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APRESENTACAO

A publicacdo intitulada “Ciéncia e Tecnologia para o Desenvolvimento
Ambiental, Cultural e Socioeconémico” faz uma coletanea de resultados cientificos, em
diferentes areas do conhecimento, exemplificando um modelo para a abordagem dos
problemas relacionados ao desenvolvimento ambiental, cultural e socioeconémico da
sociedade atual.

A obra se justifica ao apresentar caminhos para se atingir solugdes positivas
frente as grandes e variadas dificuldades que estamos observando nas ultimas décadas,
decorrentes de acdes comerciais, do desejo de consumo e ao fato que as fontes sao
finitas, porém os desejos humanos nao. Estas acdes comerciais levam a destruicéo
ambiental, massificagcdo cultural e a problemas socioeconémicos devido a diferenca de
renda e ao aumento da frequéncia de desastres ambientais, os quais geram grandes
prejuizos financeiros e humanos.

A obra se inicia relatando o estado da arte sobre o consumo ético, avanca para
a descricdo da vulnerabilidade e do emprego sustentavel de ecossistemas. Destaca a
funcao dos processos de educacao, peca fundamental para a evolugcao sustentavel de
qualquer sociedade e a importancia da interrelacéo entre os municipios de diferentes
paises para a busca de objetivos comuns.

Na continuidade temos exemplos de resultados cientificos positivos para o uso
de tecnologias em diferentes areas do conhecimento, desde o uso de micro-organismos
e sementes para a producao de Oleos e energia, tratamentos e recuperacao de residuos
de minerais e propostas cientificas avancadas nas areas de separacgao liquido-liquido,
magneto eletrénica e varistores. A obra também ilustra as consequéncias das acoes
negativas praticadas pela agao humana. Cabe destacar que se estas agdes ndo forem
evitadas, corrigidas e/ou readequadas as consequéncias dos desastres ambientais,
com reflexos negativos em todas as areas, poderao se tornar irreversiveis em questao
de décadas.

A importancia deste livro reside ao indicar caminhos para fomentar o
desenvolvimento ambiental, cultural e socioecondémico de forma sustentavel.

Quero externar meus sinceros agradecimentos aos autores dos trabalhos

cientificos e a Editora Artemis, pela organizacao desta obra.

Prof. Dr. Leinig Antonio Perazolli
UNESP - Instituto de Quimica de Araraquara/SP
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RESUMEN: Con el auge de la nanotecnologia
se han desarrollado nanomateriales
inorganicos, que presentan un marcado
efecto microbicida sobre una amplia variedad
de microorganismos, tales como Vvirus,
bacterias y hongos. En el presente trabajo se
realizd la sintesis, caracterizacion y estudio
de la actividad antimicrobiana del 6xido de
cobre (I), cuprita, Cu,O, obtenida por ruta
quimica. Para la obtencion de la cuprita se
utilizd como precursor el sulfato de cobre
pentahidratado y como reductor organico a
la glucosa. La caracterizacion se realizd por
Difraccién de Rayos-X (DRX) y Microscopia
Electronica de Barrido (MEB). También se

Ciéncia e Tecnologia: Desenvolvimento Ambiental, Cultural e Socioeconémico

determiné la actividad antimicrobiana in vitro
de las particulas de cuprita sobre la bacteria
Staphylococcus aureus, determinandose la
concentracion inhibitoria minima (CIM). Los
resultados del analisis por Difraccion de Rayos
X, confirmaron que a partir de la sintesis
empleando glucosa como reductor dio como
resultado la obtencion de 100% Cuprita (Cu,O)
con morfologia variable, se observaron esferas,
cubos y tetraedros muy dependiente de la
concentracion de NaOH empleada en cada
sintesis, con tamanos de particula enlos rangos
nanomeétrico y micrométrico, es decir se obtuvo
nanoparticulas y nanoestructuras de Cu,O.
De acuerdo con los resultados de la actividad
antimicrobiana se puede concluir que el oxido
de cobre Cu,O tiene efecto antimicrobiano
sobre la bacteria Staphylococcus aureus,
siendo la Concentracion Minima Inhibitoria,
CIM, 16 mg/mL.

