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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion estudia la fabricacion de hidrogeles de fibroina cargados
con nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre para el control del hongo Fusarium en las plantas
de banano y platano. Se evaluaron cinco métodos de sintesis verde y sintesis quimica, de los cuales
se seleccion6 el método 4 como el mas adecuado para la sintesis de nanoparticulas de cobre,
utilizando sulfato de cobre pentahidratado como sal precursora, acido ascorbico como agente
reductor y almidén como estabilizante. A partir de este método se obtuvieron nanoparticulas de
cobre metalico con forma esférica y con un tamafio de 4,5 nm; después, se elaboraron hidrogeles
de fibroina con concentracién al 1% (tipo A) y al 0,1% (tipo B), estos fueron sometidos a un ensayo
en el que se evalud durante 11 dias la liberacion de las nanoparticulas, el hinchamiento, y, la pérdida
de peso de los hidrogeles. Los resultados mostraron que los hidrogeles tipo A perdieron mayor
peso que los tipo B. Por su parte, los resultados obtenidos con los hidrogeles tipo B no son
concluyentes por las dificultades presentadas con el montaje del ensayo de liberacion, lo cual no

propicid la correcta cuantificacion del cobre.

Palabras clave — Nanoparticulas de cobre, hidrogeles, fibroina, liberacion, sintesis.
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ABSTRACT

The present research work studies the fabrication of fibroin hydrogels loaded with copper
nanoparticles or copper oxides for the control of the Fusarium fungus in banana and plantain plants.
Five methods of green synthesis and chemical synthesis were evaluated, of which the 4th method
was selected as the most suitable for the synthesis of copper nanoparticles, using copper sulphate
pentahydrate as precursor salt, ascorbic acid as reducing agent and starch as stabilizer. From this
method spherical copper metal nanoparticles with a size of 4.5 nm were obtained; afterwards,
fibroin hydrogels were elaborated with a concentration of 1% (type A) and of 0.1% (type B), these
were subjected to a test in which the release of nanoparticles, swelling and weight loss of the
hydrogels were tested for 11 days. The results show that the type A hydrogels lost more weight
than the type B. On the other hand, the results obtained with the type B hydrogels are not conclusive
due to the difficulties presented with the assembly of the release test, which did not lead to the

correct quantification of copper.

Keywords — Copper nanoparticles, hydrogels, fibroin, release, synthesis.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

A. Planteamiento del problema

Ameérica Latinay el Caribe producen el 26% del banano y el platano que se consume a nivel
mundial, siendo el banano el cuarto cultivo més importante después del arroz, el trigo y el maiz;
ademas, el platano representa un elemento bésico en la alimentacion de la poblacion de esta region
(Betancourt et al., 2020).

Las plagas y enfermedades que afectan dichas plantaciones son cada vez mas frecuentes y dificiles
de tratar, lo que perjudica y dificulta la produccién agropecuaria e impide abastecer a la poblacién,
y causa un problema econdmico a los que dependen de dichos cultivos. Dentro de las enfermedades
que afectan estas plantaciones se encuentra el “mal de Panama” causado por el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc R4T), el cual causa marchitamiento y muerte de las plantas

disminuyendo rapidamente el rendimiento.

Actualmente, cerca de 20 paises en todo el mundo han reportado cultivos afectados por el hongo
Foc R4T (Vézina, 2014). En Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), confirmé en
agosto de 2019 la contaminacién de 175 hectareas en el departamento de la Guajira. Desde
entonces, este organismo se ha aislado de los territorios contaminados para evitar la propagacion a

otras regiones del pais (Instituto Colombiano Agropecuario - ICA, 2019).

Adicionalmente, el suelo infectado no puede utilizarse para plantaciones de bananos u otros
cultivos durante décadas debido a la longevidad del hongo. Si bien no se tienen datos del impacto
econdémico en América Latina y el Caribe, en paises como Indonesia las pérdidas ascienden a 121
millones de USD, en Taiwan a 253 millones de USD y en Malasia a 14 millones de USD (Food
and Agriculture administration of the United States, 2019).

Como se menciono anteriormente, el control de plagas se ha tratado convencionalmente con

el uso de plaguicidas: insecticidas, herbicidas y fungicidas (segun el organismo que se quiere
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atacar), ya que es un método de accion rapida y actla de manera eficaz. Sin embargo, estos afectan
a organismos polinizadores a medida que actlan sobre las plagas, evitando que el polen sea
transportado a otros terrenos e imposibilitando la reproduccion de las plantas. Esto sin contar los
efectos adversos causados sobre la planta, los frutos, el ambiente y los seres vivos, los cuales
incluyen: toxicidad, contaminacion ambiental, efectos carcindgenos, disminucion de la

biodiversidad, contaminacion de los suelos y resistencia microbiana (Mesa et al., 2019).

El uso de sustancias quimicas para el tratamiento del Fusarium es una practica comin pese
a que tiene implicaciones negativas en el medio ambiente, genera efectos secundarios en la salud
publica y genera altos costos; ademas, dada su naturaleza quimica aumenta la resistencia del
patogeno (Villa-Martinez et al., 2014). Debido a esto surge la necesidad de encontrar alternativas
que permitan controlar el hongo y evitar la muerte de los cultivos de banano y platano. Al respecto,
en los Gltimos afios se han estudiado las nanoparticulas para el tratamiento de plantas enfermas,
desarrollando diferentes fertilizantes y tratamiento. Particularmente se destacan las nanoparticulas
de cobre (Cu-NPs) y las de oxidos de cobre (CuO-NPs), las cuales tienen potencial antifungico
(Khatami et al., 2019) y en este sentido, diferentes protocolos para la sintesis de las nanoparticulas
han sido evaluados. Estos abarcan métodos quimicos y fisicos (Verma & Kumar, 2019); sin
embargo, los quimicos resaltan debido a que ciertos factores como el crecimiento y la morfologia
de las particulas pueden ser controladas optimizando las condiciones de las reacciones (Umer et al.,
2012).

La fibroina de seda es la principal proteina de la fibra de seda y se obtiene a partir de los
capullos del gusano de seda (Bombyx mori). Este polimero natural es de gran interés para el
desarrollo de los biomateriales debido a su biodegradabilidad y propiedades mecanicas como
resistencia a la rotura, elongacion, buena tenacidad y ductilidad (Gaviria Arias & Caballero
Mendez, 2015).

Los hidrogeles son polimeros con redes tridimensionales con cadenas flexibles (Arredondo
& Londofio Lépez, 2009), estos tienen la capacidad de retener y liberar agua, por lo que a menudo

son utilizados como vehiculos para la liberacion de compuestos de interés como en la industria
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farmacéutica para la liberacion de farmacos, en la agricultura para la nutricion de cultivos o

tratamientos contra enfermedades.

Segun lo anterior, los hidrogeles fabricados con fibroina podrian ser un vehiculo para las
nanoparticulas de cobre u 6xidos cobre y ser utilizados en control bioldgico. De acuerdo con esto,
este proyecto tiene como objetivo fabricar hidrogeles a partir de fibroina que contengan
nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre con posible utilizacion en el tratamiento contra el
Fusarium en los cultivos de banano y platano. Para la sintesis de las Gltimas se utilizaran sintesis
quimica y sintesis verde, el primero consiste en una reduccién quimica con sulfato cobre (1)
pentahidratado como sal precursora y acido ascorbico como agente reductor. El segundo método
se realiza a partir de una fuente bioldgica, en este caso el extracto de Ocimum basilicum
comunmente denominada albahaca morada. Ademas, se fabricaran hidrogeles de fibroina a los
cuales se les afiadiran las nanoparticulas obtenidas. Posterior a esto, se realizaran diferentes
técnicas de caracterizacion para evaluar tanto las nanoparticulas como los hidrogeles con
nanoparticulas. Finalmente, se evaluaran diferentes propiedades de los hidrogeles con

nanoparticulas para su potencial uso en el control bioldgico.
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2. OBJETIVOS

a. Objetivo general

Fabricar hidrogeles de fibroina con adicion de nanoparticulas de cobre u éxidos de cobre

con potencial aplicacion en control biolégico.

b. Objetivos especificos

1. Implementar protocolos de sintesis verde y de sintesis quimica para la produccion de

nanoparticulas de cobre u 6xido de cobre.
2. Fabricar hidrogeles de fibroina con adicion de nanoparticulas de cobre u dxido de cobre.

3. Caracterizar fisica y quimicamente las nanoparticulas obtenidas y los hidrogeles

producidos.

4. Evaluar la potencial aplicacion de los hidrogeles cargados con nanoparticulas en el

control bioldgico.
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CAPITULO Il

A. MARCO TEORICO

1. Nanomateriales

A la fecha, no se tiene una definicién unificada de qué es un nanomaterial, debido a que
diferentes autores y organizaciones regulatorias difieren en el rango dimensional en el que se define
un nanomaterial. La comision europea en 2011 establecid la siguiente definicion: “Se entiende
como nanomaterial es un material natural, accidental o fabricado que contenga particulas, sueltas
o formando un agregado o aglomerado, y en el que el 50% o mas de las particulas en la
granulometria numérica presente una 0 mas de las dimensiones externas en el intervalo de
tamafios comprendido entre un nandémetro y 100 nandémetros. En casos especificos y cuando se
justifique por preocupaciones de medio ambiente salud seguridad o competitividad, el umbral de
la granulometria numérica del 50% puede sustituirse por un umbral comprendido entre el 1% y
50%" (Dolez, 2015; Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT), 2015). En
Colombia, el Consejo Nacional Asesor adopta la siguiente definicion: “Material natural o
artificialmente sintetizado, manufacturado o fabricado que exhibe propiedades, fendmenos o
efectos bioldgicos que son atribuibles a sus dimensiones hasta una escala limite de un micrometro.
En el caso especifico de materiales nanoparticulados, se consideran asi cuando estos presenten
una distribucion mayor al 10% de particulas inferiores o iguales a 100 nm en al menos una de sus
dimensiones. Ademés de esta clasificacién se incluyen los materiales no necesariamente
nanoparticulados pero que han sido modificados a escala nanométrica en su conformacion o

interfase para dar lugar a un material con nuevas propiedades.” (Camacho et al., 2016).

2. Nanoparticulas de origen metélico y de 6xido de metales

Las nanoparticulas pueden ser de origen metélico, de 6xidos de metales, bimetéalicas,
ceramicas, poliméricas, a base de carbono y a base de lipidos (Khan etal., 2019). Las
nanoparticulas de naturaleza metélica y de 6xidos de metales son ampliamente estudiadas en la
ciencia y la ingenieria debido a sus propiedades Opticas, electronicas, quimicas, fisicas y

mecanicas, las cuales van ligadas al tamafio, la estructura cristalina, la morfologia y la composicién
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de las particulas (Yadav, 2016). La caracteristica mas importante de las nanoparticulas es la
relacion entre el area de superficie y el volumen, la cual les permite interactuar facilmente con otras
particulas; esta caracteristica hace que la difusién sea mas répida y posible en temperaturas bajas
(Kumar K et al., 2018).

Las de naturaleza metalica como la plata, el cobre, el zinc, el oro; y las de 6xidos de metales
como el éxido de cobre (CuO), el 6xido de titanio (TiO>), el 6xido de hierro (Fez04), el 6xido de
zinc (ZnO) y el Oxido de niquel (NiO) son utilizadas en procesos cataliticos, de sensado, en
ingenieria de tejidos, en aplicaciones farmacéuticas y en tratamientos antimicrobianos (Din &
Rehan, 2017). Son usualmente sintetizadas mediante métodos fisicos y quimicos y las
caracteristicas obtenidas estan fuertemente ligadas a tipo de método empleado. Por ejemplo, al
reducir el tamafio de particula, los a&tomos en la superficie se volverdn mas activos debido al
incremento de la distancia entre las coordenadas atdmicas y los sitios insaturados (Kamiya et al.,
2018).

3. Método de sintesis

La sintesis de nanoparticulas se realiza a partir de diferentes procedimientos, los cuales se
pueden clasificar como: bottom-up o métodos quimicos y top-down o métodos fisicos. Ambos
métodos tienen ventajas y desventajas y segun sea el propdsito de uso de las nanoparticulas, es

recomendable usar un protocolo u otro.

