuten en los costos operativos elevados y pueden

generar contaminantes secundarios toxicos [2].

2.7 Fotocatalisis heterogénea para el tratamiento de agua

Los Procesos de Oxidacion Avanzada (POAS) son un conjunto de métodos fisicoquimicos que
comprenden la formacion in situ de radicales libres, principalmente el radical hidroxilo (- OH).
Estas especies son capaces de producir cambios en la estructura quimica de contaminantes, asi
como llevar a cabo una desinfeccion por inactivacion de patogenos [2]. La fotocatélisis
heterogénea es un proceso fotoquimico prometedor para la eliminacion de COS en agua. La
fotocatalisis se define como la activacion para acelerar una fotorreaccién mediante la presencia

de un catalizador.
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La reaccion fotocatalitica ocurre cuando un catalizador semiconductor solido es irradiado
directa o indirectamente con luz de energia hv igual o superior a la energia de la banda prohibida
(Ec) del catalizador (Figura 9) conocida en inglés como bandgap (hv > Eg). La excitacion
electronica por absorcion (Ecuacion 4) promueve la generacion de electrones moviles, los cuales
saltan de la banda de energia ocupada mas alta (Banda de Valencia o BV) a la banda de energia
ocupada mas baja (Banda de Conduccién o BC) generando dos portadores de carga: electrones
en la BC y un vacio positivo llamado hueco en la BV. Esto es un fendbmeno conocido como par
de electron-hueco (e” y h*), dicho fendmeno conduce también a la disipacion de energia de

entrada como calor [2].

Fotocatalizadoy
0,
%, anda de . & 0O,
Conduccion .
Foto-reduccion

=

e & *OH + COS

E . P |

s Q. Intermediarios

g 1

Foto-oxidacién /
Banda de €0, + H,0

Valencia h* H,0
H- *OH

Figura 9. Mecanismo general de las reacciones fotocataliticas en medio acuoso. Los

Compuestos Organicos Sintéticos (COS) pueden mineralizarse.

La fotorreaccion entre la luz y el fotocatalizador en presencia de la fase fluida (agua para el
presente trabajo) exhibe una adsorcidn espontanea. En donde, de acuerdo con la energia del
adsorbato, existe una transferencia de electrones hacia las moléculas aceptoras y un fotohueco
positivo es transferido a una molécula donadora (ocurre la cesion de un electron por parte del
donador al fotocatalizador). Los productos de la reaccion se desorben de la superficie y regresan
a la fase fluida (Ecuaciones 5y 6). La carga de la irradiacion sera trasladada por los pares de
electron-hueco y las especies adsorbidas (reactivos) en la superficie del fotocatalizador [2]. No

hay un proceso fotoquimico en la fase adsorbida sino un verdadero régimen fotocatalitico.
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Absorcion Catalizador + hv - h*t + e~ Ecuacion 4
Adsorcién e” + Oz(adsorbidzo) — 0z Ecuacion 5
h+ + H20(adsorbido) - H™ -OH Ecuacion 6

El fotohueco positivo (h*) y el electrén libre (e™) se recombinan o transitan en el catalizador.
Los electrones pueden estar presentes en estado libre o ligado, cuando se encuentran en estado
libre se mueven alrededor de la red cristalina formando cationes y aniones. Mientras que, en
estado ligado los electrones se unen principalmente con iones de la red cristalina y participan en
la formacion de enlaces quimicos. En cuanto al fotohueco positivo, tiende a reaccionar con agua
0 alguna sustancia orgénica, las sustancias organicas se adsorben y reaccionan de acuerdo con
las Ecuaciones 7 y 8 respectivamente. Los radicales - OH y - O, son Especies Reactivas de
Oxigeno (EROs) con potencial de oxidacion de 2.7 y -2.3 eV respectivamente, mientras que el
potencial de oxidacion de compuestos organicos varia de -1 a 2 eV. Por lo anterior, los

compuestos organicos en contacto con ERO ganan o pierden electrones con rapidez [19, 85].
HZO(adsorbido) + h* - OH(_adsorbido) +H+} Ecuacién 7
OH(_adsorbido) + ht > - OH(adsorbido) Ecuacion 8

Los electrones pueden reaccionar con el oxigeno como se observa en las ecuaciones 9 y 10.
Adicionalmente los iones peroxido pueden reaccionar con los protones y formar peroxido de
hidrégeno (Ecuacion 11) [19].

e” + 0; = 03 aasorbido) Ecuacion 9
0; + e~ - 02 Ecuacién 10
0;% + 2HY - H,0, Ecuacion 11

Los iones formados reaccionan hasta formar los intermediarios y productos finales. Estas
reacciones se llevan a cabo a presion y temperatura ambiente y no se requiere uso de
combustibles puesto que la energia necesaria es suministrada por la fuente de irradiacion. La luz
solar es una fuente de irradiacion ecologicamente atractiva para aplicaciones fotocataliticas, sin

embargo, el espectro solar sélo proporciona del 3 al 5 % en el rango de luz UV (A < 400 nm)

22



[86]. La intensidad de la irradiacién solar varia dependiendo de la estacion del afio y se ve
afectada por diversos factores meteoroldgicos, por ello, suelen hacerse estudios empleando luz

artificial UV en condiciones controladas.

La fotocatalisis heterogénea puede apoyarse de reductores quimicos para transformar
contaminantes toxicos, la adicion de ozono y perdéxido de hidrégeno ha sido ampliamente
reportada. EI ozono es un eficiente bactericida y un poderoso oxidante aplicado en la
purificacion de agua, sin embargo, no es totalmente miscible en agua, acarreando inconvenientes
por procesos de transferencia de masa debidos a la fase gaseosa, suelen emplearse para su
operacion mezcladores, difusores y diversos tipos de agitacion. En contraposicion, el peréxido
de hidrégeno (H20.) es soluble en agua, es térmicamente estable, no presenta inconvenientes
por transferencia de masa como el ozono, ademas es comercialmente accesible y su fotolisis

puede tener un rendimiento cuantico cercano a la unidad (¢.ox= 0.98 a 254 nm) [19].

2.7.1 Potencial del cobre y 6xidos de cobre como fotocatalizadores

En la fotocatalisis heterogénea se ha empleado una gran variedad de nanomateriales, por
ejemplo: metales, 6xidos metélicos, semiconductores, nanoestructuras carbonosas, estructuras
organometalicas y puntos cuanticos. Los Oxidos de metales de transicion como TiO2, CuO,
Cu20, ZnO, MnO, SnO3, Fe»0s, etc., han mostrado propiedades fisicas y quimicas apropiadas
para su uso como fotocatalizadores. El fotocatalizador mas empleado y estudiado es el dioxido
de titanio (TiOz), investigado inicialmente para llevar a cabo la descomposicion del agua en el
proceso de obtencion de hidrégeno, se aplicd posteriormente en la degradacion de colorantes en

liquidos y gases.

Entre las ventajas del TiO2 se encuentran su alta estabilidad quimica y térmica, su naturaleza no
toxica y su facil manejo. Como desventaja, solo funciona con radiacion UV entre 250-350 nm
debido a su ancho de banda prohibida (anatasa= 3.2 eV), en consecuencia, no se puede
aprovechar eficientemente la irradiacion solar. Con el objetivo de mejorar la actividad del TiO>
se ha combinado con diversos metales y 0xidos metalicos, como el cobre y sus 0xidos, estos
ultimos muestran una banda prohibida de alrededor de 2.0 eV lo cual lo vuelve atractivo para

su uso como fotocatalizador [19, 87]. Adicionalmente, se realiza continuamente investigacién
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para el uso fotocatalizadores empleando materiales con bandas prohibidas mas estrechas

capaces de una absorcién robusta de irradiacion solar.

La estructura cristalina del cobre es cubica centrada en las caras, al unirse con el oxigeno forma
Oxidos como: el 6xido de cobre (1) u 6xido cuproso (Cu20) y el 6xido de cobre (1) u éxido
cuprico (CuO), principalmente. La cuprita es el 6xido obtenido principalmente a baja presion y

temperatura (Cu20), por lo cual, es el xido principal en condiciones ambientales.

En estado cristalino forma una red cubica simple o dos sub-redes: cibicas centradas en el cuerpo
(fcc) y cubico centrado en el cuerpo (bcc) de iones Cu y O, respectivamente. La celda unitaria
de Cu20 comprende cuatro a&tomos de Cu coordinados linealmente con dos atomos de O que
ocupan los sitios intersticiales tetraédricos, como se ilustra en su modelo (Figura 10 a) [88]. Las
morfologias mas comunes del Cu.O isotrépico son el cubico, octaédrico y rombododecaédrico.

Figura 10. Modelo de una celda unitaria de (a) éxido cuproso Cu20 y (b) éxido cuprico CuO.

Las esferas rojas representan el oxigeno y las marrones representan el cobre [88].

24



En el Cu20 el cobre tiene un estado de oxidacion Cu'*. Asimismo, tiene propiedades de p y n,
pero en estado natural su comportamiento es del tipo p semiconductor con una banda prohibida
directa de 2.2 a 2.17 eV y una banda dptica de 2.62 eV [88]. Inclusive, su banda prohibida es
estrecha en comparacion con otros 6xidos semiconductores como el TiO, (Figura 11) lo cual

permite la recoleccion de luz visible [89].

2.0 - C04/COy
1.0 | Tio, Cds op coyco
anatase TiO, CB! CO,HCHO
= tile 22 2B,
= | cB| "B \\ CO,/CH;0H
i 00 CB 24 oI
> Fe,0, eV
% L H:0/0;
i1 32| 30| CB ;

pH 7.0

Figura 11. Banda prohibida de diversos fotocatalizadores con respecto al potencial redox de

diferentes especies quimicas (V vs NHE a pH 7) [89].

