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Resumen 

En este trabajo se investigó la síntesis y caracterización de nanopartículas de 

cobre (CuNPs) estabilizadas con extracto e infusión acuosa de Lippia micromera 

(orégano) para evaluar su actividad antifúngica contra el hongo Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense (Foc), principal causante del marchitamiento del 

banano. El extracto de orégano se obtuvo mediante ultrasonicación a 40°Cde la 

suspensión del polvo de las hojas de orégano en agua durante 30 minutos, 

mientras que la infusión se preparó calentando 60°C la suspensión del polvo de 

las hojas de orégano en agua durante10 minutos. Se cuantificaron los fenoles y 

flavonoides totales, obteniéndose una concentración (113 ± 6) mg Eq ácido 

gálico/gT de fenoles totales y (294 ± 21) mg Eq rutina/gT de flavonoides para el 

extracto, y (150 ± 3) mg Eq ácido gálico/gT de fenoles totales y (315 ± 23) mg Eq 

rutina/gT de flavonoides para la infusión. La actividad antioxidante fue de (217 ± 2) 

IC50 (mg/L) para el extracto y (167 ± 6) IC50 (mg/L) para la infusión. Para 

optimizar la síntesis de las CuNPs, se variaron las condiciones de concentración 

de sulfato de cobre y extractos (o infusiones), la proporción de volúmenes 

CuSO4/Extracto, CuSO4/Infusión, el tipo de agitación (magnética, ultrasónica o sin 

agitación), pH y temperatura. Se identificaron las condiciones óptimas como pH 5, 

temperatura ambiente, independiente de la agitación. Se escogieron los sistemas 

de nanopartículas Cu/Ore13, Cu/Ore15, Cu/Ore39 y Cu/Ore41. Estos sistemas se 

caracterizaron mediante dispersión dinámica de luz (DLS), microscopía de fuerza 

atómica (AFM), espectroscopía UV-visible e infrarroja, y espectroscopía de 

absorción atómica por llama (FAAS). Los diámetros de las nanopartículas 

oscilaron entre 5,24 nm y 8,30 nm, confirmándose la estabilización de las CuNPs 

con extracto o infusión, así como la presencia de óxidos de cobre en los sistemas 

con infusión. La concentración de cobre en los sistemas de nanopartículas de se 

ubicó entre 6,47 y 58,66 ppm. Finalmente, se evaluó la actividad antifúngica de las 

CuNPs frente a Foc mediante ensayos in vitro por envenenamiento del medio, 

determinándose que el sistema más activo fue Cu/Ore13-Inf, con una inhibición 

del diámetro micelar del 41,63% al tercer día, seguido por Cu/Ore13-Ext con un 



25,9%. La concentración mínima inhibitoria del sistema más activo Cu/Ore13-Inf 

fue de 43,33 ppm de cobre. 
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I.Introducción 

1. Generalidades 

A lo largo de la historia, la nanotecnología ha experimentado avances 

significativos, impulsados por la curiosidad humana y la necesidad de 

comprender fenómenos microscópicos. Este conocimiento ha permitido la 

síntesis de nanomateriales, como nanopartículas metálicas, nanocables 

metálicos y nanotubos de carbono, mediante diversos métodos químicos, 

físicos o biológicos. Estas estructuras, con dimensiones entre 1 y 100 nm, 

presentan propiedades únicas debido a su gran relación superficie/volumen, 

energía superficial y confinamiento espacial [1,2]. 

Aunque no se sabe con certeza cuando comenzó la utilización 

deliberada de materiales a escala nanométrica, se sabe que los romanos, en 

el siglo IV a.c ya incorporaban nanopartículas metálicas en la fabricación de 

vidrio. Un ejemplo de eso es la copa de Licurgo (Figura 1) esta copa es vidrio 

de sosa y cal que contienen nanopartículas de oro y plata, estas partículas le 

otorgan al vaso un color verde, pero al iluminarlo desde adentro, el color se 

vuelve rojo intenso. De manera similar, los coloridos vidrios de las catedrales 

medievales también deben su apariencia a la presencia de nanopartículas 

metálicas en su composición. Aunque la nanotecnología tenía antecedentes 

antiguos, su desarrollo moderno comenzó a tomar a tomar forma a partir de 

la década de 1960. El físico Richard Feynman, ganador del premio nobel, fue 

un pionero en este campo. En una conferencia titulada “hay mucho espacio 

en el fondo” Feynman propuso la manipulación individual de átomos para 

crear estructuras diminutas con propiedades únicas. Esta visión anticipo el 

gran potencial que se desataría en el campo de la nanotecnología. [3] 
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Figura 1. Color cambiante de la copa de Licurgo (verde con luz reflejada y rojo con 
luz transmitida) y una de las nanopartículas de oro que contiene el vidrio.  [3] 

 

Gracias a sus excelentes propiedades, las nanopartículas metálicas se aplican 

en distintos sectores, tales como la medicina, la catálisis, la farmacéutica, la 

agroindustria, entre otros. En particular, estos sistemas destacan en aplicaciones 

antimicrobianas gracias a su considerable área superficial que asegura un 

contacto eficaz con los microorganismos. Se ha demostrado que las 

nanopartículas en el rango de tamaño de 1-10 nm presentan la mayor actividad 

antibacteriana [4], ya que a menor tamaño incrementa el área de superficie 

permitiendo un mayor número de interacciones entre moléculas orgánicas, 

inorgánicas y las bacterias [5]. En la Figura 2, se esquematizan las interacciones 

entre las nanopartículas de plata (AgNP) y los iones de plata con una célula 

bacteriana. Las AgNP tienen la capacidad de entrar en la célula, liberar iones de 

plata, provocar la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) como los 

iones peróxido (O2
2-) y los radicales hidroxilos (•OH), para interactuar con 

proteínas de la membrana, afectando su permeabilidad y afectar el ADN celular 

[6]. En particular, las nanopartículas de cobre se destacan como componentes 

clave en aplicaciones agrícolas, gracias a su alta eficacia antimicrobiana. El 

cobre ha demostrado ser un aliado fundamental en la protección de los cultivos 

agrícolas, primero, por ser un micronutriente esencial en las plantas al 

encontrarse en diversas proteínas y metaloenzimas de las mismas, 

desempeñando un papel vital en su salud y nutrición, y luego, por ser un 

antimicrobiano [7][8][9]. 
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Figura 2.Esquema de la interacción entre AgNP y células bacterianas 

 

La síntesis de nanopartículas de cobre bajo el paradigma de la 

"Química Verde" busca reducir la dependencia de sustancias químicas 

tóxicas y contaminantes, utilizando bacterias, hongos, levaduras, algas y 

extractos acuosos de partes de plantas (tallo, hojas o semillas) para obtener 

nanopartículas metálicas. Al utilizar algunos fitoquímicos presentes en los 

extractos de plantas como los fenoles, flavonoides, entre otros, estos actúan 

como agentes reductores de los iones metálicos, por lo que han demostrado 

ser un método efectivo para la obtención verde de nanopartículas metálicas 

[10][11][12]. 

Diversas investigaciones se han enfocado en el estudio de las 

propiedades antifúngicas y antioxidantes de extractos de especies botánicas, 

lo cual ha generado un gran interés debido a los resultados de los ensayos 

obtenidos tanto in vitro como in vivo [13]. Es importante destacar que los 

hongos fitopatógenos representan un gran desafío para la industria agrícola, 

ya que causan pérdidas económicas significativas que ascienden a miles de 

millones de dólares al año [14]. Además, la resistencia antifúngica dificulta el 

control de estos hongos y es necesario encontrar opciones de control que 

sean de bajo costo y no contaminen el ambiente [15]  
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En Venezuela, la producción de plátanos y bananos (Musáceas) se ve 

afectada por diversos problemas, entre los cuales destaca el hongo 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)[16] Este hongo es considerado 

devastador a nivel mundial y ha afectado a todos los estados del país, 

causando innumerables pérdidas económicas a los productores locales. El 

marchitamiento del banano causado por el hongo Fusarium es una 

enfermedad que afecta principalmente al sistema vascular de la planta. Este 

patógeno, conocido como Fusarium, infecta las raíces de diferentes 

variedades de banano, tanto las susceptibles como las resistentes. Sin 

embargo, la infección tiende a propagarse principalmente en las partes del 

rizoma que están vascularizadas, especialmente en los genotipos más 

susceptibles [17]. 

En el presente trabajo, se propone sintetizar nanopartículas de cobre 

con extracto acuoso de Lippia micromera (orégano)[18], una planta 

regionalmente conocida y utilizada en la gastronomía y que posee 

compuestos fenólicos como el timol y el carvacrol [19] que actuarían como 

agentes estabilizantes y como agentes reductores [20] de los iones metálicos 

de cobre presentes en solución, facilitando la formación de las 

nanopartículas de manera eficiente. La combinación de las propiedades 

antimicrobianas del cobre [7][8][9] y los compuestos antifúngicos del orégano 

[19] podría ofrecer una estrategia innovadora y respetuosa con el medio 

ambiente para conseguir soluciones sostenibles y eficaces en la lucha contra 

el hongo Foc.  

2. Marco Teórico 

a) Nanotecnología 

La nanotecnología, un campo en constante avance, abarca la 

creación, manipulación, estudio, diseño y aplicación de materiales a escalas 

extremadamente reducidas. Esta disciplina trabaja con materiales y 

estructuras en niveles atómicos y en una escala nanométrica, siendo 
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discernibles a nivel macroscópico. Este enfoque revolucionario tiene diversas 

aplicaciones en medicina, energía, electrónica, computación, materiales 

avanzados y agroindustria, entre otros. [21].  

 Uno de los estudios más revolucionarios en este campo es el de los 

puntos cuánticos, que constituyen componentes clave en el área. Estos 

sistemas son pequeños agregados de átomos de unos pocos nanómetros de 

diámetro y poseen propiedades únicas debido a su escala diminuta, por 

ejemplo, es fascinante observar como las propiedades de la materia pueden 

cambiar en esa escala, para ilustrar esto, en la Figura 3 se muestran viales 

que contienen seleniuro de cadmio coloidal, y su color va variando según el 

tamaño de la esfera coloidal pasando del azul (2.0 nm) al verde (2.5 nm), 

amarillo (3.0 nm), naranja (3.9 nm) y finalmente al rojo (4.2 nm). [22] 

 

 

Figura 3. Viales con suspensiones de seleniuro de cadmio (CdSe)[22] 

 

Cuando un material experimenta un cambio gradual en su tamaño 

genera un efecto directo en la longitud de onda de la luz que emite. En 

términos generales, a medida que el tamaño del material disminuye, la 

longitud de onda de la luz que es emitida también disminuye. Esto significa 

que cuantas más pequeñas sean las esferas que componen el material, 

mayor será la luz emitida. Este fenómeno puede observarse en la Figura 4, 

en donde se muestra que, a una escala tan diminuta, surgen niveles 

discretos de energía entre los bordes de las bandas de conducción y la 

banda de valencia. Como resultado, las propiedades de los electrones en el 
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material se ven afectadas, proporcionando oportunidades para ajustar la 

absorción y emisión de fotones de luz visible. Esta capacidad permite que el 

material exhiba una amplia variedad de colores. En otras palabras, cuanta 

más pequeña sea la esfera, mayor será el salto cuántico entre las energías 

permitidas. Este efecto se conoce como efecto cuántico por confinamiento, y 

se produce al forzar a los electrones dentro de un espacio de tamaño 

nanométrico.[23].   

 

Figura 4.Brecha de energía a medida que se disminuye el tamaño. [23] 

 

b) Nanopartículas metálicas. 

Los coloides son partículas que tienen un tamaño mayor que las 

dimensiones atómicas, pero lo suficientemente pequeño como para exhibir 

movimiento browniano. Inicialmente un coloide fue definido como la suspensión 

de una fase sólida, líquida o gaseosa en otra fase y dicha definición se ajustaba 

a suspensiones que no sedimentaban espontáneamente y tampoco formaban 
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una fase diferente a simple vista, sin centrifugación. Sin embargo, una definición 

más amplia y detallada sería, cualquier sustancia que consta de partículas 

sustancialmente más grandes que los átomos o las moléculas ordinarias, pero 

demasiado pequeñas para ser visibles a simple vista; y pueden existir como 

dispersiones de una sustancia en otra. Los agregados metálicos de los 

elementos de transición con tamaños entre 1 y 100 nm dispersos en otra fase 

también son considerados coloides y cuando se separan de la fase en donde se 

encuentran suspendidos se denominan nanopartículas metálicas[24]. 

Los coloides sólo son estables cinéticamente, ya que cuando dos partículas 

se encuentran cercanas, puedan ser atraídas entre sí por fuerzas de Van der 

Waals.  Si no hay fuerzas repulsivas que contrarresten esta atracción, esto puede 

resultar en la aglomeración de las partículas en una dispersión inestable que 

causa su precipitación como material másico. Por lo tanto, es necesario 

estabilizarlos para prevenir su aglomeración. Se han utilizado los siguientes tipos 

de estabilización [25]: 

• Estabilización electrostática:  

La estabilización de las partículas puede ser causada por la presencia 

de compuestos iónicos disueltos en una solución. Estos compuestos 

generan una doble capa de cargas alrededor de las partículas que tiene 

cargas opuestas en cada capa, como resultado, se produce una repulsión 

electrostática entre las partículas, lo que evita su agregación si la diferencia 

de potencial en la doble capa es lo suficientemente alta (Figura 5).  
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Figura 5.Estabilización de los coloides metálicos [25] 

 

• Estabilización estérica: Esta se logra mediante la adsorción de 

grandes moléculas, como polímeros, oligómeros o dendrímeros o 

mediante la coordinación de ligandos en la superficie de las 

partículas, formando una capa protectora que evita su agregación, 

cuando dos capas protectoras comienzan a Inter penetrarse se 

produce un aumento local en la concentración de la moléculas 

adsorbidas (Figura 6), lo que genera una repulsión osmótica, esto se 

debe a que el solvente intenta restablecer el equilibrio diluyendo las 

moléculas y separando así las partículas. 
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Figura 6. Estabilización de los coloides metálicos [25] 

 

La comprensión y aplicación efectiva de estos métodos de estabilización no 

solo preservan la estabilidad de los coloides, sino que también aseguran su 

viabilidad en diversas aplicaciones y procesos, subrayando la importancia de la 

estabilización en la utilidad práctica de estos sistemas dispersos. 

c) Métodos de síntesis de nanopartículas [26] 

Los métodos de síntesis de nanopartículas se pueden clasificar en dos 

categorías fundamentales: el enfoque "de arriba hacia abajo" y el enfoque "de 

abajo hacia arriba". El primero implica la reducción de sólidos másicos en 

porciones más pequeñas, ya sea a través de procesos de molienda o desgaste. 

Por otro lado, el enfoque "de abajo hacia arriba" se centra en la obtención de 

nanopartículas mediante la condensación de átomos o entidades moleculares en 

una fase gaseosa o en solución. Es importante destacar que este último enfoque 

es considerablemente más popular en la síntesis de nanopartículas. 

