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Resumen 

La creciente ocurrencia de infecciones causadas por patógenos multirresistentes es uno de los 

problemas de salud más relevantes a nivel mundial, ya que ha hecho saltar las alarmas y generado interés 

en la comprensión, detección y prevención de la Resistencia a los Antimicrobianos (RAM) a nivel 

mundial en la búsqueda del desarrollo de medidas adecuadas de higiene y prevención, así como la 

producción de nuevos agentes antimicrobianos con mayor eficiencia y uso adecuado. Por lo tanto, se 

han desarrollado nuevas estrategias antimicrobianas, especialmente la investigación que utiliza la 

nanotecnología para producir agentes microbicidas mediante la aplicación de nanopartículas de metales 

preciosos y semipreciosos con amplia efectividad, baja toxicidad y actividad antibacteriana, antifúngica 

y antiviral. La presente investigación desarrolló un sistema nanoestructurado de Ag-Cu en un medio 

acuoso asistido por irradiación ultrasónica, con un tamaño de partícula promedio de 9,68 nm y una 

actividad antimicrobiana más significativa que el 95% en la inhibición del crecimiento bacteriano de las 

cepas modelo Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y en la Gram-negativa Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 1705) una inhibición inferior al 70% cuando se utiliza una concentración de 25 

ppm del sistema nanoestructurado producido. El material producido se caracterizó por técnicas 

analíticas como UV-VIS, DRX, TEM, EDX y SAED. 

 

Palabras Clave: Nanopartículas de plata, Nanopartículas de cobre, Ultrasonidos, 
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Antimicrobiano. 

 

Abstract 

The growing occurrence of infections caused by multidrug-resistant pathogens is one of the 

most relevant health problems worldwide, as it has set off alarms and generated interest in the 

understanding, detection, and prevention of Antimicrobial Resistance (AMR) worldwide in the search 

for the development of adequate hygiene and prevention measures, as well as the production of new 

antimicrobial agents with greater efficiency and their proper use. Therefore, new antimicrobial 

strategies have been developed, especially research that uses nanotechnology to produce microbicidal 

agents by applying precious and semiprecious metal nanoparticles with broad effectiveness, low 

toxicity, and antibacterial, antifungal, and antiviral activity. The present research developed a 

nanostructured system of Ag-Cu in an aqueous medium assisted by ultrasonic irradiation, with an 

average particle size of 9.68 nm and an antimicrobial activity more significant than 95% in the 

inhibition of bacterial growth of the model strains Gram-positive Staphylococcus aureus (ATCC 

25923) and in the Gram-negative Klebsiella pneumoniae an inhibition less than 70% when using a 

concentration of 25 ppm of the nanostructured system produced. The material produced was 

characterized by analytical techniques such as UV-VIS, DRX, TEM, EDX, and SAED. 

 

Keywords: Silver Nanoparticles, Copper Nanoparticles, Ultrasounds, Antimicrobial.
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1. Introducción. 

 

En el año 2015 la Organización Mundial de la Salud promovió la creación del primer sistema 

mundial que recopila datos globales oficiales sobre la resistencia a los agentes antimicrobianos 

denominada GLASS por su sigla en inglés Global Antimicrobial Resistance and use Surveillance 

System (World Health Organization (WHO), 2020). Esta iniciativa nace por la creciente preocupación 

en torno a las infecciones virales y bacterianas y su resistencia ante los agentes antimicrobianos 

existentes, lo que representa una de las principales causas de enfermedades y muerte a nivel mundial 

(Choudhury et al., 2022) por ello en el transcurso de los últimos años se han establecido diferentes 

mecanismos antimicrobianos para mitigar las infecciones producidas por estos microorganismos 

(Sharmin et al., 2021). 

Sin embargo, la implementación de nuevos agentes antimicrobianos promueve poco a poco 

la resistencia antimicrobiana (RAM), que es definida por la OMS como un proceso evolutivo normal 

de los microorganismos, el cual es acelerado por la presión selectiva ejercida por el mal uso 

generalizado de los distintos antifúngicos, antivirales y antibióticos comúnmente utilizados, 

permitiendo que éstos patógenos puedan prosperar y  producir infecciones mortales, las cuales 

desencadenarían una emergencia sanitaria global con un mayor impacto en el bienestar humano de 

las siguientes generaciones (Colson et al., 2021), estimándose así que la RAM puede llegar a generar 

para el año 2050 aproximadamente 10 millones de muertes anuales en el mundo (O’Neill, 2019). 

Con la aparición de la pandemia por la COVID-19 se ha evidenciado a nivel mundial un 

aumento significativo de infecciones causadas por agentes patógenos multirresistentes (Lai et al., 

2021), como consecuencia del empleo inapropiado y excesivo de agentes antimicrobianos en 

pacientes infectados con el Síndrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), a lo 

que se suma la prescripción excesiva de antibióticos para contrarrestar la Sintomatología causada por 

el virus, lo cual ha facilitado la aparición de bacterias resistentes (Martínez Mora, 2021), dando como 

resultado complicaciones en pacientes con infecciones bacterianas secundarias (Fu et al., 2020). Por 
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todo esto, las alertas son claras, demandando la comprensión, detección y prevención de RAM como 

parte de la respuesta a la pandemia mundial por COVID-19 (Organización Panamericana de la Salud, 

2022) y al aumento inminente de infecciones por microorganismos multirresistentes (Choudhury et 

al., 2022). 

 

En Colombia el tema de la resistencia antimicrobiana no es un caso marginal, y ha venido 

afectando la salud de los colombianos por microorganismos infecciosos y multirresistentes los 

últimos 20 años, perjudicando así a las regiones de mayor desarrollo económico del país como 

Santander, Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca, puesto que son territorios donde se han 

presentado mayores casos de infecciones por microrganismos multirresistentes (Toro-Alzate, 2021), 

causados por Pseudomonas aeruginosa (Chávez et al., 2020), Staphylococcus epidermidis (Castro-

Orozco et al., 2019), Klebsiella. pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Cruz-Vargas 

et al., 2023; Robledo et al., 2022), entre otros patógenos de importancia clínica. 