La tenorita u 6xido cuprico (CuO) es un p semiconductor, abundante a mayor presiéon y
temperatura que Cu20O (Figura 10 a). Es la especie de 0xido de cobre mas estable, ha mostrado
conductividad supertérmica y una elevada magnetorresistencia [90]. EI cobre presente en CuO
se encuentra en estado de oxidacion Cu?* y se caracteriza por tener una celda unitaria con
simetria monoclinica conteniendo 4 dimeros de CuO (Figura 10 b). Adicionalmente, cada atomo
de cobre se encuentra ubicado en el centro de un paralelogramo de oxigeno, a su vez, cada &tomo
de oxigeno tiene una coordinacion de cobre tetraédrica distorsionada [88]. Experimentalmente
la banda prohibida de CuO es de 1.2 a 2.0 eV y una banda Optica alrededor de los 2. 0 eV [88,
91].
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Por otra parte, las nanoparticulas de cobre sintetizadas mediante extractos de plantas son una
alternativa ecoldgica para la obtencion de fotocatalizadores. Se desconoce el mecanismo de
reaccion exacto por el cual las NPs biogéenicas de cobre y sus 6xidos remueven y/o degradan
colorantes. Sin embargo, se sabe que inicialmente el azul de metileno (AM) en solucion acuosa
se aprecia en su estado oxidado. Al adicionar nanoparticulas de Cu20 biogénicas, el AM se
transforma a su forma reducida incolora (Figura 12) [92]. Esto se atribuye a la adsorcién de
atomos de azufre cargados positivamente (del AM oxidado) en la superficie negativa de las NPs

de Cu20.

Azul de metileno en su Azul de metileno en su
forma oxidada forma reducida
i H
N N
=
/Q[ :O\ . — /G[ :@\
.C - CH,==—== H,C .o CH;
Mty 7 R W SN S - i
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CH; CH;, CH;, CH,
Color azul Incoloro

Figura 12. Azul de metileno oxidado y reducido. Adaptado de [92].
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El recubrimiento organico de las NPs biogénicas contiene grupos funcionales en la superficie,
en donde los grupos carbonilo, hidroxilo y amino tienden a participar en la adsorcion y
deslocalizacion de electrones = de varios colorantes. La degradacion del AM se puede deber al
dafo estructural por desmetilacion parcial y la hidroxilacion sucesiva del anillo aromatico
(Figura 13) [93, 94].

Azul de metileno

Desmetilacion Hidroxilacion
"H :1 OH
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(l:H CHy {l:.H CH~

Figura 13. Intermediarios propuestos para la oxidacion del Azul de Metileno. Adaptado de
[94].

2.8 La nanotecnologia en la agricultura

Para poder garantizar la seguridad alimentaria y el acceso a recursos agricolas existen diversos
aspectos agricolas que se deben contemplar como desperdicio de cultivos por manejo, tiempo
de vida del cultivo, degradacion de la calidad del suelo y agua, asi como las pérdidas de cultivos
por plagas [95]. El uso del agua en la agricultura representa el 70% del total de extracciones
directas de agua a nivel mundial, mientras que llega a superar el 90% en algunos paises en
desarrollo [96, 97]. El agua empleada en la agricultura se mezcla con agroquimicos de uso
comun como fertilizantes y pesticidas, los cuales, se filtran a través del suelo hasta los mantos
acuiferos diseminando la contaminacion. Dichos contaminantes se introducen al medio

ambiente a través del suelo y el agua por la actividad agricola [2].
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Se espera que la nanotecnologia repercuta en todos los aspectos de la vida, la nanotecnologia
esta revolucionado la agricultura convencional, las aplicaciones de la nanotecnologia en la
agricultura (Figura 14) pueden lograr su transicién hacia una agricultura sostenible, pueden
resolver o disminuir inconvenientes asociados con la calidad de los cultivos, disminuir o
eliminar el deterioro de la calidad del suelo y agua, asi como prevenir y acabar con plagas [22].
Algunas de estas aplicaciones ya se estan llevando a cabo actualmente, de manera comercial, en
la gestion de la calidad de los productos agricolas precosecha y postcosecha como nanosensores
y fertilizantes. Mientras tanto, entre las areas de investigacion en desarrollo se encuentran: la
fotocatalisis, biorremediacion de plaguicidas resistentes, portadores a nanoescala, materiales

nanobiosensores y nanoplaguicidas [98].

Nanoplaguicidas

Suministro de Nanofertilizantes
HuUtrientes

Nanotecnologia en
la agricultura

Crecimiento y

Remediacion . iy
germinacion

Produccion del

Nanosensores .
cultivo

Figura 14. Aplicaciones de la nanotecnologia en la agricultura.

Los nanoproductos para usos agricolas desempefian un papel esencial en la mejora del

crecimiento de las plantas, la productividad de los cultivos y la calidad nutricional de los mismos
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[22]. Las nanoparticulas poseen caracteristicas funcionales Unicas capaces de modular la
fisiologia y vias bioquimicas en los sistemas vegetales como: la respiracion, la fotosintesis, el
transporte de solutos, el metabolismo del nitrogeno y realizar diversas funciones en lamembrana

celular interactuando con la entrada y salida de micro/macronutrientes [95].

Para hacer frente a hongos, bacterias, virus y protozoos de interés fitopatdgeno se han
desarrollado diversos tipos de nanomateriales, en donde las nanoparticulas metalicas y de éxidos
metalicos han demostrado actividad antifingica y antibacteriana [24, 98]. Entre las
nanoparticulas metalicas de importancia agricola se encuentran metales como Au, Ag, Pt, Ti,
Ni y Cu. La plata ha mostrado excelentes resultados antimicrobianos, sin embargo, la
abundancia y accesibilidad econémica del cobre en comparacién con los metales antes

mencionados lo convierten en un metal atractivo [22].

La actividad antibacteriana que manifiestan las nanoparticulas metélicas y de 6xidos metalicos
se da a través de cinco mecanismos de accion: Los cuales se enlistan, describen y representan

esquematicamente en la Figura 15 [99-101].
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Figura 15. Mecanismos de accion de nanomateriales metéalicos.
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1)

2)

3)

4)

5)

Adaptado de [100].
Dario en la pared y membrana celular de las bacterias por interaccion electrostatica y
acumulacion. La atraccidon electrostatica entre grupos electronegativos de los
polisacaridos de la membrana bacteriana y los cationes metalicos conducen a la
acumulacion en la superficie de la bacteria alterando su estructura y permeabilidad.
Factores como los poros a escala nanométrica de la membrana bacteriana y la lisis celular
generada por la acumulacién facilitan la internalizacion de las nanoparticulas.
Dafio a nivel citoplasmatico. La internalizacion en el espacio periplasmico de las
nanoparticulas inhibe cadenas de transporte celular y provoca un cambio en el pH
citoplasmatico, lo que resulta en un desequilibrio homeostético.
Disfuncion de constituyentes celulares. Las nanoparticulas desnaturalizan subunidades
ribosdmicas, reaccion con grupos sulfhidrilo en enzimas y otros constituyentes celulares
provocando la incapacidad de realizar sus funciones dentro de la célula.
Genotoxicidad. EI ADN genoémico y plasmidico es alterado durante su proceso de
replicacion inhibiendo la division celular y degradando el ADN.
Especies reactivas de oxigeno (EROs). Las distintas EROs generadas por las
nanoparticulas en el exterior de la célula bacteriana dafian la membrana celular a través
de la peroxidacion lipidica y las EROs generadas al interior del citoplasma ocasionan
estrés oxidativo. Los dafios mencionados por todos los mecanismos anteriores (1-4)

pueden ser causados de manera conjunta por EROs y las nanoparticulas metalicas.

Los mecanismos de la actividad antifingica no se han dilucidado. Se considera que se asemejan
a los mecanismos antibacterianos, salvo que la pared celular de los hongos es muchos mas dificil
de penetrar que la bacteriana. Mientras que la respiracion bacteriana se puede ver afectada por
el bloqueo de nanoparticulas en la membrana celular, la respiracién de la células eucariotas de

los hongos se lleva a cabo a través de la membrana mitocondrial [26].

El cobre es un oligoelemento importante para todos los seres vivos y esta involucrado en
diversas actividades bioldgicas; por ejemplo, es cofactor de enzimas y portador de electrones en
la cadena transportadora de electrones. Se ha demostrado que el cobre posee propiedades
antimicrobianas per se, siendo uno de los primeros fungicidas organicos reportados para el

tratamiento de enfermedades en plantas (1953) [102].
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La EPA ha reconocido al cobre como el primer material sélido antimicrobiano [103]. No
obstante, presentan inconvenientes de estabilidad, son susceptibles a la agregacion y tienden a
oxidarse con facilidad. Los métodos de sintesis verde de nanoparticulas como el uso de extractos
a base de plantas representan una alternativa para la mitigacion de estos problemas de una

manera ecoldgica y rentable [104, 105].

Es importante tomar en cuenta que, si bien se espera que las nanoparticulas sean empleadas
como plaguicidas de baterias fitopatdgenas, también se debe contemplar su actividad biocida

ante bacterias benéficas para los cultivos.

2.9 Microorganismos fitopatogenos

Entre los microorganismos patdgenos que afectan la salud de las plantas, se encuentran bacterias
del género Erwinia y Pseudomonas. Por ejemplo, la bacteria Erwinia caratova afecta hojas,
tallos, flores y frutos de cultivos de interés como la zanahoria, pera, aguacate, papaya y tomate
[106]. Dentro del genero de Pseudomonas, la Pseudomonas costantinii es responsable de la
enfermedad que causa la mancha marrén en hongos [107]. Sin embargo, también en este mismo
género se encuentran bacterias benéficas para las plantas, la Pseudomonas fluorescens. Esta
ultima bacteria promueve el crecimiento mediante la sintesis de hormonas, y sintetiza

compuestos inhibidores de hongos fitopatdgenos [108].

Existe poca informacion de actividad antibacteriana por nanoparticulas biosintetizadas, se ha
reportado actividad antimicrobiana contra E. amylovora empleando NPs de plata y 6xido de
cobre biosintetizadas a partir de extractos vegetales y del hongo Penicillium chrysogenum
respectivamente [109, 110]. Para inhibir P. fluorescens se han empleado nanoparticulas de
hierro y 6xido de cobre, estas Ultimas sintetizadas a partir de Aloe vera [111, 112]. No se

encontraron reportes sobre la actividad antibacteriana contra P. costantinii.

Entre los hongos fitopatdgenos se encuentran hongos del género Fusarium que afectan
diferentes cultivos como la soja, alfalfa, chicharo o al arbol de olivo (Olea europaea). Los
sintomas que se manifiestan en las plantas son: la descomposicion cortical, putrefaccion de
raices, amarillamiento y marchitamiento de las hojas y, finalmente la muerte prematura de las
plantas infectadas [113, 114]. Dentro de las especies que han ocasionado pérdidas de cultivos

estan: Fusarium solani, F. oxyspurum, y F. euwallaceae. Este ultimo es simbionte del

31



escarabajo barrenador polifago (Euwallaceae sp.) y causa la enfermedad conocida como muerte
regresiva del Fusarium o “Fusarium dieback” [115]. Las enfermedades por hongos simbiontes
de escarabajos ambrosiales han mermado la produccion de aguacate en los Estados Unidos e
Israel y enfermado arbustos del Parque Nacional de Circeo en Italia. Su presencia afecta a paises
como Sudafrica, Portugal y fueron recientemente detectados en Baja California, México [116].