PALABRAS CLAVE: Cuprita. Antimicrobiana.
Staphylococcus aureus.

STUDY OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY
OF THE CUPRITE SYNTHESIZED BY
CHEMICAL ROUTE

ABSTRACT: With the rise of nanotechnology
inorganic nanomaterials have been developed,
which have a clear microbicidal effect on
a wide variety of microorganisms, such as
viruses, bacteria and fungi. In the present
work, the synthesis, characterization and
study of the antimicrobial activity of copper
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oxide (1), cuprite, Cu,O, obtained by chemical route, was carried out. To obtain cuprite
copper sulfate pentahydrate was used as precursor, and glucose was used as an organic
reducer. The characterization was carried out by X-ray Diffraction (XRD) and Scanning
Electron Microscopy (SEM). The in vitro antimicrobial activity of the cuprite particles
was also determined on the Staphylococcus aureus bacteria, determining the minimum
inhibitory concentration (MIC). The results of the analysis by X-ray Diffraction, confirmed
that from the synthesis using glucose as a reducing agent resulted in obtaining 100%
Cuprite (Cu,O) with variable morphology, spheres, cubes and tetrahedra were observed
and depended on the concentration of NaOH used in each synthesis, with particle sizes
in the nanometric and micrometric, ergo, nanoparticles and nanostructures of Cu,O
were obtained. According to the results of antimicrobial activity, it can be concluded that
copper oxide Cu,O has an antimicrobial effect on Staphylococcus aureus bacteria, with
the Minimum Inhibitory Concentration, MIC, 16 mg/mL.

KEYWORDS: Cuprite. Antimicrobial. Staphylococcus aureus.

1INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva que se encuentra
ampliamente diseminado en el ambiente ya que posee caracteristicas particulares de
virulencia y resistencia contra antibiéticos, lo cual representa un grave problema de salud,
ademas esta bacteria tiene caracteristicas genéticas que le han permitido convertirse en
una de las bacterias mas importantes en los hospitales y en las enfermedades transmitidas
por alimentos (Zendejas-Manzo GS, Avalos-Flores H, Soto-Padilla MY, 2014). De acuerdo
con la literatura se sabe que el cobre y los 6xidos de cobre son utilizados en diversos
equipos sanitarios y médicos por sus propiedades bactericidas y antimicrobianas (Araya,
M., Olivares, M., Pizarro, F., Figueroa, G., & Lagos, G., 2009). El mecanismo que explica la
actividad antibacteriana es la capacidad del cobre para ceder y aceptar electrones en
forma continua. Los iones de cobre se desprenden de superficies de cobre penetrando en
la célula bacteriana produciendo la ruptura de la membrana citoplasmatica que favorece la
entrada de iones cobre, lo que conduce a una disfuncién de la membrana y a un aumento
del estrés oxidativo. A nivel citoplasmatico hay una alteracion de la sintesis proteica y dafo
funcional de enzimas esenciales produciéndose la muerte celular y degradaciéon del ADN
bacteriano (Lopez-Fernandez MJ, Llanos-Méndez A, Romero-Tabares A, Gomez RI., 2016).
Si bien, el cobre ocasiona que la bacteria pierda su capacidad de replicarse al alterar su
estructura molecular, se sabe que no genera mutaciones en el ADN. Cualquiera de estos
mecanismos afecta la supervivencia de las bacterias, pero dependera de la concentracion
del metal para ver el efecto bacteriostatico o bactericida. La Concentracion inhibitoria
minima (CIM), en microbiologia, es la concentracion mas baja de un antimicrobiano que

inhibe el crecimiento de un microorganismo después de su incubacion. La concentracion
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inhibitoria minima es importante en diagnosticos de laboratorio para confirmar la resistencia
de microorganismos a un agente antimicrobiano y ademas para monitorizar la actividad de
los nuevos agentes antimicrobianos (Florez Palacios LM, 2017).