Lo que significa un motivo importante de preocupación puesto que para el año 2020 la 

principal causa de muerte en la ciudad de Bogotá con más de 12.000 defunciones fueron las 

enfermedades infecciosas y parasitarias, las cuales doblaron la segunda causa de muerte, producida 

por enfermedades isquémicas del corazón con tan solo 5.988 defunciones (SALUD DATA, 2021). 

Por ello, la necesidad de combatir y hacerle frente a la RAM es uno de los planes de acción 

mundial impuestos ante esta crisis de infecciones por patógenos multirresistentes ((OMS), 2016), lo 

que ha significado para científicos en todo el mundo el reforzar la base científica a través de la 

investigación, la búsqueda de medidas eficaces de saneamiento, higiene, prevención, uso adecuado 

de los antimicrobianos y por último el desarrollo de nuevos antimicrobianos eficientes (Lai et al., 

2021). Al requerirse nuevas estrategias antimicrobianas, se han desarrollado investigaciones 

encaminadas al uso de la nanotecnología como una alternativa a la producción de posibles agentes 

microbicidas (Sharmin et al., 2021), ya que los nanomateriales han demostrado un amplio espectro 

de actividad antimicrobiana tanto para bacterias Gram positivas como para Gram  negativas, al igual 
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que para hongos, virus, parásitos y protozoos (Spirescu et al., 2021). Debido a esta actividad, se han 

elaborado partículas nanométricas orgánicas (polímeros, micelas, liposomas) que son utilizadas para 

la administración eficaz de fármacos y el mejoramiento de la actividad antibacteriana, antifúngica y 

antiviral de antimicrobianos comunes (Yetisgin et al., 2020).  

Aunque el empleo de nanopartículas orgánicas es importante en el tratamiento de varias 

condiciones severas de salud (Mba & Nweze, 2021), no es suficiente para contrarrestar los efectos a 

largo plazo de la resistencia a los antimicrobianos, puesto que están diseñados particularmente para 

la administración de agentes antimicrobianos (Sánchez et al., 2020), y estos agentes suministrados 

son los mismos a los que poco a poco los microorganismos han logrado desarrollar resistencia, lo que 

traduce en una opción poco favorable a largo plazo (Ghosh et al., 2019). Por ende, la implementación 

de nanopartículas inorgánicas como lo son las metálicas es una de las opciones más prometedoras, 

debido a que estas exhiben diversas actividades contra un espectro amplio de patógenos que poseen 

resistencia a múltiples fármacos (Mba & Nweze, 2021; Sharmin et al., 2021).  

Esta propiedad intrínseca de las nanopartículas metálicas y principalmente las de Cu, Zn, Ag, 

Au, Ti, Ni, Fe y sus óxidos correspondientes (Atacan et al., 2021), se origina debido a que conservan 

una gran reactividad por la interacción que poseen con proteínas, lípidos, carbohidratos, y demás 

biomoléculas que le permiten obtener una extraordinaria actividad antimicrobiana (Kung et al., 2017), 

esto se debe a su tamaño (1 – 100 nm), morfología, carga superficial y gran relación entre el área 

superficial y el volumen, lo cual intensifica las propiedades y características que las nanopartículas 

pueden exhibir en el material a granel (Sharmin et al., 2021; Wan Mat Khalir et al., 2020) . Diversos 

estudios han determinado que la actividad antimicrobiana de estas nanopartículas se debe a que son 

tóxicas incluso en bajas concentraciones y tienen un gran potencial para eliminar o disminuir las 

bacterias resistentes a los antibióticos, mediante la interrupción de síntesis de la membrana celular, la 

degradación de componentes celulares claves como el ADN y las proteínas por la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) (Makvandi et al., 2020). El efecto de los metales es distinguible 

entre las bacterias y los mamíferos, debido a la desviación de los sistemas de transporte de metales y 
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metaloproteinas lo que permite el empleo de algunas nanopartículas como agentes antimicrobianos a 

largo plazo, sin efectos perjudiciales para los seres humanos (Godoy-Gallardo et al., 2021).  

Aunque el uso de nanopartículas se considera actualmente como la próxima generación de 

antibióticos (Mba & Nweze, 2021), existen limitaciones potenciales para las mismas, entre sus 

desventajas, se encuentra el bajo rendimiento y estabilidad de la síntesis (Dikshit et al., 2021), la falta 

de especificidad en la acción antimicrobiana, la generación de mutagénesis y genotoxicidad 

(Shkodenko et al., 2020). Pero en general, la poca implementación y la falta de estudios son las 

principales limitaciones de algunas nanopartículas metálicas (Guo et al., 2020). En el caso de las 

nanopartículas de Plata y Cobre, estas se han convertido en dos de los materiales más estudiados 

debido a su efectividad, baja toxicidad y actividades tanto bactericidas, antifúngicas así como 

antivirales, lo cual permite aplicarlos como agentes desinfectantes (Bisht et al., 2022; Kung et al., 

2017; Salleh et al., 2020). Por una parte, las nanopartículas de Cu poseen actividad antimicrobiana 

debido a la capacidad de alternar entre los estados de oxidación Cu+1 y Cu+2 lo que produce en gran 

medida la perturbación de la membrana celular e interrupción de las funciones enzimáticas 

bacterianas (Mba & Nweze, 2021; Nisar et al., 2019). En cambio, la actividad de las nanopartículas 

de Plata está asociada principalmente a la liberación rápida de iones Ag+ y la generación de ROS 

dentro de la célula bacteriana (Guo et al., 2020; Nisar et al., 2019; Shkodenko et al., 2020). Estas 

cualidades antimicrobianas exhibidas por cada uno de los materiales descritos se ven complementadas 

y potencializadas al establecer métodos de síntesis que conduzcan a nuevas nanopartículas 

bimetálicas, que desarrollen sinergia entre sus componentes incrementando así sus propiedades 

individuales características (Arora et al., 2020) y generando formas distintas, como agregados de 

contacto, aleaciones o estructuras core-shell (Núcleo-corteza) (G. Sharma et al., 2019).  