Métodos quimicos

Los métodos bottom-up consisten en emplear sustancias simples para sintetizar las
nanoparticulas, es decir, a partir de atomos, moléculas o clusters se “construyen” las
nanoparticulas. De estos métodos resalta la facilidad para controlar el tamafio de particula y su
morfologia, a partir del control de la condiciones de la reaccién, como: la concentracién y la
temperatura del surfactante, el agente precursor, el agente estabilizante y el tipo de solvente (Umer
et al., 2012). Algunos métodos quimicos son: método coloidal o microemulsion, descomposicion
térmica, fotoquimica o sonoquimica, deposicion quimica en fase vapor (CVD), sintesis

electroquimica, método sol-gel y reduccion quimica.
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En el presente trabajo se utilizara el método de reduccion quimica, el cual consiste en utilizar
una sal metalica y un agente reductor disueltos en un mismo solvente y en presencia de un
estabilizador para controlar la agregacion y el crecimiento de las particulas (Gomez Villarraga,
2016) como se ilustra en la Fig. 1. Inicialmente ocurre la nucleacién, en la que la sal metalica se
reduce a atomos metalicos cerovalentes, estos atomos se encuentran con otros iones, atomos y
grupos metalicos; después, se forman los nucleos criticos, agregados estables que permiten el
crecimiento de los mismos. El crecimientos de los nucleos depende de la fuerza de los enlaces

metal-metal y los potenciales redox de la sal metalica el agente reductor (Ferrando, 2016).
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Fig. 1. Esquema de los pasos involucrados en la sintesis por reduccién quimica

Métodos fisicos
Los métodos top-down consisten en “destruir”, ya que se parte de un volumen macroscopico
que es sometido a multiples fragmentaciones mecanicas hasta llegar a un tamafio especifico. Entre

los métodos de sintesis fisica se encuentran:

a. Ablacion / deposicion con laser de pulso: este método consiste en la produccion de
nanoparticulas a partir de diferentes solventes. La ablacion con laser de pulso en solvente
(LASIs) se realiza en una camara de vacio en presencia de gases inertes. Las caracteristicas de
las nanoparticulas obtenidas son influenciadas por factores como el tipo de laser, la duracién
del pulso y el tipo del solvente (Ealias & Saravanakumar, 2017; Khodashenas & Ghorbani,

2014).
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b. Molienda de particulas: este es un método mecanico que se realiza con materia de tamafio
micrometrico. Los equipos que comunmente se utilizan son: molino de bolas de desgaste,
molino de bolas planetario, molino de bolas vibrante, molino de bolas de alta energia y molino
de tambor de baja energia. Algunas de las limitaciones de la sintesis de nanoparticulas con este
método es la dificultad de producir particulas ultrafinas. Sin embargo, es de bajo costo, facil
operacion y las nanoparticulas se pueden producir a gran escala (Khodashenas & Ghorbani,
2014; Rajpunt, 2015; Umer et al., 2012).

c. Pulverizacion catodica (Sputtering): es la deposicién de nanoparticulas en una superficie
expulsando particulas de la misma al chocar con iones. La forma y el tamafio de las
nanoparticulas estan determinadas por el grosor de la capa, la temperatura y la duracion del

recocido, el tipo de sustrato, entre otros factores (Ealias & Saravanakumar, 2017).

d. Descarga de alambre pulsado: este método consiste en tomar un alambre de metal y
evaporarlo mediante una corriente pulsada para producir vapor, el cual es enfriado
posteriormente por un gas ambiental y obtener nanoparticulas. Es una técnica ideal para
materiales con alta conductividad eléctrica (Umer et al., 2012).

Biosintesis o sintesis verde

La sintesis verde de nanoparticulas surge como una necesidad de encontrar alternativas
menos costosas y con menor uso de reactivos quimicos toxicos que disminuyan el impacto
ambiental. Por tal razon, se han estudiado diferentes protocolos de sintesis que involucran
organismos vivos como bacterias, hongos y plantas, encontrando que tienen gran potencial en la
sintesis de nanoparticulas metélicas. En el proceso de sintesis, como el mostrado en la Fig. 2, los
componentes de las plantas transforman los iones metélicos en nanoparticulas de metal utilizando
las capacidades reductoras de los metabolitos y las proteinas de ellos mismos. Este método, ademas
de ser de bajo costo, no toxico e involucrar materia altamente disponible, permite controlar
facilmente la distribucion en el tamafio de la particula, no obstante, tienen una velocidad de

reaccion lenta (Singh et al., 2018).
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Fig. 2. Proceso de sintesis verde

Las plantas en la sintesis de nanoparticulas metalicas actian como agentes reductores y
como agentes de encapsulamiento (capping agents) que ayudan a minimizar la acumulacion de
particulas, controlar su morfologia, protegerlas y estabilizarlas. Este método consiste en la
obtencion del extracto de la planta mediante diferentes procedimientos, posteriormente, el extracto
se mezcla con una solucion de sal metalica a temperatura ambiente. Las caracteristicas de las
nanoparticulas obtenidas son afectadas por la concentracion del extracto de la planta, su naturaleza,
la concentracion de la sal metélica, la temperatura, el pH, entre otros (Gémez Garzén, 2018; Harish
et al., 2018; Khodashenas & Ghorbani, 2014; Umer et al., 2012).

4. Caracterizacion de nanoparticulas

Segun la aplicacion, se buscan caracteristicas especificas en el tamafio, la composicién, la
morfologia, el area de superficie, la rugosidad, la estabilidad y la distribucion, por tal razén, es
necesario utilizar técnicas que permitan estudiar y verificar las propiedades fisicas, quimicas,
eléctricas, Opticas, bioldgicas, etc. A continuacion, se indican algunas de las técnicas de

caracterizacion comunmente empleadas para la caracterizacion de las nanoparticulas:
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a. Espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDS): brinda informacion de las
propiedades quimicas. Los sistemas de EDS estan integrados generalmente en un equipo
de SEM, incluyen un detector de rayos X sensible, un Dewar de nitrégeno liquido para
enfriamiento y un software que permite recolectar y analizar los espectros de energia.
Esta técnica se basa en “bombardear” con un rayo de electrones una muestra que
desplaza electrones al interior de ella, y alli se emite una longitud de onda igual a la
diferencia de energia del electrdon que sale. Es por esto que en un EDS se mide cuanto
hay de cierto elemento en determinada longitud de onda, y cada longitud corresponde a
un elemento quimico. De acuerdo a la férmula de Rydberg cada elemento tiene
longitudes de onda diferentes, lo cual permite identificar los elementos presentes en una
muestra. Ademas, esta técnica permite cuantificar dichos elementos (Garratt-Reed &
Bell, 2003)

b. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): esta técnica da
informacion de los grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas metélicas.
Esta técnica permite identificar los materiales orgénicos, midiendo las bandas de
absorcion infrarroja de los componentes moleculares y sus estructuras. Este espectro se
grafica como intensidad versus numero de onda (cm™). La intensidad suele ser
representado como un porcentaje de la luz transmitida o absorbida en cada nimero de
onda (Silverstein et al., 2005).

c. Espectrofotometria UV-Vis: la resonancia del plasmon de superficie es la manifestacion
de un efecto de resonancia debido a la interaccion de los electrones de conduccién de
las nanoparticulas metélicas con fotones incidentes (Jana et al., 2016). Este fenbmeno
depende del tamafio, la forma, la naturaleza y composicion del medio de dispersion, y
genera una banda de resonancia caracteristica al usar espectroscopia UV-Vis. Por tal
razon, dependiendo de la naturaleza de la nanoparticula se obtiene un maximo de
absorcion en un intervalo u otro, y, este a su vez, puede presentar corrimientos
dependiendo del tamafio y la forma de las nanoparticulas (Parveen et al., 2016). La

espectrofotometria UV-Vis es una técnica cuantitativa que permite caracterizar
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nanoparticulas mediante la medicion de la longitud de onda; con esta se puede obtener
informacion de la formacion de nanoparticulas en solucion acuosa. El equipo utiliza un
rayo con una longitud entre 180 y 1100 nm que atraviesa una solucién contenida en una
celda de cuarzo. La muestra absorbe la radiacion visible y la cantidad de luz absorbida
por la solucion depende la concentracion, de la longitud del camino de la luz a través de
la cubeta y qué tan bien se absorbe la luz a determina longitud de onda. La transmitancia
es definida como el cociente entre la radiacion saliente y la entrante; si la solucién no
absorbe luz, la transmitancia es 100%. Esta técnica funciona muy bien en muestras
liquida y en soluciones, pero si la muestra es mas una solucion de particulas sélida, la
muestra dispersara la luz mas que absorberla y los datos seran sesgados (Raja & Barron,
2021).

Las bandas de resonancia de las nanoparticulas de cobre metalico estan en el rango de
550 a 600 nm (Dhas et al., 1998); sin embargo, el cobre es altamente inestable y tiende
a oxidarse facilmente, convirtiéndose en oxidos de cobre, los cuales tienen bandas de
resonancia en longitudes diferentes al cobre metélico. Diferentes autores han reportado
formacion de nanoparticulas de 6xido de cobre (11) en bandas de absorcion entre 230 y
300 nm (Rafique et al., 2018; Shankar & Rhim, 2014; Singh et al., 2019); y, para 6xido
de cobre (I) se han reportado picos de absorcion entre 590 y 800 nm (Cuevas et al.,

2015), aunque algunos reportan bandas en longitudes similares a las del 6xido de cobre

().

d. Microscopia electronica de traansmision (TEM): proporciona informacion del tamafio
de particula, la morfologia, la cristalinidad y la interaccion entre particulas. Este sistema
utiliza un filamento de tungsteno para producir un rayo de electrones en una camara de
vacio, utilizando un campo electromagnético los electrones son acelerados y focalizados
para pasar a través de la muestra. La muestra se prepara de tal manera que quede una
pelicula muy delgada, menor a 100 nm. Los electrones que atraviesan la muestra
golpean una pantalla de fosforo, un dispositivo de carga acoplada (CCD) o una pelicula

y alli se produce una imagen. La imagen puede ser mas brillante en los lugares donde la



FABRICACION DE HIDROGELES DE FIBROINA CARGADOS CON NANOPARTICULAS DE... 26

muestra es menos densa, y por el contrario, mas oscura en las zonas en las que es mas

densa, debido a que menos electrones pueden atravesarla (Harish et al., 2018)

e. Microscopia electrénica de barrido (SEM): esta poderosa técnica permite observar la
superficie de las nanoparticulas con una resolucion de aproximadamente 1nm. Ademas,
brinda informacion de la pureza de la muestra. A diferencia de los microscopios
convencionales, esta técnica se basa en generar una imagen a partir de electrones. Un
haz de electrones se produce en la parte superior del microscopio mediante un cafion, el
haz sigue un camino vertical mientas se mantiene en el vacio. El rayo se enfoca hacia la
muestra viajando a través de campos electromagnéticos y lentes. Cuando el rayo golpea
la muestra, los electrones y los rayos X son expulsados de la misma. Finalmente, los
detectores del equipo recolectan los rayos, electrones retrodispersados y secundarios y
los convierten en una sefial que se envia a una pantalla donde se produce la imagen
(Harish et al., 2018). Las muestras metalicas no requieren preparacion debido a que son
conductivas, pero, las no-metalicas deben ser recubiertas con una fina capa de un

material conductor como el oro.

f. Dispersion dinamica de luz (DLS): brinda informacion de la distribucion de tamafio
hidrodindmico. EI DLS es una técnica utilizada para determinar el tamafio de las
particulas con movimiento browniano en suspensiones coloidales. EI movimiento
browniano es un movimiento aleatorio de las particulas debido al bombardeo de las
moléculas del solvente circundante. El principio es el siguiente: un laser con luz
monocromatica incide sobre una solucién de particulas esféricas en movimiento
browniano, provocando un desplazamiento Doppler cuando la luz golpea las particulas
en movimiento, haciendo que la longitud de onda entrante cambie. Este cambio esta
relacionado con el tamafio de particula y es posible extraer la distribucion del tamafio
(indice de polidispersidad) y dar una descripcion de la particula en movimiento
midiendo el coeficiente de difusién de la particula y utilizando la funcion de
autocorrelacion, la ecuacion utilizada es la de Stokes-Einstein (Malvern Instruments
Ltd, s/f; Pal et al., 2011).
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g. Difraccion de rayos X (DRX): revela informacion estructural, como la composicion
quimica, la estructura cristalina, el tamafio de los cristales, la deformacion, la orientacion
preferida y el espesor de las capas. La difraccion de rayos X se basa en la interferencia
constructiva de rayos X monocromaticos y una muestra en polvo cristalina. Estos rayos
X son generados por un tubo de rayos catodicos, filtrados para producir radiacion
monocromatica, colimados para concentrase y dirigidos hacia la muestra. La interaccion
de los rayos incidentes con la muestra produce una interferencia constructiva cuando
satisface la ley de Bragg. Finalmente, los rayos X difractados se detectan, procesan y
cuentan. La conversion de los picos de difraccion a espaciamientos d permite la

identificacion del material (Harish et al., 2018).

B. ANTECEDENTES

1. Nanoparticulas de cobre

El cobre es uno de los metales no ferrosos mas importantes, utilizado a menudo por la
combinacion de sus propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y eléctricas en la construccion, en la
industria automotriz, el transporte, la industria quimica y alimenticia, la industria eléctrica, la salud,
etc. De estas propiedades resaltan la excelente conductividad eléctrica y térmica, resistencia a la
corrosion, ductilidad y maleabilidad, no obstante, estas caracteristicas estan presentes en escala
macrométrica (Khodashenas & Ghorbani, 2014). Cuando el cobre se encuentra en tamafio
nanomeétrico, su comportamiento cambia y sus propiedades mejoran. En consecuencia, las
nanoparticulas de cobre han sido un foco de interés por poseer cualidades como sensibilidad
ultravioleta-visible, conductividad eléctrica, propiedades Opticas y cataliticas y efectos

antimicrobianos (Verma & Kumar, 2019).