En la literatura existen diversos trabajos sobre sintesis de cobre, CuO y Cu,O,
empleando reductores organicos y surfactantes cuyos resultados muestran que la sintesis
por esta ruta quimica es sencilla y lo mas importante permite el control del tamafo y forma
de las particulas sintetizadas (Saikova SV, Vorob’ev SA., et al 2010; Obraztsova Il, Simenyuk
GY, and Eremenko NK., 2010; Wang YJ, Zhou KG., 2012; Khan MA, Ullah M, Igbal T, Mahmood
H et al 2015; Ismat Zerin L, Lutfun Naher H. et al 2015; Téllez Juarez MC, Rodriguez
Gattorno G, Reguera Ruiz E., 2009). Existen también publicaciones respecto a la actividad
antimicrobiana del cobre y de los oxidos de cobre sobre diversas bacterias tanto gram
positivas como gram negativas, que en general sugieren que las nanoparticulas de Cu, CuO
y Cu,O pueden ser considerados como nuevos agentes efectivos de bacterias resistentes
a multiples farmacos (Florez Palacios LM, 2017; Sunita Jadhav, Suresh Gaikwad, et al 2011;
Magusood Ahamed, Hisham A. Alhadlaq et al 2014; Yi-Huang Hsueh, Ping-Han Tsai and
Kuen-Song Lin, 2017; Lalit Yadav, Ravi Mani Tripathi et al 2017; Cheng Ling S, Yuan Fang L.,
2009; Ahmed M. A, Mahmoud M. H, Ashraf M. ES and Marwa R. H., 2016; Bui Duy Du, Dang
Van Phu, et al 2017). El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo sintetizar la
cuprita, Cu,0, a partir de la sal precursora CuSO,.5H,0 y empleando como reductores
organicos el acido ascorbico, la glucosa y la hidracina, aprovechando la ventaja de que
el empleo de reductores organicos requiere bajas temperaturas durante el proceso de
sintesis. Realizar la caracterizacion microestructural de las particulas sintetizadas a través
de Analisis por Difraccion de rayos-X (DRX) y Microscopia electronica de Barrido (MEB) y
finalmente estudiar la actividad microbicida de la cuprita sobre la bacteria Staphylococcus

aureus a fin de determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM).

2 MATERIALES Y METODOS

Para la sintesis del 6xido cobre se partié del precursor en forma de sulfato de
cobre pentahidratado, (CuSO,.5H,0), el cual fue reducido con glucosa (C_H,,0,) en medio
basico. Se peso 5.71g de sulfato de cobre pentahidratado y se enrasé a 50mL en unvaso de
precipitado con agua destilada. Se pesaron 2.13g de glucosay 3.78g de hidroxido de sodio,
enrasandose cada uno a 25mL en sus respectivos vasos de precipitado. Inicialmente se
agrego el hidroxido de sodio al vaso que contenia la glucosa. Se observé la formacion de
una solucién de un tono ligeramente amarillento. A esta solucion amarillenta le agregamos
poco a poco el sulfato de cobre pentahidratado que estaba colocado en una bureta. A

medida que se adicionaba el CuSO,.5H,0 este cambiaba de una tonalidad azul a verde
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oscuro. Se fue agitando constantemente la solucion durante todo el proceso y se anotaba
el cambio de pH en cada adicion de sulfato de cobre de la bureta. Conforme aumentaba
el pH, se observaba que la solucién se volvia mas oscura, hasta que al llegar a un pH de
12.3 se observé un precipitado rojizo. Finalizada la titulacién, se procedié a calentar el
vaso que contenia al precipitado en una plancha de calentamiento a 60°C durante 30
minutos. Luego se procedio a decantar para desechar la soluciéon sobrenadante y luego
se procede a lavar el precipitado 5 veces con agua destilada y una ultima lavada con
alcohol. Finalmente se procedié a secar el precipitado a menos de 50°C. Una vez seca
la muestra se procedio a determinar el peso final que fue de 1. 47g.Las muestras finales
fueron enviadas a los laboratorios externos para su analisis por Difraccion de Rayos-X
(DRX) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