Por lo que representa una amenaza para la produccion de aguacate en México.

Los métodos de control para prevenir la muerte regresiva de Fusarium implican el uso de
plaguicidas sistémicos, los cuales tienen restricciones para el consumo y exportacion de frutos
como el aguacate. Por lo cual se ha recurrido a acciones profilacticas y métodos como la
remocion total de los arboles infectados. Estas tres practicas se vuelven rapidamente ineficaces
para controlar la plaga debido a que se expanden constantemente y existen riesgos de que surjan

cepas resistentes, lo cual plantea serias preocupaciones ecoldgicas y econémicas [114, 117].

Una alternativa en desarrollo para hacer frente a estos hongos es el uso de nanoparticulas, las
propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas dependen principalmente del tamafio, la

morfologia y su composicion quimica.
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3. JUSTIFICACION

En la busqueda de métodos de sintesis cada vez mas respetuosos con el medio ambiente,
econdmicos y eficientes, se han desarrollado métodos de sintesis verde de nanoparticulas
metalicas mediante el uso de extractos de plantas los cuales, han mostrado ser métodos simples,
rapidos, estables, rentables y de facil escalabilidad [19]. El extracto es la fuente de reductores
de iones metalicos, asi como de un revestimiento organico el cual puede mitigar inconvenientes
de estabilidad y oxidacion [118] favoreciendo su uso como fotocatalizador y adsorbente en la
remediacién de agua. EIl uso de nanoparticulas biogénicas ha mostrado una efectividad
comparable o superior a los pesticidas convencionales y una toxicidad menor en el medio
ambiente debido al revestimiento organico que provee el material biologico durante su sintesis
[22].

El cobre es un elemento asequible cuyas propiedades se han aprovechado para la obtencion de
catalizadores, asi como materiales antimicrobianos [88, 102]. Las nanoparticulas de cobre y sus
Oxidos muestran propiedades como elevada area superficial y bandas prohibidas estrechas
(alrededor de 2.0 eV) las cuales permiten una amplia absorcién de irradiacion solar a
comparacion del TiO» [88]. Por ello, las nanoparticulas de cobre resultan atractivas como
fotocatalizadores en la remediacién de agua. Sin embargo, inconvenientes como la corrosion
del cobre han limitado su uso [119].Una de las estrategias para mitigar inconvenientes por

corrosion es el recubrimiento de las nanoparticulas metalicas [119].

Por otro lado, la resina producto de la adaptacion de la planta L. tridentata a condiciones
desérticas y como defensa bioquimica cuenta con una amplia diversidad fitoquimica llamativa
para su uso como reductor y recubrimiento en la sintesis de nanoparticulas metalicas. L.
tridentata es una planta abundante en el territorio mexicano. Su distintiva adaptacién ha logrado
el aumento de su presencia, la cual ha sido considerada en algunos casos como plaga [120, 121].
El aprovechamiento adecuado de L. tridentata puede coadyuvar en el control de la planta sin

representar un riesgo ambiental como lo es el uso de plaguicidas.
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Actualmente, no se han realizado reportes acerca del uso de extracto de L. tridentata para la
sintesis de nanoparticulas metélicas, por consiguiente, la sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de cobre y 6xidos de cobre mediante extracto de Larea t. brinda una contribucion

a la ciencia de bionanomateriales y deja abierta la posibilidad de sus diversas aplicaciones.

Por lo anterior, la sintesis verde de nanoparticulas de cobre y 6xidos de cobre a temperatura
ambiente y empleando extracto acuoso de L. tridentata como materia prima renovable, resulta
atractiva como método verde, asi como el analisis de su potencial para la remediacion de agua

contaminada con colorantes y como material antimicrobiano.
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4. HIPOTESIS

Los fitoquimicos presentes en el extracto acuoso de L. tridentata pueden mediar la sintesis de
NPs de cobre y 6xidos de cobre ademas de proporcionarles un recubrimiento. El recubrimiento
le dard estabilidad a las NPs para su uso en la remediacion de agua contaminada con tinte y

aumentara su efecto antimicrobiano.

5. OBJETIVOS

Objetivo general
Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de Cu y CuO/Cu>0O mediadas por extracto acuoso de L.
tridentata para evaluar su potencial en el tratamiento de agua y control de microorganismos

fitopatégenos mediante la degradacion de azul de metileno y cultivos in vitro.

Objetivos particulares:

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de Cuy CuO/Cu20 mediadas por extracto acuoso

de L. tridentata para conocer sus propiedades.

e Evaluar el potencial de las nanoparticulas de Cu y CuO/Cu.0 para la degradacion del
colorante azul de metileno en agua bajo condiciones de oscuridad, en presencia de

irradiacién UV e irradiaciéon solar.

e Evaluar el potencial antibacteriano de las nanoparticulas para inhibir a Erwinia sp,

Pseudomonas costantinii y Pseudomonas fluorescens. mediante cultivos in vitro.

e Evaluar el potencial antifingico de las nanoparticulas para inhibir a Fusarium
euwallaceae, Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium oxysporum

mediante la técnica de crecimiento micelial radial.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion del material vegetal

L. tridentata silvestre fue muestreada en las instalaciones del Cinvestav-Saltillo durante el mes
de octubre de 2019 en la siguiente ubicacion: 25 © 33° 48.6”’ latitud norte y 100 © 56’ 20.2”°
longitud oeste, a una altura de 1,380 msnm en Ramos Arizpe, Coahuila. El follaje se muestred
segun el protocolo establecido por Cornelissen y colaboradores [122]. EI material bioldgico se
trasladd al laboratorio en donde se separaron las hojas frescas, posteriormente, estas fueron
lavadas con agua corriente e inmediatamente con agua Mili-Q dos veces més, para remover
restos de polvo e insectos. EI material vegetal limpio se dejé secando a temperatura ambiente

dentro del laboratorio durante un periodo de 10 dias.

6.2 Preparacion del extracto vegetal

Las hojas limpias y secas de L. tridentata se introdujeron por lotes en un molino planetario
provisto de tarros de agata durante 30 min para reducir su tamafo, el material obtenido se
etiqueté como: polvo de L. tridentata (LT) y se reservo en un frasco de vidrio hasta su posterior
uso. Después, se pesaron 5 g del material vegetal LT los cuales se colocaron en un vaso de
precipitado de 200 mL. Posteriormente, se agregaron 100 mL de agua Mili-Q® y se calentd a
90 °C durante 30 min, una vez transcurrido el tiempo se procedié inmediatamente a filtrar al
vacio empleando papel filtro Whatman® #1. El extracto obtenido se afor6 a 100 mL con agua
Mili-Q® 'y se etiqueté como (ELT).

6.3 Biosintesis de nanoparticulas de cobre

Para la sintesis de las NPs de cobre (LTCu) se emplearon 100 mL de extracto de L. tridentata
(ELT) el cual, fue vertido en un vaso de precipitado y se mantuvo en agitacion a temperatura
ambiente mientras se afiadio 1 g de CuCl2-2H20 [54]. La mezcla se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente durante 8 h [53]. Pasado el tiempo, se dejé reposar por 2 horas. El
precipitado se recolectd mediante filtracion al vacio. Una vez recolectado el precipitado en el
papel filtro se lavo 2 veces con agua Mili-Q® y se procedio a dejarlo secar dentro de un
desecador durante diez dias. A continuacién, la pastilla seca se trituré en un mortero de agata

obteniendo asi las NPs LTCu las cuales se reservaron hasta su posterior uso.

36



Para la sintesis de las NPs de éxido de cobre (LTCuO), se obtuvo inicialmente 100 mL de ELT
y se vertié en un vaso de precipitado manteniendo el extracto en agitacion a temperatura
ambiente. Se agregaron 1 g de CuCl>2H2O y 1.5 mL de una solucion de NaOH 8M.
Posteriormente se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 8 h. Mas tarde se dej6
reposar por 2 horas. El precipitado se recolectdé mediante filtracion al vacio de la misma forma
que LTCu. Una vez recolectado el precipitado en el papel filtré se lavd 2 veces con agua Mili-
Q® vy se procedio a dejarlo secar dentro de un desecador durante diez dias. A continuacién, la
pastilla seca se trituré en un mortero de agata obteniendo asi las NPs LTCuO, las cuales se

reservaron hasta su posterior uso.

6.4 Caracterizacion del material bioldgico

La identificacion de los enlaces y grupos funcionales del material vegetal (LT) se realizé por
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) en un espectrometro Perkin
Elmer® modelo: Frontier, equipado con un ATR de punta de diamante, a 4 cm™ de resolucion,
20 scans en un intervalo de 500 a 4000 cm™,

6.5 Caracterizacion de las NPs

La identificacion de los enlaces y grupos funcionales de las NPs LTCu y LTCuO se llevé a cabo

por espectroscopia infrarroja como se describi6 para la caracterizacion del material biolégico.

La identificacion de la estructura de los materiales se evalué mediante difraccion de rayos X
(DRX). Para ello se usé un difractémetro Empyrean Malvern® Panalytical a 40 kV y 30 mA
con una radiacién Cu Ko (A=1.54184 A) en un intervalo angular de 10-80 °(20). El andlisis de
patrones se realizo utilizando el software informatico de procesamiento de patrones MDI® Jade
junto con la base de datos ICDD® PDF-2 2002.

La morfologiay la composicidn elemental de las NPs se caracteriz por Microscopia Electronica
de Barrido de Emision de Campo (MEBEC). Para lo cual se uso el equipo Jeol® modelo 7800-
F a un voltaje de aceleracion de 2.0 — 5.0 kV. Adicionalmente, se hizo uso del microscopio
electronico de transmision (TEM) FEI® modelo Talos 200. Para la observacién en SEM las
nanoparticulas se colocaron sobre un soporte de aluminio recubierto con cinta de carbon.

Mientras que por TEM se colocaron en rejillas de soporte Formvar/Carbon de Niquel.
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El estado quimico y la composicion de los elementos presentes en LTCu y LTCuO se
examinaron mediante analisis por espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).
Para ello se utilizo el equipo Thermo Scientific® K-Alpha+ XPS. Se emple6 una fuente de rayos
X monocromadtica de Al Ko (1486.68 eV) y un radio de anélisis de 400 um. Las condiciones de
andlisis para las regiones de alta resolucién fueron de: energia de paso de 50 eV, dwell time de
50 ms, 90° de “take-off angle” c¢/paso de 0.1 eV. Para la region del Survey, se considerd una

energia de paso de 150 eV y dwell time de 10 ms c/paso de 1 eV.