En la gran mayoría de los métodos y rutas sintéticas, la formación de las 

nanopartículas depende crucialmente de la nucleación que ocurre durante la 

síntesis y de la estabilidad que se confiere a la partícula nanométrica en el 

momento de su formación. La síntesis de nanopartículas se basa en dos 

procesos esenciales y distintos: la formación de núcleos y su subsiguiente 

crecimiento (Figura 7). La nucleación en partículas metálicas resulta de factores 
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complejos, y la velocidad de nucleación y crecimiento se determina por la 

probabilidad de colisiones entre átomos-átomos, átomos-núcleo y núcleo-núcleo. 

Tiempos cortos de nucleación favorecen partículas monodispersas. La rápida 

inyección de agentes reductores fuertes, como los hidruros de las sales 

metálicas, se emplea para separar la etapa de nucleación de la de crecimiento. 

 

 

Figura 7. Etapas de nucleación y crecimiento de Turkevich [26] 

 

Estos procesos desempeñan un papel fundamental en las variaciones de 

diversos parámetros, como estructura, forma, tamaño y composición, de las 

partículas, ejerciendo así una influencia significativa en las propiedades ópticas, 

térmicas, electrónicas y catalíticas de las nanoestructuras  

En el contexto de la obtención de nanopartículas metálicas, existen varios 

métodos químicos destacados. 

Método de vapor metálico: El vapor atómico de un metal se condensa en 

un líquido frío, que contiene un estabilizador. Al calentarse, los átomos de metal 

disueltos forman nanopartículas (NPs). Cuando el propio líquido actúa como 

estabilizador, el vapor metálico puede condensarse con el vapor del solvente, 

dando como resultado una matriz sólida. 
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Electroquímica: implica la aplicación de una diferencia de potencial entre 

dos placas que forman un arreglo ánodo-cátodo para generar las nanopartículas. 

Es posible manipular el tamaño de las partículas mediante la variación del 

potencial aplicado, la distancia entre los electrodos, la temperatura y la polaridad 

del solvente (esquema 1).                                    

 

Esquema 1. Síntesis de nanopartículas por electroquímica 

 

Figura 8. (a) Formación electroquímica de nanopartículas de Pd estabilizadas con 
NR4

+Cl-(b) Foto de la celda de dos electrodos utilizada para sintetizar 
nanopartículas por vía electroquímica [25]. 

 

Reducción y desplazamiento de ligandos orgánicos presentes en 

compuestos organometálicos. Aquí, se emplea un compuesto organometálico 

de bajo estado de oxidación como reactivo, y se procede a reducir los ligandos 

mediante hidrógeno o monóxido de carbono para dejar el centro metálico en 

estado cero (Esquema 2).  

nM(L)x+ xH2+ Estabilizante            Mn
0(clúster) + xLH2 
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Esquema 2. Reducción y desplazamiento de ligandos 

 

Reducción de sales metálicas: En este enfoque (Esquema 3), el agente 

reductor (por ejemplo, hidrógeno, alcohol, hidracina o borohidruro) se mezcla con 

la sal precursora de metal en presencia de agentes estabilizadores (ligandos, 

polímeros o surfactantes). Estos últimos evitan la aglomeración indeseada y la 

formación de polvos metálicos (Fig. 9). 

xMn+ + nxe-            M0 

Esquema 3. Reducción de sales metálicas 

 

 

Figura 9. Formación de nanopartículas mediante la reducción de precursores de 
sales metálicas 

 

Fitosíntesis de nanopartículas metálicas:implica la obtención de 

extractos acuosos de biomasa vegetal, que se mezclan con una solución de los 

iones metálicos a la temperatura deseada con o sin agitación para obtener 

nanopartículas metálicas. Los componentes celulares o extracelulares presentes 

en los extractos vegetales como proteínas, carbohidratos, ácidos orgánicos, 

fenoles y otros metabolitos de las plantas (Figura 10), actúan como agentes 

reductores, ya que aportan electrones a los cationes de los metales, lo que los 

lleva a una forma metálica con carga cero y de escala nanométrica[26] 
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Figura 10. Principales fitoquímicos implicados en la síntesis de nanopartículas[26], 

En general, el proceso de obtención de nanopartículas de metales como 

Cu, Ag, Pd, Au, Ni y Ce, entre otros, con extractos vegetales es como sigue [28]:  

 

 

 

El compuesto reductor mencionado en la Ec-1 puede referirse tanto un 

único metabolito o compuesto químico como a varios de ellos presentes en un 

extracto vegetal o en células vivas. 

 Por otro lado, el Cu de valencia cero (Cu0) indicado en la Ec-2 se obtiene a 

través de una  reducción en dos etapas: primero del Cu2+ al Cu+ y luego a Cu0, 

luego la formación de complejos con otros átomos de Cu0; estos complejos se 

agregan entre sí para formar una nanopartícula, que puede tener una estructura 

cristalina o amorfa y que tendrá dimensiones y geometría específicas, estas 

características  dependen del ambiente químico en donde se desarrolle la 

reacción y los compuestos que aportan el potencial reductor.[28]   

La síntesis de nanopartículas a partir de compuestos fitoquímicos no sigue 

un procedimiento estándar, sino que depende de los componentes específicos 

presentes en cada planta. Durante este proceso de síntesis de nanopartículas, 
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se pueden manipular una serie de parámetros de control que influyen tanto en la 

reacción misma como en las características finales de las partículas resultantes. 

Sin embargo, lograr un control directo sobre estas características es un desafío 

considerable debido a la variabilidad inherente de los compuestos reductores y a 

la dificultad de lograr una reproducibilidad precisa. Como alternativa, se ha 

optado por influir de manera indirecta en estas características mediante la 

modificación de otros parámetros, tales como [29]: 

Relación de reactantes: la relación entre los reactivos utilizados en la 

reacción puede afectar el tamaño, la forma y la composición de las 

nanopartículas. Cambios en la relación molar de los reactantes pueden controlar 

la cinética y las características finales de las partículas. 

Temperatura de síntesis: El incremento de la temperatura durante la 

síntesis promueve una mayor tasa de nucleación, lo que resulta en la formación 

de nanopartículas generalmente más pequeñas, esto se debe a que todos los 

núcleos se formen y consumen los iones metálicos simultáneamente.  

 Tiempo de reacción: El tiempo de reacción es un elemento a tomar en 

cuenta en la síntesis de nanopartículas, ya que tienen un impacto significativo en 

el tamaño de las partículas resultantes. Al detener la reacción o modificar las 

condiciones, es posible evitar que las partículas continúen creciendo en sus 

tamaños iníciales. Los cambios de color y la medición del espectro UV-visible 

son indicadores indirectos del crecimiento de las nanopartículas. 

 Concentración de reactantes: si la cantidad de catión metálico supera un 

umbral crítico de concentración, se favorece la formación de núcleos, lo cual 

resulta en una reducción del tamaño promedio de las nanopartículas y un 

aumento en su cantidad. 

pH: la modificación del pH afecta la composición de los fitoquímicos 

presentes en los extractos vegetales, lo que a su vez puede influir en su 

capacidad para reducir y estabilizar las nanopartículas. 

Agente estabilizante: la presencia de agentes estabilizantes, como 

polímeros surfactantes, extractos pueden influir en la estabilidad y dispersión de 

las nanopartículas, estos agentes ayudan a evitar la aglomeración y la 

sedimentación de las partículas. 
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El uso de extractos de plantas en la preparación de nanopartículas no solo 

demuestra un enfoque respetuoso con el medio ambiente, sino también, lo 

convierte en el método preferido para la síntesis de nanopartículas en diversas 

aplicaciones. Estos procedimientos no requieren el uso de productos químicos 

tóxicos o peligrosos, como tensioactivos, ni la necesidad de instalaciones de 

laboratorios sofisticadas o costosos instrumentos. Por lo tanto, la síntesis de 

nanopartículas cumple con los principios fundamentales de la química verde.[30]. 

 

d) Nanopartículas de cobre (Cu NPs) como agentes biocidas [31] 

 El cobre ha estado presente en la humanidad desde tiempos remotos, ya 

que es uno de los metales que en bajas concentraciones desempeña un papel 

esencial en el metabolismo de las células animales y vegetales. En el contexto 

de los estudios del cobre como biocida, surge el interés por las Cu-NPs. Estas 

nanopartículas como todo compuesto nano, tienen una gran área superficial con 

respecto a su volumen, lo que hace resaltar las propiedades del cobre y favorece 

la liberación de iones cobre siendo aún más nocivo para microorganismos 

patógenos. El mecanismo íntimo que explica la actividad antibacteriana del cobre 

no está totalmente dilucidado pero un elemento crucial en la actividad 

antibacteriana es la capacidad del cobre para ceder y aceptar electrones en un 

proceso continuo. Algunos estudios sugieren que el cobre, en concentraciones 

elevadas, tiene un efecto tóxico sobre las bacterias debido a la liberación de 

radicales de hidroperóxido, los iones de cobre potencialmente podrían sustituir 

iones esenciales para el metabolismo bacteriano como el hierro, interfiriendo 

inicialmente con la función de la membrana celular y luego a nivel del citoplasma 

alterando la síntesis proteica, ya sea inhibiendo la formación de proteínas o 

provocando la síntesis de proteínas disfuncionales, alterando la actividad de 

enzimas esenciales para el metabolismo bacteriano.  

El cobre también ha demostrado capacidad para destruir diferentes 

especies de hongos. Estudios recientes indican que la actividad antifúngica 

ocurre mediante un proceso complejo denominado "muerte por contacto" en el 
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cual se produce fundamentalmente un daño a la membrana citoplasmática, que 

se despolariza; no está claro si el daño afecta a las proteínas o los lípidos de la 

membrana. Esto facilita la entrada de iones de cobre a la célula, amplificando el 

daño y secundariamente se produce un aumento en el estrés oxidativo, sin 

apreciar daño aparente del ADN de estas células.  

La sinergia entre nanopartículas de cobre y extractos vegetales se presenta 

como una estrategia prometedora en la lucha contra patógenos. Pues las 

biomoléculas no solo desempeñan un papel fundamental como agentes 

estabilizantes y reductores en la síntesis de las nanopartículas de cobre, sino 

que también contribuyen con sus propiedades antimicrobianas inherentes Este 

doble beneficio refuerza significativamente la capacidad del sistema para 

combatir eficazmente a los patógenos. Así, la combinación estratégica de estas 

dos fuentes de actividad antimicrobiana abre nuevas perspectivas para el 

desarrollo de soluciones más efectivas económicas y respetuosas con el medio 

ambiente en la lucha contra los microorganismos patógenos en ámbitos como la 

agricultura [32][33][34]. 

e) Descripción química y biológica del Lippia micromera (Orégano). 

La especie Lippia micromera(orégano) (figura 11), una planta nativa de 

centro américa, es una hierba aromática perenne, presenta crecimiento 

ramificado, gregario. Sus ramas son tetrágonas, con brotes axilares foliosos y 

sistema radical axonomorfo. Las hojas con filotaxia opuestas decusadas, 

pecíolos muy cortos y limbos pequeños, entre 6-12 mm de largo y 3-6 mm de 

ancho por lo general ovado, subagudos en el ápice, estrechados en el pecíolo 

hacia la base, comúnmente enteras, esparcidos-crenados o con algunos dientes 

cerca del ápice, hojas pubescentes por el haz, nervio medio y secundario en su 

mayoría impresos por el haz. Inflorescencia capitada, subglobosa, solitaria en las 

axilas, con pedúnculos muy cortos, parecidos a las hojas que lo subtienden. Las 

flores tienen un cáliz comprimido-tubuloso, la corola gamopétala cigomorfa de 

color blanco con garganta amarillenta, punteada, flor pentámera, limbo con el 

lóbulo central mayor. Estambres dinamos y estilo inclusos y adheridos a la 



32 

 

 

corona. En lo que respecta al órgano femenino, se caracteriza por presentar un 

ovario de color blanco verdoso, con dos carpelos, 2 lóculos, placentación axial y 

estilo terminal. [35].  

 

Figura 11. Orégano Lippia micromera [36,37] 

 

El orégano se clasifica taxonómicamente de la siguiente manera [38]:   

• Reino: Plantae - Plantas 

• Subreino:Traqueobionta - Plantas vasculares 

• Superdivisión: Espermatofita - Plantas con semillas 

• División: Magnoliophyta - Plantas con flores 

• Clase:Magnoliopsida - Dicotiledóneas 

• Subclase:Astéridae 

• Orden:Lamiales 

• Familia: Verbenaceae J. St.-Hil. - familia verbena 

• Género: Lippia L. - lippia P 

• Especie:Lippia Micromera 
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Los aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias con diferentes 

funciones químicas que pueden exhibir reactividades variadas frente a especies 

radicales. Los aceites esenciales, aislados de las especies del género Lippia, 

destacan no solamente por la variedad química de sus componentes, sino por su 

diversa actividad biológica. Los aceites esenciales y extractos, obtenidos de 

Lippia, poseen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antifúngicas, 

antivirales, antiprotozoica, insecticida y antioxidantes; la última actividad, quizás, 

es de las más estudiadas.Stashenko y colaboradores [20] identificaron 102 

sustancias diferentes en 12 aceites esenciales de diferentes especies vegetales 

de orégano, para el orégano Lippia micromera algunos de los compuestos 

identificados se pueden ver en la Tabla 1: 

 

Tabla 1. Compuestos presentes en la especie Lippia micromera[20] 

Compuestos 

oxigenados (CO) 

Monoterpenos 

oxigenados 

(MO) 

Hidrocarburos 

monoterpénicos 

(MH) 

Hidrocarburos 

sesquiterpenos 

(SH) 

Timol Linalol α- tujeno Trans-β-cariofileno 

Carvacrol Borneol α- pineno α-humuleno 

Metil timil éter Terpinen-4-ol canfeno γ-muuroleno 

Acetato de timilo 
Geranial Sabineno Germacreno D 

 

Las sustancias oxigenadas, Monoterpenos o fenilpropanoides fueron 

los constituyentes más frecuentemente encontrados en los aceites 

esenciales de las especies del género Lippia estudiados y desempeñan un 

papel determinante en la capacidad antioxidante exhibida por estos [20]. 

 



34 

 

 

f) Técnicas para la caracterización general de extractos acuosos 

La aplicación de las técnicas de espectroscopía UV-visible ha permitido 

corroborar la existencia de polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante en el 

extracto acuosos de plantas.  

• Determinación de Polifenoles:  

 

Los polifenoles, que engloban una amplia variedad de compuestos como 

flavonoides, flavonoles, flavonololes, flavononas, isoflavonas, flavonas, 

antocianidinas, flavanoles, chalconas, antocianinas, isómeros del ácido 

clorogénico, familias de los ácidos cinámico y benzoico, estilbenos, ligninas, 

lignanos, taninos, tocoferoles y tocotrienoles [39], desempeñan un papel 

fundamental en las propiedades antioxidantes de las plantas. La evaluación de 

estos compuestos se realiza mediante el método de Folin y Ciocalteu (1927), un 

procedimiento estándar utilizado para medir los "fenoles" totales que mide 

indirectamente los “fenoles totales” a través de la capacidad reductora de los 

componentes de muestras de alimentos o bebidas. El mecanismo básico es una 

interacción de oxidación/reducción que detecta la presencia de fenoles y agentes 

reductores y posiblemente quelantes metálicos. Los fenoles y polifenoles se 

detectan mediante la transferencia de electrones en un medio alcalino desde los 

compuestos fenólicos a complejos de ácido fosfomolíbdico/fosfotungstico en el 

reactivo de Folin-Ciocalteu. [40,41] Se forma un color azul con los compuestos 

reductores y los reactivos de Folin-Ciocalteu, finalmente se mide la absorbancia 

a 725 nm. La concentración de cada muestra se debe calibrar frente a ácido 

gálico. 