3 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

31 ANALISIS DE LOS DIFRACTOGRAMAS DRX DE LA MUESTRA SINTETIZADA
EMPLEANDO GLUCOSA COMO REDUCTOR EN MEDIO BASICO

En trabajos anteriores empleando glucosa e hidracina como reductores, se
encontro que, dependiendo del rango de pH empleado en la sintesis, es posible obtener
una mezcla de metal/oxido, es decir Cu/Cu,O, tanto en el caso del uso de glucosa como
reductor y también de la hidracina (Granata G, Yamaoka T, Pagnanelli F y Fuwa A., 2016).
Al comparar los difractogramas de la muestra experimental con los patrones de difraccion
del cobre y de la cuprita, se puede observar que la muestra obtenida empleando glucosa
como reductor a pH=12.3 presenta picos de cobre y cuprita, tal como se observa en
la Figura 1. Haciendo el andlisis cuantitativo se determind que la muestra final contenia
93.5% de cuprita y 6.5% de cobre con un tamano de cristalito de 83.23 nm. Algunos
investigadores establecieron que los iones Cu?* se reducen primero a Cu* por la glucosa
y luego el Cu* reacciona con el OH para formar Cu,O, de acuerdo con las siguientes
ecuaciones (Wang YJ, Zhou KG, 2012):

Cu(OH),= Cu?* + 20H- (0 CuO + H,0 = Cu?" + 20H") ()
Cu® +30H +C.H,,0O,=Cu*+CH,0,+2H,0 (2)
Cu* + OH = CuOH Q)

2 CuOH =Cu,0 +H,0 4

De acuerdo conlosresultados anteriores, se pudo deducir que la sintesis empleando
a la glucosa como reductor, podria conducirnos a obtener 100% cuprita y por eso se llevo
a cabo pruebas experimentales modificando el pH, es decir variando la cantidad de NaOH
empleada durante el proceso de sintesis de la muestra. Al hacer el analisis comparativo
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de los difractogramas experimental y el de la cuprita se observa que en este caso solo
aparecen los picos de la cuprita, por tanto, se obtuvo 100% cuprita, Figura 2.

Figura 1: Analisis comparativo de los difractogramas patrén del cobre y cuprita con el difractograma de la muestra
experimental obtenida de la reduccion del sulfato de cobre con glucosa a pH=12.3.
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Figura 2: Analisis comparativo del difractograma patron de la cuprita y el difractograma de la muestra experimental
obtenida de la reduccion del sulfato de cobre con glucosa a pH=12.
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Otra modificacion que se realizd durante el proceso de sintesis empleando la
glucosa como reductor fue la de realizar la sintesis de la cuprita en frio, es decir sin
calentamiento. Al realizar el analisis comparativo del difractograma experimental con el
difractograma patron de la cuprita, se puede observar que se obtuvo 100% cuprita, tal
como se puede observar en la Figura 3.

Figura 3: Analisis comparativo del difractograma patron de la cuprita y el difractograma de la muestra experimental
obtenida de la reduccién del sulfato de cobre con glucosa a pH=12.3, sintesis en frio.
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3.2 ANALISIS DE LAS MICROGRAFIAS MEB DE LA CUPRITA SINTETIZADA CON
GLUCOSA A PH=12 Y CON CALENTAMIENTO

En la Figura 4 se presenta la micrografia MEB de la muestra de cuprita sintetizada
con glucosa a pH igual a 12 y con calentamiento. Se puede observar que la morfologia
de las particulas es esférica y con una distribucién de tamafnos heterogéneos. Estas
micrografias MEB fueron obtenidas en el Microscopio Electronico de Barrido tipo
Tapletop de la PUC-Rio.
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Figura 4: Micrografias MEB a 5KX, 10KX, 20KX y 30 KX de la muestra de cuprita sintetizada a pH=12
5 . { Jl f w'_ . = L -

y con calentamiento.

Esta misma muestra fue analizada en el Microscopio Electronico de Barrido
de la Facultad de Ciencias de la UNI con la finalidad de tener micrografias con mayor
magnificacion. En la Figura 5 se puede observar que a una magnificacion de 112.20 KX se
logra observar que se logran sintetizar particulas de cuprita de tamafno nanométrico, es
decir nanoparticulas. Lamentablemente no se tuvo acceso a un Microscopio Electrénico

de Transmisién, MET para lograr mayor magnificacion y tener mas detalle de las muestras.