La determinacion del tamafio promedio de las particulas se analiz6 mediante la técnica de
dispersion dindmica de luz (DLS) en el equipo Malvern®, modelo: zetasizer nano series, en un

intervalo de 0.1 — 10,000 nm. Se empled agua como dispersante a 25 °C.

6.6 Degradacion de AM por las NPs

Se llevaron a cabo una serie de experimentos para evaluar la eficiencia de remediacion de agua
por LTCu y LTCuO mediante la degradacion de azul de metileno. Para ello, las NPs fueron
dispersadas en 100 mL de una solucién (250 ppm de azul de metileno) en concentraciones
finales de 120, 240 360 480 y 600 ppm y se mantuvieron en agitacion magnética durante 150
min. Durante este tiempo se tomaron muestras de 1 mL cada 30 min hasta llegar a los 150 min.

El muestreo inicial fue a los 30 s (0 min).

Cada muestra se centrifug6 a 10,000 rpm durante 30 min en una centrifuga Hettich®, modelo:
EBAZ21 para precipitar las NPs y proceder a la determinacion de la concentracién residual de
azul de metileno del sobrenadante. Para lo cual se empled un espectrofotometro UV Hach®
modelo DR 5000 a un intervalo de 400-800 nm.

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente. Las pruebas se efectuaron en
condiciones de oscuridad, en irradiacion de luz UV, irradiacion de luz solar e irradiacion de luz
solar + H>O5. La eficiencia de la degradacion se evalué mediante la Ecuacion 12 a 665 nm.

% Degradacion = % x 100 Ecuacion 12.
0

donde, Ao es la absorbancia inicial de la solucion de azul de metileno a 250 mg/L y At es la

absorbancia residual de la solucién de azul de metileno al tiempo t.
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La capacidad de adsorcion Qt (mg/g) por las NPs obtenidas se calculé6 mediante la Ecuacion 13.
En donde Co y Ctson las concentraciones de AM inicial y en el tiempo t respectivamente (mg/L),

V es el volumen de la solucion (L) y m es la masa de NPs (g) [123, 124].

Q= —(CO;nCt)V Ecuacion 13.

También se realizaron pruebas de reutilizacion de las NPs después del primer ciclo adsortivo de
azul de metileno (60 mg en condiciones de oscuridad), lo cual se realiz6 mediante centrifugacion
a 10,000 rpm durante 30 min. En seguida, las NPs se suspendieron en 15 mL de agua destilada
mediante sonicacion durante 30 min. La suspension de las NPs se adiciond a 85 mL de solucion
de azul de metileno obteniendo un volumen final 200mL a 250 mg/L. Dicho proceso se repitio

dos veces mas para lograr tres ciclos.

6.7 Actividad antibacteriana de las NPs

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las NPs se realizé contra tres cepas bacterianas:
Erwinia sp, Pseudomonas costantinii y Pseudomonas fluorescens proporcionadas por el
Laboratorio de Control Bioldgico del el Instituto de Ecologia A.C., Xalapa, México. El
experimento se realizo incorporando diferentes concentraciones de las NPs LTCuy LTCuO (0,
0.1, 0.2,0.3 0.4y 0.5 mg/mL) en medio LB por triplicado. Luego, en el medio solidificado, se
inocul6 cada cepa empleando la técnica de difusidn en placa con ayuda de un asa de Digralsky.
Posteriormente, se incubaron durante siete dias a 37° C.

6.8 Actividad antifungica de las NPs

Para la evaluacion antiflngica de las NPs se utilizaron cuatro cepas de hongos fitopatdgenos en

dos experimentos

El primer experimento se realiz6 haciendo uso de la cepa la cepa Fusarium euwallaceae
proporcionada por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria a
través del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (SENASICA-CNRF). Debido a que el
hongo F. euwallaceae es altamente patogénico y se encuentra en resguardo del SENASICA-

CNREF, este experimento se llevo a cabo en las mismas instalaciones.

La eficiencia antifungica de LTCu y LTCuO contra Fusarium euwallaceae se determino

mediante la inhibicion del crecimiento micelial radial en medio agar papa y dextrosa (APD).
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Para esto, diferentes concentraciones de las NPs 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL se incorporaron
en el medio de cultivo APD. Adicionalmente se elabord un control, es decir, medio sin la

presencia de NPs.

Una vez solidificado el medio, la inoculacion de las esporas [1x10° esporas/mL] de cada hongo
se realiz6 por picadura en el centro de las cajas de Petri por triplicado. Posteriormente se
incubaron durante 7 dias a 26 °C, enseguida, se tomaron mediciones del crecimiento radial y se

tomo la evidencia fotogréafica correspondiente.

En el segundo experimento se realizd contra tres cepas de hongos proporcionadas por el

Laboratorio de Control Biologico del Instituto de Ecologia A.C., Xalapa, México (INECOL):
Fusarium solani (cepa INECOL_BM-04).

Colletotrichum gloeosporioides (cepa INECOL_CBF-185).

Fusarium oxysporum (cepa INECOL_CBF-185).

La eficiencia antifungica de LTCuy LTCuO contra Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium
solani se determin6 mediante la inhibicidn del crecimiento micelial radial en medio agar papa y
dextrosa (APD). Para esto, diferentes concentraciones de las NPs 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1.0
mg/mL se incorporaron en el medio de cultivo APD. Adicionalmente se elabord un control, es

decir, medio sin la presencia de NPs.

Una vez solidificado el medio, la inoculacion de las esporas [1x10° esporas/mL] de cada hongo
se realizd por picadura en el centro de las cajas de Petri por triplicado. Posteriormente se
incubaron durante 7 dias a 26 °C, enseguida, se tomaron mediciones del crecimiento radial y se

registraron las medidas de crecimiento radial.

Adicionalmente la actividad antifingica de LTCuO (nanoparticula mas prometedora de acuerdo
con los resultados) ante la cepa de Fusarium oxysporum se evalué en las mismas condiciones.
Se tomaron mediciones del crecimiento radial y se calcul6 el porcentaje de inhibicion flngica
en base al porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (IRG) como se muestra en la Ecuacién
14:

R1 — R2
IRG(%) = [T]X 100 Ecuacion 14.
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donde R1 es el crecimiento radial del control sin ningin antifingico y R2 es el crecimiento
radial para cada tratamiento. Los datos del IRG se analizaron utilizando la desviacion estandar

media.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis por espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 16 se muestra el espectro FTIR del material biolégico (LT) con una banda de

absorcion de grupos hidroxilo a 3334 cm™, la cual es propia de los compuestos fendlicos como

los lignanos [125]. Asi mismo, el hombro a los 3024 cm™ es caracteristico del estiramiento -CH

saturado. Mientras que la vibracion de estiramiento asimétrico de -CHz aparece a los 2956 cm”

! asi como la vibracion asimétrica y simétrica de -CH.- a los 2918 y 2850 cm* respectivamente

los cuales pueden pertenecer a un anillo aromético y a compuestos fenolicos [126]. También se

observa absorcion por el grupo carbonilo asociado a un éster (representativo de las saponinas

C=0) a 1733 cm™ y los enlaces C=C caracteristicos de dienos y trienos se muestran a 1651-
1512 cm™. Entre los 1445 — 1365 cm™ aparecen las bandas de C-C-O, C=0 y -CH fuera del
plano, este Gltimo caracteristico del ANDG [127]. Las bandas se identifican en la Tabla 1.
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Figura 16. Espectro FTIR de L. tridentata (LT).

Los fenoles muestran bandas de C-O-C, de estiramiento C-N y de flexion de -OH de 1000 —

1300, mientras que la vibracion de los enlaces en oligosacaridos o saponinas (C-O-C) fueron
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evidentes a los 1064 cm™ [125, 128]. Finalmente, en el rango de los 874 — 632 cm™ se encuentran
las bandas de confirmacion pertenecientes a los de grupos aromaticos y alifaticos, como la
vibracion de flexion del enlace C-H (812 cm™) fuera del plano en los anillos aromaticos
(caracteristica de terpenoides), la vibracion del enlace C-H disustituido en los (perteneciente a
grupos aromaticos) a los 712 cm™ y la banda en 480 cm™ es caracteristica del grupo CHs fuera
del plano y CH: por deformacion del anillo bencénico [127, 129]. Por lo anterior, se puede

inferir la presencia de flavonoides como los taninos, también de lignanos, terpenoides y

saponinas, asi como sefales representativas del ANDG en LT.

Tabla 1. Vibraciones IR presentes en el polvo de L. tridentata (LT).

Banda Numerode Transmitancia Tipo de vibracion Referencia
onda (%)
(cm™)
1 3334 92.4 Estiramiento O-H polimérico [125]
2 2956 92.7 Estiramiento asimétrico -CHz [126, 130]
3 2918 90.4 Estiramiento asimétrico -CH>- [130, 131]
4 2850 92.6 Estiramiento simétrico -CHa- [131, 132]
5 1733 96.4 Estiramiento C=0 [125, 126, 133]
6 1603 87.1 Estiramiento C=C y C=0 [126, 129, 131]
7 1512 83.3 Estiramiento N-O y C-C [129]
8 1445 85.7 Estiramiento asimétrico C-C-O  [127, 130-132]
Flexion fuera del plano -CH>
Confirmacion CH, y CH3
9 1365 86.7 Flexion C-H y Estiramiento C-O  [127, 130]
10 1236 80.5 Estiramiento C-N, C-Oy C-OH  [128, 131]
fendlico
11 1167 81.3 Flexion -OH [127]
12 1107 80.8 Flexion -OH y C-O de alcoholes  [129, 131]
13 1029 80.1 Estiramiento C-O y C-O-C [125, 129-131]
alifaticos y ligninas
Estiramiento C-OH
14 874 89.5 Estiramiento C=C [130, 134]
Confirmacion de C=0
15 812 86.5 Flexion C-H [129]
16 789 86.1 Estiramiento simétrico C-O y [127]
Flexion C=C-C
17 774 85.6 Flexion C-H [127]
18 632 83.0 Flexion C=C-C [127]
19 480 98.9 Balanceo -CH [127]
Flexion fuera del plano -CH
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La Figura 17 muestra los espectros FTIR de las NPs sintetizadas. Se puede apreciar similitud en
las caracteristicas espectrales de las NPs obtenidas y el precursor biolégico LT. Los espectros
LT y LTCu son los mas similares. LTCuO exhibe menor cantidad de sefiales y menor
concentracion de compuestos organicos como se puede observar en la Tabla 2. Las dltimas
bandas alrededor 500 — 419 cm™ que aparecen en las NPs son reconocidas como vibraciones
Cu-0O [135-137].
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Figura 17. Espectro FTIR de las nanoparticulas LTCu y LTCuO.