• Determinación de Flavonoides: 

El contenido total de flavonoides del extracto se determina mediante el 

método colorimétrico de cloruro de aluminio, a través del procedimiento descrito 

en Lamaison J (1990) [42]. En el cual se mezcla el extracto acuoso con una 

solución de cloruro de aluminio y se mide la absorbancia a 595nm. El contenido 
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total de flavonoides se calcula a partir de una curva de calibración utilizando 

concentraciones crecientes de quercetina, y el resultado se expresa como mg 

equivalentes de quercetina por g extracto. 

• Actividad antioxidante [43][44]: 

La actividad antioxidante determinada mediante el ensayo de atrapamiento 

del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH.), descrito por Villano et. al (2007) 

[43] con algunas modificaciones. Para tal fin, se deben mezclar extracto con 

etanol y una solución de DPPH, posteriormente fueron incubados en oscuridad a 

temperatura ambiente 30 min. La absorbancia de la mezcla fue registrada a 595 

nm. La quercetina debe ser utilizada como antioxidante de referencia. La 

capacidad de la muestra para captar el DPPH. (% de inhibición o atrapamiento) 

se determina a partir de la siguiente ecuación: 

  I nhi bi ci ón   D PPH=
Ai− At

Ai

× 100
 

Donde Ai es la absorbancia control y At la absorbancia de la muestra. 

g) Hongo Fusarium oxysporum.f. sp cubense. 

Los hongos son organismos eucariotas tanto unicelulares como 

pluricelulares que se encuentran en ambientes húmedos y con poca luz. En su 

estructura, las células de los hongos se agrupan en filamentos llamados hifas en 

su conjunto forman lo que se conoce como micelio. Existen distintos tipos de 

hongos que atacan a las plantas, siendo cada uno de ellos específico para uno o 

más tipos de plantas. Algunos hongos se consideran parásitos obligados o 

biotrófos, ya que requieren establecer una asociación con las plantas para poder 

crecer y reproducirse a lo largo de todo su ciclo de vida. Otros hongos, conocidos 

como parásitos no obligados, pueden requerir de una planta hospedante en 

ciertas etapas de su ciclo de vida, pero pueden completar su desarrollo en 

materia orgánica muerta o seguir creciendo y reproduciéndose tanto en plantas 

vivas como en materia muerta. En resumen, los hongos tienen diferentes 

estrategias de parasitismo y relación con las plantas. [44]   
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El Hongo Fusarium oxysporum.f.sp. cubense (Foc), en su variante Raza 4 

tropical (R4T) cubense es responsable de causar la enfermedad conocida como 

marchitamiento por Fusarium (fusariosis de las musáceas y fusarium de las 

musáceas). Esta enfermedad provoca procesos infecciosos que pueden resultar 

en la muerte de plantas del género Musa spp., afectando a varias especies de 

plátanos y bananas, incluyendo cultivos, como Cavendish, Lakatan y Pisang , así 

como otros cultivos susceptibles a las razas 1 y 2, como Gros Michel, Silk, Pome 

y Bluggoe. Debido a los significativos daños económicos, sociales y ambientales 

que ha ocasionado, se considera que esta enfermedad es la más destructiva 

para las musáceas a nivel mundial. En las últimas décadas, ha tenido una amplia 

distribución geográfica debido a la falta de control químico efectivo y la capacidad 

del agente causante de sobrevivir en el suelo durante largos periodos [46]. En 

Venezuela, la enfermedad del marchitamiento por fusarium afecta principalmente 

a variedades locales de plátano y banano como cambur ‘manzano’, ‘cuyaco’ 

(gros Michel, musa aaa) y ‘topocho’ (musa abb) etc. [47]. 

Los indicios externos e internos que indican la contaminación de plantas 

con el hongo Fusarium oxysporum. f. sp. cubensese muestran en la Figuras 12 y 

13 respectivamente [48]: 

 

Figura 12. Síntomas causados por Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 
Tropical en plantas de plátano. A) Amarillamiento típico, en el margen de las hojas 
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más viejas. B) Hoja seca y de color café. C) Agrietamiento del pseudotallo. D y E) 
Colapso de las hojas más viejas, suspendidas del pseudotallo en forma de “falda”. 

[47]: 

 

Figura 13. Indicios internos causados por Fusarium Oxysporum f. sp. Cúbense 
Raza 4 Tropical en plantas de plátano. A) Decoloración de los haces vasculares de 

la base de la hoja en Cavendish (cv. Williams). B, C y D) Corte longitudinal, 
decoloración café-rojo de los haces vasculares en el pseudotallo. E) Corte 

transversal, de coloración café-rojo de los haces vasculares en el pseudotallo.[48] 

 

Los síntomas externos se caracterizan por un amarillamiento uniforme de 

las hojas adultas a lo largo del margen foliar (Figura 12A), el cual se extiende 

hacia la nervadura central de la hoja, hasta que esta queda completamente seca 

y de color café (Figura 12B); puede o no manifestarse un agrietamiento en la 

base del pseudotallo (Figura 12C). Posteriormente, todas las hojas se marchitan, 

quedan suspendidas de la planta y unidas al pseudotallo (Figura 12D y 12E). En 

algunos cultivares las hojas permanecen verdes hasta que el peciolo se curva y 

colapsa. Los síntomas internos se caracterizan por un cambio de color de los 

haces vasculares el cual se observa al cortar las raíces, el cormo o el 

pseudotallo. Esta decoloración del tejido vascular (amarilla o café-oscuro) avanza 

hacia los haces vasculares del pseudotallo y algunas veces en el raquis. La 

primera decoloración vascular ocurre en las vainas de las hojas externas del 

pseudotallo, las más internas cambian de color al final (Figura 13A). Al realizar un 
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corte vertical del pseudotallo de una planta infectada, se observan líneas color 

café, rojo o amarillo; mientras que en un corte transversal se observan en forma 

de anillos (Figura 13B-E). En el rizoma se observan manchas y filamentos de 

color amarillo.  

h) Ensayos Invitro para evaluación de la actividad antifúngica de las Cu-

NPs frente a fitopatógenos 

• Método del envenenamiento de medio:  

A los extractos vegetales y nanopartículas obtenidas se les evalúa 

su potencial biológico en los diferentes modelos biológicos a nivel in vitro 

e in vivo. En su mayoría los métodos de evaluación biológica sobre 

hongos fitopatógenos consisten en la exposición del hongo a diferentes 

concentraciones de extracto en medio agar papa dextrosa (PDA).Uno de 

los métodos comúnmente empleados es el envenenamiento del medio de 

cultivo en el cual se adiciona una concentración conocida de extracto 

disuelta en el medio de cultivo junto con un testigo absoluto y 

posteriormente se adiciona el inóculo del patógeno en el centro de la 

cápsula[49]: 

• Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

mediante métodos de dilución. 

La cuantificación de la actividad in vitro de los antimicrobianos se 

evalúa habitualmente mediante métodos de dilución. Estos métodos se 

basan en la determinación del crecimiento del microorganismo en 

presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se 

encuentra diluido en un medio de cultivo (caldo o agar). La ventaja de los 

métodos de dilución radica en una mayor sensibilidad cuando se trabaja 

con bajas concentraciones de antimicrobiano y, además, permite 

determinar si hay efecto bactericida (muerte del microorganismo) o efecto 

bacteriostático (inhibición de crecimiento).Por otra parte, la gran cantidad 

de variables (microorganismo, medio de cultivo, inóculo) que influyen en 
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estos métodos son responsables de una variabilidad en el resultado 

obtenido, por lo que para su correcta evaluación es necesario que se 

realicen de forma estandarizada.[50] 

• Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

mediante el método de Envenenamiento del medio [50]  

En este método se incorpora el antimicrobiano a evaluar a un medio 

con agar, se inocula con el microorganismo en el centro de la placa y se 

observa si hay crecimiento del microorganismo .El procedimiento 

(Figura14) consta de tres etapas: preparación del antimicrobiano, 

preparación e incorporación del inóculo y lectura del resultado. En primer 

lugar, se incorporará el antimicrobiano en el agar (1). En la mayoría de 

los casos, el medio de cultivo a emplear es agar, pero en función de los 

microorganismos y de sus necesidades nutritivas puede ser adecuado o 

necesario añadir algún suplemento a este medio, o incluso, emplear un 

medio diferente. Para ello, se esteriliza el agar y se deja enfriar a 50ºC, 

momento en cual se adicionan los suplementos (si fuera necesario) y la 

solución del antimicrobiano. Hay que tener en cuenta la dilución en el 

agar para el cálculo final de la concentración de antimicrobiano. El pH del 

medio debe estar comprendido entre 7.2 y 7.4. Tras la incorporación del 

antimicrobiano, se mezcla bien y se vierte en las placas Petri (3-4 mm de 

espesor) evitando en todo momento la formación de burbujas. 

Posteriormente se dejan solidificar las placas, que se usarán 

inmediatamente o se almacenarán en frigorífico en bolsas de plástico. 

Una vez preparadas las placas, se procede a preparar el inóculo. La 

concentración del mismo debe ser aproximadamente de 105UFC/mL. 

Existen diferentes métodos para determinar la concentración del inóculo: 

usando la escala de Macfarlán, a continuación, se deposita una gota del 

inóculo (aproximadamente 104 UFC/mL) y se mantienen a temperatura 

ambiente hasta que las gotas se hayan secado (2). En una misma placa 

se puede depositar gotas con inóculos de diferentes microorganismos. 
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Paralelamente, se inocula una placa control sin antimicrobiano. 

Posteriormente se incuban durante un tiempo y a una temperatura 

adecuada para el microorganismo (3).Finalmente se determina la CMI 

(4), siendo la menor concentración de antimicrobiano que inhibe 

completamente el crecimiento bacteriano. Para ello no se considera 

crecimiento la aparición de una colonia aislada o de un halo tenue debido 

al propio inóculo).[51] 

 

Figura 14.Esquema del proceso de determinación de la CMI mediante el método de 
envenenamiento. ). [50] 

 

II.Antecedentes 

A continuación, se muestra una revisión de publicaciones relacionadas con 

el uso de extractos de plantas en la producción de nanopartículas de cobre y la 

evaluación de su actividad antifúngica.  

Pariona y colaboradores en el 2019 [51] reportaron la síntesis verde en 

medio acuoso de nanopartículas de cobre utilizando citrato de sodio tribásico 

deshidratado, sulfato de cobre pentahidratado, ácido ascórbico e hidróxido de 

sodio.  Como se observa en la Figura 15, obtuvieron partículas con tamaños 

entre 200 y 500 nm.  
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Figura 15. Micrografía de TEM  de las partículas de cobre obtenidas. El recuadro 
muestra una imagen de TEM de alta resolución del borde de las partículas 

obtenidas 

Al determinar la actividad antifúngica contra los hongos Fusarium solani, 

Neofusicoccum sp.y Fusarium oxysporum, mostraron una alta actividad 

antifúngica. Figura 16 

.  

Figura 16. Actividad antifúngica de las partículas de cobre contra: (a) Fusarium 
solani, (b) Neofusicoccum sp. and (c) Fusarium oxysporum. Las columnas indican 
diferentes concentraciones de partículas de cobre: (I) 0 (control), (II) 0.1, (III) 0.25, 

(IV) 0.5, (V) 0.75 and (VI) 1.0 mg / mL de partículas de cobre. (51) 

 

En 2020 Mali y colaboradores [52] publicaron un artículo donde reportan 

una ruta verde para la síntesis de CuNP utilizando extracto acuoso de hojas de 
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C.paniculatus, y la evaluación de su actividad antifúngica frente al hongo 

fitopatógeno Fusarium oxysporum. Los estudios TEM (Figura. 17)  revelaron la 

forma esférica de partículas con un tamaño que oscilaba entre 2 y 10 nm con un 

diámetro promedio de partícula de 5 nm.  

 

Figura 17. (a) Micrografía TEM de CuNPs. (b) Histograma de distribución de 
tamaño de CuNps[52] 

En la Figura 18, se puede observar que las nanopartículas mostraron una 

buena actividad antifúngica frente al Fusarium oxysporumcon 76,29 -1,52 % de 

inhibición micelial máxima.  

 

Figura 18. Actividad antifúngica (a) control (b) extracto de planta (c) 1% de CuSO4 
y CuNP (d, e, f) 012%;  0,18%  y 0,24 % respectivamente [52] 
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En 2020 Iliger y colaboradores [53] reportaron la síntesis y caracterización 

de nanopartículas de cobre para evaluar su eficacia contra el patógeno de la 

pudrición de la fruta del cultivo de chile, el hongo Colletotrichum capsici. La 

síntesis verde de nanopartículas se realizó a partir de extractos acuosos de hojas 

de Eucalipto y Menta. El tamaño medio de estas partículas sintetizadas por el 

extracto de hoja de eucalipto (CuNP-E) osciló entre 10 y 130 nm, mientras que el 

tamaño de las partículas sintetizadas con extracto de hoja de menta (CuNP-M) 

osciló entre 23 y 39 nm, lo que confirma su tamaño nanométrico (Figura 19).  

 

Figura 19. Imagen TEM de CuNPs estabilizadas con (A) Extracto de eucalyptus and 
(B) Extracto de menta. (C) Tamaño de partícula por DLS de NPs Cu en Eucalipto y 

(D)  Tamaño de partícula por DLS de NPs Cu en menta [53] 

 

Estas nanopartículas de cobre sintetizadas se evaluaron frente a la 

inhibición del micelio del hongo Colletotrichum Capsici encontrando que estos 

sistemas muestran una alta efectividad a bajas concentraciones de 

nanopartículas de cobre en comparación con los fungicidas convencionales. 

Tabla 2.  
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Tabla 2. Efecto de las nanopartículas sobre el crecimiento micelial de Colletotrichum 
capsici después de 10 días de incubación 

 

En 2021, Sánchez [54], reportó la síntesis de nanopartículas de cobre y 

óxidos de cobre mediante extracto acuoso de Larrea tridentata, una planta 

ampliamente distribuida en el territorio mexicano con una diversidad fitoquímica 

atractiva como reactivo ecológico para la biorreducción y como agente de 

recubrimiento. El proceso de reacción fue asistido por agitación empleando 

cloruro de cobre como precursor. Como se puede ver en la Figura 20, se 

obtuvieron nanopartículas de cobre con tamaños promedio de 590.7 nm (Figura 

20a) y nanopartículas de óxido de cobre con tamaño promedio de 378.7 nm. 