2. Propiedades antimicrobianas

Las nanoparticulas de cobre (CuNPs) son reconocidas por su actividad antimicrobiana. A

pesar de que su mecanismo de accidén no estd completamente esclarecido, se cree que dicha
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actividad se debe a la interaccion directa de las CuNPs con las membranas microbianas, alli se
produce estrés oxidativo por accion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como radicales libres,
que permiten el ingreso de las nanoparticulas al interior de las células. Una vez estan dentro, se
liberan iones Cu*? que generan un mal funcionamiento en los organelos intracelulares, y en
consecuencia, se produce la inactivacion de proteinas, lipidos, peptidoglicanos, dafios a enzimas,
alteracion de procesos bioquimicos, disrupcion de ADN, y por ultimo, la muerte celular, conforme
se evidencia en la Fig. 3 (Ramyadevi etal., 2012). También se ha atribuido los efectos
antimicrobianos al tamafio nanométrico y la alta relacion entre la superficie y el volumen de las
nanoparticulas, lo cual les permite interactuar de cerca con las membranas microbianas, y no

Unicamente a la liberacion de iones (Roman et al., 2017; Wei et al., 2010).
NPs de Cu NPs de CuO
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Fig. 3. Mecanismo de accidn de los efectos antimicrobianos de las nanoparticulas de 6xidos de metales (INECOL,

s/f)

Kanhed et al. (Kanhed et al., 2014) estudiaron la eficacia de las nanoparticulas de cobre con
revestimiento de bromuro de hexadeciltrimetilamonio contra hongos patogénicos comunes en los
cultivos, como F. oxysporum, C. lunata, A. alternata, y P. destructiva; encontrando que la actividad
antifungica era superior al fungicida comercial Bavistin, utilizado como fungicida de accion
curativa y preventiva. Por otro lado, Ramyadevi et al. estudiaron el efecto de las nanoparticulas de
cobre en tres cepas antifungicas diferentes: Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Candida

albicans; en los ensayos se utilizaron suspensiones de 50 pl que contenian 10* mi~! de células
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fangicas y 50 pl de nanoparticulas de cobre recién preparadas. Las muestras fueron incubadas
inicialmente por 15 minutos a 4°C, para permitir la difusion, posteriormente se dejaron a 37°C por
48 h. Despues del periodo de incubacion observaron zonas de inhibicién alrededor de la muestra
depositada. Los investigadores resaltan que, si bien el valor de la concentracién minima inhibitoria
(MIC) fue menor en comparacion a los reportados con acido carneico (25 pg/ml), penicilina
(100 pg/ml) o itraconazole (0.1-100 mg/ml), los resultados obtenidos muestran un valor mayor de

MIC en comparacion a la actinomicina D.

3. Factores que afectan la sintesis de nanoparticulas

La morfologia y el tamafio de las nanoparticulas son factores que estan directamente
condicionados por los procesos de sintesis que se utilizan para su fabricacion. En los procesos de
sintesis quimica y sintesis verde, el tipo de sal precursora, el agente reductor, la temperatura y el
pH, son algunos de los factores causantes que provocan cambios en las caracteristicas finales de

las nanoparticulas de cobre.

a. Efecto de la sal precursora: Shankar & Rhim (Shankar & Rhim, 2014) estudiaron el
efecto de diferentes sales de cobre en las caracteristicas de las nanoparticulas de cobre.
En su estudio evaluaron acetato de cobre, cloruro de cobre y sulfato de cobre en
presencia de hidréxido de sodio o acido ascorbico, ambos como agentes reductores.
Encontraron que habia diferencias en tamafio y forma segln la sal precursora y el agente
reductor que utilizaban. En los ensayos con NaOH obtuvieron nanoparticulas fibrosas
con diferentes tamafios, y en los ensayos con acidos ascorbico obtuvieron nanoparticulas
en forma de varilla, esféricas y triangulares. Al igual que los ensayos con NaOH, el
tamafio de las particulas variaba con el tipo de sal.

b. Efecto del agente reductor: el agente reductor es el encargado de proveer electrones a
los iones precursores que forman atomos, y estos a su vez forman moléculas después de
combinarse. En consecuencia, el tamafio de las particulas puede ser resultado de las

concentraciones utilizadas para el agente reductor. Chandra et al. (Chandra et al., 2014)
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recomiendan que el agente reductor tenga una concentracion cinco veces mayor en

comparacion al precursor para reducir el tamario de las nanoparticulas de cobre.

Los agentes estabilizantes y/o surfactantes son responsables de evitar el crecimiento
desmedido, prevenir la agregacion de particulas, controlar la tasa de crecimiento y la
forma de la nanoparticula (Vemula, 2015). En ocasiones, el agente estabilizante puede
ser el mismo agente reductor, por ejemplo, Xiong et al. (Xiong et al., 2019) utilizaron
acido ascérbico como agente reductor y como agente estabilizante para nanoparticulas
de cobre altamente estables. De acuerdo a los resultados expuestos en el estudio,
obtuvieron nanoparticulas de 1,34 nm a 1,87 nm, empleando el acido ascorbico. Las

dispersiones mostraron estabilidad incluso después de dos meses de almacenamiento.

c. Efecto de la temperatura: en los métodos de sintesis quimica la temperatura empleada
suele ser menor a 350°C, sin embargo, en los métodos de sintesis verde generalmente
se requieren menos de 100°C o incluso se realizan a temperatura ambiente (Ji et al.,
2007; Patra & Baek, 2014). De acuerdo a distintos autores, el proceso de formacién y
crecimiento de las nanoparticulas se ve influenciado por la temperatura, dado que las
altas temperaturas aumentan la tasa de nucleacion aumentando el crecimiento de los
nanoclusters (Madras & McCoy, 2004; Qu et al., 2006). Aungue el tamafio se ve
influenciado por un conjunto de factores, cada protocolo es Unico y las condiciones de
preparacion varian segun el caso. Por ejemplo, algunos agentes reductores tienen la
capacidad de reducir los iones inmediatamente, a diferencia de otros que son débiles que
requieren altas temperaturas para realizar la reduccién de los iones metalicos (Han &
Kim, 2009).

d. Efecto del pH: el pH es un parametro crucial en las reacciones de sintesis de
nanoparticulas. En el caso de las nanoparticulas de cobre el pH no debe ser mayor a 5,
pues un aumento podria ser la diferencia entre obtener nanoparticulas de cobre o de
6xidos de cobre. Al incrementar el pH se produce hidroxido de cobre sin formacién de

nanoparticulas (Soomro etal., 2014). Sin embargo, Lenders et al. han reportado
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obtencion de nanoparticulas de cobre entre valores de pH 9 y 11, y nanoparticulas de

Oxidos de cobre en valores de pH de 7 a 9 (Lenders et al., 2016).

C. METODOLOGIA

En la primera fase de este proyecto se evaluaron 5 métodos para la sintesis de nanoparticulas
de cobre, algunos de sintesis quimica y otros de sintesis verde. Con el objeto de determinar el
método que mejor se ajustaba a las necesidades del proyecto y a los recursos disponibles, se
realizaron modificaciones a los protocolos originales. Ademas, cada ensayo se realizd por
triplicado para asegurar la confiabilidad de los resultados. A continuacidn, se describen dichos

protocolos:

1. Sintesis

a. Método #1: este método planteado por Pariona et al. (Pariona et al., 2019) consiste en
preparar una solucion con 2.5 g de citrato de sodio tribasico dihidratado disuelto en 100 ml
de agua destilada, posterior, se adiciona 5 g de sulfato de cobre pentahidratado. Luego, se
agrega bajo agitacién una solucion de 50 ml al 0,2M de &cido ascérbico y una solucion de
30 ml al 1M de hidroxido de sodio. Finalmente, la mezcla se calienta a 95°C durante 90
minutos. Cuando se forme un precipitado de color rojo, la solucion se lleva a centrifugacion

y el polvo obtenido se almacena en nevera.

b. Método #2: denominado como sintesis bioldgica propuesto por Kothai & R. (Kothai & R,
2018), utiliza sulfato de cobre pentahidratado como sal precursora y extracto de hojas de
albahaca morada (Ocimum sanctum) como agente reductor. Para el extracto se utilizan
hojas frescas de albahaca morada, estas se lavan una vez con agua corriente y después con
agua destilada para eliminar tierra e impurezas. Posteriormente, se cortan en pequefios
pedazos, de los cuales 100g son agregados a 100 ml de agua destilada. Esto se calienta a

60°C durante 15 minutos, y, finalmente, se enfria a temperatura ambiente.
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Para la sintesis de nanoparticulas, se gotean 50 ml de extracto de albahaca en una solucion
de 50 ml de sulfato de cobre al 0,05M. La mezcla se deja reaccionar durante 24 horas a
temperatura ambiente. Al terminar la reaccion, la solucion se centrifuga a 15000 rpm

durante 10 minutos. Finalmente, se recupera el precipitado y se almacena en nevera.

c. Meétodo #3: la sal precursora es cloruro de cobre dihidratado (CuClz.2H,0) y bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB). En 50 ml de agua desionizada se agregan 0,1712 g de CuCl,.
2H0, y se deja en agitacion hasta formar una solucion homogénea de color azul. Despues,
se gotea lentamente 10 ml de &cido ascérbico al 0,1M dentro de la solucion de cloruro de
cobre. Terminado este procedimiento el pH se ajusta en 5 utilizando hidréxido de sodio.
Después de garantizar el pH, se agregan lentamente 10 ml de CTAB al 0,025M. La mezcla
se mantiene en 80°C hasta adquirir una solucion de color rojo-marron que indica la
formacion de nanoparticulas. Al terminar el proceso llegar a temperatura ambiente, el

precipitado conserva el color. Este método fue disefiado por Viet et al. (Viet et al., 2016).

d. Método #4: el siguiente proceso de sintesis fue planteado por Dinda et al. (Dinda et al.,
2015). Se disuelven 2,5 g de almidon en 15 ml de agua destilada, posterior, se lleva
agitacion para obtener una mezcla homogénea. Luego, la solucién de almidén se gotea a 10
ml de sulfato de cobre pentahidratado al 0,04M Finalmente, se agrega directamente 1g de
acido ascorbico a la mezcla y se mantiene en agitacion durante 3 horas a 60°C. La solucién

se centrifuga durante 5 minutos a 15000 rpm, vy, el recuperado se refrigera.

e. Meétodo #5: elaborado por Xiong et. al (Xiong et al., 2019). Al igual que el método 3, se
utiliza cloruro de cobre dihidratado (10 mmol) en 50 ml de agua destilada. La solucién de
CuCl2.2H;0 se calienta 80°C en bafio maria y se mantiene en agitacion magnética,
posteriormente, se gotea 50 ml de acido ascorbico (0,4M) manteniendo las mismas
condiciones. La reaccién tarda aproximadamente 16 horas en adquirir un color café oscuro
que indica la presencia de nanoparticulas de cobre y finalmente se centrifuga a 5000 rpm

durante 20 minutos.
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A continuacién, en la TABLA | se presenta un cuadro comparativo en el que se especifica
la sal precursora, el agente reductor, el estabilizante, y otras condiciones empleadas para la sintesis

de nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre con los métodos anteriormente mencionados.

CARACTERISTICAS Y CONDICIO-II\—I'EE LDAE ILos PROTOCOLOS REALIZADOS.
M1 M2 M3 M4 M5
Sulfato de Sulfato de Cloruro de Sulfato de Cloruro de
Sal precursora cobre cobre cobre cobre cobre

pentahidratado pentahidratado dihidratado pentahidratado dihidratado

Extracto de

Agente Acido _ Acido Acido Acido
] hojas de _ ) _
reductor ascorbico ascorbico ascorbico ascorbico
albahaca
- Citrato de )
Estabilizante ) - CTAB Almidon -
sodio
Velocidad de
centrifugacion 5000 15000 5000 15000 5000
[rpm]
Temperatura 95°C 30°C 80°C 60°C 80°C

2. Caracterizacion

Para determinar el método de sintesis mas adecuado conforme al tipo de aplicacion que se
busca dar a las nanoparticulas, se realizaron diferentes técnicas de caracterizacion. El ensayo de
UV-Vis se realizé por triplicado a las muestras de todos los métodos. Por otro lado, los ensayos de
FTIR, DRX y TEM, se realizaron Unicamente a las muestras de los métodos 2 y 4, por Gltimo, el
ensayo de EDS se realizé en una muestra del método 4.

a. Espectrofotometria UV-Vis: inicialmente, se analizo la existencia de nanoparticulas de
cobre en cada solucién obtenida realizando una espectrofotometria UV-Vis con un
equipo UV-Vis MAPADA 3200 PC. De acuerdo a Pestryakov et al. (Pestryakov et al.,

2004), la banda de absorcion depende de la naturaleza de las nanoparticulas de cobre,
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por lo que el pico de absorcion maximo puede estar situado entre 250 nm y 850 nm; por

tal razon, para cada ensayo se hizo un barrido de 200 nm a 800 nm

b. Dispersion dinamica de luz (DLS): posterior a los ensayos de UV-Vis se realiz6 DLS
por triplicado a las soluciones obtenidas con los métodos de sintesis 2, 4 y 5, para
determinar el intervalo de tamafio de las nanoparticulas. Como variables de interés se
establecio el tamafio medio de la poblacién predominante y el indice de polidispersidad
que indica la uniformidad promedio de las nanoparticulas en una solucion, valores
cercanos a uno significa que hay mayor distribucion de tamafios en una muestra. Se
utilizo un equipo Zetasizer Lab con un indice de refraccion de 1.54 correspondiente al
cobre, cada medida se realiz6 por triplicado, y el resultado es el promedio de dichas

medidas.

c. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): Se realizd FTIR para
identificar los grupos funcionales en las muestras y poder hacer una comparacioén. Para
realizar este andlisis se prepararon pastillas de 5 mg de cada muestra mezcladas con KBr
(bromuro de potasio) utilizando un espectrémetro Alpha (Bruker®) tomando 32
escaneos con una resolucién de 4 cm-1 barriendo el espectro entre 500 hasta 4000 cm-
1.

d. Difraccién de rayos (DRX): por medio de esta técnica se estudio la composicion quimica
de las muestras del método 2 y el método 4, y asi determinar la presencia o no de
nanoparticulas de cobre. Los ensayos se realizaron en el difractdmetro de rayos X
Malvern-Panalytical modelo Empryean 2012, con detector Pixel 3D fuente de Cu
(A=1.5418774) a 45 kV y 40 mA,; goniometro: Omega/2 theta y configuracion de la

plataforma: reflexion transmisidn spinner con giro de 4 s.

e. Microscopia electronica de transmision (TEM): se realizé TEM para conocer el tamafio

y la forma de las particulas. Se uso el equipo Tecnai F20 Super Twin de FEI. Las
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muestras fueron sometidas a sonicacion antes de realizar el ensayo para dispersar las

particulas.

f. Espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDS): para realizar una

caracterizacion de los compuestos quimicos presentes y su concentracion se realizé un

ensayo de EDS en el microscopio electronico de barrido marca JEOL-JSM 6490 LV, el

cual opera con una aceleracion de 20 V.

D. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Espectrofotometria UV-Vis

En la Fig. 4 se presentan los espectros UV-Vis de las nanoparticulas sintetizadas. El espectro

corresponde a un valor medio, ya que el analisis se realiz6 por triplicado.
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Fig. 4. Espectros UV-Vis de las nanoparticulas obtenidas con los diferentes métodos de sintesis evaluados
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Con el método 1, el espectro presenta un pico de absorcion en 761+0,3 nm, infiriéndose entonces,
acorde a lo reportado por Cuevas et al. (Cuevas et al., 2015) que la solucién puede contener
nanoparticulas de éxidos de cobre (1). Sin embargo, los investigadores Pariona et al. (Pariona et al.,

2019) no realizaron ensayo de UV-Vis, por lo que no es posible hacer una comparacion.

Por otro lado, en el método 2, que corresponde a sintesis bioldgica con extracto de hojas de
albahaca, se observa un pico en 576+0,76 nm, con lo que se infiere que probablemente hay
nanoparticulas de cobre metalico. Kothai & R (Kothai & R, 2018), quienes desarrollaron el método,
obtuvieron el pico de maxima absorcion en 659 nm. Es posible que la albahaca morada proveniente
de India tenga componentes ligeramente diferentes que causaron las disimilitudes entre las
nanoparticulas obtenidas por los autores y las obtenidas en este trabajo. Los corrimientos de las
bandas de absorcion también son generados por cambios en el pH, la presencia de moléculas
polares en el solvente y las caracteristicas fisicas de las nanoparticulas (Nature of Factors

Impacting UV-Vis Spectroscopy, s/f).

La banda de méxima absorcién empleando el método 3, que también corresponde a una
sintesis verde, se obtuvo en 293 nm. Dicho resultado dista del reportado por quienes desarrollaron
el método Viet et al. (Viet et al., 2016), los cuales indican un pico de absorcién maxima en 560
nm. Como se menciono anteriormente, la interaccion entre atomos depende de multiples factores,
entre ellos: el tamafio y la forma de las nanoparticulas, el pH y la composicion del medio, esto
genera corrimientos en las bandas de absorcion de acuerdo al método de sintesis, y podria ser la

explicacion de las diferencias en los espectros .

En la sintesis con el método 4 no se observé un pico de absorcion, y a pesar de realizar las
debidas diluciones de la muestra para lograr una adecuada lectura, el espectro siempre fue el
mismo, entonces los picos obtenidos representan Gnicamente el ruido del equipo. Al comparar el
espectro obtenido por Dinda et al. (Dinda et al., 2015) se observo que el pico de maxima absorcion
en 590 nm es sutil, por lo que podria inferirse que, en este estudio, la ausencia de un pico de
absorcion puede deberse a que parte del almidon que se utiliza como estabilizante reacciona con
las nanoparticulas de cobre y modifica la resonancia del plasmén de superficie. Este fendmeno es

reportado por Guo et al. (Guo et al., 1999), en su investigacion, al hacer ensayo de UV-Vis en
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nanoparticulas de cobre inmersas en tolueno no obtuvieron un pico maximo de absorbancia, lo cual
atribuyeron a la interaccion entre el grupo funcional del surfactante y las nanoparticulas de cobre.
Hasanin et al. (Hasanin etal., 2011) prepararon un nanocompuesto con almidon basado en
nanoparticulas de cobre micosintetizadas, alli, observaron que la banda de absorcion era ancha y
con poca intensidad, esto fue atribuido a la interaccién del almidon con el plasmén de superficie

de los a&tomos de cobre.

Con la implementacién del método 5 Xiong et al. se reportan espectros de UV-vis con
diferentes picos de maxima absorcion que varian de acuerdo a la concentracion del acido ascorbico
y al tiempo de reaccion empleado en la sintesis (Xiong et al., 2019). Para la concentracion evaluada
en este trabajo (0,4 M) se reporta un pico maximo de absorcion a 500 nm, aproximadamente, pero
de manera similar al resultado obtenido con el método 4, el espectro obtenido no presenté una
banda de absorcion y los picos pueden ser debidos al ruido del equipo, por lo que no se presenta

dicho espectro.

En la TABLA Il se presenta un resumen de los resultados obtenidos y discutidos

anteriormente.

TABLA I
RESUMEN DE LOS RESULTADOS UV-Vis DE LAS NANOPARTICULAS DE Cu PARA LOS DIFERENTES
METODOS EVALUADOS

Valor promedio de
Estado de cobre

maximos de Desviacion estandar
] encontrado
absorbancia [nm]

Meétodo 1 761 0,30 6xidos de cobre (1)
cobre metélico sin

Método 2 576,5 0,76 L

oxidacion
Metodo 3 293 - oxidos de cobre (1)

) No se obtuvo pico
Método 4y 5 o » - -
maximo de absorcién
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2. Caracteristicas superficiales macroscopicas

En la Fig. 5 (A) se puede observar una fotomicrografia de la solucion final obtenida con el
método de sintesis 1, en la que se distingue maultiples particulas rojizas de cobre a escala
micromeétrica, lo cual difiere de los resultados reportados por Pariona et al. (Pariona et al., 2019),

quienes con el mismo método de sintesis obtuvieron nanoparticulas de 200 nm a 500 nm.

Se ha reportado que las nanoparticulas inferiores a 50 nm podrian tener un mayor efecto
antifungico en el hongo Fusarium sp. (Pham et al., 2019), por lo que con el método 1 no es posible
obtener un tamarfio de nanoparticulas adecuado para el posterior uso que espera hacerse de estas en
el area de control bioldgico; en consecuencia, dicho método fue descartado. Algunos estudios han
demostrado que el tamafio de particula tiene influencia directa con la citotoxicidad, las particulas
mas pequefias tienen mayor relacion superficie de area/masa, lo que aumenta la reactividad

superficial y facilita el transporte intracelular (Ameh & Sayes, 2019).

(A) (B)

Fig. 5. Imagenes del microscopio Optico utilizando objetivo de 40x. (A) particulas obtenidas por el método 1y (B)
particulas obtenidas por método 3
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Como se puede observar en la Fig. 5 (B), en la solucion obtenida del método 3 se formaron
particulas o cumulos de particulas a escala micrométrica que no son interés de este proyecto.

También, se pueden observar lo que parecen cristales en forma de hilos o barras.

Acorde a los resultados de caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis y la Fig. 5 el
método 1 y 3 fueron descartados, debido a que las nanoparticulas obtenidas no presentaron las
caracteristicas reportadas por Viet et al. (Viet et al., 2016) Pariona et al. (Pariona et al., 2019); no

lograndose obtener reproducibilidad en los métodos.

3. Morfologia y tamafio

a. Dispersion dinamica de luz (DLS)
En la TABLA I11 se presentan los resultados obtenidos en el analisis de DLS. El ensayo se realiz6

por triplicado y los valores corresponden al promedio de ellos.

TABLA 111
RESULTADOS DE DLS PARA EL SOBRENADANTE Y PRECIPITADO OBTENIDOS CON DIFERENTES
METODOS DE SINTESIS.

Método 2 Meétodo 4 Método 5

Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado

Tamarfio medio
-— 1556 5716 491 1037 3420 2199
nm

indice de
. ) 0,94 0,48 0,79 0,82 0,63 0,40
polidispersidad

Con el método 2, Kothai et al. (Kothai & R, 2018) reporté un tamafio promedio de 29 nm,
mientras que en el presente estudio se obtuvo 1556 nm; este valor esta por fuera de la escala
definida para un nanomaterial. La diferencia en resultados podria ser debido a que al centrifugar a
15000 rpm las nanoparticulas se hubieran aglomerado resultando en cimulos de gran tamafio; sin
embargo, dado que fue el Unico método en el que la banda de absorcion del UV-Vis indico la
posible presencia de cobre metalico, se realizaron posteriores analisis para las muestras obtenidas

con el método. Por otro lado, el indice de polidispersidad del sobrenadante es casi 1, lo que significa
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que efectivamente la muestra tiene muchas particulas aglomeradas de diversos tamarfios. Por el
contrario, el indice de polidispersidad del precipitado es relativamente bajo e indica que el tamafio

de particulas tiende a ser homogéneo.

Con el método 4 se obtuvieron valores de tamafios de particulas inferiores a 1 micra y
aunque no se obtuvo un espectro UV-vis adecuado, si se obtuvieron las caracteristicas finales en la
solucion tal y como lo reportan Dinda et al. (Dinda et al., 2015). Por consiguiente, también para la
muestra obtenida con el método 4 se realizaron posteriores analisis. Por otro lado, el indice de
polidispersidad es cercano a 1 tanto en el sobrenadante como en el precipitado, lo que indica que

la distribucion de tamafio de las particulas es heterogénea.

Teniendo en cuenta que no se obtuvo un espectro UV-Vis para la muestra sintetizada con el
método 5 y los tamarfios de particula son muy grandes, y ademas difieren mucho de los resultados
reportados por Xiong et al. (Xiong et al., 2019), quienes obtuvieron un tamafio de particulas de

menos de 2 nm, este método se descarto.

b. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Después de realizar los ensayos de DLS, se determind que era necesario realizar TEM para
verificar el tamafio y forma de las particulas. La Fig. 6 deja en evidencia que las particulas inmersas
en la solucion obtenidas por el método 2 tienen un tamafio de aproximadamente 5,03 nmy son de
forma casi esféricas. En la Fig. 7 se encuentran las nanoparticulas sintetizadas con el método 4, en

las que el tamafio se aproxima a 4,5 nm y también tienden a ser esféricas.



FABRICACION DE HIDROGELES DE FIBROINA CARGADOS CON NANOPARTICULAS DE... 41

200 nm

EBELEL AN SR
“/gperator: UdeA ot B Total Wagnification: 43.00kx

Fig. 7. Imagenes TEM de nanoparticulas de cobre u éxido de cobre sintetizadas con el método 4

El cobre es uno de los elementos esenciales requeridos por las plantas, es un micronutriente con un
rol importante en la sintesis de clorofila y otros pigmentos de las plantas, también es responsable
del metabolismo de proteinas y carbohidratos. La deficiencia de cobre puede conducir a diversos
trastornos como el retraso del crecimiento, decoloracién y distorsion de las hojas, entre otros (Rai
et al., 2018). Por otro lado, se ha demostrado que las nanoparticulas de cobre tienen actividad
antifungica, por lo que pueden ser utilizadas como fungicidas. Sin embargo, hay una creciente
preocupacién por la acumulacién, biomagnificacion y biotransformacién de nanoparticulas en

cultivos alimentarios, dado que la acumulacidn de estas en el suelo dara como resultado una mayor
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absorcion a través de las raices de las plantas generando efectos nocivos. Wang et al. (P. Wang
et al., 2016) estudiaron la captacion y traslocacion de nanoparticulas disefiadas, encontrando que
aquellas que tienen un rango de tamarfio especifico pueden ingresar a ciertas células. En la ruta del
transporte apoplastico, el transporte de nanoparticulas esta regulado por los limites de exclusién de
tamafio de las paredes celulares, lo que permite la entrada de nanoparticulas de 5 a 20 nm. Esto
significa que aquellas nanoparticulas de cobre que estén dentro de este rango pueden entrar a las
células vegetales, acumulandose en raices, hojas, semillas y demas. Adicionalmente, la alta
acumulacion de nanoparticulas de cobre puede ocasionar eventos adversos en la planta, por
ejemplo, la concentracién de CuNPs en el rango de 200 a 1000 mg/L ejerce efectos toxicos en las
semillas Triticum aestivum, Cucurbita pepo y Phaseolus radiatus (Lee etal., 2008). Por
consiguiente, si se utiliza una alta concentracion de nanoparticulas de cobre, y sumado a esto, son

de tamafios inferiores a 20 nm puede haber efectos nocivos en la planta.