En cuanto a LTCu y LT, las sefiales que cambian no solo de intensidad sino también de forma
son las comprendidas entre 1200 -1000 cm™ en donde se encuentran ubicados los grupos C-O,
C-OH y OH de alcoholes y fenoles [128, 129, 131]. Lo cual sugiere la interaccion de estos

grupos funcionales en la sintesis de las NPs. [138].

Por otro lado, en LTCuO se ve afectada la misma zona comprendida entre 1200 -1000 cm™ las
cuales se reducen casi por completo dejando solo las sefiales a los 1266 cm™ del grupo C-N y
1067 cm™ que corresponden a los grupos C-O y C-O-C caracteristicos de alifaticos y ligninas.

Adicionalmente, desaparece la sefial ubicada a los 1733 cm-1 de los grupos carbonilo C=0. Las
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sefiales que se pierden de LT a LTCuO son las que representan a los grupos funcionales

mayormente reportados para recubrimiento y reduccion de NPs C=0 y — OH.

Tabla 2 . Vibraciones IR de las nanoparticulas LTCu (vino) y LTCuO (verde).

Ndmero de

onda

(cm™)

1 3333
2 2959
3 2919
4 2850
5 1715
6 1607
7 1513
1493

8 1444
9 1365
1370

10 1268
1266

11 1211
12 1108
13 1067
14 820
15 782
16 763
17 646
18 497
484

19 448
438

20 419
424

Transmitancia Tipo de vibracion Referencia
(%)

Estiramiento -OH polimérico [125]
Estiramiento asimétrico -CHz [126, 130]
Estiramiento simétrico -CHa- [130, 131]
Estiramiento asimétrico -CHa- [131, 132]
Estiramiento C=0 [125, 126, 133]
Estiramiento C=C y C=0 [126, 129]
Estiramiento N-O y C-C [129]
Estiramiento asimétrico C-C-O [127, 130-132]
Flexién C-H y Estiramiento C-O [127, 130]
Estiramiento C-N [128]
Flexién -OH y confirmacion C-O [128, 131]

83.0

81.2
81.6

81.6
76.7

96.6

95.2

93.0

Flexién -OH y Balanceo C-O-H
alcoholes

Estiramiento C-O y C-O-C alifaticos
y ligninas

Flexién C-H

Estiramiento simétrico C-O y Flexion
C=C-C

Flexién C-H

Flexion C=C-C

Balanceo -CH

Flexion fuera del plano -CH
Estiramiento Cu-O

Estiramiento Cu-O

Estiramiento Cu-O

[127, 129, 131]
[125, 129, 130]

[129]
[127]

[127]

[127, 139]
[127, 135, 136]
[137]
[135-137]

[135, 136]
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7.2 Difraccién de rayos X

En la Figura 18 se muestra el difractograma de LTCu. Los materiales carbonosos muestran un
halo amplio caracteristico alrededor de los 20° [140-142]. No se aprecian fases cristalinas
distintivas de cobre metalico. Sin embargo, LTCu muestra un difractograma que concuerda con

diversas sintesis de NPs de Cu biosintetizadas a partir de extractos vegetales [143, 144].
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Figura 18. Patron de difraccion de las nanoparticulas de cobre (LTCu).
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La naturaleza cristalina de LTCuO se muestra en la Figura 19. Los picos ubicados a los 36.5°,
42.3°, 61.5° 73.7° y 77.6° correspondientes a la fase principal. Dichas sefiales corresponden
con reflexiones en los planos (111), (200), (220), (311) y (222) respectivamente de la carta
JCPDS No. 78-0428. Las sefiales, son pertenecientes a la estructura cubica del 6xido de cobre
(1) (CuO). Por otro lado, la sefial a los 29.5° corresponde a el plano (110) perteneciente a la
estructura cubica del 6xido de cobre (1) (Cu20) de la carta JCPDS No. 05-0667 y muestra
coincidencia con las sefiales a 36.4°, 42.3°,61.4°, 73.5°y 77.4° de los planos (110), (111), (200),
(220), (311) y (222) [145].

El ruido en los difractogramas de LTCu y LTCuO se debe al recubrimiento orgénico en los
materiales. La cristalinidad que solo se aprecia en LTCuO se atribuye a las condiciones alcalinas

de pH en la reaccién de sintesis al adicionar NaOH [25, 146].
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Figura 19. Patron de difraccion de las nanoparticulas de 6xido de cobre (LTCuO).
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7.3 Analisis morfolégico y elemental
7.3.1 Microscopia electronica de barridos y EDS

La morfologia de las NPs LTCu se muestra en las Figuras 20a y 20b en donde se pueden
observar particulas con morfologia cuasi-esférica, dispersas y aglomeradas. EXxisten
nanoparticulas, asi como microparticulas debidas a la aglomeracién. La aglomeracion se puede
deber a la propiedad intrinseca de energia superficial de las NPs, en tal caso, se denominan
particulas secundarias (1SO / TS 80004-2). Sin embargo, la aglomeracion de las NPs biogénicas
empleando extractos de plantas puede deberse al efecto del tiempo de incubacion en la reaccion
de sintesis [25].
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Figura 20. Micrografias de las nanoparticulas de cobre (LTCu): a) 50,000x, b) 100,000, c)
Espectro SEM -EDS y d) Mapeo elemental EDS.

La morfologia cuasi-esférica tipica de las NPs de cobre mediadas por plantas puede ser atribuida
a la concentracion elevada del extracto en la reaccion de sintesis [53, 147]. En las Figuras 20c
y 20d, el analisis elemental puntual sugiere la presencia en un porcentaje en peso de 87.85 %y
12.15% de Cu y O respectivamente, esta proporcién es cercana al Cu2O (88.6 y 11.18 %
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respectivamente). El pico de absorcion dptica se encuentra alrededor de 1 y 8 keV, absorcién

tipica de nanocristalitos de o0xidos de cobre [148, 149].

En las Figuras 21a y 21b se observan las micrografias de las NPs LTCuO, cuya morfologia es
méas uniforme que las NPs LTCu (Figura 20 a-b ) con formas poliédricas dispersas y
aglomeradas. En contraste con LTCu, las particulas de LTCuO se encuentran aglomeradas en

menor medida.

Existen nanopariculas asi como sus aglomerados. El anlisis elemental EDS (Figuras 21cy 21d)
sugiere la presencia de Cu y O en porcentaje en peso de 86.82 % y 13.18% respectivamente,
los porcentajes en peso se encuentran entre las proporciones de Cu20 y CuO informacién acorde
con el resultado obtenido por DRX [150]. El anélisis puntual de LTCuO mostrd porcentajes en
peso méas cercanos al CuO que LTCu. Tanto el andlisis puntual como el mapeo elemental de

LTCuy LTCuO muestran impurezas.

Figura 21. Micrografias de las nanoparticulas de 6xido de cobre (LTCuO): a) 50,000x, b)
100,000x, c¢) Espectro SEM-EDS y d) Mapeo elemental EDS.
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7.3.2 Andlisis TEM

En la parte superior de la Figura 22 se muestran las micrografias HRTEM de las particulas de
LTCu. A 200 nm se observa una morfologia cuasi-esférica aglomerada y de diversos tamafios,
dicha informacion concuerda con los datos obtenidos mediante MEB. Sin embargo, esta técnica
permite apreciar las NPs cuasi-esféricas con un tamafio alrededor de los 10 nm, asi como la
presencia de secciones cristalinas. Las NPs se encuentran concentradas en posiciones
particulares que muestra su tendencia a agregarse, resultados conocidos por sintesis bioldgica y

por métodos convencionales [151, 152].

Por otro lado, en la parte inferior de la Figura 22 la micrografia a 100 nm de LTCuO muestra
formas poliédricas, irregulares y cuasi-esfériucas dispersas y aglomeradas, de igual manera que
los datos obtenidos por MEB. Adicionalmente muestra NPs en tamafios alrededor de 5 nm
concentradas. En contraste con LTCu, LTCuO muestra una distribucion con mayor

uniformidad. Ademas, la micrografia a 500 pm muestra ordenamiento cristalino confirmando

los datos obtenidos por el patron de DRX.

Figura 22. Micrografias HRTEM de LTCu y LTCuO.

50



El mapeo elemental del cobre, carbono y oxigeno se muestran en la Figura 23. En la parte
superior las NPs LTCu muestra una dispersion uniforme de los tres elementos. En donde la
presencia del cobre es menor a la del carbono y el oxigeno. Mientras que el oxigeno se aprecia

en mayor proporcion que el carbono.

La parte inferior de la Figura 23 LTCuO muestra que el cobre se encuentra presente en toda su
estructura. Ademas, su presencia estd concentrada en algunas areas y en mayor medida
comparada con LTCu. El carbono y el oxigeno contenidos en LTCuO se aprecian con mayor
homogeneidad. También el oxigeno se muestra en mayor proporcién que el carbono. La
abundante presencia de oxigeno en LTCuO confirma la oxidacién del metal junto con los
resultados obtenidos por FTIR DRX y EDS. Asi mismo, el espectro FTIR, el mapeo elemental

y el analisis puntual EDS de LTCu sugieren la presencia de cobre oxidado en LTCu.

Figura 23. Mapeo elemental de LTCu y LTCuO.
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7.4 Andlisis por espectroscopia de fotoelectrones de rayos X

La Figura 24a-b muestran la composicién quimica de la superficie de LTCu y LTCuO. En la
Figura 24a se observa la presencia de O y C principalmente. Mientras que en la Figura 24b se
aprecia la presencia de O, Cu y C principalmente, asi como la presencia de impurezas. Estos
resultados concuerdan con lo obtenido por EDS y FTIR, confirmando que la materia orgénica
forma parte de la cobertura del material.
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Figura 24. Analisis XPS de LTCu y LTCuO a) Barrido general de LTCu y b) Barrido general
de LTCuO.
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En la Figura 25a se observa que las NPs de LTCu exhibe una banda Cu2p con una energia de
enlace de Cu 2ps2 y Cu 2p12 que corresponde a 933.18 y 953.08 eV respectivamente (par de
picos con mayor intensidad), aunado al satélite débil a los 943.08 eV son picos caracteristicos
del Cu20. Mientras que los picos de menor intensidad a 934.48 (Cu 2ps2) y 954.68 (Cu 2p12)
eV se pueden atribuir a sefiales de CuO [153, 154]. El Cu y el Cu20 exhiben sefiales Cu2pi. y
Cu2pszr2 con energias de enlace muy cercanas por lo cual no pueden diferenciarse.