Para lograr la obtención de estas nanoestructuras complejas se han implementado métodos 

físicos, que se basan en un enfoque top-down (de arriba hacia abajo) a partir del metal a granel, mismo 

que es fraccionado en partículas más finas de escala nanométrica. Aunque a rasgos generales es una 

técnica simplista, la misma posee la desventaja de generar diversos tamaños de nanopartículas con 
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una dispersión amplia y poco enfocada, por lo cual no es la más adecuada para obtener nanopartículas 

de base bimetálica (Balachandran et al., 2022). Por otro lado, el enfoque bottom-up (de abajo hacia 

arriba) se basa en métodos químicos, en los cuales se utiliza el autoensamblaje molecular a partir de 

sales metálicas inorgánicas solubles, del cual se obtienen estructuras con tamaños, morfologías y 

cristalinidad controlable al ajustar parámetros del proceso de síntesis como la temperatura, tiempo, 

concentración o el empleo de tensoactivantes que estabilizan las dispersiones coloidales, en su 

mayoría polímeros, que generaran nanopartículas mono dispersas (Loza et al., 2020). Teniendo en 

cuenta lo anterior, dentro de las metodologías para la síntesis química de partículas nanoestructuradas 

se encuentra la descomposición térmica o pirolisis, reducción electroquímica o el procesamiento 

hidrotermal/solvotermal (Arora et al., 2020), técnicas que se caracterizan por alcanzar altas 

temperaturas y presiones, mismas que afectan la producción de nanopartículas, además de tener 

tiempos de síntesis mayores a 10 horas (Kumar & Gangawane, 2022). 

Como alternativa al empleo de las opciones descritas, se encuentra la implementación del 

método de reducción química asistida por ultrasonidos, alternativa novedosa para la síntesis de 

nanopartículas, puesto que, durante la cavitación sónica, se producen micro burbujas, cuya implosión 

posterior en el seno del disolvente, generan puntos locales con temperaturas extremadamente altas 

(teóricamente superiores a 3.000 °C) lo que conduce reacciones químicas que de otro modo serían 

inviables por rutas de síntesis tradicionales (Kumar & Gangawane, 2022). Al implementar el método 

sonoquímico, se llegan a producir nanomateriales de un tamaño mucho más pequeño de una forma 

cómoda, rápida y económica obteniendo nanopartículas en tiempos inferiores a los reportados por 

otros autores (Yazdani-Darki et al., 2021).  

 

Con relación a esto, el presente trabajo de investigación sintetizó a través de una vía húmeda 

asistida por cavitación ultrasónica, un sistema nanoestructurado de plata-cobre estabilizado con 

alcohol polivinílico (PVA), composite nanoestructurado que fue caracterizando química y 

morfológicamente, al cual se le evaluó su acción como agente microbicida, siendo implementado 



9  

 

 

como modelos biológicos bacterianos las cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 1705). 

 

2. Materiales y Métodos. 

2.1. Materiales/Reactivos 

Se utilizó Nitrato de Plata AgNO3 N° CAS 7761-88-8, alcohol polivinílico PVA (masa 

molecular entre 30.000 - 70.000 g/mol) con N° CAS 9002-89-5, ambos de la empresa comercial 

Merck. Borohidruro de Sodio NaBH4 con N° CAS 16940-66-2 adquirido de PanReac AppliChem, 

Sulfato de cobre (II) CuSO4 con No. CAS 7758-98-7 de Sigma Aldrich e Hipoclorito de Sodio 7% 

(NaClO) lote 191911 de marca ChemiLab. Todos los productos químicos utilizados fueron de grado 

analítico y se emplearon sin purificación adicional. Las disoluciones y suspensiones fueron 

preparadas en agua ultrapura desionizada Tipo I con una resistividad de 18,2 MΩ.cm para la dilución 

de los productos químicos durante todo el estudio. 

 

2.2. Síntesis. 

En la síntesis de nanopartículas por vía húmeda asistida por irradiación ultrasónica (Fig. 1), 

se implementó un sonicador UP400St al 60% de la amplitud (A) máxima (100 µm) y pulsación del 

ciclo (C) del 90% con una punta de 22 mm de diámetro (Sonotrodo H22L2D) que posee una potencia 

acústica de 85 W/cm2.  
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Figura 1. Fotografía del montaje para la síntesis de nanopartículas por vía húmeda asistida por irradiación 

ultrasónica. 

 

2.2.1. Nanopartículas de Plata (AgNPs). 

Para la síntesis de AgNPs (Fig. 2) se prepara una disolución de 100 mL de AgNO3 (0,93 mM), 

la cual es adicionada gota a gota a un flujo de 20 mL/min con ayuda de una bomba peristáltica 

BT101F durante 5 minutos a una disolución de 100 mL constituida por NaBH4 (1,85 mM) mezclado 

con PVA (1,85 mM). Cada disolución fue homogenizada durante 3 min a 20 kHz con un equipo 

Elmasonic S30H antes de iniciar la síntesis asistida por cavitación ultrasónica, empleando un 

sonicador UP400St. 

 

2.2.2. Nanopartículas de Cobre (CuNPs). 

La síntesis de CuNPs (Fig. 2) se llevó a cabo a partir de una disolución de 100 mL de CuSO4 

(1,57 mM) la cual es adicionada gota a gota con un flujo de 20 mL/min con ayuda de una bomba 

peristáltica BT101F durante 5 minutos a una disolución de 100 mL constituida de NaBH4 (3,15 mM) 

mezclado con PVA (3,15 mM). Cada disolución fue homogenizada durante 3 min a 20 kHz con un 
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equipo Elmasonic S30H antes de iniciar la síntesis asistida por cavitación ultrasónica, empleando un 

sonicador UP400St. 

 

2.2.3. Sistema Nanoestructurado Ag-Cu (AgCuNPs). 

Para la síntesis de Ag-CuNPs (Fig. 2) se prepara una disolución de 100 mL de AgNO3 (0,580 

mM) mezclada con CuSO4 (0,580 mM) la cual es adicionada gota a gota con un flujo de 20 mL/min 

con ayuda de una bomba peristáltica BT101F durante 5 minutos a una disolución de 100 mL 

constituida de NaBH4 (2,34 mM) mezclado con PVA (2,34 mM). Cada disolución fue homogenizada 

durante 3 min a 20 kHz con un equipo Elmasonic S30H antes de iniciar la síntesis asistida por 

cavitación ultrasónica, empleando un sonicador UP400St. 