A pesar que los tamafios encontrados con los métodos 2 y 4 son cercanos a 5 nm, se espera que la
cantidad que se utilice para obtener un efecto antimicrobiano, ensayos que estan por fuera del

alcance de este proyecto, sea tal que no cause efectos toxicos sobre las células de las plantas.

4. Composicién
Se realiz6 también un ensayo de FTIR a las muestras obtenidas con los métodos 2 y 4 con

el fin de identificar los grupos funcionales organicos presentes en cada muestra.

En la Fig. 8 se presenta el infrarrojo de la muestra sintetizada con el método 2. La primera
banda ubicada en 3389 cm™ corresponde al estiramiento de enlaces -OH de alcoholes y fenoles,
seguido a esto se encuentran las bandas 2965 y 2926 cm™ correspondientes a deformaciones
simétricas de metilos (CH3) y metilenos CHy, respectivamente. En 2371 cm™ hay dos pequefios
picos que evidencian la presencia de arménicos provenientes de grupos aromaticos. En 1605 cm™
hay una banda fuerte de un grupo carbonilo perteneciente a una cetona, en 1512 cm* hay una banda
desplazada de un grupo (C=C) debido a la presencia de grupos electro atrayentes. Las bandas en
1441 y 1384 cm™ corresponden a deformaciones por fuera del plano de grupos metilo (CH3) y
metileno (CH.), en 1339 cm™ hay una mezcla de grupos -COOH y -OH de un éster. Las Gltimas

dos bandas en 829 y 621 cm™ muestran grupos aromaticos presentes. Estos grupos funcionales
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coinciden con la presencia de compuestos en el extracto de albahaca, tales como: eugenol, acido

ascorbico, polifenoles, flavonoides, saponinas, entre otros (Jacob et al., 2019). El sulfonato aparece
a 1339 cm™ por el sulfato de cobre pentahidratado.
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Fig. 8. Espectro FTIR de la solucién del método 2

Este espectro coincide en la mayoria de los grupos funcionales reportados Kothai & R.
(Kothai & R, 2018), quiénes reportan enlaces O-H correspondientes a alcoholes y fenoles,

estiramiento de enlaces carbonilo de amidas, enlaces C-H , aminas primarias N-H de flexién,
estiramiento de alcoholes y éteres, demostrando la presencia de flavonoides, alcaloides y

polifenoles en el extracto de Ocimum Sanctum que actian como agente reductor y protector de las
nanoparticulas de cobre.

La Fig. 9 representa el espectro obtenido del método 4. Las vibraciones por enlaces OH- es
evidente en la banda 3386 cm™ pertenecientes a los hidroxilos del almidén y del acido ascorbico.
Seguida esta la banda 2931 cm™ de los grupos CHz, luego, 2149 y 2067 cm™ por la vibracion del
grupo alquino (C=C) y 1761 cm™ por la vibracion de un grupo carbonilo (C=0) perteneciente a un
éster. En la banda 1690 cm™ se encuentra C=C, puede pertenecer al acido ascorbico y puede estar
desplazado porqgue el carbonilo y el oxigeno al tener mayor densidad de carga desplaza la banda

otras longitudes de onda. Luego, estd las bandas en 1411 y 1367 cm™ correspondientes a
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deformaciones fuera del plano de metilos y metilenos, respectivamente. Las bandas en 1204 y 1238
son grupos C-O de esteres. En 1023 cm™ se encuentra un grupo -COOH, en 1153 cm™ el

movimiento vibracional de C-O de un éter. Las Gltimas bandas por debajo de 900 cm™ pueden ser
carbonos sustituidos con cobre y grupos CH sueltos.
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Fig. 9. Espectro FTIR de la solucién del método 4

5. Difraccion de rayos X (DRX)

En la Fig. 10 se presenta el difractograma de la muestra obtenida por el método 2, se puede
observar un pico ancho en 26°, este no corresponde a lo reportado en la literatura para las
nanoparticulas de cobre. Es posible que algunas macromoléculas, presentes en el extracto, hayan
enmascarado la superficie de las nanoparticulas de cobre impidiendo la identificacidn de estas en
el DRX. S & A explicaron del mismo modo los picos amplios obtenidos en el DRX de
nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de las flores de Erythrina indica (S & A, 2018). Kurd
et al. (Kurd etal., 2017) implementaron un método para producir nanofibras de mucilago de
semillas de albahaca con PVA. Al realizar DRX obtuvieron picos amplios en las muestras de
semilla de albahaca, PVA y las nanofibras, los investigadores explicaron que esto se debia a la
estructura cristalina dependiente de las caracteristicas del polimero (peso molecular), los

parametros utilizados en el proceso de sintesis y fabricacion y el medio. Como resultado, este
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método también se descarto, ya que aunque es probable que la sintesis de nanoparticulas de cobre

haya sucedido, no es posible asegurarlo.
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Fig. 10. DRX de las nanoparticulas de cobre por método 2

En el difractograma de la Fig. 11 se exhibe el patron obtenido para la muestra del método
4. Se puede apreciar tres picos de valores 20: 43,31°, 50,45° y 74,19° con valores de intensidad:
2938, 1985 y 1146, respectivamente, que corresponden a los planos (111), (200) y (220) de la
estructura cubica del cobre metalico. Lo cual concuerda con lo reportado por los autores y por la

literatura (Mohamed, 2020; Raspolli Galletti et al., 2013). Se concluye que por este método se
obtuvo cobre metalico.
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Fig. 11. DRX de las nanoparticulas de cobre por método 4

6. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el fin de reafirmar la formacién de nanoparticulas de cobre con el método 4, se realizé
un SEM para conocer el tamafio y forma de las nanoparticulas y un analisis de EDS para identificar
los elementos presentes en la muestra. A diferencia del TEM, esta vez no se sonico la muestra antes
del ensayo, por eso en la Fig. 12 (A) se observan cimulos de 2 um. En la Fig. 12 (B), el analisis
de EDS indica la presencia de cobre, carbono y oxigeno, estos dos son atribuidos a los compuestos
utilizados en la sintesis. También se observa algo de cloro presente, el cual puede ser resultado de

utilizar cloro en la limpieza de la cristaleria y/o los viales utilizados para almacenar las muestras.

Finalmente, después de haber evaluado diferentes métodos de sintesis verde y sintesis
quimica, se concluye que el método mas apropiado para la sintesis de las nanoparticulas de cobre
metéalico es el método 4, puesto que se obtienen nanoparticulas con caracteristicas quimica y fisicas

para la aplicacion en el control biolégico de hongos en plantas.
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Fig. 12. (A) Imagen SEM y (B) EDS de nanoparticulas de cobre metalico sintetizadas con el método 4

20kV  X30,000 0.5pm

D. Conclusiones
1. De los 5 métodos evaluados el método 4 es el unico con el que se obtuvieron resultados
contundentes sobre la sintesis de nanoparticulas de cobre. En el TEM se observaron
nanoparticulas esféricas de 4,05 nm, aproximadamente, con el difractograma se confirmé
la presencia de cobre metélico, el SEM demostrd que la muestra contenia agregados de 2
pum, el EDS mostro un porcentaje de cobre, y en el FTIR se identificaron grupos funcionales

correspondientes a los compuestos usados en la reaccion de sintesis.

2. Pese a que los resultados obtenidos en el espectro UV-Vis parecian confirmar cobre
metéalico en la muestra, el método 2 se descartd dado que en el difractograma se obtuvieron
dos picos anchos que pueden corresponder a un material amorfo, y no hay indicios de las

nanoparticulas de cobre u 6xidos de cobre.

3. La espectroscopia UV-Vis no es una técnica adecuada para el método 4, dado que el
almidon puede estar interactuando con las nanoparticulas de cobre afectando la resonancia
del plasmoén de superficie de estas, lo cual impide obtener un pico maximo de absorcion.
Otros factores como el tipo del solvente, el pH y las moléculas polares también podrian

estar afectando el ensayo.
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4. Enconcordancia con el primer objetivo se evaluaron diferentes métodos de sintesis quimica
y sintesis verde, de los cuales el método 4 se implementd para el desarrollo posterior del

proyecto con la fabricacion de los hidrogeles de fibroina.
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CAPITULO 111

A. MARCO TEORICO

1. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales entrecruzadas producidas por una reaccion
simple de uno o mas monomeros. Estos tienen la capacidad de absorber y retener una cantidad
significativa de agua en su interior sin disolverse por esta. La cantidad de agua que puede albergar
depende de las propiedades de los polimeros utilizados en el proceso de fabricacion, asi como la
naturaleza y la densidad de las uniones de la red. Los hidrogeles tienen en su estructura grupos
funcionales hidrofilicos (hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONH2) y sulfénico
(SOsH)) unidos al esqueleto polimérico que les permite absorber agua, ademas, tienen enlaces

entrecruzados en las cadenas de la red que evitan la disolucion (Ahmed, 2015; Soto & Oliva, 2012).

Aunque en estado de hinchamiento la fraccion de masa de agua puede alcanzar el 99% de la masa
total, los geles pueden comportarse como un sélido ya que tienen la capacidad de almacenar la
fuerza empleada en su deformacion, y recuperar su forma original debido a la elasticidad. Durante
la fase de hinchamiento, las cadenas poliméricas se estiran y las moléculas de agua toman lugar en
los espacios de la red. De manera simultanea, aparece una fuerza retréctil ejercida por la red sobre
el disolvente (agua) en oposicion al hinchamiento. Este proceso llega a su valor maximo cuando se
alcanza un estado de equilibrio entre ambas fuerzas. Por otro lado, cuando un gel pasa de un estado
de hinchamiento maximo a un estado colapsado, es decir, pierde la fraccién liquida por algun
proceso de secado, recibe el nombre de xerogel (Rodriguez-Delgado, 2010; Soto & Oliva, 2012).
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2. Clasificacion

Los hidrogeles pueden clasificarse en distintas categorias segun las caracteristicas que se tomen en
cuentan (Varghese et al., 2020).

a. De acuerdo al origen: los hidrogeles se pueden dividir en aquellos de origen natural y los
de origen sintético.

b. De acuerdo a la composicion polimérica: segin el método de preparacion, se forman
distintas clases de hidrogeles:

e Hidrogeles homopoliméricos: se refiere a las redes poliméricas derivadas de
especies Unicas de mondmeros. Los homopolimeros tienen una estructura
esquelética reticulada dependiendo de la naturaleza del monomero y de la técnica
de polimerizacién

e Hidrogeles copolimeros: son compuestos de dos 0 més especies de monoémeros
diferentes con al menos un componente hidrofilico, con configuraciones aleatorias,
de bloques o alternas en las cadenas poliméricas.

e Redes de polimeros interpenetrados (IPN): compuesto por dos componentes,
sintéticos y/o naturales, reticulados independientes y contenidos en una red.

e Semi-IPN: a diferencia de los IPN, en este hay un Gnico componente que es
polimero entrecruzado y otro componente que es polimero no entrecruzado.

c. De acuerdo a la configuracion cristalina: pueden ser amorfos, semi-cristalinos y
cristalinos.

d. De acuerdo a la apariencia fisica: su apariencia varia segun el método de preparacion y
la aplicacion; pueden ser peliculas, microesferas o matrices.

e. Deacuerdo al tipo de entrecruzamiento: los hidrogeles pueden tener dos tipos de enlaces
cruzados, quimicos o fisicos. Los quimicos son redes entrecruzadas permanentes, a
diferencia de los fisicos que tienen enlaces transitorios que surgen entrelazamientos de
cadenas de polimeros o interacciones fisicas como interacciones idnicas, enlaces de
hidrogeno o interacciones hidrofobicas. De acuerdo a la carga: pueden tener carga neutral,

anionica, cationica, anfotera y zwiterionica.
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3. Fibroina

Este polimero natural es de interés, ya que es una alternativa a los polimeros cominmente usados
procedentes del petrdleo como el polietileno (PET) y el polipropileno (PP) (Rios et al., 2017). La
fibroina de seda se usa como biomaterial para la produccion de peliculas (Kundu et al., 2008)
andamios tridimensionales (Li et al., 2008), hidrogeles (Zheng & Zuo, 2021), fibras electrohiladas
(Min et al., 2004) y microesferas (Suzuki et al., 2017).

El gusano de seda (Bombyx mori) bajo determinadas condiciones de temperatura y humedad realiza
un proceso de metamorfosis en el que construye un capullo de seda, el cual estd compuesto por
sericina y fibroina, esta ultima representa entre el 70% y 80% de la fibra de seda y es una proteina
en forma de doble filamento, los cuales estan unidos por enlaces disulfuro y envueltos por capas
de sericina (Rios et al., 2017).