) - o] o[z D

/C u2 P,

Satélite fuerte
de Cu™ /CUZP,,?

O
Satélite fuerte O
A

/CI.lme

B A
Intensidad (u.a.)

Intensidad (u.a.)

— T T T T T T T T T T T " —T T T T T T T~ T T T T T 1
965 960 955 950 945 940 935 930 925 970 965 960 955 950 945 940 935 930 925

Energia de enlace (eV) Energia de enlace (eV)

Figura 25. Espectros XPS: a) Espectro Cu-2p XPS de LTCu y b) Espectro de Cu-2p XPS de
LTCuO.

Por otro lado, LTCuO (Figura 25b) tiene un pico a los 934.7 eV en Cu 2pzry 954.5 eV en Cu
2p1/2 asi como los picos satélite fuertes caracteristico del CuO (Cu?*) con una energia de enlace
de 943 y 962.9 eV. [92]. También se encuentran los picos caracteristicos de Cu/Cu.O de las
bandas Cu 2pz2 Cu 2p1/2 con una energia de enlace de 933.5 y 953.2 eV respectivamente. Estos
resultados sugieren que CuO y Cu20 coexisten en la superficie de LTCuO concordando con los
resultados obtenidos por DRX. La presencia de atomos y iones de Cu en la superficie de los
materiales contribuyen a la reaccion de degradacion de colorantes y en la inhibicion de
microorganismos gracias a los sitios activos con el metal, la transferencia de electrones y la

capacidad de generar especies reactivas de oxigeno.
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La deconvolucién de la region de Ols de LTCu (Figura 26a) tiene un pico a 532.08 eV
correspondiente a Cu20 y O-H [155, 156]. Mientras que los pico a 532.97 y 533.78 eV son
energias de enlace de C=0 y C-O respectivamente [157, 158].
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Figura 26. Espectros XPS de Olsde a) LTCuy b) LTCuO.

La Figura 26b tiene un pico a los 530.17 eV caracteristico de los enlaces metal-oxigeno y en
este caso del enlace Cu-O de CuO y Cu0, el pico a 531.38 eV se ha reportado en Cu20 y O-H
[157, 159]. Mientras que los pico a 532.17 y 533.17 eV son energias de enlace de C=0y C-O
respectivamente [158]. La presencia de grupos hidroxilo en la superficie de LTCuy LTCuO es
deseable ya que son sitios activos para la generacion de radicales, lo que conduce a una mayor
actividad catalitica y antimicrobiana [160].
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La deconvolucion de la region de Cls de LTCu y LTCuO (Figura 27a-b respectivamente)
muestran espectros similares. El pico a 284.8 eV es debido al enlace C=C, por lo cual la mayor
parte del carbono se encuentra en hibridacion sp?. Esto concuerda con los resultados obtenidos
en el anlisis FTIR (Tabla 2). A 285.4, 286.6 y 288.82 eV se encuentran los enlaces C-C sp?, C-
Oy C=0 del carbono de los compuestos aromaticos respectivamente [161, 162]. El pico a 288,6
eV indica que la parte carbonosa contienen grupos funcionales carboxilo [154]. Estos resultados

coinciden con lo obtenido por FTIR.
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Figura 27. Espectros XPS de Clsde a) LTCuy b) LTCuO
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7.5 Distribucién del tamafio mediante dispersion de luz

En la Figura 28a se muestra la distribucion del tamafio de las particulas LTCu. La estrecha
amplitud monomodal indica un tamafio promedio-Z de 590.7 nm y un Ipgq 0.25. Los resultados
monomodales coinciden con lo reportado para NPs biosintetizadas con morfologia cuasi-

esférica dispersa y aglomerada [163, 164].
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Figura 28. Distribucion de tamafio mediante DLS de las NPs obtenidas.

Como se muestra en la Figura 28b LTCuO exhibe un diametro hidrodindmico de 378.7 £ 21 nm
y un lpq 0.36. La distribucion bimodal en las mediciones 2 y 3, son derivadas de la gran
diferencia entre los didametros medios de las NPs LTCuO y su posible aglomeracion. A pesar de
gue el método de analisis estadistico que emplea la técnica DSL contempla algoritmos para
distintos tamafios, este presupone un unico tamario y forma (esférica o cuasi-esférica) al realizar
el ajuste estadistico. Dichos resultados multimodales concuerdan con lo reportado para NPs

biosintetizadas con morfologias no esféricas aglomeradas [144, 156, 165].
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7.6 Degradacion de Azul de metileno por LTCuy LTCuO
En la Figura 29 se muestra la degradacién de AM en condiciones de oscuridad al agregar 120
mg/L de LTCu en una dilucion de 250 ppm de AM. La concentracion de AM a los 0 min (30 s)

disminuye un 23.7%, lo cual puede deberse a la degradacién por adsorcion del colorante.
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Figura 29. Degradacion de AM por LTCu (120 ppm) en oscuridad.
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El porcentaje de degradacion de AM por LTCu en oscuridad se calculé empleando la Ecuacion

12 (Figura 30a). Al agregar 120 mg de LTCu se logra hasta el 48.4 % de degradacion mientras

que a los 240 mg se llega al 97 % de degradacion a los 150 min. La Figura 30b muestra la

capacidad de degradacion por adsorcion (Q:) en mg de AM degradado por g de LTCu, el cual

se calculé empleando la Ecuacion 13, obteniendo una Q: de hasta 1,011 mg de AM adsorbido

por gramo de LTCu a los 150 min en condiciones de oscuridad.
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Figura 30. a) Porcentaje de degradacion de AM a diversas concentraciones de LTCu en
oscuridad y b) Capacidad de adsorcion (Qt) en mg de AM por g de LTCu en oscuridad.

El proceso para una degradacion fotocatalitica inicia con la adsorcién de las moléculas del AM

en la superficie del catalizador (Seccién 2.7). En ausencia de luz, el comportamiento de LTCu

en la Figura 30a puede deberse a la degradacion por adsorcion acompafiada de la degradacién

ocasionada por los grupos funcionales de la superficie de LTCu encontrados en el espectro

FTIR.
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Por otra parte, LTCuO (Figura 31) muestra una degradacion de apenas el 10% a una

concentracion de 120 mg/L a los 150 minutos. El porcentaje de degradacion y Qt se calcularon

empleando las Ecuaciones 12 y 13 respectivamente. Se obtuvo una Qt hasta de 225.9 mg-g*
(Figura 32b).
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Figura 31. Degradacion de AM por LTCuO (120 ppm) en oscuridad.
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Figura 32. a) Porcentaje de degradacion de AM a diversas concentraciones de LTCuO en
condiciones de oscuridad y b) Capacidad de adsorcion (Qt) en mg de AM por g de LTCuO en
oscuridad.

El desempefio de LTCuO comparado con LTCu es menor. Esto se puede deber a que en ausencia

de luz la degradacion se lleva a cabo por adsorcion y por la interaccion con grupos carbonilos e

hidroxilos principalmente. Los cuales se encuentran mayormente en LTCu que en LTCuO de

acuerdo con los resultados en el andlisis FTIR.
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En el presente trabajo la capacidad de degradacion de AM de las NPs muestra resultados
favorables con un porcentaje de degradacion de hasta el 99.3% (600 mg/L 150 min) y 47.5%
(600 mg/L 150 min) para LTCu y LTCuO respectivamente (Tabla3). Comparado con otros

reportes LTCu muestra un mejor desempefio en condiciones de oscuridad. Mientras que LTCuO

exhibe un desempefio significativo.

Tabla 3. NPs de cobre biosintetizadas y su degradacioén de AM en oscuridad.

Material NPs Catalizador Concentracion Tlempo Degradaci6n Bibliografia
(mg/L) AM (min) (%)
(ppm)

L Sy Presente
. Cu20/ 600 250 150 99.3% .
tridentata c trabajo

uo
L LTeuo Presente
— Cu0/ 600 250 150 47.5% .
tridentata | ~ .0 trabajo
2
Celastrus | 100° 10 120 SDS [166]
paniculats
Calotropis | o 5 200 20 120" SDS [92]
gigantea
a: pH ajustado a 9;
al: pH alcalino

b: Hasta 3 h para lograr el equilibrio adsorcion-desorcién (degradacién no significativa).
SDS: Sin degradacién significativa.
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La actividad fotocatalitica de LTCu bajo irradiacion UV presenta una degradacion inicial de
AM del 33.7%, es decir 10% mas que en condiciones de oscuridad. En la Figura 33 se puede
apreciar el porcentaje de degradacion de LTCu bajo irradiacion UV. A partir de los 120 min a

240 mg/L del catalizador se logra una degradacion del 96.4%.

100 ././.’—”/’—.
80 -

9

= 60 -

S

s

=

£ 40-

7]

= 120 mg/L
20 LTCu UV e 240 mall

0 ' T ' | ' | ' | ' T
0 30 60 90 120 150

Tiempo (min)

Figura 33. Porcentaje de degradacion de AM a 120 y 240 mg/L de LTCu bajo irradiacion UV
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Mientras que el comportamiento de LTCuO en presencia de irradiacion UV llega a degradar
hasta un 49.17 % en una concentracion de 600 mg/L a los 150 min (Figura 34). EI aumento en

el porcentaje de la degradacion se debe a la fotodegradacion.
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Figura 34. Porcentaje de degradacion de AM a diversas concentraciones de LTCu bajo
irradiacion UV.
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En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en el presente trabajo comparados con
trabajos similares. LTCu muestra el mayor porcentaje de degradacion ante una concentracion

mayor de AM.