 

  

Figura 2. Diagrama de flujo para síntesis de AgNPs, CuNPs y AgCuNPs. Temperatura Ambiente (Ta), 

Humedad Relativa (Hr), Temperatura Inicial (Ti), Potencia Final (Pi), Temperatura Final (Tf) y Potencia Final (Pf) 

 

2.3. Caracterización 

2.3.1. Espectrofotometría UV-Visible. 

Una vez producidas las Nanopartículas, se observó su espectro UV-VIS con ayuda del 

espectrofotómetro Spectroquant® Prove 600. Obteniendo un barrido espectral completo en el rango 

de 200 a 900 nm con un Tamaño de paso de 1 nm. 
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2.3.2. Difracción de Rayos X (DRX) 

La cristalinidad de los compuestos fue estudiada mediante la técnica de Difracción de Rayos 

X (DRX) empleando un equipo Malvern-PANalytical Modelo Empyrean 2012, con fuente de Cu 

(λ=1.541 Ǻ) a 45 kV y 40 mA y detector Píxel 3D; además con configuración de plataforma: Spinner 

girando a 4 rpm y Goniómetro: Omega/2 theta. El paso fue de 0,05° y un tiempo por paso de 50 s. 

 

2.3.3. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM). 

Las nanopartículas sintetizadas fueron analizadas en un Microscopio Electrónico de 

Transmisión Tecnai F20 Super Twin TMP de FEI operado a 200 kV para obtener imágenes a 145kx 

sobre una rejilla TEM para AgNPs de C/Cu de encaje, para CuNPs y AgCuNPs de C/Ni de encaje.  

 

2.4. Actividad Antimicrobiana 

2.4.1. Pruebas de susceptibilidad bacteriana Kirby Bauer 

El experimento consiste en probar las nanopartículas sintetizadas contra las cepas bacterianas 

potencialmente patógenas para los seres humanos, como lo es la cepa Gram positiva Staphylococcus 

aureus (ATCC 25923) y Gram negativa Klebsiella pneumoniae (ATCC 1705. La bacteria fue 

incubada Por 18 a 24 horas a 37°C en placas de agar nutritivo y luego, las colonias aisladas se 

utilizaron para preparar inóculos en suspensión equivalentes al estándar de turbidez McFarland N° 5 

(1,5 x 108 UFC). 

Para la prueba se emplearon discos de papel filtro de 6 mm, de los cuales se sumergieron 10 

unidades en 5 ml de cada una de las disoluciones de AgNPs, CuNPs y Ag-CuNPs por separado. Una 

vez impregnados, fueron secados a 100 °C para así obtener discos con la carga de nanopartículas 

deseada. La siembra del cultivo bacteriano se realizó de forma masiva con un hisopo embebido del 

inóculo bacteriano en un agar Müller Hinton (MHA). Se procedió a colocar de manera equidistante 

cada disco cargado por duplicado en el cultivo y por último fue llevado a incubación durante 24 horas 

a una temperatura de 37°C. 
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2.4.2. Método de Microdilución en caldo. 

La actividad antimicrobiana se determinó utilizando el método estándar de microdilución en 

caldo en la cepa Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Gram negativa Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 1705). El ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos con un volumen final 

para cada pocillo de 100 µL. Se agregaron 50 µL de nanopartículas a 50 ppm (μg/ml) y se diluyó en 

factor 1:2 utilizando Caldo Müller Hinton (MHB), adicionando 50 µL de inóculo bacteriano ajustado 

a 1,0 x 106 UFC. Se realizaron controles de esterilidad, crecimiento y muerte con el antimicrobiano 

Hipoclorito de Sodio (NaClO 7%). Finalmente, se incubó a 37 °C durante 18 horas con agitación 

constante a 100 rpm. La placa de 96 pocillos fue leída a una longitud de onda de 620 nm en un lector 

de placa FC Multiskan TM. 

 

2.5. Análisis estadístico 

El procesamiento digital de imagen TEM se realizó mediante el software ImageJ, donde se 

obtuvieron los diámetros de 100 nanopartículas y se elaboró una distribución de tamaños con el uso 

del software de gráficos y análisis de datos OriginPro mediante un ajuste LogNormal, para obtener el 

tamaño medio y dispersión estándar de las nanopartículas. Además, la medición del diámetro de zona 

de inhibición para las pruebas Kirby bauer fueron determinados mediante análisis de imagen por 

ImageJ. 

 

 

3. Resultados y Discusión. 

3.1. Síntesis de AgNPs, CuNPs y AgCuNPs 

A medida que transcurre la adición controlada del agente precursor a la disolución del agente 

reductor con estabilizante, se observa un cambio de color que se intensifica al final del proceso. Las 

disoluciones empleadas al inicio de la síntesis no poseen un color característico siendo estas 

translucidas y su cambio de color depende de la naturaleza de las nanopartículas obtenidas, es decir, 
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al finalizar la síntesis como se observa en la Fig. 3, las AgNPs poseen un color amarillo naranja oscuro 

(Alhajj et al., 2023; John et al., 2022), CuNPs se visualiza como verde esmeralda (Alhajj et al., 2023; 

Markin & Markina, 2019) y para AgCuNPs un marrón grisáceo (Ahmad et al., 2022), estos colores 

son coincidentes con los reportados en la literatura. Este fenómeno es catalogado por diversos autores 

como un factor cualitativo determinante para indicar la formación de estructuras nanométricas, del 

cual dependiendo de su intensidad, tonalidad y coloración de la muestra será característico del 

tamaño, concentración, morfología y composición de las nanopartículas resultantes (John et al., 

2022). 

 

 

Figura 3. Fotografía del color característicos de la disolución de AgNO3 y CuNO4 (a), color producto de la síntesis de 

suspensiones de AgNPs (b), CuNps (c) y AgCuNPs (d). 

 

Para comprobar analíticamente la obtención de nanopartículas por síntesis de vía húmeda 

asistida por irradiación ultrasónica se realizan las siguientes caracterizaciones.  