(Figura 20b) 

 

Figura 20. Distribución de tamaños mediante DLS de (a) CuNps y b) CuO NP[54] 

 

En las Figuras 21 y 22 se observa que obtuvieron los materiales LTCu y 

LTCuO con aglomeración. En la Figura 21 se muestra la morfología de LTCu 

cuasi-esférica. En la Figura 22 se observa que el sistema LTCuO mostró una 

morfología poliédrica 
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Figura 21. Micrografías de las nanopartículas de cobre (LTCu): a)50,000x, b) 
100,000x[54] 

 

Figura 22. Micrografías de las nanopartículas de óxido de cobre (LTCuO): a) 
50,000x,b) 100,000x [54] 

 

Para evaluar el desempeño de LTCu y LTCuO en la degradación de 

colorantes se empleó azul de metileno se puede observar en la Figura 23 que el 

sistema LTCu mostró resultados de degradación favorables incluso en oscuridad, 

mientas que el desempeño de LTCuO fue menor  
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Figura 23. Degradación de AM por LTCu y LTCuO (120 ppm) en oscuridad [54] 

 

En la Figura 24 se muestra la evaluación de la actividad antifúngica de 

LTCu y LTCuO contra Fusarium euwallaceae, Fusarium solani y Colletotrichum 

gloeosporioides, respectivamente. Se identificó el efecto inhibidor de LTCu contra 

el crecimiento micelial de hongos fitopatógenos fue menor al obtenido con el 

sistema LTCuO. 
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Figura 24. Crecimiento micelial radial de patógenos bajo estudio con LTCu y LTCu 
[54] 

 

En el mismo año Mahdi Bikdeloo y colaboradores [55] reportaron la 

síntesis verde nanopartículas de cobre utilizando el extracto de 

Rosmarinusofficinalis. El tamaño de las nanopartículas de cobre obtenido fue de 

aproximadamente 100-300 nm (Figura 25). 
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Figura 25. a) SEM nanopartículas de Cobre; (b) Perfil de distribución de tamaño de 
nanopartículas de cobre [55] 

Al examinar la actividad antifúngica in vitro de nanopartículas de cobre 

verde contra B. cinérea mostraron un efecto inhibitorio significativo sobre el 

crecimiento del patógeno B. cinérea en comparación con el control. En cultivo in 

vitro, las tasas inhibitorias de nanopartículas de cobre a concentraciones de 0, 3, 

7, 11 y 15 mmol/l fueron del 45.71%, 74.78%, 85.43% y 100%, respectivamente, 

cinco días después de la inoculación (Figura.26) 

 

Figura 26. Actividad antifúngica de nanopartículas de cobre a diferentes 
concentraciones contra B. cinérea [55] 
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Figura 27. Efecto de las nanopartículas de cobre en la descomposición microbiana 
del tomate mantenido a 24 °C durante 10 días. [55] 

 

Como puede observarse en la Figura 27, la calidad de frutos de tomate a 

los 10 días después de inoculados artificialmente por Botrytis cinerea mantenidos 

a 24 °C se mejoraron al aumentar las concentraciones de nanopartículas de 

cobre. De acuerdo con estos resultados, las nanopartículas de cobre pueden ser 

una buena alternativa para disminuir las pudriciones de frutos de tomate en 

comparación con fungicidas químicos.  

En el 2023 Ifeoluwa Israely colaboradores [56] reportaron ladeterminación 

cualitativa de los fitoquímicos presentes en el extracto etanólico dela fruta 

africana Kigeliarevelando lapresencia de alcaloides, glucósidos, quinonas, 

saponinas, flavonoides, fenoles, carbohidratos, esteroides, taninos, terpenoides y 

antraquinona. El extracto fue usado como agente reductor y estabilizante en la 

síntesis de nanopartículas de cobre. Obtuvieron nanopartículas de cobre 

metálico, lo que se puede observar en el espectro UV-Vis (Figura28) con una 

banda de absorción según ubicada en la región de 560 cm-1 a 600cm-1, y se 

observa la banda correspondiente a extracto del estabilizante de la fruta entre 

265 y 300 nm atribuibles a compuestos fenólicos. Estas partículas se probaron 

como antifúngicos frente a dos hongos patógenos: Aspergillus flavusyAspergillus 

niger.Las CuNP mostraron una considerable con actividad inhibidora de 8,0 ± 

2,83 mm y 3,0 ± 4,24 mm respectivamente lo que se observa en la (Figura 29). 
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Figura 28.Espectroscopia UV para las nanopartículas de cobre sintetizadas.[56] 
 

 

Figura 29. Zona de inhibición alrededor de discos impregnados con 
nanopartículas de cobre contra: (A) Aspergillus niger;( B) Aspergillus flavus[56] 

 

Manogar P., Raja V., Simón D., y colaboradores [57] en 2023 publicaron un 

trabajo sobre la síntesis y caracterización de nanopartículas de óxido de cobre(II) 

utilizando extracto de hojas de Morinda citrofilia y el estudio de su actividad 

antifúngica y antibacteriana.  El extracto de hoja de Morinda citrifoliase mezcló 

con una solución de sulfato de cobre (CuSO4·5H2O) e hidróxido de sodio como 



51 

 

 

catalizador.Formaron nanopartículas de cobre muy estables, con forma de esfera 

y tamaños de partículas entre 20 y 50 nm (Figura 30).  

 

 

Figura 30. Distribución del tamaño de partícula (PSD) de las NP de CuO 
sintetizadas mediante los métodos DLS, para variar CuSO4·5H2O de 

concentración: (A) 15 µl; (B) 20 µL y(C) 25 µL. 

 

El espectro UV-Vis de la síntesis de nanopartículas de óxido de cobre en 

solución coloidal se observó en longitudes de onda que oscilaban entre 200 y 

800 nm. Dentro del proceso de síntesis, el espectro de absorción UV-visible 

reveló un cambio hacia el azul a medida que aumentaba el porcentaje de 

extracto vegetal en la mezcla resultante.Se encontró una máximo de absorción a 

256 nm, que podría asignarse a la resonancia de plasmón superficial (SPR)de 

NP de CuO. 
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Figura 31. (A) espectroscopia UV-visible de NP de CuO sintetizadas verde [57] 

 

En la Figura 32. Se muestran los espectros de FTIRen KBr (tomados entre 

4000 y 400 cm.−1) del extracto de Morinda citrifolia y el de las NP de CuO 

estabilizadas con el extracto de planta. Se observóla existencia de diferentes 

grupos funcionales que ayudaron en la reducción química y estabilización de las 

nanopartículas, así como la presencia de una banda típica de la vibración Cu-O 

 

 

Figura 32. (B) espectros FTIR del extracto de Morinda citrofilia y nanopartículas de 
cobre 

 La medición XRD de las NP de CuO, revelaron las características 

cristalinas de las nanopartículas de cobre obtenidas.  
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Figura 33. (C) Patrón XRD de las nanopartículas de CuO. 

 

Las NP de CuO mostraron una fuerte actividad antibacteriana contra las 

bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis,y Estafilococo aureus) y bacteria Gram 

negativas (Escherichia coli), así como actividad antifúngica frente a los hongos . 

Aspergillus flavus , Aspergillus niger y Penicillium frecuentens.Como resultado, 

los datos muestran que la actividad antifúngica de las NP de CuO es mayor que 

su actividad antibacteriana. (Figura 34) 

 

Figura 34. (a) Actividad antibacteriana, y (b) actividad antifúngica de 
nanopartículas de óxido de cobre estabilizadas con extracto de Morinda citrifolia; 

(A) 15 l, (B) 20 l y (C) 25 l; y control de Np CuO. [57] 
 

En 2023 Sozan E. El-Abeid, Mohamed A. Mosa y colaboradores [58]   

publicaron el trabajo de la actividad antifúngica de nanopartículas de óxido de 
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cobre derivadas de extracto de hoja de Zizyphus espina contra la pudrición de la 

raíz por Fusarium en plantas de tomate. Obtuvieron nanopartículas de CuO-Zs-

NP de forma esférica con un rango de tamaño de partícula de 13,4 - 30,9 nm y 

tamaño promedio de 34,1 nm (4,379) Figura 35. El espectro UV-visible de las 

nanopartículas de óxido de cobre bio sintetizadas (CuO-Zs-NPs) mostraron una 

banda de absorción intensa ubicada aproximadamente a 290 nm, que representa 

la síntesis exitosa de nanopartículas (NP) de CuO (Figura 35). Como se muestra 

en la Figura 36, en donde se compara el espectro IRFT del extracto de la planta 

con el espectro IRFT de las nanopartículas sintetizadas, el extracto de la planta 

no tan solo fungió como agente reductor, sino que también estabilizó las 

nanopartículas  

 

 

 

Figura 35. Análisis de distribución del tamaño de CuO Zs NP y Imagen de 
microscopio electrónico de transmisión (TEM) de las CuO Zs NP formadas [58] 
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Figura 36. (A) Análisis espectroscópico UV-vis de las CuO-Zs-NP producidas y del 
extracto de plantas [58] 

 

Figura 37. A) Análisis del espectro FT-IR del extracto de hojas de Zizyphus espina 
y B) CuO-Zs-NP formados (B) [58] 

 

Los sistemas de nanopartículas sintetizadas CuO-Zs-NP mostraron posibles 

propiedades antifúngicas prometedora in vitro e in vivo contra la cepa fúngica 

seleccionada deF. solani causante de la enfermedad de la pudrición de la raíz del 

tomate.  Los resultados in vivo indicaron que, para todas las concentraciones de 

CuO-Zs-NP, se produjo una reducción significativa en la pudrición de la raíz por 
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Fusarium entre 72,0 y 88,6 % en comparación con el 80,5 % de la gravedad de la 

enfermedad en el control infectado. (Figura 38) 

 

Figura 38. Actividad antifúngica de CuO-Zs-NP en diferentes concentraciones, así 
como un fungicida comercial (Kocide 2000) y un biocida de Trichoderma contra 
Fusarium solani en medio PDAA: Actividad inhibidora de CuO-Zs-NP contra F. 

solani crecimiento micelial en medio PDA en comparación con el biocida 
Trichoderma y el fungicida químico B: Sobre el diámetro de la colonia (cm) C: 

Sobre porcentaje de crecimiento Inhibición (%). [58] 

 

Las CuO-NP inhibieron el crecimiento micelial de FOL en un 67,3 %, en 

comparación con el 15,6 % de un fungicida comercial basado en hidróxido de 

cobre, lo que los hace beneficiosos contra diversos patógenos microbianos que 

atacan a las plantas consideran un reemplazo prometedor de los fungicidas 

tradicionales en la protección de cultivos. 

 

En 2023 JM Moreno-Vargas y colaboradores [59]. Presentaron la síntesis y 

caracterización de nanopartículas de plata utilizando nitrato de plata como 

agente precursor, extracto de hoja de cilantro como agente reductor y 

tensioactivos, las cuales mostraron actividad antifúngica frente a Fusarium solani 
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y Rhizopus stolonifera. Obtuvieron nanopartículas de formas irregulares 

tendientes a la forma esférica (Figura 39a) con tamaños entre 40 y 60nm (Figura 

39 b). Como se observa en la Figura40, la suspensión de nanopartículas generó 

una banda de absorción en el espectro de UV-Visen 428 nm indicando la 

obtención de nanopartículas de plata. El espectro de IRFT el extracto de cilantro 

(Figura 41) muestra los grupos funcionales responsables de la estabilización de 

nanopartículas, como carbonilos, hidroxilos, amidas, carboxilos, y grupos 

fenólicos. El análisis estructural por Difracción de Rayos X (DRX) (Figura 42) 

presentó el patrón de difracción de AgNP. Identificaron óxido de plata a bajas 

intensidades indicativa de la presencia de un pequeño número de NP con una 

capa superficial de óxido de plata en forma de un sistema núcleo-capa. 

 

 

 

(a) (b) 

Figura 39 . MEB de nanopartículas de plata (b) Distribución granulométrica 

según DLS [59] 
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Figura 40Espectros UV-Vis a diferentes escalas de 
nanopartículas de plata y  cilantro sativum  con AgNO3 

como precursor. [59] 

 

Figura 41 Espectro FTIR del extracto de cilantro 
(Coriandrum sativum).[59] 
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Figura 42 Difractograma XRD de nanopartículas de plata entre 2θ=30◦y 48◦[59]. 

 

Las Pruebas Microbiológicas (Difusión en Agar) se muestran en la Figura 43 

el un registro fotográfico del crecimiento de los hongos Fusarium solani y 

Rhizopus stolonifer cultivados en agar dopado con concentraciones de 0,1 

mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL y 1 mg/mL de AgNPs en tiempos de observación 

de 24, 48 y 120 h. Se observa cómo el dopado del agar con AgNP de plata 

provocó un retraso en el crecimiento de los hongos. Para el hongo Fusarium 

solani, se registró un retraso del crecimiento para concentraciones de 0,1 a 0,5 

mg/mL y una inhibición total para una concentración de 1 mg/ mL. De igual 

manera, esta misma situación ocurrió para el hongo Rhizopus stolonifer, aunque 

el comportamiento de Rizopus era algo diferente; fue más agresivo y creció más 

rápido tanto en la muestra estándar como en las muestras tratadas.  
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Figura 43.Registro fotográfico del crecimiento de los hongos. Fusarium solani y 
Rhizopus stolonifer [59]. 

 

La revisión sistemática de estudios cronológicos sobre el uso de 

nanopartículas metálicas, particularmente aquellas de cobre estabilizadas con 

extractos vegetales, ha demostrado avances significativos en diversas 

aplicaciones. Estas nanopartículas han sobresalido por su eficacia en el control 

de hongos patógenos, la inhibición de bacterias y la degradación de colorantes 

en medios acuosos, entre otras aplicaciones relevantes. Sin embargo, no se ha 

reportado hasta la fecha la síntesis de nanopartículas metálicas utilizando 

extracto de Lippia micromera (orégano) como agente reductor. Se plantea que 

este sistema podría presentar un efecto sinérgico entre dos agentes antifúngicos: 

las nanopartículas de cobre y el extracto o infusión de orégano, en la lucha 

contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense. En este contexto, la presente 

investigación se enfoca en la síntesis y caracterización de dichas nanopartículas, 
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con el objetivo de evaluar su eficacia contra el Foc y aportar al desarrollo 

científico en este campo.
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III.Objetivos 

1. Objetivo general 

Sintetizar nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto acuoso de 

Lippia micromera (Orégano) con potencial actividad antifúngica frente al hongo 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

 

2. Objetivos específicos 

• Obtener el extracto acuoso de Lippia micromera(orégano) 

• Sintetizar nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto acuoso de 

Lippia micromera(orégano) 

• Caracterizar las nanopartículas de cobre estabilizadas con Lippia 

micromera (orégano)mediante: a) Dispersión dinámica de luz (DLS); b) 

Espectroscopía de UV- visible y c) Espectroscopía de Infrarrojo, d) 

Microscopía de Fuerza Atómica e) Microscopia electrónica de alta 

resolución f) Difracción de rayos X y f) Microscopia Fotoelectrónica de 

rayos x. 