Tabla 4. NPs de cobre y su degradacion de AM en irradiacion UV

Material NPs Concentraci6  Tiempo Bibliografia
Catalizador n (min)  Degradacion
(mg/L) AM (%)
(ppm)
LTCu
L Cuz0/ 240 250 120 96.4% Presente
tridentata trabajo
CuO
L LTeuo Presente
— CuO/ 600 250 150 49.17% .
tridentata trabajo
Cu.0
Celastrus | 100 10 120 90% [166]
paniculats
Tinospora | 500 5 120 80% [167]
cordifolia
Psidium | Cu.0 - 3.19 3 91.76% [168]

a: pH ajustado a 9;
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Para evaluar la actividad fotocatalitica de LTCu en presencia de luz solar se eligio la
concentracion 120 mg/L al ser la més alejada al 100% de degradacion en irradiacion UV. Para
LTCuO se selecciond una concentracion de 480 mg/L. Ambos materiales mostraron una notable

actividad como se muestra en la siguiente Tabla:

Tabla 5. Degradacion de AM en irradiacion solar por NPs de cobre biosintetizadas.

Material NPs Catalizador Concentracion Tlempo Degradaci6n Bibliografia
(mg/L) AM (min) %)
(ppm)

L Sy Presente
— Cu20/ 120 250 150 92% .
tridentata trabajo

CuO
L LTeuo Presente
ridentat CuO/ 480° 250 150 92% rabai
ridentata | ~ .o rabajo
Aloe vera | Cuz0 - 10 10 100%° [147]
Tinospora | 2000 52 120 >90% [167]
cordifolia

a: pH ajustado a 7.
b: 0.3 mL de H,O, en 100mL.
c: irradiacién de simulador de luz solar.
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Para LTCu, el porcentaje de fotodegradacion por irradiacion UV es 19.6 % mayor que la
degradacion por adsorcion en oscuridad y llega hasta un 92% de fotodegradacion bajo
irradiacion solar. Esto se debe a la estrecha banda prohibida del Cu,O y el CuO (~2.2y ~2.0 eV

y respectivamente) que permite la captacion de luz visible [88, 89].

Por otro lado, al emplear LTCuO el porcentaje de fotodegradacion por irradiacion UV es 8.2 %
mayor que la degradacion por adsorcion en oscuridad y llega hasta un 92% de fotodegradacion
bajo irradiacion solar. Adicional a su estrecha banda prohibida la fotodegradacion llegé al 92%

por la adicion de H20- el cual puede actuar como agente oxidante y reductor [19].

Tabla 6. Comparativo de los porcentajes de degradacion a diferentes tipos de irradiacion.

Material Irradiacion Catalizador Tiempo Degradacion
(mg /L) (min) (%)
LTCu Oscuridad 120 150 48.4
Luz UV 120 150 68
Luz solar 120 150 92
LTCuO | Oscuridad 480 150 30.6
Luz UV 480 150 38.8
Luz solar + H.0> 480 150 92

Para llevar a cabo la evaluacion de la reutilizacion de LTCu se realizé un primer ciclo (150 min)
en presencia de AM a 250 ppm y con una concentracion de 600 mg/L de LTCu en oscuridad.
LTCu se recuperaron y se reutilizaron dos veces mas en condiciones de oscuridad. Al finalizar
el segundo ciclo, el porcentaje de degracion de AM disminuy6 del 99% al 93 % vy, para el tercer
ciclo fue del 91%. Lo que confirma una favorable reciclabilidad de LTCu para la degradacion
del AM. Los porcentajes de degradacidn al final de cada ciclo no presentan variaciones drasticas,
lo cual sugiere una buena estabilidad, la cual se puede atribuir al recubrimiento organico

encontrado por FTIR, el anélisis elemental y por DRX [35].
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7.7 Actividad antibacteriana

El resultado de la actividad antibacteriana de LTCu y LTCuO se muestran en la Figura 35. Las
tres cepas bacterianas Erwinia sp (a), P. costantinii (b) y P. fluorescens (c) crecieron en todas
las concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, y 0.5 mg/mL) para ambas nanoparticulas. En las placas
crecio una pelicula bacteriana homogénea, opaca y traslucida, correspondiente al aspecto tenue
de las bacterias. Contrario a lo esperado y reportado con otras NPs biosintetizadas [109, 111].

Figura 35. Actividad antibacteriana de LTCuy LTCuO

a) Erwinia sp.
b) P. costantinii.
¢) P. fluorescens.
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Las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas dependen principalmente del tamafio, la
morfologia y su composicion quimica. En la tabla 7 se compraran las caracteristicas de NPs de

cobre biosintetizadas con actividad antibateriana y las sintetizadas en el presente trabajo.

El tamafio de las NPs con actividad antibacteriana aun con el recubrimiento no rebasa los 100
nm, a diferencia de LTCu y LTCuO que sobrepasan los 100 nm con un tamafio de 590 y 378
nm respectivamente. La morfologia de las NPs con actividad antibacteriana fue esférica
aglomerada y monodispersa, LTCu y LTCuO muestran una morfologia aglomerada. La
composicion de las NPs con actividad antibacteriana tienen una distribucion de la materia
organica mas homogénea, LTCu y LTCuO tienen una concentracion de NPs en zonas

especificas y una cobertura organica irregular.

El tamafio de las bacterias se encuentra alrededor de las 2 micras de largo. Como se explicé en
el apartado 2.8 (Figura 15) la mayoria de los mecanismos de accién para lograr una actividad
antibacteriana dependen de la internalizacién de las NPs. El tamafio promedio aglomerado

LTCuy LTCuO son la principal limitante para la actividad antibacteriana.

Tabla 7. Actividad antibacteriana de NPs de cobre biosintetizadas.

Material NPs  Tamafio  Materia  Morfologia Actividad Bibliografia
(nm) organica antibacteriana
Cuasi- Sin actividad
L. tridentata | Cu 590 esférica antibacteriana PSS
trabajo
aglomerada
e Sin actividad
. CuO/ poliédrica . . Presente
L. tridentata | o\ 378 aglomerada  antibacteriana trabajo
« a8ty . Pseudomonas
- s o A
2l & # ESiie T fluorescens
Aloe vera CuO 100 & »* aglomerada [111]
L
b Esférica Ervlvinia
: CuO 10 mono amylovora [109]
chrysogenum di
ispersa
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7.8 Actividad antifangica

Este es el primer reporte del efecto inhibitorio de nanoparticulas ante Fusarium euwallaceae.
En la Figura 36 se muestra el crecimiento del hongo en presencia de las NPs LTCu y LTCuO.
Se puede observar crecimiento casi regular de Fusarium euwallaceae en todas las
concentraciones. Lo que indica que este hongo presenta tolerancia a LTCu. Sin embargo, se
aprecia una disminucion de la densidad micelial dependiente del aumento de la concentracion
de NPs LTCu. Asi mismo, solo llega a inhibir 17 % del crecimiento radial del hongo a 0.5
mg/mL (Figura 37). EI mismo efecto se observo para LTCuO, pero con un ligero aumento de

inhibicidn de crecimiento micelial radial (39%) a 0.5 mg/mL.

Fusarium euwallaceae

Blanco

Figura 36. Crecimiento micelial radial de Fusarium euwallaceae en medio modificado con
LTCuy LTCuO respectivamente.
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Figura 37. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de LTCuy LTCuO ante Fusarium
euwallaceae.
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Debido a que las concentraciones de NPs usadas contra Fusarium euwallaceae fueron poco
efectivas, se incrementd la concentracion para los hongos F. solani, Colletotrichum
gloeosporioides y F. oxyporum. La actividad antifungica de LTCu contra F. solani es mostrada
en la Figura 38 donde se observa que a una concentracion inicial de 0.1 mg/mL de NPs hay un
aumento en el crecimiento micelial comparado con el control. En lugar de una respuesta
inhibitoria se obtuvo una respuesta hormética. Es decir, la dosis subletal de LTCu tuvo un efecto
benéfico que estimuld el crecimiento [169]. Se ha reportado que hongos fitopatdgenos han

estimulado su metabolismo ante la presencia de extractos vegetales [170].

Se aprecia una disminucion significativa del crecimiento micelial radial a partir de 0.5 mg/mL
para F. solani. En cuanto al efecto inhibidor de LTCu sobre b) Colletotrichum gloeosporioides
se observa que el crecimiento micelial radial se comporta de una manera dependiente de la

concentracion.

0.1 0.25 0.5 0.75 1.0

a) E solani

b) C. gloeosporioides

Figura 38. Efecto inhibidor de LTCu sobre el crecimiento de a) Fusarium solani y b)
Colletotrichum gloeosporioides a 0,0 0.1, 0.25, 0.5. 0.75y 1 mg/mL.
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Por otro lado, la actividad antifungica de LTCuO sobre el sobre el crecimiento de Fusarium
solani (Figura 39) depende de la concentracion de NPs. La pigmentacion del micelio cambia
desde la concentracion mas baja de NPs (0.1 mg/mL). EI mismo efecto se observa para
Colletotrichum gloeosporioides, a partir de la concentracion 0.25 mg/mL la densidad del

micelio y la morfologia del crecimiento se ve severamente afectada ya que pierde su estructura

filamentosa.

0 0.1 0.25 0.5 0.75 1.0

a) FE. solani

b) C. gloeosporioides

Figura 39. Efecto inhibidor de LTCuO sobre el crecimiento de a) Fusarium solani y b)
Colletotrichum gloeosporioides a 0,0 0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1.0 mg/mL.
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La mayor tasa de inhibicion para F. solani fue del 46% para LTCu y 68% para LTCuO a 1
mg/mL. LTCuO super6 el 50% a 0.75 mg/mL, mientras que la tasa de inhibicion para
Colletotrichum gloeosporioides a la mayor concentracion de NPs fue del 25% para LTCuy 39%
para LTCuO.

100 100
o0 N LTguo %0
g - LTCu : 1
80 ] F. solani 80 4 B LTCu
o] o] I LTCuO C. gloeosporioides

60 60

501 50 ]
40 40

Inhibicion (%)
Inhibicion (%)

30 1
J 304
20+ 1

J 20 4
104

10 4
04 ]

d T T T T T T T 0-
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

0.25 0.50 0.75 1.00
Concentracion NPs (mg/mL) Concentracion NPs (mg/mL)

Figura 40. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de LTCuy LTCuO ante Fusarium
solani y Colletotrichum gloeosporioides.

La literatura muestra mayor nimero de reportes del efecto antifungico de NPs de plata que de
cobre contra F. solani. También se ha evidenciado que las propiedades antifungicas de las
nanoparticulas dependen principalmente del tamarfio, la morfologia y su composicion quimica.
Aunado a que son escasos los trabajos con NPs de cobre biosintetizadas, no reportan todas las
caracteristicas principales de comparacion.