 

 

3.2. Caracterización 

3.2.1. Espectrofotometría UV-Visible. 

El espectro UV-Vis representa las señales de Resonancia de Plasmon Superficial (SPR) que 

exhiben nanopartículas de Plata y Cobre, del cual la posición del pico máximo de señal dependerá 
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del tamaño, forma y estado de agregación de la partícula (Sobi et al., 2022). En la Fig. 4 se observan 

los espectros de las partículas sintetizadas, donde se evidencia el rango característico de SRP para 

AgNPs (Recuadro Negro) que se encuentra entre los 380 y 430 nm (Bhiradi & Hiremath, 2022), 

mientras que las CuNPs (Recuadro Azul) exhiben esta señal en el rango de 570 a 675 nm (Markin & 

Markina, 2019). El pico característico de las AgNPs sintetizadas se encuentra en λ= 395 nm, señal 

que hace referencia a la presencia de nanopartículas esféricas y ovaladas (Sobi et al., 2022). Las 

CuNPs poseen señal máxima en λ= 585, lo que concuerda con los rangos dispuestos en la literatura 

para nanopartículas esferoidales de cobre dispersadas con PVA (Li et al., 2018), al igual para 

AgCuNPs se exhibe la señal de AgNPs ligeramente desplazada en λ= 398 nm y ampliada a tal punto 

de sobreponerse con la señal de CuNPs formando un ensanchamiento de esta por la mezcla de ambos 

metales en las partículas, estableciendo así la formación de nanopartículas bimetálicas (Li et al., 

2018). 

 

Figura 4. Espectro UV-Vis del producto de la síntesis de AgNPs, CuNps y AgCuNPs. 

 

3.2.2. Difracción de Rayos X (DRX). 
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Se utilizó el análisis de difracción de rayos X para estudiar las nanopartículas sintetizadas en 

polvo en cuanto a composición, tamaño y estructura cristalina. La Fig. 5 establece las señales de 

difracción para AgNPs, CuNPs y AgCuNPs además de los patrones de difracción de las tarjetas 

cristalográficas para Ag, Cu y AgCu. Para la muestra de Ag monometálica (AgNPs), los picos de 

difracción obtenidos tienen los valores de 2θ en 38,11°, 44,28°, 64.43° y 77,37° que coinciden 

respectivamente con los planos de red (111), (200), (220) y (311) del patrón de difracción para Ag 

metálico (COD 901-1607) característicos de una estructura cristalina cubica centrada en las caras 

(FCC) (Oliveira et al., 2022). Además, el espectro posee un pico adicional en 29,40° que hace 

referencia a la señal más aguda de la tarjeta COD 900-7562 correspondiente a Nitratina (NaNO3) el 

cual es un producto de la reducción entre AgNO3 y NaBH4 (Badiah et al., 2019). 

 Al realizar la indexación de los picos para la muestra de CuNPs se encontró que estas 

reflexiones del patrón DRX hacen referencia a la formación de Na2SO4 (Tarjeta cristalográfica COD 

101-0523) en lugar de Cu metálico (Tarjeta cristalográfica COD 410-5040) y aunque este sulfato es 

un subproducto de la formación de Cu por reducción del CuSO4 con el NaBH4 (Markin & Markina, 

2019), no se evidencian directamente picos característicos de Cu ni sus óxidos correspondientes, lo 

que significa que el Na2SO4 predomino en la muestra fomentando así un apantallamiento de la señal 

de Cu en el DRX al distribuirse el mismo por toda la matriz salina de gran tamaño del sulfato de sodio 

(Wong-Pinto et al., 2021), adicionalmente por la presencia de esta sal en la muestra analizada puede 

intuirse la formación de Cu ya que es un producto de la síntesis por reducción química. 

El difractograma para las nanopartículas bimetálicas (AgCuNPs) exhiben señales de 

difracción en los valores 2θ en 38,11°, 44.23°, 64.46° y 77,34° los cuales son coincidentes con los 

índices de Miller (111), (200), (220) y (311) del patrón de difracción Ag97Cu3 (COD 150-9854) que 

hace referencia a una estructura cristalina FCC. Adicionalmente, debido a la presencia de señales para 

una única fase cristalina, se confirma la formación de una aleación entre Ag-Cu (Thakore et al., 2019) 

y al no mostrar ninguna reflexión de Cu en el difractograma de AgCuNPs demuestra la incorporación 

homogénea de átomos de Cu en el marco de red cristalina de Ag (D. Sharma et al., 2021). 
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Adicionalmente, aunque prevalecen átomos de Ag en la composición cristalográfica perteneciente a 

Ag97Cu3, estos resultados concuerdan a los patrones obtenidos por otros investigadores cuando la 

relación molar de Ag y Cu es 1:1 (Dou et al., 2019; Shang et al., 2018; Thakore et al., 2019).  

Adicionalmente a lo expuesto con las señales establecidas de AgNPs y AgCuNPs se determinó 

el tamaño promedio y desviación estándar del cristalito haciendo uso de la ecuación de Scherrer con 

cada una de las reflexiones características de Ag y AgCu, obteniendo así un tamaño de 12,95 ± 2,78 

nm para AgNPs y 13,30 ± 3,07 nm para AgCuNPs. Cabe mencionar nuevamente que las señales 

características de Cu no fueron observadas en el patrón de difracción para CuNPs, por ende, no fue 

posible determinar el tamaño del cristalito para las mismas, pero se estableció que el tamaño del 

cristalito para Na2SO4 es en promedio de 23.41 ± 1,86 nm. 

 

  

Figura 5. Espectro XRD de AgNPs, CuNPs, AgCuNPs y tarjetas de difracción para Ag (COD 9011607), Cu (COD 

4105040) y AgCu (COD 1509854). 
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3.2.3. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM). 

 

Se estableció el tamaño y morfología de las nanopartículas sintetizadas mediante el análisis de 

imagen de la Fig. 6 donde se pueden observar las micrografías (fila superior) pertenecientes a las 

nanopartículas obtenidas junto con su distribución de tamaños y ajuste LogNormal respectivo (fila 

inferior). Para AgNPs (Fig. 6.1a) se evidencian partículas dispersas y sin agregaciones, de morfología 

esférica y cuasi esférica con tamaño promedio de 9,56 ± 1,58 nm. En el caso de CuNPs (Fig. 6.2a), se 

evidencia una morfología esférica y semiesférica, con un tamaño de partícula de 6,63 ± 3 nm, mientras 

que las AgCuNPs (Fig. 6.3a) tienen un tamaño de partícula promedio de 10,72 ± 3,02 nm de morfología 

esférica y pseudoesférica sin la formación de agregados nanoparticulados. Los tamaños antes 

mencionados concuerdan con los obtenidos por DRX ya que poseen gran similitud para AgNPs y 

AgCuNPs, además de encontrarse dentro de la desviación estándar de estos contribuyendo a una 

confirmación del tamaño nanométrico que poseen nuestras nanopartículas sintetizadas. En el caso de 

las CuNPs el tamaño obtenido por TEM evidencia el pequeño diámetro de las nanopartículas 

sintetizadas por lo cual justificaría la no presencia de picos en el patrón de difracción de DRX puesto 

que a tamaños aproximados de 5 nm ocurre un ensanchamiento de las reflexiones que pueden llegar a 

ser imperceptibles al compararse con señales de mayor altura y nitidez pertenecientes al Na2SO4 con 

tamaños superiores a 20 nm (Wong-Pinto et al., 2021). 
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Figura 6. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) de AgNPs (1a), CuNPs (2a) y AgCuNPs (3a). 