La fibroina esta formada por dos cadenas de proteinas, una pesada (cadena H) de 350 kDa y una
ligera (cadena L) de 25 kDa, y una tercera cadena de glicoproteinas Ilamada p25 de 30 kDa. La
cadena H tiene regiones cristalinas hidréfobas constituidas por residuos de Gly-X (X puede ser
alanina, serina, treonina o valina), la cuales se repiten numerosas veces. En cambio, la cadena L
tiene naturaleza hidrofila y es relativamente elastica. La p25 (fibrohexamerina) se asocia con las
cadenas Hy L por interacciones hidréfobasy es de gran importancia, ya que se encarga de mantener
la integridad del complejo (Gaviria Arias & Caballero Mendez, 2015). La estructura de la fibroina

se puede observar en la Fig. 13.

HO
o} (o] CH3 (o] CH;
H H H
N N N
H H H
(o] (o) odJdn
Ala

Gly Ser Gly Ala Gly
Fig. 13. Estructura de la fibroina de seda (Meng et al., 2012)
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a. Propiedades de la fibroina

La fibroina presenta las siguientes propiedades:

1. Resistencia mecénica: la fibroina de seda tiene una alta resistencia a la traccion de 300

a 740 MPa, su modulo de Young estd en un rango de 10 — 17 GPa. Tiene gran capacidad
de deformarse (4-26%) y una alta tenacidad (70-78 MJ/m?) que supera a la de las fibras
sintéticas como el Kevlar. Las propiedades mecanicas estan relacionadas con sus
estructuras jerarquicas, por ejemplo: cristalitos de laminas B y matrices semi-amorfas
con estructuras menos ordenadas incluyendo hélices y giros (Koh et al., 2015).
Biocompatibilidad este polimero de naturaleza proteica es altamente biocompatible.
Debido a esto, la fibroina es un material con multiples aplicaciones en medicina,
especialmente en el campo de la ingenieria de tejidos, en el que se ha estudiado su uso
en injertos, soportes 3D, mallas quirdrgicas, regeneracion de tejidos, etc (Gaviria Arias
& Caballero Mendez, 2015). Sin embargo, al ser un material no autélogo puede causar
respuesta del organismo a un cuerpo extrafo, especialmente debido a su origen no
mamifero (Nguyen et al., 2019).

Biodegradabilidad: la degradacion de la seda se estudia con base en la pérdida de
masa, el cambio en la morfologia, y analisis de degradacion in vitro (Gaviria Arias &
Caballero Mendez, 2015). Asimismo, se han realizado pruebas en animales para evaluar
el comportamiento y propiedades mecénicas después de la implantacion durante cierto
periodo de tiempo; ademas de examenes histoldgicos, que incluyen la observacién de
la estructura, el desarrollo y funciones en los tejidos y células donde ocurrio la
implantacién; tincion fluorescente para la obtencién de imagenes de células vivas; y
ensayos bioquimicos. Se ha observado que los biomateriales de seda no solamente son
biodegradables sino también bio-reabsorbibles en procesos mediados por macréfagos
(Y. Wang etal., 2008). La desintegracion de la seda estd ligada a la estructura
secundaria de la seda obtenida durante la preparacion.

Manipulacién de las caracteristicas estructurales: la estructura de la seda puede ser
manipulada durante el hilado o regeneracion para obtener diferentes estructuras

secundarias y modificar sus propiedades. La tenacidad de la fibra puede ser modificada



FABRICACION DE HIDROGELES DE FIBROINA CARGADOS CON NANOPARTICULAS DE... 60

mediante variaciones en los niveles de pH y las concentraciones de las sales en los
procesos de extrusion de la proteina. Por ejemplo, Ha et al. (Ha et al., 2005) eliminaron
los disolventes &cidos lo que dio paso a que las moléculas de fibroina se ensamblaran

espontaneamente en una estructura ordenada mejorando las propiedades fisicas.

B. ANTECEDENTES

1. Estudios de fabricacion de hidrogeles de fibroina

Los hidrogeles se pueden obtener mediante dos enfoques, entrecruzamiento fisico o quimico de
cadenas polimeéricas. Las propiedades mas importantes de los hidrogeles, como la porosidad, el
hinchamiento, el tamafio, la forma, las propiedades mecénicas y reolégicas, la biocompatibilidad y
la degradacidn, estan relacionadas con las condiciones de fabricacion (Soto & Oliva, 2012).

La fibroina de seda se puede gelificar en estructuras tridimensionales como hidrogeles, a partir de
diferentes procesos como sonicacién (X. Wang et al., 2008), agitacion con vortex (Yucel et al.,
2009), calentamiento (Keene et al., 2010), tratamiento con disolvente (Ribeiro et al., 2015), foto-
reticulacion (Kundu et al., 2012) y electrogelacion (Lu et al., 2011). La velocidad del proceso de
gelificacién se controla mediante la temperatura, el pH, la concentracion de fibroina y la adicion
de otros compuestos. Cabe resaltar que la gelificacion mas rapida de fibroina de seda se produce
con concentraciones altas, niveles bajos de pH, temperaturas altas y adicion de Ca?". La
ultrasonicacién es un método novedoso que causa incrementos en la temperatura, fuerzas
mecanicas y cortante, y un incremento de las interfases liquido-aire, lo cual acelera el proceso de

gelacion y da lugar a hidrogeles de fibroina con estructuras de laminas p (X. Wang et al., 2008).

Fang et al. (Fang et al., 2006) evaluaron la viabilidad de emplear los hidrogeles de fibroina de seda
como vehiculos de liberacidn controlada. Para la preparacion de los hidrogeles disminuyeron los
niveles de pH hasta 4, ya que tenian la hipdtesis de que en este punto disminuiria la repulsion entre
las moléculas de fibroina de seda y se promoveria la desorcién de agua de las proteinas, y, en
consecuencia, los tiempos de gelificacion serian mas cortos. Ademds, compararon la tasa de

liberacion de buprenorfina en hidrogeles de quitosano e hidrogeles de fibroina de seda. El estudio
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concluyé finalmente que la tasa de liberacién del medicamento en los hidrogeles de fibroina de

seda era inferior a la de los hidrogeles de quitosano.

2. Estudios de fabricacion de hidrogeles suplementados con nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas (Au, Al, Fe, Si, Ag, Cu) son tdxicas para los seres vivos, por
consiguiente, sintetizarlas y utilizarlas en polvo es peligroso; ademas, la recuperacion de
nanoparticulas de metales preciosos después de la catalisis o de tenerlas en solucion es un proceso
complejo. Por tal razdn, se utilizan diferentes alternativas que sirvan como medio de transporte
(Mitra & De, 2016).

En este sentido, se ha venido estudiando la incorporacion de las nanoparticulas en hidrogeles.
Algunos autores se han enfocado en investigar cual es la mejor manera de incorporarlas, de tal
manera, que sean estables y cumplan con las caracteristicas necesarias. Thoniyot et al. (Thoniyot
et al., 2015) realizaron una resefia reuniendo y clasificando diferentes enfoques utilizados para
realizar compuestos hidrogel-nanoparticulas. Existen 5 enfoques principales que permiten obtener
una distribucion uniforme de las nanoparticulas, estos son: 1. Formacion del hidrogel en una
suspension de nanoparticulas, 2. Embeber fisicamente las nanoparticulas dentro de la matriz del
hidrogel después de la gelacidon, 3. Formacién de nanoparticulas reactivas dentro de un gel
preformado, 4. Entrecruzamiento usando nanoparticulas para formar hidrogeles, y 5. Formacion de

geles usando nanoparticulas, polimeros y distintas moléculas gelificadoras.

Como se mencioné antes, los hidrogeles tienen ventajas sobre otros sistemas debido a la
compatibilidad con tejidos vivos, y, utilizando métodos como el 3, una sintesis de nanoparticulas
in situ, el tamafio y la morfologia pueden controlarse variando la densidad de entrecruzamiento de
las redes y haciendo modificaciones a los hidrogeles. Mohan et al. (Mohan etal., 2006)
desarrollaron un método para fabricar hidrogeles con nanoparticulas de plata dispersas. Utilizaron
N-isopropilacrilamida (NIPAM) y acrilato de sodio (SA) como precursores para el hidrogel, estos
a su vez funcionaron como soporte para la reaccion de reduccién de las nanoparticulas. Una vez
tenian la mezcla de dichos reactivos, se adicion6 sal de nitrato de plata y borohidruro de sodio para

la reduccion in situ. Los autores explican que la estabilidad de las nanoparticulas se da gracias a la
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unién de estas a las largas cadenas poliméricas protectoras o las macromoléculas las encapsulan o

cubren.

C. METODOLOGIA

1. Fabricacion de hidrogeles con nanoparticulas incorporadas

La fabricacion de los hidrogeles con las nanoparticulas incorporadas se realiz6 en dos etapas que

se describen a continuacion:

a. Extraccion y solubilizacion de fibroina: el protocolo utilizado fue planteado Echeverri et al.
en el grupo de investigacion en Biomateriales (Biomat) (Echeverri et al., 2020). EI primer paso
para la extraccion de fibroina consistio en cortar una cantidad determinada de capullos de seda
en pedazos pequefios para facilitar la posterior solubilizacion de la fibroina. Después, se utilizé
una solucién de carbonato de sodio en relacién 1:10 (seda:Na,COs3) agregando agua destilada
en relacion 1:100 (seda:agua), con el fin de romper los enlaces que unen a la fibroina con la
sericina. Luego, a esta solucion se le agregaron los trozos de capullos cortados, se dejé en
agitacion constante a 80°C durante 3 horas aproximadamente. Al terminar el proceso se
observo una madeja, lo cual indica que la reaccion finalizo. Finalmente, la madeja se lavo varias
veces con agua destilada para eliminar los residuos de sericina., y se secd en horno a 40°C

durante 24 horas.

El segundo paso consistio en la solubilizacién de la fibroina, para lo cual se prepard una
solucién con relacion molar 1:2:8 de CaCl,:etanol:agua destilada y se agregd la madeja por
pedazos. La solucion se mantuvo a 65°C por 3 h bajo agitacion magnética.

El ultimo paso de este procedimiento fue dializar la fibroina solubilizada para eliminar los
residuos de sales resultantes. La solucion se empacé en membranas porosas de celulosa de 35
a 40 cm de largo, de grado alimenticio; posteriormente, estas se dejaron sumergidas en un
recipiente con agua y se almacenaron en la nevera. El agua del recipiente se cambio tres veces

al dia durante tres dias, hasta que la solucion en las membranas adquirié un color blanco. Por
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altimo, se midio la concentracion de la fibroina obtenida de la siguiente manera, se tomaron
tres vidrios reloj y se secaron en horno durante 1 h a 105°C para eliminar la humedad; luego,
se registro el peso de cada uno de ellos y se agregd 1 ml de fibroina. Después, los vidrios reloj
se llevaron nuevamente al horno a 105°C durante 24 h; y al terminar el proceso de secado, se
retiraron del horno y se dejaron en disecador hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Finalmente, se registrdé nuevamente el peso de los vidrios reloj con la fibroina, y se resto el peso
inicial al peso final. Se tomé un promedio de las tres mediciones y se calculé el porcentaje

peso/volumen (p/v).

b. Fabricacion de hidrogeles e incorporacion de nanoparticulas: el siguiente método fue
desarrollado y estandarizado por el grupo de investigacion en Biomateriales (Biomat), adaptado
del seguido por Zhao et al. (Zhao et al., 2017). Para cada hidrogel se agreg6 15 ml de fibroina
al 2,1 % (p/v), se afadieron 12 gotas de glicerol, y para la adicion de las nanoparticulas de
cobre se evaluaron 2 porcentajes de 1% y 0,1% (v/v). La mezcla se dejo en agitacion suave
durante 10 minutos y luego se llevé al agitador orbital durante 5 minutos. Finalmente, se vertio

la mezcla en moldes de silicona y se dejé en el horno a 50°C durante 26 h aproximadamente.

c. Disefio del montaje para la evaluacion del hinchamiento de los hidrogeles

Se realiz6 un montaje en el que se recrearon algunas condiciones a las que el hidrogel puede
estar sometido al emplearse como vehiculo en la liberacion de nanoparticulas para control
bioldgico. Para esto, se investigaron algunas caracteristicas climaticas de Apartadd, Antioquia,
perteneciente a la zona de Urab4, ya que es uno de los mayores productores de banano y platano
en Colombia. De acuerdo a la informacion reportada en la organizacién Climate-data (Clima
Apartadd: Temperatura, Climograma y Tabla climética para Apartadé - Climate-Data.org, s/f),
los datos historicos meteoroldgicos de Apartado, en el 2021, son los registrados en la Fig. 14:
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Enero Febrero Marzo Abril Mayo Jumio Julio Agosto  Septiembre Octubre Moviembre Diciembre

Temperatura media (*C} -
Temperatura min. {*C) -
Temperatura max. (*C) -

Precipitacién {mm) -
Humedad(%} -
Diias lluviosos (dias) -

Horas de sol {horas) 57 5.7 53 5.5 i L] Li%:] 6.8 6.8 8.e T.0 6.4 5.8

Fig. 14. Datos historicos del tiempo en Apartadé (Clima Apartadd: Temperatura, Climograma y Tabla climética
para Apartadé - Climate-Data.org, s/f)

Seguido a esto, se implementé el siguiente montaje (Fig. 15 (A)): se colocaron dos frascos
de 500 ml uno encima del otro, de tal manera que las tapas quedaran juntas e hicieran las veces de
soporte. El frasco superior contenia 20 g de tierra y el frasco inferior contenia 30 g,
aproximadamente; la tierra era proveniente de Apartadd. En ambos se coloco papel filtro en la base
para evitar que la tierra se filtrara cuando se hiciera el riego, y en el frasco inferior se colocé una
malla en la parte superior que pudiera sostener el hidrogel dentro del frasco. Por ultimo, se
realizaron pequefios orificios en la parte superior del frasco de arriba para realizar un riego. Se
realizaron 16 pruebas, 8 de ellas con hidrogeles conteniendo nanoparticulas de cobre al 1%, y 8

con hidrogeles conteniendo nanoparticulas al 0,1%.
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Orificios para permitir — Orificios para permitir la
! —> entrada de agua
la entrada del agua

- — > Tierra
—_—"

Hidrogel con
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— Hidrogel con
nanoparticulas de cobre

nanoparticulas de cobre

Frasco para recoger

Frasco para recoger el —>  elagua filtrada

agua filtrada

(A) (B)

Fig. 15. Esquema del montaje para el ensayo de retencién de agua (A)diala4y (B)5all

Desde el dia 5 se hizo necesario retirar la tierra contenida en el frasco superior Fig. 15 (B),

ya que este era un suelo limoso que formaba una capa de barro reteniendo el agua que se aplicaba

por rociado.