Existen reportes de NPs de Ag comerciales que tiene un porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial radial contra contra F. solani de ~100% a una concentracion de 0.01 mg/mL, mientras
otras NPs de Ag comerciales se muestran sin efecto inhibitorio a una concentracién de
0.1mg/mL. Estos resultados indican que no sélo el tamarfio y el metal de las NPs es importante
sino también las caracteristicas morfologicas [171, 172] (Tabla 8).
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Al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con la literatura disponible, se
conoce que: Las NPs de Cu y CuO comerciales tienen un efecto inhibitorio a una concentracion
efectiva que causa una reduccion del 50% en la tasa del crecimiento del micelio de 0.26 +0.12
y >1 mg/mL respectivamente. Resultados similares con LTCu y LTCuO que llegan a un IRG
del 46 y 68% respectivamente a una concentracion de 1 mg/mL. Adicionalmente se encontrd
que NPs de CuO sintetizadas con extracto de Stachys lavandulifolia reportan un porcentaje de

inhibicion > 90% a una concentracion de 0.05 mg/mL.

La informacidn de los reportes para inhibir a F. solani por NPs de cobre y 6xidos sugiere que la
monodispersidad y la morfologia cubica favorece el efecto antifingico y que el aumento del

tamafo (80 nm a 378 nm) disminuye su efecto inhibitorio (Tabla 8).
Tabla 8. Efecto antagdnico sobre el crecimiento micelial de Fusarium solani.

Concentracion

Material Metal Método (mg/mL) Tamafio  Bibliografia
Inhibicion ~ morfologia
L. tridentata ' LTCu Crecimiento 1 590.7 Presente
Cu20/CuO  micelial radial 46% Cuasi-esférico trabajo
L. tridentata LTCuO Crecimiento 1 378.7 Presente
CuO/Cu20  micelial radial 68% Poliédrica trabajo
Comercial Cu Crecimiento 0.26 £0.12  25nm [173]
NPs micelial radial (D) CEso -
Comercial CuO- Crecimiento >1.0 <50 nm [173]
NPs micelial radial (D) ECso -
Fungicida Cu Crecimiento 0.76+0.01 - [173]
comercial (OH): micelial radial (D) ECso -
Stachys CuO Inoculacion por 0.05 <80 nm [174]
lavandulifolia disco >90% cubica
Ag Crecimiento 0.1 10 nm [171]
Comercial micelial radial SEI esférico.
Ag Crecimiento 0.01 15nm [172]
Comercial micelial radial ~100% -
CMI

D: Inoculacion por disco.

CEso: Concentracion efectiva que causa una reduccion del 50% en la tasa del crecimiento del micelio.
SELl.: Sin efecto inhibidor.

CMI: Concentracion minima inhibitoria.
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Se encontrd solo un trabajo de Cu-NPs mediadas por extractos de planta Ocimum sanctum
reportando un efecto inhibitorio de C. gloeosporioides, sin embargo, no presentan todos los
parametros de comparacion [175]. Debido a esto, se optd por comparar los resultados del
presente trabajo con NPs de cobre y Oxidos de cobre comerciales. EI mejor resultado es una
CEso a una concentracion de Cu-NPs de 0.16 mg/mL mientras que le LTCuy LTCuO presentan
un IRG 25% Yy 39% a 1 mg/mL respectivamente. Los resultados sugieren que un tamafio menor

a 590 nmy con forma cubica puede mejorar el efecto inhibitorio (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto antagonico sobre el crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

Concentracion

Material Metal Método (mg/mL) Tamafio Bibliografia
Inhibicion ~ morfologia
L. tridentata LTCu Crecimiento 1 590.7 Presente
Cu20/CuO  micelial radial 25% Cuasi- trabajo
esférico
L. tridentata LTCuO Crecimiento 1 378.7 Presente
CuO/Cu20  micelial radial 39% Poliédrica trabajo
Comercial Cu Crecimiento 0.16 £0.01  25nm
NPs micelial radial (D) CEso -
Comercial Cu Crecimiento - 40-60 nm
NPs micelial radial (D 91.2% Cdubica
Comercial CuO- Crecimiento - <50 nm
NPs micelial radial (D  89% monoclinica
Comercial CuO- Crecimiento >1.0 <50 nm
NPs micelial radial (D) ECso -
Fungicida Cu Crecimiento 0.56+0.009 -
comercial (OH): micelial radial (D) ECso -
Ocimum Cu Diametro de zona - 25 nm
sanctum de inhibicion 15.25mm  Varilla,
(mm) - cilindroy
eliptico
(mezcla)

D: Inoculacion por disco
CEso: Concentracion efectiva que causa una reduccion del 50% en la tasa del crecimiento del micelio.
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El efecto antifungico de LTCuO contra F. oxysporum se observa en la Figura 41. Se evidencio
que la pigmentacion del micelio es afectada de una manera dependiente de la concentracion de

las NPs en el medio. Se logro obtener 70 % de IRG a una concentracion de 1 mg/mL (Figura
42).

LTCuO

0 0.1 0.25 0.5 0.75 1.0

¢) E oxysporum

Figura 41. Efecto inhibidor de LTCuO sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum a 0,0 0.1,
0.25,0.5,0.75y 1.0 mg/mL.
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Figura 42. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de LTCuO contra Fusarium
oxisporum
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Los reportes de efectos inhibitorios contra F. oxysporum de NPs biogénicas de cobre y 6xidos

de cobre no son comparables al presente trabajo, por lo cual, se comparé con un articulo de NPs

de Cu20 quimicamente sintetizadas [177]. Se compara con el documento antes mencionado por

la morfologia cubica y la presencia del Cu.O.

Las NPs obtenidas por sintesis quimica exhibe un IRG >90% a 0.25 mg/mL y LTCuO tiene un

IRG de 70% a 1mg/mL. Lo cual sugiere que una morfologia ctbica y un tamafio en la nanoescala

favorecen el efecto antagénico.

Tabla 10. Efecto antagonico sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum.

Material

L. tridentata

Celastrus
paniculatus

Citrus medica

Botryococcus

braunii
Sintesis
quimica

Concentracion

Metal Método (mg/mL)
Inhibicion

LTCuO Crecimiento 1

CuO/Cu20  micelial radial 70%

Cu Técnica de 2.4
alimentos 79%
envenenados

Cu Difusién por disco -
(Kirby-Bauer) 30 mm

CuO Pocillos en agar -

12 mm

Cuy Crecimiento 0.25

Cu20 micelial radial >90%

NPs

Tamario Bibliografia

morfologia

378.7 Presente
Poliédrica trabajo
2-20 nm

esféricas

10-60 nm
cubica
10-70 nm
cubica
56 nm
Cubica
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8. CONCLUSIONES

La sintesis de LTCu y LTCuO utilizando extracto acuoso de L. tridentata presenta
nanoparticulas, sin embargo, se presentan principalmente sus aglomerados observables en el
anélisis MEB y TEM. EL tamafio de LTCu obtenido por DSL es un tamafio promedio-Z de
590.7 nm y LTCuO muestra un tamafio de didmetro hidrodindmico de 378.7 + 21 nm. Estos
aglomerados también conocidos como particulas secundarias se pueden deber a la propiedad
intrinseca de energia superficial de las NPs o bien al efecto del tiempo de incubacion en la

reaccion de sintesis.

Las caracteristicas espectrales del andlisis por FTIR de LTCu y LTCuO corresponden con el
espectro de L. tridentata confirmando la identidad del precursor bioldgico. Esto indica que una
parte representativa de los compuestos de L. tridentata son solubles en agua y forman parte del
recubrimiento. LTCu y LTCuO tienen una morfologia cuasi-esférica y poliédrica
respectivamente corroborado por MEB, TEM y DSL. LTCuO mostro una cristalinidad cubica

caracteristica de CuO y Cu20 en el andlisis por difraccion de rayos X.

LTCuy LTCuO muestran en su superficie las sefiales caracteristicas del Cu, CuO y Cu20 en el
andlisis XPS. En LTCu predomina la sefial de Cu.O coincidiendo con la proporcion del
porcentaje en peso del C y el O en el andlisis elemental EDS. En LTCuO predomina la sefial

caracteristica del CuO coincidiendo con la fase principal cubica encontrada por DRX.

LTCu mostré un desempefio favorable de degradaciéon AM. En condiciones de oscuridad se
logré la degradacion del 48.4% de AM (250 ppm) a los 150 min con una concentracién de LTCu
de 120mg/L exhibiendo una Q: de 1,011 mg/g. En presencia de irradiacion UV la
fotodegradacion de AM fue del 68% a los 150 min con 120 mg/L. En presencia de luz solar

Ilegd al 92% de degradacién al mismo tiempo y concentracion.

LTCuO mostro una degradacion de 30.6% de AM (250 ppm) a los 150 min con una
concentracion de 480 mg/L del material sintetizado exhibiendo una Qt de 192 mg/g. Al mismo
tiempo y concentracion de LTCuO pero con irradiacion UV la degradacion aumento al 38.8%

y con presencia de luz solar y la adicion de H>O: lleg6 al 92% de degradacion.
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La degradacion en condiciones de oscuridad se debe a la adsorcion del AM en la superficie de
los materiales obtenidos. EI desempefio observado en LTCu fue mayor que el de LTCuO, esto
se puede atribuir a una mayor cantidad de grupos hidroxilos y carbonilos en la superficie como
se corrobor6 por FTIR y XPS. Estos grupos funcionales se han asociado con la adsorcion y
deslocalizacion de electrones 7 de colorantes seguido de una degradacion por desmetilacion e

hidroxilacion.

Ninguna de las NPs present6 actividad antibacteriana ante las cepas Erwinia sp, P.costantinii y
P. fluorescens debido a que su tamafio aglomerado supera los 0.3 y 0.5 micras en LTCu y
LTCuO respectivamente.

Se identifico el efecto inhibidor de LTCu contra el crecimiento micelial de hongos fitopatégenos
con un IRG de hasta del 17.46 y 25% para F. euwallaceae, F. solani y C. gloeosporioides
respectivamente. En cuanto a LTCuO mostrd un IRG de 39.68, 39 y 70% para F. euwallaceae,
F.solani, C. gloeosporioides y F. oxysporum respectivamente. Adicionalmente se pudo observar
una respuesta hormética a bajas concentraciones de LTCu. EIl efecto inhibidor LTCuO fue
mayor que el de LTCu, esto se puede deber a que en LTCuO los aglomerados tiene menor
tamafio. Los resultados proporcionan informacion valiosa al contribuir con todos los pardmetros

principales para la actividad antimicrobiana caracteristica de cada cepa.
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