Distribución de tamaño de nanopartícula para AgNPs (1b), CuNPs (2b) y AgCuNPs (3c). 

 

Estas micrografías demuestran la formación de nanopartículas con morfología mayoritariamente 

esférica y con tamaños inferiores a 50 nm, esto gracias a la implementación de un método de reducción 

química asistida por cavitación ultrasónica, lo que permite la obtención de partículas con mejor 

distribución de tamaños y morfologías (Chatel, 2019), lo que a su vez se entiende como un método fácil 

y eficiente tanto en la disminución del tiempo de síntesis como en la formación de nanopartículas 

metálicas de Ag, Cu y sistemas nanoestructurados bimetálicos (Ag-Cu), al ser comparado con otros 

métodos de síntesis encontrados en la literatura (He et al., 2018; D. Sharma et al., 2021; Zhu et al., 

2021).  

 

3.2.3.1. Espectroscopía de Rayos X (EDX) 

 

La conformación química para AgNPs, CuNPs y AgCuNPs (Fig. 7) se realizó mediante 

Espectroscopía de Rayos X (EDX) donde se determinó la presencia de los métales de interés tales como 
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Ag y Cu, además de elementos como el oxígeno y carbono provenientes de la presencia de PVA en cada 

una de las muestras. En el espectro EDX para AgNPs (Fig. 7a) se observa la presencia de Ag, C y O 

cuyos elementos demuestran que las nanopartículas sintetizadas si establecen una composición metálica 

de plata y en la superficie se encuentran polímeros del dispersante PVA, adicional a ello, se evidencian 

picos de Cu y Si, que son característicos del soporte de cobre empleado para la medición de las muestras.  

En el caso de CuNPs (Fig. 7b) el espectro hace referencia a la presencia de Cu, O, Na y S, 

elementos que son propios de la síntesis de nanopartículas de cobre implementada, al igual que la 

posible presencia de óxidos de cobre pertenecientes a la oxidación de la muestra a causa de la exposición 

al oxígeno atmosférico a través del tiempo, el Na y S se deben a la presencia de Na2SO4 en la muestra 

como ya se ha establecido en el patrón de DRX, además, las señales provenientes de Ni hacen referencia 

a la composición de la rejilla utilizada en este caso. Sumado a esto, otras señales observables en el 

espectro EDX pueden deberse a contaminación cruzada por un mal manejo y limpieza de los 

implementos del laboratorio que son utilizados en síntesis de otros nanomateriales de poco interés en 

este trabajo, además, puede deberse también a una mala lectura por parte de los operarios del EDX ya 

que estas muestras fueron medidas con celeridad y quizás el haz no fue focalizado en la mejor 

distribución espacial que permitiese un mejor análisis elemental de las nanopartículas producidas.  

Para el espectro de AgCuNPs se pueden evidenciar la presencia de elementos químicos como 

Ag, Cu, C y O, lo que demuestra la formación del sistema nanoestructurado Ag-Cu por la presencia de 

estos dos elementos en la muestra, señales de C y O provenientes del polímero PVA y picos de Ni por 

el soporte implementado para la determinación química de la muestra.  
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Figura 7. Espectroscopia de rayos X (EDX) de AgNPs, CuNps y AgCuNPs. Los elementos marcados con 

asterisco (*) son pertenecientes a la rejilla utilizada para la medición. 

 

3.2.3.2. Microscopía electrónica de Trasmisión de alta resolución (HR-TEM)  

 

La naturaleza cristalina y composición de las nanopartículas sintetizadas se confirmó mediante 

HR-TEM (Fig 8), además haciendo uso de la Transformada Rápida de Fourier (FFT) se obtuvo un 

patrón de difracción en donde se evidencian los planos cristalográficos y con ayuda de la Transformada 

Rápida Inversa de Fourier se determinó la distancia interplanar presente en las partículas analizadas.  

En el caso de AgNPs al analizar el patrón de difracción por la FFT perteneciente a la 

nanopartícula (Fig 8.1c) se establecieron los planos cristalográficos (111), (020), (220) y (311) que 

fueron indexados a la estructura de plata metálica FCC (COD 901-1607), además, se evidencio una 

distancia de red de 0,236 nm (Fig 8.1d) que corresponde al plano (111) de Ag, lo cual confirma la 

estructura y cristalinidad que se obtuvo mediante DRX.  

La composición y cristalinidad de CuNPs se estableció mediante la FFT (Fig 8. 2c) donde se 

logró determinar e indexar los planos cristalográficos (111), (020), (022) y (222) pertenecientes a una 

estructura FCC de óxido de cobre (I) (COD 1000-0063), al igual, con la IFFT se evidencia la distancia 

de red con un valor de 0,245 nm (Fig 8. 2d) perteneciente al índice (111) de Cu2O, lo cual determina la 

composición de las nanopartículas de CuNPs y afirma una oxidación de estas, esto principalmente a la 

exposición con el oxígeno atmosférico lo que además hace alusión a la rápida oxidación de la superficie 

de las CuNPs sintetizadas (Markin & Markina, 2019).  