• Evaluar la actividad antifúngica de las nanopartículas de cobre 

estabilizadas con Lippia micromera (orégano) frente al hongo Fusarium 

Oxysporum.f. sp cubense mediante pruebas invitro.  
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IV.Parte Experimental 

1. Condiciones Generales 

 

Todas las síntesis se llevaron a cabo mediante el método de Fitoreducción 

de sales, utilizando el extracto e infusión de Lippia Micromera (Orégano) como 

agente reductor y estabilizante, y soluciones acuosas de sulfato de cobre. Se 

probaron varias formas de agitación en las síntesis de nanopartículas tales como 

a) Agitación magnética en donde se emplearon barras de agitación magnética 

para mezclar el extracto con la solución precursora de sulfato de cobre b) 

Agitación ultrasónica utilizando  un equipo de ultrasonido AceGlass - High 

Intensity Ultrasonic Processor, con condiciones de 15 minutos de tiempo (total 30 

minutos), pulso de 2,5 segundos/2,5 segundos y amplificación del 40% (US); c) 

Mezcla simple de extractos o infusiones con la sal precursora de sulfato de cobre 

sin someter a agitación 

La caracterización del extracto e infusión del orégano se realizaron en el 

Laboratorio de Síntesis Orgánica y Química Medicinal de la Facultad de 

Ciencias, Escuela de Química de la Universidad Central de Venezuela, utilizando 

un equipo Accuris SmartReader TM UV-Vis Microplate Readers, modelo MR9610 

Para la caracterización de las nanopartículas de cobre se usaron las 

siguientes técnicas:  

• Dispersión dinámica de la luz (DLS). 

Se determinó la distribución de tamaños de las nanopartículas mediante un 

equipo de dispersión dinámica de luz (DLS) desarrollado en el laboratorio de 

espectroscopia laser de la facultad de ciencias de la UCV. Este equipo utiliza un 

láser de He-Ne de 635 nm de longitud de onda, dos polarizadores para controlar 

la intensidad del haz, una lente para enfocarlo sobre la muestra y un 

fotomultiplicador que detecta la luz dispersada a un ángulo variable, 

transformándola en una señal eléctrica. Los análisis se realizaron bajo las 

siguientes condiciones: longitud de onda del láser de 635 nm, ángulo de 

detección de 90° y temperatura de 298K. 
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• Microscopia de Fuerza Atómica:  

Se usó el microscopio de Fuerza Atómica (Dimensions Edge, Bruker) en 

CONTACT MODE para determinar el tamaño y la morfología delas Cu NPs. Las 

condiciones del registro de medida fueron Set Point: 2.90V; P: 2,0024; I: 1,0087; 

D: 0.0; Muestras: 512; Líneas: 512; Velocidad de escáner: 0,7 Hz; Rango de 

escáner: 2.49 μm; Punta: modelo SNL- 10. 

• Espectroscopia de UV-Visible (UV-Vis):  

 Se utilizó un espectrómetro de doble haz Perkin-Elmer modelo Lambda 35 

con un software UV Winlab, utilizando el extracto acuoso o infusión de orégano 

como línea base para sus respectivas nanopartículas.  

• Difracción de rayos X:  

Se utilizó un Equipo: Bruker D2 Phaser, Software: Difrac. Suite. Las 

Condiciones para la medición del espectro, fueron: Voltaje: 30KV, Corriente: 

10mA amstroms, Tubo Cu 1.54184Aamstroms, y ángulo 2theta 30-80. 

• Espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier (IRFT). 

Se utilizó un equipo de Infrarrojo Perkin Elmer modelo Frontier, con 

adaptador de lectura para muestras liquidas y software Spectrum 10. 

• Absorción atómica  por Llamas (FAAS). 

Equipo: atomic absorption spectrometer, marca perkin Elmer modelo 3110. 

Patrón de cobre marca: high-purity standard cooper 1000+/- 3µg/ml en 2% HNO3 

 

Los estudios de la actividad in vitro tanto de las nanopartículas de cobre 

como del extracto e infusión se llevaron a cabo utilizando los métodos de 

envenenamiento y concentración mínima inhibitoria en la Gerencia de Energía y 

Ambiente del instituto de estudios avanzados (IDEA). 

 



65 

 

 

2. Procedimiento Experimental 

2.1. Obtención del extracto acuoso e infusión de Orégano 

2.1.1. Obtención del extracto acuoso de Orégano:  

Se utilizó la metodología utilizada por Figueroa [60] pesando 1,0500 

g, 5,0780 g, 10,0054 g, 30,0078 g y 60,0042 g de polvo de hojas de 

orégano y se suspendieron en 100 mL de agua destilada para 

preparar concentraciones de 0,01 g/mL, 0,05 g/mL y 0,10 g/mL, 0,3 

g/mL y 0,6 g/mL respectivamente. Dichas suspensiones se 

sometieron a ultrasonido durante 30 minutos, las cuales se filtraron 

por gravedad y se centrifugaron a 15,000 rpm para separar las 

partículas vegetales del extracto.  

 

 

Figura 44. Esquema para la preparación del extracto acuoso de orégano (propio) 

 

4.1.2. Preparación de la Infusión de orégano:  

Se colocó en una plancha de calentamiento agua destilada hasta llegar 

a 60 ° C se tomó 100 ml de esta agua y se agregó en un Becker que 

contenía 10,0000 g o 30,0000 g de hojas de orégano pulverizado, estas 

mezclas se mantuvieron a 60°C por 10 min, luego se retiró del 
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calentamiento se dejó enfriar se filtró, y se centrifugó por 10 min a 6000 rpm 

a fin de extraer cualquier material solido de las plantas e la infusión.  

2.2. Caracterización del extracto e infusión de las hojas de Orégano 

evaluación de su actividad antioxidante 

2.2.1. Determinación de fenoles totales:  

El contenido de fenoles totales del extracto e infusión de orégano se 

determinó por la técnica colorimétrica, a través del método descrito por la 

international organization for standarization (ISO) 14502-1 (2005) [61]. Se utilizó 

ácido gálico como estándar, el método se basó en colocar 20 µL de diluciones del 

extracto y/o infusión y verterlas por duplicado en columnas de una placa, luego 

en cada pozo que contenía el extracto y/o infusión se le agrego 100 µL del 

reactivo de Folin-Ciocalteu’s se dejó reposar 1 min y se vertieron 80 µL de 

carbonato de sodio (7,5 % p/v). Luego la mezcla se mantuvo en reposo a 

temperatura ambiente durante 1 hora y se midió la absorbancia a 515 nm. El 

resultado se expresó como mg equivalentes de ácido gálico por g de extracto o 

infusión. [60] 

2.2.2. Determinación de Flavonoides totales:  

El contenido total de flavonoides del extracto e infusión de orégano se determinó 

espectrofométricamente mediante la técnica descrita por Lamaison [42] con 

algunas modificaciones, el método está basado en la formación de un complejo 

con aluminio.  En resumen, 50 µL de la dilución extracto e infusión se mezclaron 

cada uno con 50 µL de metanol y 100 µL de solución de AlCl3 al 2% m/v, en 

pozos de columnas de una placa; luego se dejó en reposo durante 30 min, 

posteriormente se medió la absorbancia a 415 nm. El contenido total de 

flavonoides se calculó a partir de una curva de calibración utilizando 

concentraciones crecientes de rutina y el resultado se expresó como mg 

equivalentes de rutina por g extracto). [42] 
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2.2.3. Actividad antioxidante:  

La actividad antioxidante del extracto e infusión de las hojas de orégano, se 

determinó mediante el ensayo de atrapamiento del radical 1,1-difenil-2-

picrilhidrazilo (DPPH). Para tal fin, se mezclaron 50 µL del extracto o infusión en 

100 µL de metanol y 50 µL DPPH, posteriormente fueron incubados en oscuridad 

a temperatura ambiente 30 min. La absorbancia de la mezcla se registró a 517 

nm.  La rutina fue utilizada como antioxidante. [43] 

2.3. Síntesis de nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto / 

infusión de orégano (Cu/Ore). 

Se realizaron diversos ensayos de síntesis de nanopartículas de cobre 

estabilizadas con extracto o infusión de orégano a fin de encontrar condiciones 

óptimas que aseguraran buen rendimiento y tamaños pequeños de 

nanopartículas de cobre: a) agitación magnética: en esta metodología se variaron 

parámetros como tiempo, temperatura, pH, concentración de sulfato de cobre, 

concentración de extracto y relación de volumen de extracto a volumen de sulfato 

de cobre. b) Agitación ultrasónica: en esta metodología se variaron parámetros 

como: concentración de sulfato de cobre, concentración de extracto y proporción 

de volumen de sulfato de cobre/volumen de extracto.  c) Síntesis Insitu: mezcla 

simple de extractos o infusiones con la solución la sal precursora de cobre sin 

someter a ningún tipo de agitación. 

2.3.1. Síntesis de nanopartículas de cobre con extracto utilizando 

agitación magnética: 

Como se muestra en la Figura 45, en un vaso de precipitados de 10 mL se 

mezclaron soluciones de sulfato de cobre a una concentración de 0,01 M y 

extracto de orégano a una concentración de 0,1 g/mL, ajustando las 

proporciones de volumen entre ambos reactivos a 9:1 y 9.5:0.5, respectivamente. 
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Se controlaron parámetros como el tiempo, la temperatura y el pH según los 

valores indicados en la tabla 3. La mezcla fue sometida a agitación magnética 

constante y, posteriormente, centrifugada durante 10 minutos. Finalmente, se 

lavó con pequeñas porciones de agua destilada para eliminar los residuos de 

reactantes no deseados. 

.  

Figura 45. Esquema para la preparación de las nanopartículas 

de cobre a partir de extracto acuoso de orégano (propio) 

 

Tabla 3.Condiciones de síntesis para agitación magnética 

Ensayo t (h) pH T (°C) VCuSO4: VOre 

Cu/Ore2-Ext 2 5 ambiente 9:1 

Cu/Ore3-Ext 2 10 ambiente 9:1 

Cu/Ore4-Ext 2 5 80 9:1 

Cu/Ore5-Ext 2 10 80 9:1 

Cu/Ore6-Ext 2 5 ambiente 9,5:0,5 

Cu/Ore7-Ext 2 10 ambiente 9,5:0,5 

Cu/Ore8-Ext 2 5 80 9,5:0,5 

Cu/Ore9-Ext 2 10 80 9,5:0,5 

Cu/Ore10-Ext 24 5 ambiente 9:1 

Cu/Ore11-Ext 24 5 80 9:1 

Cu/Ore-Ext: Nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto de orégano 
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2.3.2. Síntesis de nanopartículas de cobre con extracto 

utilizando ultrasonido: 

Para esta síntesis se siguió el procedimiento utilizado por Figueroa [60] 

con algunas modificaciones: En un beacker con capacidad de 30 mL, se 

mezclaron soluciones de sulfato de cobre (1M, 0,1M y 0,01M) y extracto 

de orégano (0,6g/mL, 0,3g/mL, 0,1g/mL, 0,05g/mL y 0,01g/mL), ajustando 

la proporción de volúmenes entre ambos reactivos (1:1, 2:1 y 1:2), 

respectivamente)(ver tabla 4). Luego la mezcla de extracto y solución 

precursora de cobre, se sometieron a en ultrasonido a 40ºC durante 

30minutos. Finalmente, la mezcla fue centrifugada a 15.000 rpm durante 

10 minutos y lavada con pequeñas porciones de agua destilada para 

eliminar el exceso de reactantes.  

 

Figura 46. Esquema para la preparación de las nanopartículas de cobre a partir de 
extracto acuoso de orégano vía ultrasónica (propio) 

 

Tabla 4. Condiciones de síntesis con ultrasonido 

Ensayo 
[Extracto] 

(g/mL) 
[CuSO4] mol/L VCuSO4: VOre 

Cu/Ore1-Ext 0,1 0,01 9:1 

Cu/Ore12-Ext 0,1 0,01 1:1 

Cu/Ore13-Ext 0,1 0,01 2:1 

Cu/Ore14-Ext 0,1 0,01 1:2 

Cu/Ore15-Ext 0,1 0,1 1:1 



70 

 

 

 

2.3.3. Síntesis de nanopartículas de cobre estabilizadas con 

extracto o infusión de orégano sin agitación (In situ).  

Cu/Ore16-Ext 0,1 0,1 2:1 

Cu/Ore17-Ext 0,1 0,1 1:2 

Cu/Ore18-Ext 0,1 0,001 1:1 

Cu/Ore19-Ext 0,1 0,001 2:1 

Cu/Ore20-Ext 0,1 0,001 1:2 

Cu/Ore21-Ext 0,01 0,01 1:1 

Cu/Ore22-Ext 0,01 0,01 2:1 

Cu/Ore23-Ext 0,01 0,01 1:2 

Cu/Ore24-Ext 0,01 0,1 1:1 

Cu/Ore25-Ext 0,01 0,1 2:1 

Cu/Ore26-Ext 0,01 0,1 1:2 

Cu/Ore27-Ext 0,01 0,001 1:1 

Cu/Ore28-Ext 0,01 0,001 2:1 

Cu/Ore29-Ext 0,01 0,001 1:2 

Cu/Ore30-Ext 0,05 0,01 1:1 

Cu/Ore31-Ext 0,05 0,01 2:1 

Cu/Ore32-Ext 0,05 0,01 1:2 

Cu/Ore33-Ext 0,05 0,1 1:1 

Cu/Ore34-Ext 0,05 0,1 2:1 

Cu/Ore35-Ext 0,05 0,1 1:2 

Cu/Ore36-Ext 0,05 0,001 1:1 

Cu/Ore37-Ext 0,05 0,001 2:1 

Cu/Ore38-Ext 0,05 0,001 1:2 

Cu/Ore39-Ext 0,3 0,1 1:1 

Cu/Ore40-Ext 0,3 0,1 1:1 

Cu/Ore41-Ext 0,3 1 1:1 
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El procedimiento general involucró básicamente la mezcla de extracto 

o infusión con solución precursora de cobre (utilizando los parámetros de 

síntesis mostrados en la tabla 5), y sin agitación la mezcla se dejó en 

reposo durante 24 horas, y posteriormente el medio de reacción fue 

centrifugado a 15.000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, los sistemas de 

nanopartículas sintetizadas fueron lavadas con pequeñas porciones de 

agua destilada para eliminar el exceso de reactantes.  

 

 

Figura 47. Esquema de preparación de infusión de orégano in situ. 