Figura 5: Micrografia MEB a 112.20 KX de la muestra de cuprita sintetizada a pH=12 y con calentamiento.

100 nm EHT =20.00 kv Signal A = SE1 Date :1 Feb 2017 X
WD = 85mm Mag = 11220K X Time :16:48:52 q
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3.3 ANALISIS DE LAS MICROGRAFIAS MEB DE LA CUPRITA SINTETIZADA CON
GLUCOSA A PH=12.3 Y CON CALENTAMIENTO

En la Figura 6 se presenta las micrografias MEB a 5KX, 10KX, 20KX y 30KX de
la muestra de cuprita sintetizada con glucosa a pH igual a 12.3 y con calentamiento. Se
puede observar que la morfologia de las particulas es una mistura de cuasi-esféricas,
cubicas y tetraédricas con una distribucion de tamanos heterogéneos. Las particulas con
morfologia tetraédrica son las mas pequefas con tamafo menor a lum, las particulas
cuasi-esféricas, cubicas y algunas tetraédricas tiene un tamano promedio de 3um. Se
puede observar en las particulas cubicas de la micrografia a 30KX que la particula
esta constituida de pequefios cristalitos. Ademas, se puede observar que las particulas
cubicas migran a cuasi-esferas y luego éstas a tetraedros.

Figura 6: Micrografias MEB a 5KX, 10KX, 20KX y 30 KX de la muestra de cuprita sintetizada a pH=12.3 y con
calentamiento.

3.4 ANALISIS DE LAS MICROGRAFIAS MEB DE LA CUPRITA SINTETIZADA CON
GLUCOSA A PH=12.3 Y SIN CALENTAMIENTO

En la figura 7 se presenta la micrografia MEB a 14.50KX de la muestra de cuprita

sintetizada con glucosa a pH igual a 12.3 y sin calentamiento, es decir sintetizada en frio.
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Se puede observar que la morfologia de las particulas es tetraédrica con una distribucion
de tamafo bastante homogéneo.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que se pueden sintetizar
cuprita de diferentes morfologias reduciendo Cu(ll) con glucosa a 60°C o en frio y en
medio alcalino. Se encontr6 que la forma de las particulas de Cu,O cambia con el cambio
de concentracion de NaOH, es decir con la variacion del pH. Las diferentes formas de
las particulas de Cu,O se deben a la absorcion de iones OH- en las particulas de Cu,O,
que surgen en la variedad del modo de crecimiento de Cu,O, y que luego influyen en la

morfologia final de las particulas de Cu,O.

Figura 7: Micrografias MEB a 14.50 KX de la muestra de cuprita sintetizada a pH=12.3 y sin calentamiento.

2 pm EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :9 Nov 2017
WD = 8.0 mm Mag= 1450 KX Time :18:22:44

3.5 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO REALIZADO PARA LA
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA, CIM

En los ensayos de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), se usé una cepa
ATCC 43300 Staphylococcus aureus resistente a metilicina. EI medio de cultivo utilizado
para el crecimiento de la cepa como para la realizacion de la CIM fue Muller Hinton, Las
particulas de cuprita fueron disueltas en este medio y la lectura del CIM se realizé por
medio de espectofotometria a una longitud de onda de 600nm. La concentracion inicial
de la cepa sigui6 la equivalencia de 0.5 de Mac Farland. En este ensayo se tomaron las
concentraciones de 144, 48,16, 5.3, 1.7 y 0.56 mg/mL de la muestra de cuprita. La Tabla 1
muestra el volumen en pL usado en la preparacion de las concentraciones de cuprita. El

control negativo corresponde a la concentracion de 16 mg/mL.
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Tabla 1. Volumen en pL usado en la preparacion de las concentraciones de Cuprita en el rango de concentraciones
144-0.56mg/mL.