La nanoaleación de AgCu es confirmada por la presencia de planos cristalográficos (111) de Ag 

y Cu (COD 901-1607 y 410-5040) obtenidos mediante la FFT que también revela una relación epitaxial 

entre los cristalitos de Ag y Cu en orientación paralela (Qaseem et al., 2016), los cuales a su vez 

mediante IFFT se evidencio que las regiones tenían diferentes composiciones químicas, estas estaban 

separadas por límites de cristal gemelo (Dou et al., 2019) y poseen una distancia de red cristalina de 

0,206 y 0,236 nm perteneciente al índice (111) para Cu y Ag respectivamente. Cabe resaltar que no se  

presenta ningún tipo de señal característico de Cu2O debido al efecto de protección que le brinda la plata 
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al cobre por encontrarse en una aleación lo que ralentiza el proceso de oxidación (Mallikarjuna et al., 

2020). 

 

 

Figura 8. Imagen de HR-TEM de AgNPs (1), CuNps (2) y AgCuNPs (3). Micrografía de nanopartícula (a), 

Zoom área de interés (b), FFT (c) y IFFT (d). 

 

3.3. Actividad Antimicrobiana 

 

3.3.1. Pruebas de susceptibilidad bacteriana Kirby Bauer 

Se analizó la actividad antimicrobiana de manera cualitativa de las nanopartículas sintetizadas 
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contra las bacterias S. aureus y K. pneumoniae al medir la zona de inhibición de crecimiento bacteriano 

(Fig 9) generada por la acción de las AgNPs, CuNPs y AgCuNPs. El diámetro de inhibición con mayor 

tamaño se observó en S. aureus con la implementación de AgCuNPs (10,4 y 10,1 mm) para un promedio 

de 10,35 mm, mientras que al implementar las nanopartículas monometálicas no se observó la presencia 

de un halo de inhibición significativo, haciendo referencia únicamente al tamaño característico del disco 

utilizado (6 mm), lo que indicaría que el empleo de nanopartículas bimetálicas exhibe un mayor efecto 

al potenciar su acción antimicrobiana por sinérgia entre los metales ensayados que al ser utilizadas 

individualmente. En la cepa Gram negativa K. pneumoniae se evidencia un halo de inhibición pequeño 

para AgNPs con un tamaño de 7,4 y 7,5 mm respecto a los diámetros obtenidos para el sistema 

nanoestructurado en aleación (8,2 y 8,1 mm) lo que se observa como un aumento en la propiedad 

inhibitoria con respecto al uso individual, puesto que las CuNPs a simple vista no generaron una zona 

de inhibición que pudiese ser medida.  

Teniendo en consideración lo descrito anteriormente, se evidencia un mejoría sustancial de la 

capacidad inhibitoria que posee el sistema nanoestructurado Ag-Cu como consecuencia de la sinergia 

que exhiben las nanopartículas de Ag y Cu en un escenario bimetálico (Fan et al., 2021), y aunque se 

evidencia una zona inhibitoria de crecimiento por parte de las partículas en aleación, este diámetro es 

muy pequeño comparado con los obtenidos por antibióticos (Balasubramanian et al., 2021; Fatini 

Ghazali et al., 2019), debido a una baja difusión de las nanopartículas en medios semisólidos como lo 

pueden ser el agar MH, ya que estas partículas no se movilizan lejos de los discos para interactuar 

físicamente con las células bacterianas (Qaseem et al., 2016).  
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Figura 9. Halos de inhibición de las AgNPs, CuNps y AgCuNPs frente a las cepas bacterianas S. aureus y K. 

pneumoniae. 

 

3.3.2. Microdilución en caldo 

La actividad antimicrobiana que exhiben las nanopartículas sintetizadas se estableció de manera 

cuantitativa  a través del desarrollo de gráficas de actividad antimicrobiana en porcentaje de inhibición, 

con los resultados obtenidos por el método de microdilución en caldo. Se partió de una concentración 

inicial de 25 ppm de los estímulos probados (AgNps, CuNps y AgCuNPs), generando como resultado 

la Fig. 10 y 11 en donde se evidencia la inhibición del crecimiento bacteriano en porcentaje (Eje Y) y 

la concentración empleada del antimicrobiano en ppm (Eje X). 

La Fig. 10, demuestra la eficiencia de las nanopartículas para inhibir el crecimiento de la bacteria 

S. aureus, donde se observa que los antimicrobianos implementados afectaron el crecimiento normal 

del microorganismo estudiado a concentraciones tan bajas como 1,562 ppm de las partículas 

sintetizadas, pero al emplearse concentraciones superiores a 12,5 ppm se evidencia una inhibición del 

crecimiento bacteriano superior al 50% y esta capacidad inhibitoria es superior al 80% al implementar 

una cantidad de 25 ppm de CuNPs y AgNPs, mientras que al estar en contacto las bacterias con una 

suspensión del sistema nanoestructurado Ag-Cu a la misma concentración, se evidencia una inhibición 

superior al 95% del crecimiento bacteriano, lo que demuestra la sinergia existente por la presencia de 
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Ag y Cu en las nanopartículas sintetizadas, mejorando las propiedades microbicidas que exhiben 

individualmente las AgNPs y CuNPs, corroborando los resultados obtenidos en el ensayo Kirby Bauer. 

De manera adicional, con la determinación de la actividad microbicida de las nanopartículas 

obtenidas, se logró comparar la eficiencia que poseen las AgCuNPs con respecto a un antimicrobiano 

de uso comercial como lo es el NaClO, en donde al ser probados a partir de una concentración de 3,5 % 

(35.000 ppm) se pudo evaluar que se produce el mismo efecto inhibitorio en una concentración de 4.375 

ppm del hipoclorito de sodio que al ser implementada una concentración de 25 ppm de las AgCuNPs 

sintetizadas, lo que redunda en una concentración 175 veces menor que la de la sustancia antimicrobiano 

de uso comercial. 

   
Figura 10. Actividad antimicrobiana de las AgNPs, CuNps, AgCuNPs y NaClO en porcentaje de inhibición de 

crecimiento de la cepa bacteriana Grampositiva S. aureus. 