Para estimar el volumen de agua a adicionar se tomd como referencia la precipitacion
promedio del mes octubre, uno de los meses con mayor precipitacion en el afio en Apartado. De

acuerdo a la Fig. 14, en octubre se tiene una precipitacion de 300 mm y un total de 21 dias de

precipitacion, lo que equivale a 14,29 mm/dia.

En meteorologia, la precipitacion pluvial se mide en mm, y 1 mm de lluvia equivale a 1
L/m? (Auguste, 2018). Para estimar el volumen equivalente de agua que caeria en la tierra contenida

en el frasco, se calculo el &rea de este y sabiendo que el diametro de cada frasco es de 4,3 cm, se

realizaron los siguientes calculos:

2
) = 14,52 cm?

) 4.3cm
A=nr =nx( >
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1 m? 1000 ml ml

14,29 — =1,429 —
m2 x 10000cm? x 1L cm?

ml
1,429 — x14,52 cm? = 20,7 ml
cm

Entonces, el volumen de agua a emplear diariamente para el riego se aproximé a 20,5 ml. En
consecuencia, al finalizar el ensayo cada hidrogel recibiria aproximadamente 226 ml de agua

destilada, estimados al considerar 11 dias de riego.
2. Caracterizacion de los hidrogeles cargados con nanoparticulas

Como se explico anteriormente, se fabricaron 16 hidrogeles, de los cuales, la mitad tenian
nanoparticulas de cobre al 1% y los restantes contenian nanoparticulas de cobre al 0,1% . El ensayo
consistio en realizar un riego permitiendo que los hidrogeles absorbieran y liberaran agua para
evaluar la capacidad de retencion (hinchamiento). Cada dia, durante 11 dias, se registré el peso de
cada hidrogel antes de realizar el riego, para determinar el porcentaje de hinchamiento por medio
de la Ec. 1, donde Wh corresponde al peso himedo del hidrogel y Ws al peso seco; y la degradacion
(pérdida de peso) se midid después de secar los hidrogeles a 28°C hasta obtener un peso constante,
con la Ec. 2, donde Wrs es el peso del hidrogel seco después del proceso de secado, Wi es el peso

inicial del hidrogel, y, Wk es el valor obtenido.
] ] Wh—-Ws
% de hinchamiento = s x 100

Ec. 1. Célculo del porcentaje de hinchamiento del hidrogel

Wr x 100
W= ———
Wi
Ec. 2. Célculo de pérdida de peso
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A. RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto al proceso de extraccién de fibroina, generalmente, la concentracion de la fibroina
al terminar el procedimiento estuvo por debajo de la concentracion requerida (2,1 % p/v), por lo
que fue necesario aumentar la concentracion dejandola en horno a 60°C hasta alcanzar el volumen

deseado.

En la Fig. 16 se presenta el montaje real implementado para llevar a cabo el ensayo de retencion

de agua en los hidrogeles. |

Fig. 16. Montaje real implementado para el ensayo de retencion de agua

Los hidrogeles con concentracion de nanoparticulas al 1% fueron denominados tipo A 'y
aquellos con concentracién de nanoparticulas al 0,1% tipo B, ademas se han enumerado de 1 a 8

las muestras para poder distinguirlos.

La Fig. 17 ilustra el comportamiento en la liberacion y retencion de agua en los hidrogeles
con nanoparticulas de cobre al 1%. El dia en el que hubo el maximo hinchamiento esta indicado
con un circulo rojo, y se observa que, para la mayoria de las 8 pruebas, el maximo hinchamiento

se alcanz6 en el dia 10.
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Como se puede observar en la TABLA 1V, el hidrogel 1 fue el que alcanz6 el mayor

porcentaje de hinchamiento (19,71 %), y el hidrogel 5 fue el de menor hinchamiento (5,30 %).
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Fig. 17. Variaciones en el peso de los hidrogeles tipo A (con nanoparticulas al 1)

TABLA IV
VALORES DE MAXIMO HINCHAMIENTO PARA HIDROGELES TIPO A

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS8
Hinchamiento % 19,71 14,16 7,28 5,69 530 7,34 6,51 9,38

También en los montajes de los hidrogeles con nanoparticulas al 0,1% se tuvieron algunos
problemas en la filtracion del agua. En la Fig. 18 se puede observar que 5 de los hidrogeles
adquirieron el mayor hinchamiento en el dia 10, dos en el dia 6 y uno en el dia 5. Ademas,
como se evidencia en la TABLA V los porcentajes de hinchamiento son mayores a los de los
hidrogeles conteniendo 1% de nanoparticulas de cobre, siendo 26,65% el mayor valor y 8,16%

el menor. Lo que quiere decir que, aunque hubo problemas de filtracion, probablemente estos
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pudieron estar en contacto con el agua por mucho mas tiempo y por eso retuvieron mayor

cantidad
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Fig. 18. Variaciones en el peso de los hidrogeles tipo B (con nanoparticulas al 0,1%)

TABLAYV
VALORES DE MAXIMO HINCHAMIENTO PARA HIDROGELES TIPO B

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Hinchamiento% 995 1535 8,19 12,19 15,15 17,24 26,65 18,19

Las diferencias en el hinchamiento tanto para las 8 pruebas con hidrogeles conteniendo 1% de
nanoparticulas, como en las 8 pruebas conteniendo 0,01% de nanoparticulas, se podria atribuir a
los problemas presentados a partir del quinto dia de riego; como se indicd antes, la tierra del
compartimento superior se tornd en una capa de barro reteniendo el agua y no permitiendo la
filtracion hacia los hidrogeles. De tal manera que, el agua entré en contacto con los hidrogeles mas
rapido que en los dias anteriores cuando la muestra de tierra estaba en la parte superior, esto sucedio

con la mayoria de los montajes. Como resultado, aquellos montajes que tenian problemas con
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filtraciones, estuvieron en contacto por menor tiempo con el agua, esto puede ser una explicacion

a los bajos porcentajes de hinchamiento de los hidrogeles.

Los porcentajes de méximo hinchamiento obtenidos (19,71 % para pruebas con 1% de
nanoparticulas y 26,65 % para pruebas con 0,01% de nanoparticulas) son congruentes con los
resultados reportados por Kim & Park (Kim & Park, 2016), quienes estudiaron el comportamiento
de hidrogeles de fibroina fabricados con dos técnicas diferentes: sol-gel e irradiacién de rayos
gamma. Acorde a sus resultados el porcentaje maximo de hinchamiento de los hidrogeles en agua
destilada fue de 40%, pero reportan también valores encontraban inferiores al 20%, un valor
cercano al obtenido en el presente trabajo. Lo anterior, permite inferir que la composicién y
entrecruzamiento del hidrogel esta dificultando la absorcion de agua, por lo que podria ser
conveniente variar la composicion inicial agregando o incrementando la proporcion de un polimero

hidréfilo como la gelatina, que favorezca la interaccion del hidrogel con las soluciones acuosas.

En las Fig. 19 y Fig. 20 se puede observar que, una vez realizado el proceso de secado de los
hidrogeles, algunos de ellos estan visiblemente deteriorados y perdieron material; ademas, se

encogieron y se volvieron fragiles.

Fig. 19. Hidrogeles secos tipo A
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Fig. 20. Hidrogeles secos tipo B

Con el Gltimo peso registrado se calculd el porcentaje de pérdida de peso en cada hidrogel, los
datos estan consignados en la TABLA VI y TABLA VI. En promedio la pérdida de peso de los
hidrogeles tipo A después del ensayo fue de 53,06+2,39%.

TABLA VI
PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO DE LOS HIDROGELES TIPO A

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Perdida de peso % 49,74 51,12 51,43 51,43 54,48 54,72 5552 56,05

En promedio la pérdida de peso de los hidrogeles tipo A después del ensayo fue de 53,06+2,39 %.

TABLA VII
PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO DE LOS HIDROGELES TIPO B

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Pérdida de peso % 55,87 55,34 55,68 57,60 55,70 55,56 47,00 47,45

En cuanto los hidrogeles tipo B el promedio de pérdida de peso fue de 53,78+4,10 %.

De acuerdo a los resultados anteriores se puede inferir que la concentracion de las nanoparticulas
utilizada en la fabricacion de los hidrogeles no tiene efecto directo en la capacidad de retencién y
en la pérdida de peso, el comportamiento de estos es independiente. Los compuestos utilizados en
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la fabricacion podrian tener mayor impacto en estos dos parametros, las moléculas hidrofilas
promueven la interaccion del hidrogel en soluciones acuosas permitiendo que se retenga mayor
cantidad de agua. Ademas, no es posible asegurar que los capullos de gusano de seda utilizados
pertenezcan al mismo lote, por lo que la fibroina extraida puede tener diferencias en su composicion

que afectan el comportamiento de los hidrogeles.

E. CONCLUSIONES

1. La concentracion de nanoparticulas utilizada en la fabricacion de los hidrogeles no
demaostro tener impacto en el hinchamiento y la pérdida de peso de estos. Los hidrogeles
tipo A en promedio retuvieron menos agua que los hidrogeles tipo B; este
comportamiento se repitid en la prueba de pérdida de peso, en la que los hidrogeles tipo
A perdieron menor peso que de los tipo B.

2. El montaje para la evaluacion del hinchamiento y la pérdida de peso tuvo diversas
limitaciones que pudieron haber afectado los resultados, ya que las filtraciones
impidieron que el hidrogel estuviera en contacto con el volumen total de agua por mayor

tiempo .
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CAPITULO IV

A. MARCO TEORICO

1. Nanotecnologia en la agricultura

La nanotecnologia es un area de la ciencia que se ha dedicado a investigar y desarrollar nuevos
materiales nanométricos con caracteristicas y propiedades Unicas que no tienen los materiales en
escalas mayores, con el objetivo de ser utilizados en medicina, en la industria alimenticia, en la
industria farmacéutica, en desarrollos electrénicos, en el medio ambiente, en la agricultura, entre
otros (Lyddy, 2009).

En la agricultura, la nanotecnologia se ha enfocado en el desarrollo de herramientas que ayuden a
fortalecer el sector agricola desde distintos puntos. Actualmente, este sector se enfrenta a multiples
desafios como control de plagas, la absorcién de nutrientes en los suelos, mejoramiento genético
de plantas, deteccion temprana de patdgenos, manejo de recursos naturales, contaminantes en
productos alimenticios, y deméas. Aunque el manejo de todas estas problematicas se ha hecho
empleando distintas herramientas, algunas son muy costosas Yy otras siguen siendo indtiles o poco
efectivas (Lira Saldivar et al., 2018).