 

Tabla 5. Condiciones de síntesis de nanopartículas de cobre estabilizadas con infusión 
de orégano sin agitación 

Ensayo [Ext] ó [Inf] 
(g/mL) 

[CuSO4] 
mol/L 

VCuSO4: 

VOre 

Cu/Ore13-Ext* 

Cu/Ore13-Inf 
0,1 0,01 2:1 

Cu/Ore15-Ext* 

Cu/Ore15-Inf 
0,1 0,1 1:1 

Cu/Ore39-Ext* 

Cu/Ore39-Inf 
0,3 0,1 1:1 

Cu/Ore41Ext* 

Cu/Ore41-Inf 
0,3 1 1:1 

• Cu/Ore-Ext*: Nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto de orégano sintetizadas 
sin agitación 
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2.4. Ensayos in vitro de la actividad antifúngica de las nanopartículas 

Cu/Ore frente al hongo Fusarium oxysporum sp cubense 

En el presente estudio, se llevaron a cabo evaluaciones in vitro de la 

actividad antifúngica de los sistemas de nanopartículas sintetizados Cu/Ore-

Ext (nanopartículas cobre estabilizadas con extracto de orégano) y Cu/Ore-

Inf (nanopartículas de cobre estabilizadas con infusión) frente al hongo 

Fusarium oxysporum cubense (Foc). A continuación, se describen los 

procedimientos experimentales utilizados:  

2.4.1. Preparación de las placas Petri:  

Se prepararon 36 placas Petri utilizando la metodología utilizada por 

Espinel-Ingroff y colaboradores [62] con algunas modificaciones: En una 

botella de reactivo de 900 ml de agua estéril se agregaron 35,1000  

0,0001 g de potato dextrose agar (PDA), y 2,0000  0,0001 g de agar puro 

para prolongar la solidificación del medio. La mezcla fue llevada a 

esterilizar por 45 min, se dejó enfriar hasta 50 °C, se agitó y 

posteriormente la mezcla distribuyó en porciones iguales en cada placa, 

todo esto fue llevado a cabo en una campana de flujo laminar con los 

estándares de esterilidad requeridos.  

2.4.2. Determinación del porcentaje de inhibición por la técnica de 

envenenamiento del medio:  

Se utilizó una metodología híbrida basada en los trabajos de Pariona 

[51] y Kiran [63] como se muestra en la tabla 6, se distribuyeron por 

triplicado y por separado en placas Petri 50 µL de los siguientes 

antifúngicos: extractos e infusiones de orégano a concentraciones de 

10g/100ml y 30g/100ml, respectivamente; nanopartículas de cobre 

obtenidas mediante extracto acuoso con ultrasonido (US); y 

nanopartículas de cobre obtenidas por infusión sin el uso de equipos 

especializados (SE). Como controles negativos, se utilizaron soluciones de 
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sulfato de cobre en concentraciones de 1 M, 0,1 M y 0,01 M, y como 

control positivo, una placa de agar sin antifúngicos. En el centro de cada 

placa, se colocaron 5 µL de una solución del hongo con una concentración 

de 7.76x10⁵ UFC.  

Una vez completada la carga, las placas se mantuvieron en condiciones 

estériles para permitir la absorción completa de los antifúngico y el hongo. 

Después de eso, las placas se incubaron a 30°C y se midió el porcentaje 

de inhibición cada 24 horas entre los 3 y 6 días. Finalmente se calculó el 

porcentaje de inhibición fúngico con base en él % de inhibición del 

Crecimiento Micelar (ICM) [63] de la siguiente manera: 

%𝐼𝐶𝑀 =
𝑑𝑐 − 𝑑𝑡

𝑑𝑐
 

• %ICM: Porcentaje de inhibición del crecimiento micelar 

• dc: Diámetro de control (diámetro del hongo)   

• dt: Diámetro de tratamiento (diámetro del hongo) con antifúngico 

 

 

Figura 48. Esquema para la distribución del antifúngico en las placas Petri 

 

Tabla 6. Distribución de las placas para medir porcentaje de inhibición, inoculadas por 
triplicado. 

Placas con 
Inóculos del 

extracto 

Placas con 
Inóculos de 
la infusión 

Placas con 
Controles 
negativos 

Placa con 
control 
positivo 

Extracto 0,1g/mL 
Infusión0,1g/mL 

 
CuSO4 
0,01 M 

5 mL de 
solución de 

hongo 
7.78x105 

Extracto0,3 g/mL Infusión0,3g/mL 

 
Cu/Ore13-Ext 

 
Cu/Ore13-Inf 

CuSO4 
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2.4.3. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI). 

Se prepararon placas de prueba con 20mL de Agar de Papa Dextrosa 

(PDA) para el método de envenenamiento del medio. Después de que el medio 

se solidificó, se añadieron 50µL de una suspensión del antifúngico a estudiar 

Cu/Ore13-Inf (Diluciones 1/2 ,1/4, y 1/8 de la concentración inicial del antifúngico) 

el cual se distribuyó uniformemente sobre las placas utilizando un hisopo. Se 

colocó en el centro de la placa, 5 L de la solución del hongo con 7.76x105 UFC 

(Tabla 7). Una vez completada la carga, las placas se mantuvieron en 

condiciones asépticas para permitir la absorción completa de los antifúngico y el 

hongo. Después de eso, las placas se incubaron a 30°C y se midió el porcentaje 

de inhibición cada 24 horas entre los 3 y 6 días. 

 

Tabla 7. Distribución de las placas para medir porcentaje de inhibición, inoculadas por 
triplicado 

Placas con Inóculos 
del extracto 

Concentración 

Del inóculo 

V hongo sembrado 

7.78x105 

UFC 

Cu/Ore13-Inf 
 

Concentrada  

5 L 

 

1/2 

1/4 

1/8 

 

2.4.4. Determinación de las Unidades Formadoras de Colonia:  

El cálculo de UFC se realizó mediante diluciones sucesivas del hongo 

concentrado, proporcionado por el IDEA (instituto de estudios avanzados). Se 

tomó 0,1 µL del hongo concentrado y se llevó a un volumen de 15mL con agua 

 0,1 M UFC 
Cu/Ore15-Ext 

 
Cu/Ore15-Inf 

Cu/Ore39-Ext 
 

Cu/Ore39-Inf CuSO4 
1 M 

Cu/Ore39-Ext Cu/Ore39-Inf 
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destilada, de esta solución se tomó una alícuota de 1mL para hacer 7 diluciones 

sucesivas de 1/20 posteriormente se procedió a inocular 50 µL de cada dilución 

en placas con PDA,. Seguidamente se incubaron por 48 horas y se procedió a 

realizar el conteo del número de colonias y posteriormente calcular número de 

UFC [63] 

𝑈𝐹𝐶 =
(𝑛° 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠  𝑒𝑛 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎) ∗ 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 (𝑇)

𝑉𝑜𝑙. 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜
 

 

UFC= unidades formadoras de colonias  

n° colonias en placa = 56 

Factor de dilución total= 1/20  

Volumen sembrado = 0,05 mL 

 

3. Resultados y discusión 

3.1. Identificación de las hojas de Lippia micromera (Orégano) 

Las hojas de orégano se recolectaron en la Urbanización de Club de 

Campo, Altos Mirandinos e identificadas en el Herbario “Víctor Manuel Ovalles” 

de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela bajo el 

Número de registro MYF 29530. Se identificó botánicamente como Lippia 

micromera, perteneciente a la Familia Verbenaceae, Nombre común reportado: 

“Orégano”. En adelante la especie y sus nanopartículas se nombran por el 

nombre común. 

3.2. Obtención del extracto acuoso e infusión de orégano 

Al comparar la extracción por ultrasonido con la obtención de la infusión por 

calentamiento, se observan diferencias significativas en el proceso y en los 

extractos obtenidos. En la extracción por ultrasonido, la acción mecánica del 

ultrasonido generó una turbidez notable en la suspensión, indicando una ruptura 
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efectiva de las paredes celulares para una liberación de los compuestos 

intracelulares. Visualmente, se pudo apreciar una mayor liberación de partículas 

finas en comparación con la infusión. Por otro lado, en la infusión, el 

calentamiento gradual favoreció la difusión de los compuestos solubles en agua 

hacia el solvente, resultando en extractos con una apariencia generalmente más 

oscura. Sin embargo, el color de los extractos podría haber variado dependiendo 

de la concentración de los compuestos extraídos y de su naturaleza. Estas 

diferencias en el aspecto visual de los extractos reflejan los distintos mecanismos 

de extracción involucrados en cada método. 

3.3. Caracterización del extracto e infusión de orégano 

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de la cantidad de fenoles 

y flavonoides totales presentes en el extracto y en la infusión de orégano. 

 

Tabla 8. Fenoles totales y flavonoides totales para el Extracto de orégano 

 
Extracto de 

orégano 

Infusión de 

orégano 

Fenoles totales (mg Eq 

Ac. Gálico/g total ext) 
113± 6 150 ±3 

Flavonoides totales(mg 

Eq Rutina/g total ext) 
294± 21 315±23 

 

 Como se puede observar, la cantidad de fenoles y flavonoides totales fue 

mayor en la infusión que en el extracto de orégano. Esto podría atribuirse a 

factores como la solubilidad diferencial de estos compuestos en agua. Dado que 

los fenoles y flavonoides presentan distintas solubilidades, la temperatura juega 

un papel crucial en su extracción. En este caso, la infusión con agua a 60°C pudo 

haber sido suficiente para solubilizar ciertos fenoles y flavonoides que no se 

extrajeron a 40°C. 

En el grafico 1, se puede observar que los valores de IC50 (concentración 

inhibitoria 50) de los patrones para la determinación de la actividad antioxidante, 
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las cuales fueron: quercetina (403,8±0,9)ppm y rutina (1045,0± 88)ppm, 

respectivamente.  

Un IC50 bajo indica una mayor capacidad antioxidante, ya que se necesita una 

menor concentración del compuesto para inhibir el radical DPPH a la mitad. En 

este caso la infusión presenta una mayor capacidad antioxidante porque mostro 

la menor absorbancia, en cuanto al extracto de orégano presento un IC50 menor 

que ambos patrones. 

 

Gráfico 1. Actividad antioxidante del extracto, infusión y patrones representado 
como   Absorbancia vs Log10 [Conc. ppm]. 

 

 

En la tabla 9 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del 

extracto y la infusión de orégano, las cuales se calcularon utilizando quercetina y 

rutina como patrones de referencia. 

 

Tabla 9. Actividad captadora de radicales libres de los extractos e infusión de 
orégano 
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Extracto de orégano 

IC50 (mg/L) 
217±2 

Infusión de orégano 

IC50 (mg/L) 
167±6 

 

Tal y como se muestra en la tabla 9, la infusión de orégano presentó una 

actividad antioxidante superior a la del extracto de orégano, lo que es congruente 

con sus concentraciones de fenoles y flavonoides.  

 

3.4. Síntesis de nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto 

acuoso de orégano (Cu/Ore)   

3.4.1. Síntesis de nanopartículas de cobre con extracto de orégano 

utilizando agitación magnética: 

Se realizaron ensayos variando las relaciones de volumen de la sal 

precursora (CuSO4) con volumen de extracto (9:1 y 9,5: 0,5), el efecto de pH y la 

temperatura en el tamaño de las nanopartículas dispersas en el medio. Tal y 

como se observa en la tabla 10, cuando la relación de volúmenes de CuSO4 

/Extracto es 9:1 y el pH=5, al aumentar la temperatura disminuye el tamaño de 

las nanopartículas obtenidas, lo que es consistente con lo reportado en la 

literatura, ya que a medida que aumenta la temperatura de reacción, aumenta la 

velocidad de nucleación, consumiendo iones metálicos para formar los núcleos 

de las NPs; esto puede conducir a tamaños de NPs más pequeñas. Sin 

embargo, cuando el pH=10 un aumento en la temperatura produjo un aumento 

del tamaño de las nanopartículas, indicando que pH elevados favorecen la 

aglomeración de las nanopartículas [64]. Cuando la relación de volúmenes es de 

9,5:0,5, se generan nanopartículas de tamaños similares entre sí, 

independientemente de la temperatura y el pH utilizado, indicando esto que, al 

elevar la proporción de sulfato de cobre en el medio, este determina el tamaño 

de las nanopartículas obtenidas .Al aumentar el tiempo de síntesis de 2 a 24 

horas, se obtienen nanopartículas de cobre de un tamaño superior, como es de 
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esperarse ya que un aumento en el tiempo bajo agitación continua favorece la 

aglomeración de las nanopartículas. 

 

Tabla 10. Tamaño de nanopartículas obtenidas con agitación magnética 

Ensayo t(h) pH T(°C) VCuSO
4
:VOre 

Tamaño 

(nm) 

Cu/Ore2-Ext 2 5 25 9:1 3,28 

Cu/Ore3-Ext 2 10 25 9:1 2,90 

Cu/Ore4-Ext 2 5 80 9:1 1,72 

Cu/Ore5-Ext 2 10 80 9:1 3,27 

Cu/Ore6-Ext 2 5 25 9,5:0,5 1,78 

Cu/Ore7-Ext 2 10 25 9,5:0,5 1,77 

Cu/Ore8-Ext 2 5 80 9,5:0,5 1,67 

Cu/Ore9-Ext 2 10 80 9,5:0,5 1,72 

Cu/Ore10-Ext 24 5 25 9:1 9,24 

Cu/Ore11-Ext 24 5 80 9:1 6,08 

• [CuSO4]= 0,01 M y [Orégano]=10g/100mL 
 

  

Como se puede observar las variaciones de los tamaños de las 

nanopartículas no se rige controlando específicamente un factor. La elección de 

la concentración de la sal precursora juega un papel fundamental en la síntesis 

de nanomateriales, impactando directamente en el tamaño de las nanopartículas 

resultantes. Estudios previos han demostrado que aumentar la concentración de 

la solución precursora, aumenta el tamaño de las nanopartículas obtenidas [65]. 

Sin embargo, este efecto no siempre se mantiene al aumentar la concentración 

de los extractos de hojas usados en la síntesis. En un estudio específico, se 

observó que la concentración de la solución precursora redujo el tamaño de las 

partículas, pero un aumento adicional en la concentración llevó a un incremento 

en el tamaño de las partículas. Este fenómeno se explica por la formación de un 
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exceso de núcleos a altas concentraciones, lo que promueve la aglomeración de 

las nanopartículas y, en consecuencia, un aumento en su tamaño.[66]  

 Posteriormente se analizaron las nanopartículas obtenidas por agitación 

magnética con espectroscopía de UV-Vis y determinar el efecto de los 

parámetros estudiados sobre la concentración de las nanopartículas en solución. 