 

En la Fig. 11 se observa un efecto inhibitorio inferior al 50% del crecimiento normal de K. 

pneumoniae para las nanopartículas de Ag y Cu monometálicas testeadas en la máxima concentración 

(25 ppm), lo que indicaría que, para la bacteria Gram negativa probada, el efecto inhibitorio observado 

es menor. Así mismo se puede observar que esta actividad antimicrobiana es mucho menor que la 

obtenida para la cepa Gram positiva, y estableciendo para este caso las nanopartículas de Ag, poseen 

una mejor actividad antimicrobiana que las CuNPs al ser comparadas a 6,25; 3,125 y 1,562 ppm, pero 
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a concentraciones superiores poseen una diferencia poco significativa entre ambas. En contraste, se 

evidencia que las AgCuNps poseen una inhibición superior al 50% para esta cepa Gram negativa en 

concentraciones superiores de 6,25 ppm, llegando a inhibir hasta un 65% a una concentración de 25 

ppm lo cual es un buen resultado si este es comparado con el mismo porcentaje de inhibición logrado 

por el antimicrobiano de uso comercial NaClO a 8.750 ppm, lo que significa que al implementar 

AgCuNPs se hace uso de 350 veces menos concentración que con el hipoclorito de sodio.  

    
Figura 11. Actividad antimicrobiana de las AgNPs, CuNps, AgCuNPs y NaClO en porcentaje de inhibición de 

crecimiento de la cepa bacteriana Gramnegativa K. pneumonae. 

 

Las gráficas obtenidas permiten establecer de manera cuantitativa los porcentajes de inhibición 

del crecimiento de las bacterias en comparación del control de crecimiento, además en correlación con 

los datos obtenidos por Kirby Bauer, al hacer uso del método de microdilución en caldo, fue posible 

evidenciar las propiedades microbicidas intrínsecas de cada uno de los materiales sintetizados por la 

metodología propuesta, ya que el principal mecanismo de acción antimicrobiano de las nanopartículas 

metálicas es la liberación de iones al encontrarse en suspensiones acuosas (Kourmouli et al., 2018). Por 

otra parte, el sistema nanoestructurado Ag-Cu mostró una mayor actividad de inhibición para los 

microorganismos probados en comparación con las AgNPs y CuNPs, esto debido a la liberación de 

iones de plata y cobre de forma simultánea, los cuales pueden adherirse a la pared celular bacteriana 
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cargada negativamente y alterarla (Chaerun et al., 2022), ocasionado la desnaturalización de las 

proteínas, internacionalización de las partículas y producción de ROS que procederá a reacciones en 

cadena que terminaran con la muerte celular (Makvandi et al., 2020). Estos mecanismos se dan gracias 

al tamaño, estado de agregación, carga superficial, y la química de la superficie de la nanopartícula, lo 

cual puede influir en la capacidad para interactuar con las células y además ingresar a ellas (Thakore et 

al., 2019). 

 

4. Conclusiones 

 

En este estudio, se realizó la síntesis de nanopartículas de plata, cobre y un sistema 

nanoestructurado de plata-cobre estabilizados con PVA a través de una ruta húmeda asistida por 

irradiación ultrasónica, que en un tiempo corto (5 min.) obtuvo mejores resultados que otras 

metodologías previamente establecidas en la literatura. Las nanopartículas se caracterizaron mediante 

las técnicas analíticas UV-VIS, DRX, TEM, EDX, SAED y HR-TEM, evidenciando la obtención de 

AgNPs cuasi esféricas con tamaño de partícula promedio de 9,56 ± 1,58 nm, con estructura cristalina 

FCC perteneciente a plata metálica. De igual forma CuNPs con un tamaño promedio de 6,30 ± 3,37 nm, 

de estructura cristalina FCC perteneciente a Cu2O con una morfología mayoritariamente esférica así 

como el sistema nanoestructurado AgCuNPs con un tamaño de partícula de 10,72 ± 3,02 nm, con 

morfología esferoidal que cristalizó en una estructura FCC correspondiente a una aleación Ag97Cu3, 

confirmada vía HR-TEM al exhibir una distancia interplanar de 0,206 y 0,236 nm característica para 

los planos de reflexión (111) de Ag y (111) de Cu presentes en una misma nanopartícula. 

Sumado a esto, se estableció la actividad antimicrobiana de las nanopartículas en la cepa 

bacteriana Gram positiva Staphylococcus aureus, obteniéndose un efecto inhibitorio en el crecimiento 

bacteriano del 80% para AgNPs y CuNPs a una concentración de tan sólo 25 ppm, mientras se evidenció 

una inhibición superior al 95% con la implementación del sistema nanoestructurado AgCu a la misma 

concentración. De igual forma, se confirma el efecto bactericida de AgCuNPs (25 ppm) en S. aureus, 
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comparándose al obtener el mismo resultado que implementar un antimicrobiano de uso comercial como 

el NaClO al 3,5 %. 

Para finalizar, se demostró y confirmó la sinergia existente en el aumento de la capacidad 

inhibitoria de las AgCuNPs en comparación al uso de AgNPs y CuNPs en la cepa bacteriana Gram 

negativa Klebsiella pneumoniae, estableciendo que las nanopartículas sintetizadas tienen mayor 

actividad sobre la cepa Gram positiva respecto de la Gram negativa ensayadas y empleadas como 

modelo. 

 

5. Perspectivas a futuro 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta investigación se puede afirmar que las 

nanopartículas sintetizadas son prometedoras para un futuro uso como agente microbicida, pero para 

confirmar aún más esta propiedad estudiada es necesario el realizar ensayos en microorganismos tales 

como hongos y virus, lo cual ampliaría el espectro antimicrobiano ya demostrado de las nanopartículas. 

Además, teniendo en cuenta lo anterior es necesario realizar ensayos de citotoxicidad en células 

animales y vegetales para evidenciar biocompatibilidad con los mismos y así evaluar la especificidad 

de las partículas para afectar a organismos poco desarrollados y principalmente patógenos.  

Gracias a los resultados obtenidos en UV-Vis se puede intuir que las nanopartículas poseen 

actividades ópticas de gran interés, por lo cual se propone evaluar esta propiedad en las partículas 

obtenidas, al igual que las propiedades catalíticas y foto catalíticas de las mismas, gracias a que 

resultados obtenidos por investigaciones en estos temas concuerdan con los presentados en este 

proyecto.  

Por último, se propone adelantar métodos de síntesis ecológicos a través de la implementación 

de rutas verdes, enfatizando el empleo de especies vegetales (o partes de estas) o microorganismos que 

sirvan como agentes reductores y/o estabilizantes, mitigando el empleo de reactivos químicos nocivos 

para el ambiente que puedan llegar a ser perjudiciales para la salud humana. 
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