Concentracion de Cobre (mg/mL)

B (o C*
144 48 16 5.3 1.7 0.56
MH 1500 1365 1400 185 995 1265 1355 1385 1395
Cobre 135 1215 405 135 45 15 5
Cepa 100 100 100 100 100 100 100

Los resultados de la absorbancia luego de la medir el OD se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. Resultados de la absorbancia de la muestra de cuprita.

c- C+ 144 mg/ 48mg/ 16mg/mL 5.3mg/ 1.7 mg/ 0.56 mg/

mL (1) mL (2) ) mL (4) mL (5) mL (6)
1182 0.65 2478 2154 1.025 0.521 0.569 0.554
1163 0.716 2.318 2.001 1.003 0.524 0.6 0.593
1.082 0.727 2272 2.021 0.978 0.526 0.654 0.576
1142 0.698 2.356 2.059 1.002 0.524 0.608 0.574

En la Figura 8 y Figura 9 se muestran la coloracion luego de preparar los viales con
la cepa y las concentraciones de las particulas que se mantienen hasta terminar la MIC. En
la Figura 8 se observa la coloracion luego de vortexear el medio y en la Figura 9 se observa
que las nanoparticulas han sedimentado luego de 20 minutos. Como se observa en el control
negativo, la coloracion afecta el OD. La diferencia entre el control negativo con su contraparte
(vial 3 = 16mg/mL) da un OD de 0.304, por lo cual la CIM de la muestra podria ser 16mg/mL.

Figura 8: Imagen que muestra la coloracion de los viales luego de vortexear.

e—' '-.‘Qq_

Ciéncia e Tecnologia: Desenvolvimento Ambiental, Cultural e Socioeconémico  Capitulo 9 m



3.6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE CRECIMIENTO
BACTERIANO

En la Figura 10 se observa en la placa Petri de la parte superior, crecimiento de
la cepa control (Staphylococcus aureus) en medio Manitol salado. En la placa Petri de
la parte inferior izquierda se observa el crecimiento de la cepa donde la concentracion
del vial 4 corresponde a 5.3 mg/mL, mientras que en la placa Petri de la parte inferior
derecha no se observa crecimiento de la cepa a una concentracion de 144mg/mL. Por
tanto la Concentracion Inhibitoria Minima, CIM, corresponde a la concentracion en la cual
la placa que no muestra crecimiento seguida de la placa que si mostré crecimiento y
esto seria a una concentracion de 16mg/mL. Por tanto este valor de 16 mg/mL seria la
Concentracion Inhibitoria Minima, CIM, de la cuprita, necesaria para evitar el crecimiento
de la bacteria Staphylococcus aureus, lograndose finalmente alcanzar el objetivo final del
presente trabajo de investigacion.

Figura 10. Imagen que muestra el crecimiento bacteriano. a) Crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus sin

presencia de cuprita. b) Parcial crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus en presencia de 5.3mg/mL de
cuprita. ¢) Total inhibicion del crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus en presencia de 16mg/mL de cuprita.

4 CONCLUSIONES

Lo que se obtiene a partir de la sintesis de sulfato de cobre pentahidratado
empleando glucosa como reductor y a un pH de 12.3 es 93.5% de Cu,O y 6.5% de Cu. Las
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particulas obtenidas en estas condiciones tienen formas de esferas, cubos y tetraedros,
de tamafio heterogéneo.

Se puede obtener 100% cuprita modificando la concentracion del NaOH durante
la sintesis que afecta tanto al pH, a la morfologia y al tamano de las particulas. A pH=12
se consiguen particulas de morfologia esférica. Ademas, es posible obtener 100% cuprita
haciendo la sintesis sin calentamiento obteniéndose particulas con morfologia tetraédrica.

En relacion con la actividad antimicrobial de las particulas de cuprita sintetizadas
por ruta quimica empleando la glucosa como reductor en medio basico, se puede concluir
que el oxido de cobre, cuprita, Cu,O, tiene efecto antimicrobiano sobre la bacteria
Staphylococcus aureus resistente a metilicina y que la Concentracion Inhibitoria Minima,
CIM, corresponde a una concentracion de 16 mg/mL.
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