 

Figura 49.a) Espectro UV-Vis del sistema de NpsCu/Ore(2-5), (b) Espectro UV-Vis 
del sistema de NpsCu/Ore(6-9) 

 

Como se observa en la Figura 49, la concentración (absorbancia) de las 

nanopartículas en solución aumenta a medida que se incrementan el pH y la 

temperatura del medio de reacción, lo que podría deberse a una reducción en el 

tamaño de las partículas, lo que es consistente con los estudios realizados por 

K.M. Rajesha y colaboradores [64]. La banda alrededor de 610 nm mostrada en 

la Figura 49a corresponden a nanopartículas de cobre metálico [65].La banda 

entre 400 y 500 nm mostrada en los espectros de la Figura 41 a y b son 

asignables a nanopartículas de óxido de cobre (I) [66]. Cuando el pH alcanza un 

valor de 10 y se aumenta la temperatura a 80°C, se intensifica la señal de óxido 

de cobre (I) esto puede ser resultado de la reacción entre el hidróxido de sodio y 

el sulfato de cobre, que posteriormente forman nanopartículas de óxido de cobre 

en presencia del extracto [68]. Asimismo, al comparar la relación de volúmenes 

de sulfato de cobre y extracto de 9:1 (Figura 49a) con 9,5:0,5 (Figura 49b), se 
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nota que en la relación de volúmenes 9:1 la banda alrededor de 610 nm se 

vuelve más intensa debido a que una mayor proporción de sulfato de cobre 

favorece la formación nanopartículas de cobre, en cambio cuando la relación de 

volúmenes es de 9,5:0,5, se favorece la formación de óxido de cobre (I). Estos 

resultados sugieren que el uso de bajas proporciones de extracto, junto con a pH 

más elevados o un aumento de la temperatura, favorecen la formación de 

nanopartículas de óxido de cobre. Por esta razón, en los ensayos utilizando 

ultrasonido se optó por aumentar la proporción de extracto respecto al sulfato de 

cobre, realizar las síntesis a temperatura ambiente, con el pH natural del 

extracto, que es aproximadamente igual a 5. 

3.4.2. Síntesis de nanopartículas de cobre con extracto de orégano 

utilizando ultrasonido: 

La reducción de iones de cobre a nanopartículas de cobre durante la 

exposición al agente reductor y de protección se notó mediante los cambios de 

color que se observaban a medida que el extracto se mezclaba con la solución 

acuosa de sulfato de cobre, y es que la coloración azul de la solución precursora 

de cobre se tornó a verde y luego en marrón indicando la presencia de 

nanopartículas de cobre, las cuales aparecieron en suspensión y precipitaron 

luego de 24 horas.  

En la tabla 11, se pueden observar los tamaños obtenidos de las 

nanopartículas de cobre utilizando ultrasonido .Los datos están organizados en 

orden creciente de la concentración de sulfato de cobre y agrupados en tríadas 

según la concentración del extracto de orégano utilizada. 

 

Tabla 11. Tamaño de nanopartículas de cobre sintetizadas en ultrasonido 

Ensayo [CuSO4]mol/

L 

[Extracto]g/m

L 

VCuSO
4
:Vore Tamaño 

(nm) 

Cu/Ore18-Ext 0,001 0,1 1:1 2,11 

Cu/Ore20-Ext 0,001 0,1 1:2 2,06 

Cu/Ore19-Ext 0,001 0,1 2:1 5,00 
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Cu/Ore36-Ext 0,001 0,05 1:1 6,00 

Cu/Ore38-Ext 0,001 0,05 1:2 4,46 

Cu/Ore37-Ext 0,001 0,05 2:1 6,43 

Cu/Ore27-Ext 0,001 0,01 1:1 2,60 

Cu/Ore29-Ext 0,001 0,01 1:2 2,09 

Cu/Ore28-Ext 0,001 0,01 2:1 4,14 

Cu/Ore1-Ext 0,01 0,1 1:1 2,35 

Cu/Ore12-Ext 0,01 0,1 1:1 4,37 

Cu/Ore14-Ext 0,01 0,1 1:2 2,23 

Cu/Ore13-Ext 0,01 0,1 2:1 5,17 

Cu/Ore30-Ext 0,01 0,05 1:2 4,07 

Cu/Ore32-Ext 0,01 0,05 2:1 2,01 

Cu/Ore31-Ext 0,01 0,05 1:1 6,30 

Cu/Ore21-Ext 0,01 0,01 1:2 4,43 

Cu/Ore23-Ext 0,01 0,01 2:1 3,58 

Cu/Ore22-Ext 0,01 0.01 1:1 6,51 

Cu/Ore15-Ext 0,1 0,1 1:1 5,96 

Cu/Ore17-Ext 0,1 0,1 1:2 4,93 

Cu/Ore16-Ext 0,1 0,1 2:1 6,32 

Cu/Ore33-Ext 0,1 0,05 1:1 5,05 

Cu/Ore35-Ext 0,1 0,05 1:2 4,47 

Cu/Ore34-Ext 0,1 0,05 2:1 6,83 

Cu/Ore24-Ext 0,1 0,01 1:1 4,71 

Cu/Ore26-Ext 0,1 0,01 1:2 4,24 

Cu/Ore25-Ext 0,1 0,01 2:1 8,08 

Cu/Ore39-Ext 0,1 0,3 1:1 5,10 

Cu/Ore40-Ext 0,1 0,6 1:1 2,45 

Cu/Ore41-Ext 1 0,3 1:1 8,77 

 

Al observar los tamaños mostrados, la dependencia del tamaño más 

consistente no proviene de la concentración de sulfato de cobre si no de la 

relación VCuSO4: VExtracto, de hecho, al pasar de una concentración de sulfato de 

0,001 M a 1 M los tamaños se encuentran entre 2 y casi 9 nm. Pero, 
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generalmente cuando el volumen sulfato de cobre es mayor a la del extracto (es 

decir, relaciones de 2:1), los tamaños de las partículas tienden a ser mayores. 

Por otro lado, cuando la proporción es de 1:1 o 1:2, los tamaños son 

generalmente menores. Aunque la concentración de sulfato de cobre y la 

concentración de extracto muestran ciertas variaciones en los resultados, el 

patrón predominante es que una mayor cantidad relativa de sulfato de cobre 

frente al extracto favorece el crecimiento de las partículas. Este comportamiento 

sugiere que el equilibrio entre el sulfato y el extracto durante el proceso de 

síntesis es un factor clave en la determinación del tamaño final, probablemente 

relacionado con la disponibilidad de agentes reductores y estabilizantes 

proporcionados por el extracto. La cantidad de extracto vegetal utilizado y la 

concentración de biomoléculas dentro de él influyen directamente en la síntesis 

de las NP, ya que determinan la disponibilidad de los compuestos necesarios 

para la reducción de los iones metálicos y la estabilización de las nanopartículas 

recién formadas. 

Se seleccionaron 4 ensayos designados como: (Cu/Ore13-Ext; Cu/Ore15-

Ext; Cu/Ore39-Ext y Cu/Ore41-Ext) porque aparentemente esos ensayos 

generaron mayor cantidad de nanopartículas de cobre en suspensión en 

comparación con los otros ensayos. Abajo se puede observar la figura de las 

nanopartículas seleccionadas. 

 

 

Figura 50. Suspensión obtenida en las nanopartículas Cu/Ore13-Ext; Cu/Ore15-Ext; 
Cu/Ore39-ExtyCu/Ore41-Ext. 
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3.4.3. Síntesis de nanopartículas de cobre con extracto e infusión de 

orégano sin agitación (in situ): 

Tal y como se muestra en la Tabla 12, estas nanopartículas se sintetizaron 

en ausencia de agitación y utilizando las condiciones de síntesis de los sistemas 

de nanopartículas escogidos con la síntesis bajo ultrasonido, a fin de observar el 

efecto en el tipo de agitación con los tamaños obtenidos. 

 

Tabla 12. Tamaño de nanopartículas de cobre bajo diferentes tipos de agitación y 
diferente tipo de agente reductor: extracto o infusión 

Sistema 

Tamaño de partícula (nm) 

Síntesis 
Ultrasonido 

Extracto 

Síntesis In-situ 
Extracto 

Síntesis 
In-situ 

Infusión 

Cu/Ore13 5,17 3,72 5,89 

Cu/Ore15 5,96 5,74 5,20 

Cu/Ore39 5,10 5,73 6,31 

Cu/Ore41 8,67 7,06 7,40 

 

Se puede observar que los tamaños de nanopartículas no variaron de 

manera importante con el tipo de agitación ni con el tipo de agente 

reductor/protector utilizado: extracto o infusión, lo que pudiese ser una gran 

ventaja, ya que se pueden obtener nanopartículas de cobre de tamaños 

pequeños sin necesidad de agitación. 
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3.5. Caracterización de los sistemas de nanopartículas escogidas 

sintetizadas con extracto e Infusión. 

A los sistemas de nanopartículas seleccionados, que se sintetizaron con 

extractos bajo ultrasonido y los sintetizados con infusión in situ se les 

realizaron las caracterizaciones completas de DLS, AFM, IRFT, UV-Vis IRFT. 

3.5.1. Caracterización por dispersión dinámica de luz (DLS):  

En la Figura 51, se pueden observar los espectros 

correspondientes a los histogramas de tamaños generados por 

DLS 

 

Nanopartículas con Extractos Nanopartículas con Infusión 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tamaño: 5,17 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tamaño: 5,89 nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tamaño: 5,96 nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tamaño: 5,20 nm 
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Tamaño: 5,10 nm 

 

Tamaño: 6,31 nm 

 

Tamaño:  8,67nm 

 

Tamaño: 7,40 nm 

Figura 51. Histogramas por DLS de los sistemas de nanopartículas 

 

Como puede observarse se obtuvieron nanopartículas metálicas con 

tamaños inferiores a 9nm con una estrecha distribución de tamaños. Se puede 

notar que los tamaños aumentaron ligeramente al aumentar la concentración de 

sulfato de cobre de 0,01M a 0,1M y de 0,1M a 1M el aumento en tamaños fue 

mayor. Sin embargo solo cuando se utiliza infusión hay un aumento de tamaño al 

pasar de una concentración de 0,1 g/mL a 0,3 g/mL. 

 

3.5.2. Caracterización por Microscopia de Fuerza atómica (AFM)  

Los tamaños obtenidos por dispersión dinámica de luz (DLS), fueron 

verificados por fuerza atómica y se observan en las siguientes figuras.  
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Figura 52. AFM Cu/Ore13-Ext 

 

 

Figura 53. AFM Cu/Ore15-Ext 
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Figura 54. AFM Cu/Ore39-Ext 

 

 

Figura 55. AFM Cu/Ore41-Ext 
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Figura 56. AFM Cu/Ore13-Inf 

 

Figura 57. AFM Cu/Ore15-Inf 



90 

 

 

 

Figura 58. AFM Cu/Ore39-Inf 

 

Figura 59. AFM Cu/Ore41 Inf 

 

Se puede observar mediante la Microscopía de Fuerza Atómica que se 

generaron nanopartículas esféricas y como se muestra en la tabla 13, los 

tamaños se ajustaron a lo reportado por la Dispersión de Luz Dinámica. Sin 
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embargo, en algunos casos se observaron aglomerados de los sistemas de 

nanopartículas. 

 

Tabla 13.Comparación de tamaños de los sistemas de nanopartículas por AFM al utilizar 
extracto e infusión 

Sistema 
Tamaño de nanopartículas por AFM (nm) 

Extracto Infusión 

Cu/Ore13 61 61 

Cu/Ore15 61 61 

Cu/Ore39 51 61 

Cu/Ore41 82 81 

 

En general puede observarse que el tamaño de las nanopartículas 

obtenidas no varía de manera importante al utilizar el extracto o la Infusión. Al 

pasar de Cu/Ore13 a Cu/Ore15 la concentración de sulfato de cobre aumenta de 

0,01 M a 0,1M manteniendo la concentración de extracto en 0,1 g/mL, el tamaño 

de las nanopartículas aumenta ligeramente pasando de 5 nm a 6 nm, indicando 

que al aumentar la concentración de sulfato de cobre el tamaño aumenta en 

pequeñas cantidades. Luego al pasar de Cu/Ore15 a Cu/Ore39 la concentración 

de sulfato de cobre se mantiene en 0,1M, pero aumenta la concentración de 

extracto a 0,3 g/mL y el tamaño de las nanopartículas disminuye de 6 nm a 5 nm 

indicando que al aumentar la concentración de extracto disminuye el tamaño de 

las nanopartículas, que es lo esperado, ya que hay mayor cantidad de extracto 

en el medio impidiendo de alguna manera el proceso de nucleación en la 

formación de las nanopartículas. Y finalmente al pasar de Cu/Ore39 a Cu/Ore41, 

la concentración de sulfato de cobre aumenta de 0,1 M a 1M manteniendo la 

concentración de extracto en 0,3 g/mL, en este caso el aumento en el tamaño de 

las nanopartículas si se vio influenciado por la alta concentración del sulfato de 

cobre y del extracto o infusión de orégano. 

3.5.3. Caracterización por espectroscopia UV-Visible: 
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Para realizar el análisis se efectuó un barrido de los extractos e infusiones 

como de los sistemas de nanopartículas en un rango de longitud de onda de 200 

a 800 nm.  

 

Figura 60. Espectro UV-Vis del extracto de orégano. 

 

 

Figura 61. Espectros UV-Vis. Infusión de orégano 

 

Como se observa en los espectros UV-Vis mostrados en las Figura 60 y 61 

aparecen dos bandas, en el extracto aparecen en 283 nm y 319 nm y en la 
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infusión aparecen en 251 nm y 311 nm, las bandas observadas de 283 y 251 nm 

respectivamente se deben a enlaces  de estructuras aromáticas y dobles 

enlaces conjugados, asignables a fenoles, flavonoides, terpenos entre otros 

fitoquímicos presentes con enlaces , y las bandas de 319nm y 312 nm, se 

deben a otras estructuras químicas cromóforas diversas.[68] 

 

A continuación, se muestran los espectros de los sistemas de 

nanopartículas de cobre sintetizadas con extracto o infusión. 

 

Figura 62. Espectro UV-Vis Cu/Ore13-Ext 
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Figura 63. Espectro UV-Vis Cu/Ore13-Inf 

 

Figura 64. Espectro UV-Vis Cu/Ore15-Ext 
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Figura 65. Espectro UV-Vis Cu/Ore15-Inf 

 

 

Figura 66. Espectro UV-Vis Cu/Ore39-Ext 
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Figura 67. Espectro UV-Vis Cu/Ore39-Inf 

 

 

Figura 68.Espectro UV-Vis Cu/Ore41-Ext 
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Figura 69. Espectro UV-Vis Cu/Ore41-Inf 

 

Se puede observar tanto en las nanopartículas estabilizadas con el extracto 

como las nanopartículas estabilizadas en infusión la presencia de las bandas 

perteneciente a los extractos e infusiones ubicadas entre 300 y 400 nm esto se 

deben a los fitoquímicos presentes en el extracto e infusión los cuales no solo 

redujeron los iones de cobre metálico, sino que también estabilizan las 

nanopartículas metálicas.  

En el caso de las nanopartículas estabilizadas con extracto de orégano 

Cu/Ore13-Ext; Cu/Ore15 Ext, Cu/Ore39-Ext, se observa una banda estrecha 

en523 nm la cual es asociada a la resonancia plasmón en el espectro visible del 

cobre metálico [69]. En el caso de Cu/Ore41-Ext, la banda correspondiente a 

cobre metálico no aparece en 523 nm si no que aparece una banda intensa en la 

región del UV en 202 nm [70], correspondiente a la resonancia plasmón del 

cobre en estado de oxidación cero cuando la concentración de cobre en 

suspensión es baja. Debido al aumento en el tamaño de las nanopartículas de 

Cu/Ore41-Ext, estas tienden a precipitar disminuyendo la concentración de 

nanopartículas de cobre suspendidas. 