Las nanoparticulas han sido utilizadas para multiples aplicaciones como fungicidas y bactericidas,
tratamientos para semillas, nanopesticidas, herbicidas de deteccion y para promover el crecimiento
de las plantas. Las nanoparticulas de plata y cobre son a menudo utilizadas como fungicidas, sin
embargo, los procesos de sintesis de nanoparticulas de plata suelen ser mas costosos que los del
cobre. Ademas, el cobre posee propiedades antimicrobianas que han sido evaluadas en diferentes

estudios, frente a hongos comunes en cultivos como el Fusarium (Baker et al., 2017).
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B. ANTECEDENTES

1. Estudios de aplicacion de hidrogeles suplementados con cobre

Las nanoparticulas de cobre han demostrado multiples aplicaciones debido a sus propiedades
eléctricas, Opticas, quimicas y biologicas, volviéndolas una alternativa a las soluciones
convencionales de distintos problemas, sin embargo, tienden a ser inestables, por lo que se oxidan
facilmente en la atmosfera. Como consecuencia, se han implementado diferentes mecanismos para
evitar que la oxidacion ocurra y mantener las nanoparticulas estables hasta que sean utilizadas. Uno
de estos mecanismos es incorporar las nanoparticulas en un medio que permita su posterior
liberacion garantizando la estabilidad y conservacion de las mismas. Pourbeyram y Mohammadi
(Pourbeyram & Mohammadi, 2014) utilizaron hidrogeles como nanoreactores para la sintesis in
situ de nanoparticulas de cobre; en el proceso se sumergié un hidrogel hinchado en soluciones de
20 ml con diferentes concentraciones de iones cobre, luego, el hidrogel cargado con iones cobre,
se removio, lavé e inmergid en una solucion de 20 ml de hidracina con diferentes cantidades de
NaOH durante 6 h a 60°C para reducir los iones cobre dentro del gel hinchado. Posteriormente, se
removio el exceso de hidracina del hidrogel dejandolo inmerso en agua destilada durante 1 hora.
Los ensayos de UV-Vis y DRX confirmaron la presencia de nanoparticulas de cobre en el hidrogel,
ademas, demostraron ser estables contra la oxidacion. Este resultado fue atribuido a la presencia
de la red de proteccion del hidrogel. Por otro lado, los ensayos de DLS y SEM mostraron que las
nanoparticulas eran casi homogéneas, con un tamafio de particula promedio de 20 nm. Ademas, se
pudo observar que las nanoparticulas estaban distribuidas en la red porosa del hidrogel y estas eran
tres veces mas estables que las nanoparticulas presentes en una solucion coloidal. Finalmente, se
evaluo la actividad antimicrobiana con cepas de S. aureus y E. coli. Los resultados demostraron
que las nanoparticulas de cobre son efectivas para inhibir el crecimiento de las dos cepas, al liberar
iones cobre se generan radicales hidroxilos que causan dafios permanentes en el material genético,

en las proteinas y en la membrana.

En medicina, los ap6sitos son productos sanitarios que pretenden cubrir y proteger una heridas con
el proposito de aliviar el dolor, evitar infecciones y absorber el exudado producido por la misma

herida, y asi permitir la cicatrizaciéon (Benedi & Romero, 2006). Como se menciono anteriormente,



FABRICACION DE HIDROGELES DE FIBROINA CARGADOS CON NANOPARTICULAS DE... 79

los hidrogeles han sido ampliamente utilizados para liberacion de farmacos, ingenieria de tejidos,
sensores y terapia antibacteriana. Sin embargo, los geles por si solos no tienen efectos
antimicrobianos, sino que deben tener incluido un componente que tenga dichas propiedades; las
nanoparticulas de cobre han demostrado inhibir el crecimiento de hongos y bacterias. Tao et al.
(Tao et al., 2019) disefiaron un método con hidrogeles de metacrilato de gelatina combinados con
nanoparticulas de cobre y N, N-bis (acriloil) cistamina (BACA) para combatir las bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas y a su vez, promover la cicatrizacion de las heridas a través de la
neovascularizacion. Las nanoparticulas se sintetizaron a partir de sulfato de cobre pentahidratado
(sal de cobre), citrato de sodio (agente reductor) y BACA para mejor la estabilidad de las particulas,
dado que asi se forman enlaces Cu-S en la superficie de las nanoparticulas. El hidrogel mostré
efectividad al inhibir el crecimiento de las bacterias y la formacion de una pelicula bacteriana. El
tamafio de las nanoparticulas era aproximadamente de 110 nm y un ensayo de DRX confirmo la

presencia de cobre metalico, demostrando que la cistamina evitd la oxidacion de cobre.

Al -Enizi et al. (Al-Enizi etal., 2018) buscaban una alternativa a los agentes antimicrobianos
comunmente usados en medicina para combatir las bacterias, especificamente las bacterias que
causan las infecciones del tracto urinario, dado que estos agentes suelen ser inestables a altas
temperaturas y presiones, y generan irritaciones e intoxicaciones en los pacientes. Anteriormente,
habian trabajado con nanoparticulas de plata; sin embargo, estas son muy costosas y no seria
rentable para las necesidades que ellos buscaban solventar. Por tal razén, fueron reemplazadas por
las nanoparticulas de cobre, las cuales tienen propiedades antimicrobianas y los procesos de sintesis
son mas econdémicos El hidrogel fue preparado con carboximetilcelulosa (CMC), poliviniacrilico
(PVA) vy diglicidiléter de etilenglicol (EDGE). La sintesis de las nanoparticulas se llevo a cabo
afiadiendo una solucion de nitrato de cobre a la matriz homogénea del hidrogel, y la reaccion redox
se realiz6 utilizando hidracina. Mediante TEM pudieron observar que las nanoparticulas eran
esféricas y tenian un tamafio promedio de 7 nm. EI DRX mostro tres picos principales en 43°, 50°
y 73°, que segun diversos autores (Ramyadevi et al., 2012; Viet et al., 2016) corresponden al cobre.
Respecto a la medicion de la actividad antibacteriana, se utilizaron los patdégenos K. pnemoniae, E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus, P. vulgaris y P.mirabili y los resultados fueron comparados con el

efecto que tiene una dosis de 30 pug de Kenamicina en las mismas cepas. De acuerdo con los
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resultados finales, los iones cobre tienen un efecto superior al de la Kenamicina, ademas, se

demostro que a mayor dosis de nanoparticulas mayor era el efecto antibacteriano.

Gbmez et al. (Gonzalez Gomez et al., 2017) evaluaron los efectos de hidrogeles de quitosano-
polivinilalcohol con nanoparticulas de cobre (Cs-PVA-CuNPs) sobre la morfologia de la hoja y el
crecimiento de la planta cuando se aplica a plantas injertadas del cultivo de sandia “Jubilee”.
También se evalu6 la densidad estomatica (SD), el indice estomético (SI), la longitud (SL) y el
ancho (SW) de la estoma. Los resultados demostraron que el injerto induce modificaciones en la
micromorfologia de la hoja que afectan favorablemente el crecimiento de la planta, mostrando las
plantas injertadas un menor crecimiento vegetativo. Ademas, se encontré que la aplicacion de estos
hidrogeles aumento el ancho de la estoma, la longitud del tallo primario y la longitud de raiz en un

7%, 8% y 14%, respectivamente.

C. METODOLOGIA

1. Ensayo de liberacion

Para medir la cantidad de cobre liberado por cada hidrogel se empled simultaneamente el
mismo montaje experimental descrito en el capitulo 3 para evaluar el hinchamiento de los
hidrogeles (Fig. 15), tomando en este caso, antes de realizar nuevamente el riego, una muestra de
la tierra ubicada en el frasco inferior de dos de los ocho frascos durante los dias: 3, 6, 9y 11, las
cuales se llevaron a espectroscopia de absorcidn atdbmica con llama para obtener la concentracion
de cobre. Después, se tomaron 4 valores, cada uno corresponde al valor promedio de la cantidad
de cobre presente en los dos frascos, y se resto el valor del blanco para obtener una curva de

liberacion.

Para estimar la cantidad de cobre presente en la tierra proveniente de Apartadd (blanco), y teniendo
en consideracion que parte del cobre contenido en la tierra del compartimiento superior podia ser
arrastrado hacia el inferior durante el riego (Fig. 15 (A)), lo cual afectaria la medicion de cobre
liberada desde el hidrogel, se implement6 el montaje presentado en la Fig. 21, en el que no se

colocé hidrogel en medio de los dos frascos que contienen las muestras de tierra. En este ensayo,
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diariamente se realiz6 el riego con 20,5 ml de agua durante 5 dias, y posteriormente se hizo la
cuantificacion de cobre a la tierra del frasco inferior; el valor obtenido corresponde a la cantidad
de cobre del blanco 1, y fue utilizado para estimar la cantidad de cobre en los suelos evaluados el
dia 3. Adicionalmente, se realiz6 una cuantificacion de cobre en la tierra original proveniente de
Apartadd, el valor obtenido corresponde al valor del blanco 2, y fue utilizado para medir la cantidad
de cobre de los suelos en los dias 6, 9y 11.

Orificios para permitir la
— entrada de agua

— Filtro
e —
—

- 5 Tiema

Malla

Frasco para recoger
— el agua filtrada

Fig. 21. Esquema del montaje para cuantificacion de cobre de la tierra proveniente de Apartad6

2. Cuantificacion de cobre

Para cuantificar el cobre en cada muestra de suelo se utilizd espectroscopia de absorcién
atomica con llama. Este es un método analitico que permite determinar las concentraciones de
diferentes metales. En esta técnica una muestra liquida es convertida a polvo en un nebulizador y
aspirada por la Ilama donde la muestra es finalmente atomizada (Ott, 2013). Si la muestra es solida,
lo usual es transformarla a estado liquido, aunque se puede analizar de forma sélida no es el enfoque
preferido porque hay mayor probabilidad de contaminar la muestra por la cantidad de pasos

requeridos, como: muestreo, sub-muestreo, molienda, y disolucién (Ramadan Bader, 2011).
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La concentracion de cobre liberado de los hidrogeles, se estimd a partir de la Ec. 3:
C=Cs-Cs
Ec. 3. Estimacién de la cantidad de cobre en suelo
Donde:
C: cantidad de cobre liberado por el hidrogel, por kg de muestra de tierra.
Cts : cantidad de cobre medido en la muestra de tierra para cada dia de riego, por kg de muestra de
tierra
Cg: : cantidad de cobre medido en la muestra de suelo proveniente de Apartado (blanco 1) y
filtrado, por kg de muestra de tierra. Blanco para la muestra del dia 3
Cs2: cantidad de cobre medido en la muestra de suelo proveniente de Apartad6 (blanco 2), por kg

de muestra de tierra. Blanco para las muestras del dia 6, 9y 11.

D. RESULTADOS Y DISCUSION

La curva obtenida de liberacion de cobre se presenta en la Fig. 22
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Fig. 22. Curva de liberacién de cobre en hidrogeles tipo A (concentracién de nanoparticulas de 1%)

Con la gréfica se puede inferir que la liberacion de las nanoparticulas se produjo en los primeros
dias, alcanzando un maximo de 7,68 mg/kg en el dia 6. A partir del dia 6, la cantidad de cobre
presente en la tierra disminuyd paulatinamente, lo cual pudo suceder por diferentes razones: 1. El
cobre se degradd, o 2. El cobre presente en la tierra fue arrastrado por el agua del riego sacandolo

por los orificios del frasco.

Este comportamiento se puede asemejar a la liberacion retardada en los farmacos, ya que la
liberacién no ocurre inmediatamente, sino, que se libera completamente una vez transcurrido cierto
tiempo (Wheless & Phelps, 2018). La liberacion retardada puede ser sensible al tiempo o depender
del medio ambiente. En este caso, las nanoparticulas dependian del hidrogel como transporte y del

agua del riego que se hacia cada dia para poder liberarse.

El ensayo demuestra que el hidrogel es capaz de almacenar y liberar las nanoparticulas, sin
embargo, la liberacién no es gradual sino retardada. Esto puede indicar que, dependiendo del

tratamiento necesario para atacar el hongo Fusarium, podria ser conveniente utilizar mas de un
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hidrogel o mejorar el disefio del mismo, de forma que se pueda tener mayor control en la liberacion

de las nanoparticulas.

Enla TABLA VIII se reportan los valores promedio de cobre, por kg de muestra de tierra, obtenidos
al evaluar los hidrogeles tipo B (concentracion de nanoparticulas de 0,1%); sin embargo, estos son

inferiores al valor del blanco 2 (34,98 mg/kg), por lo que no se puede asegurar si hubo o no

liberacion.
TABLA VIII
CANTIDAD DE COBRE MEDIDA EN ENSAYO DE LIBERACION EN LOS HIDROGELES TIPO B
. Cobre
Dia ma/kg
3 35,38
6 34,02
9 40,21
11 34,33

Ahora bien, la cantidad de cobre en el hidrogel pudo ser insuficiente como para visualizar un
cambio en la cantidad presente en la muestra de tierra; en consecuencia, se podria decir que una
concentracion tan baja de nanoparticulas no es apropiada para realizar un ensayo de liberacion, y,

es necesario replantear el disefio del montaje y las concentraciones a utilizar en los hidrogeles.

E. CONCLUSIONES

1. Los hidrogeles tipo A (concentracion de nanoparticulas al 1%) lograron liberar de forma
exitosa las nanoparticulas de cobre, liberando la cantidad méaxima de cobre al sexto dia. Lo
que sugiere que los hidrogeles podrian ser utilizados como vehiculo de las nanoparticulas

para ser liberadas en un hongo como el Fusarium.

2. Los resultados obtenidos para los hidrogeles tipo B (concentracion de nanoparticulas al
0,1%) no son concluyentes, y seria necesario realizar mas ensayos o redefinir el montaje
experimental en trabajos futuros para verificar si la concentracion de nanoparticulas

utilizada fue insuficiente para evidenciar un cambio en la cantidad de cobre en el suelo.
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3. Como se ha mencionado antes, el disefio del montaje para la evaluacion de la liberacion de
cobre tuvo multiples dificultades que pudieron haber entorpecido el desarrollo normal del
experimento, por lo que, el re-disefio del montaje y sus condiciones pueden ser materia de

estudio en trabajos futuros.
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