Las nanopartículas estabilizadas con infusión de orégano mostraron una 

mezcla de nanopartículas de cobre y sus óxidos. Por ejemplo, Cu/Ore13-Inf 
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presentó una banda en 456 asignable a nanopartículas de Cu2O [71], el sistema 

Cu/Ore15-Inf presentó bandas a 206 y 557 nm asignables a Cu⁰ [69] [70]y una 

banda a 235 nm asignable a CuO [72]. Similarmente, Cu/Ore39-Inf mostró las 

siguientes bandas: 209 nm (Cu⁰), 248nm (CuO) y 454 nm (Cu₂O). y Cu/Ore41-

Inf, 209 nm (Cu0) y 478 nm (Cu2O). 

La formación de nanopartículas de óxidos de cobre mediante la infusión 

podría estar relacionada con el aumento en la concentración de fenoles y 

flavonoides en solución  

3.5.4. Caracterización por Difracción de Rayos X 

Como las nanopartículas estabilizadas con extracto, presentaron una banda 

en 523 nm correspondiente a cobre metálico, independientemente de la 

concentración de extracto y sulfato de cobre utilizada para su síntesis, se decidió 

realizar un estudio de Difracción de rayos X al sistema Cu/Ore39-Ext, que se 

muestra a continuación en la Figura 70,  

 

Figura 70. Difracción de rayos X del sistema Cu/Ore39-Ext 

 



99 

 

 

 Se puede observar que el difractograma no presenta señales definidas de 

cobre o sus óxidos en los sistemas de nanopartículas, lo cual es esperado por el 

pequeño tamaño que presentaron las nanopartículas de cobre. De manera que 

esta caracterización no arrojó resultados concluyentes referentes al estado de 

oxidación de las nanopartículas obtenidas.  

 

3.5.5. Caracterización por Espectroscopía de infrarrojo del 

extracto e infusión de orégano y el de sus respectivas 

nanopartículas Cu/Ore13; Cu/Ore15; Cu/Ore39 y Cu/Ore41:  

Para examinar más a fondo los fitoquímicos del extracto e infusión de 

orégano y sus posibles grupos funcionales responsables de la reducción y 

estabilización del Cu-Np, se realizó análisis de espectroscopia infrarroja por 

transformada de Fourier (IRFT) del extracto e infusión de hojas y tallos de 

orégano. Este análisis tiene como objetivo identificar los grupos funcionales 

químicos que podrían estar implicados en la reducción y estabilización de las 

nanopartículas de cobre (Np Cu). 
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Figura 71. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier de Extracto 
Orégano 

 

Figura 72. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier de infusión  
Orégano 

Las Fig. 71 y 72  muestra los espectros RIFT para el extracto e infusion de 

orégano y evidencian las siguientes señales importantes: 3381 y 3422 cm-1 en el 

extracto e infusión respectivamente, se asignan a la vibración de estiramiento de 
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los grupos alcohólicos (-OH), presentes en las estructuras químicas de fenoles, 

flavonoides saponinas, taninos, triterpenos, cumarinas y algunos alcaloides. 2951 

y 2954 cm-1,corresponde a los estiramientos de enlaces C-H en grupos metileno 

(CH₂) o metilo (CH₃), típicos de cadenas alifáticas, presentes en las saponinas, 

taninos, triterpenos, alcaloides, igualmente en los flavonoides, algunas cumarinas 

y las quinonas. 2136 y 2091 cm-1que puede ser evidencia la presencia de un 

triple enlace C≡C.1606 cm⁻¹ y 1632 cm⁻¹,bandas asociada a enlaces dobles 

C=C de grupos aromáticos o C=O de cetonas. 1404cm⁻¹y 

1388cm⁻¹:Deformación angular de C-H en grupos metileno (-CH₂-) y metilo (-

CH₃).1274 cm⁻¹ y 1074 cm⁻¹(extracto) y 1270 cm-1 y 1080 cm-1 (inf) bandas 

típicas de los enlaces C-O en alcoholes. En este caso, refuerzan la presencia de 

fenoles en el extracto.631 cm-1 y 699 cm-1: bandas asignables a anillos 

aromáticos sustituidos 

 

También se realizó el espectro del sulfato de cobre anhidro con el cual se 

realizaron las síntesis de las nanopartículas; con la finalidad de identificar si en el 

espectro de las nanopartículas se observaban señales correspondientes al 

sulfato de cobre.

 

Figura 73. Espectroscopia IRFT de Sulfato de cobre anhidro 
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La banda en 3391 cm-1 es la frecuencia de estiramiento del enlace (O-H) en  

moléculas de agua de hidratación. La banda en 1623 cm-1 corresponde con 

deformaciones angulares en el enlace H-O-H. El pico en 1154 cm-1 corresponde 

frecuencia de estiramiento asimétrico del enlace S-O. El pico en 995 cm-1, se 

asocia a la frecuencia de estiramiento simétrico del enlace S-O. La señal en 

791cm-1 corresponde a la deformación fuera del plano del enlace S-O.  Las 

señales 656 cm-1 y 554 cm-1, corresponden con deformaciones simétricas y 

asimétricas en el plano.  

A continuación se presentan los espectros comparativos de las 

nanopartículas de cobre con el extracto o infusión y sulfato de cobre. 

 

 

Figura 74. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore13–Ext, sulfato de cobre y 
extracto de orégano. 
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Figura 75.Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore13–Inf, sulfato de cobre e 
infusión de Orégano 

 

 

Figura 76. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore15–Ext, sulfato de cobre y 
extracto de Orégano 
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Figura 77. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore15–Inf, sulfato de cobre e 
infusión de Orégano 

 

 

Figura 78. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore39–Ext, sulfato de cobre y 
extracto de Orégano 
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Figura 79. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore39–Inf, sulfato de cobre e 
infusión de Orégano, 

 

 

Figura 80. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore41–Ext, sulfato de cobre y 
extracto de Orégano. 
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Figura 81. Espectros comparativos de IRFT de Cu/Ore41–Inf, sulfato de cobre e 
Infusión de Orégano. 

Como se puede observar en los espectros mostrados en las Figuras 74 a 

81, los espectros de infrarrojo de las nanopartículas sintetizadas con extracto e 

infusión de orégano evidencian claramente la presencia de fitomoléculas del 

extracto o infusión en la superficie de las Cu NPs. La mayoría de las bandas de 

absorción del extracto e infusión de orégano también están presentes en el 

espectro FT-IR de las Cu NPs, ya sea en posiciones idénticas o con ligeros 

desplazamientos. Esto sugiere que tanto los extractos como las infusiones no 

solo actúan como agentes biorreductores, sino también como moléculas 

protectoras o estabilizantes en la superficie de las nanopartículas de cobre. 

Los picos alrededor de 615 cm⁻¹ en los espectros IRFT de Cu/Ore13-Inf, 

Cu/Ore15-Inf y Cu/Ore41-Ext podrían atribuirse a las vibraciones del enlace 

cobre-oxígeno en el óxido cuproso (Cu₂O), mientras que los picos observados 

entre 512 y 523 cm⁻¹ en los espectros de Cu/Ore13-Inf, Cu/Ore15-ext, 

Cu/Ore39-inf y Cu/Ore41-Inf son atribuibles a las vibraciones del enlace cobre-

oxígeno en el óxido cúprico (CuO) [73]. Además, en todos los espectros se 

detectan picos adicionales, no presentes en los extractos o infusiones originales, 

lo cual podría deberse a las diferentes interacciones de los grupos funcionales 
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con la superficie de las nanopartículas de cobre, óxido de cobre (I) o óxido de 

cobre (II). 

Cabe destacar que la mayoría de las nanopartículas estabilizadas con 

extractos carecen de bandas características de óxidos, mientras que todas las 

nanopartículas estabilizadas con infusiones presentan dichas bandas. Estos 

resultados son coherentes con los obtenidos por UV-Vis, y podrían explicarse por 

la mayor concentración de fitoquímicos disueltos en las infusiones, lo que 

favorece la oxidación del cobre. Estudios previos han demostrado que tanto los 

extractos como las infusiones son una fuente rica en compuestos fenólicos y sus 

glucósidos. Aunque el mecanismo exacto solo puede postularse mediante 

procedimientos espectroscópicos in situ, se cree que estos compuestos juegan 

un papel clave en las reacciones redox que ocurren durante la reducción de las 

nanopartículas de Cu(II) a Cu(I) y finalmente a Cu(0). 

 

3.5.6. Caracterización por espectroscopía de absorción atómica de 

nanopartículas (Cu/Ore13-Ext; Cu/Ore15-Ext; Cu/Ore39-Ext y 

Cu/Ore41-Ext:  

En la tabla 14 se muestra el resultado de los análisis por absorción atómica, 

estos revelan las siguientes concentraciones de cobre en los sistemas de 

nanopartículas de cobre sintetizados: 

 

Tabla 14. Concentración de cobre en las nanopartículas de cobre estabilizadas con 
orégano 

Sistema [Cu] [Cu] (ppm) 

Cu/Ore13-Ext 6,47  0,12 

Cu/Ore13- Inf 43,33  3,54 

Cu/Ore15-Ext 9,67 0,21 

Cu/Ore15- Inf 58,67  4,77 

Cu/Ore39-Ext 29,33 2,44 
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Cu/OreO41-Ext 29,67 2,43 

 

Como puede observarse en la tabla 14, al utilizar la infusión la 

concentración de nanopartículas aumenta considerablemente, lo que es 

esperado, ya que las infusiones presentaron una mayor actividad antioxidante 

que los extractos, por lo que la cantidad de cobre reducido por las infusiones 

es superior al obtenido con los extractos.  

3.6. Ensayos in vitro de la actividad antifúngica de las nanopartículas 

Cu/Ore frente al hongo Fusarium oxysporum.f. sp cubense. 

3.6.1. Caracterización del hongo fusarium oxysporum cubense 

utilizado. 

El Instituto de Estudios Avanzados (IDEA) suministró las 

características del hongo utilizado para realizar los ensayos invitro llevado a 

cabo en este proyecto, en ese sentido nos informa que el análisis en el 

BLAST de NCBI de los resultados de la secuenciación, indica que Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense isolate Foc_AB13 small subunit ribosomal RNA 

gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large 

subunit ribosomal RNA gene, partial sequence. Sequence ID: OP090652.1 

Length: 540 Number of Matches: 1 presenta una cobertura de 96% y un 

porcentaje de identidad de 92.86%, por lo que se concluye que es 

altamente probable que la secuencia encontrada sea un homólogo de las 

de la base de datos, por lo que es altamente probable que se esté 

trabajando con F. oxysporum sp. Cubense. La información recibida es 

considerada confiable y proviene de una fuente con amplia experiencia y 

reconocimiento en el área como lo es la Gerencia de Agricultura y 

Soberanía Alimentaria.  

3.6.2. Conteo de colonias con el hongo diluido en 1/20.  
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Haciendo los cálculos, el número de colonias es de 7,8x105± 0,8 

UFC/mL y con esta concentración, finalmente se realizaron nuevos 

ensayos que se muestran a continuación:  

La actividad antifúngica fue determinada utilizando el método de 

envenenamiento del medio, tanto para la determinación del porcentaje de 

inhibición del crecimiento micelar con la determinación de la concentración 

mínima inhibitoria. 

5.8.3. Método de envenenamiento del medio 

Este estudio evaluó la actividad antifúngica de extractos e infusiones 

de orégano a diversas concentraciones, así como de sistemas de 

nanopartículas estabilizadas con diferentes concentraciones de estos 

compuestos y diferentes concentraciones de cobre, frente al crecimiento 

micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc).  

 

Los resultados de cada sistema se presentan a continuación.  

 

Tabla 15. Porcentaje de Inhibición del Diámetro Micelar (%IDM) inducido por los 
antifúngicos bajo estudio 

Día N° Muestra % IDM ±  %ICM 
Extracto 

% IDM ±  %ICM 
Infusión 

3 

Extracto /Infusión 10/100 35,19 ± 0,16 13,23 ± 0,13 

Extracto/ Infusión 30/100 48,15 ± 0,05 15,17 ± 0,04 

Cu/Ore13 25,90 ± 0,05 41,63 ± 0,02 

Cu/Ore15 11,47 ± 0,08 27,84 ± 0,03 

Cu/Ore39 -4,63 ± 0,24 22,39 ± 0,07 

Cu/Ore41 12,67 ± 0,05 6,57 ± 0,03 

4 

Extracto/ Infusión 10/100 40,16 ± 0,05 8,37 ± 0,12 

Extracto /Infusión 30/100 45,04 ± 0,05 13,17 ± 0,007 

Cu/Ore13 9,43 ± 0,08 34,15 ± 0,07 

Cu/Ore15 3,17 ± 0,09 16,02 ± 0,09 
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Cu/Ore39 -10,16 ± 0,27 15,44 ± 0,11 

Cu/Ore41 3,90 ± 0,07 -0,98 ± 0,07 

 

5 

Extracto/ Infusión 10/100 39,41 ± 0,11 -11,56 ± 0,05 

Extracto /Infusión 30/100 38,57 ± 0,03 -6,55 ± 0,03 

Cu/Ore13 -3,51 ± 0,08 37,04 ± 0,06 

Cu/Ore15 -5,18 ± 0,1 15,40 ± 0,05 

Cu/Ore39 -19,36 ± 0,26 15,55 ± 0,02 

Cu/Ore41 3,35 ± 0,01 7,85 ± 0,10 

6 

Extracto/ Infusión 10/100 35,81 ± 0,04 -4,63 ± 0,12 

Extracto /Infusión 30/100 36,73 ± 0,05 4,89 ± 0,15 

Cu/Ore13 1,96 ± 0,08 24,20 ± 0,18 

Cu/Ore15 -5,94 ± 0,06 5,48 ± 0,12 

Cu/Ore39 -15,39 ± 0,08 12,72 ± 0,16 

Cu/Ore41 -2,22 ± 0,05 1,44 ± 0,16 

 

Estos resultados se presentan graficamente en las siguientes 

imágenes a fin de poder comprara visualmente el pocentaje de inhibición 
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Los gráficos 2 a 5 muestran las actividades antifúngicas de las 

nanopartículas de cobre estabilizadas con extracto e infusión de orégano en 

diferentes tiempos de incubación (3 a 6 días).Se observa en cada gráfico 

que, tanto en nanopartículas estabilizadas con extracto como con infusión, la 

inhibición disminuye a medida que aumenta la concentración de cobre (ver 

Tabla 15). Los resultados indican que las nanopartículas estabilizadas con 

infusión presentan mayor actividad antifúngica a lo largo del período de 

estudio, alcanzando la mayor actividad al tercer día (Gráfico 2). Por otro lado, 

los sistemas de nanopartículas estabilizados con extracto dejaron de inhibir 

completamente el crecimiento fúngico a partir del quinto día.  

En particular, las nanopartículas estabilizadas con infusión muestran 

una leve disminución en su actividad antifúngica a partir del cuarto día, 

manteniéndose casi constantes entre los días cuatro y seis. La excepción es 

el sistema Cu/Ore15-Inf, que experimenta una disminución significativa al 

sexto día. El sistema Cu/Ore41-Inf muestra un comportamiento oscilante, 
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posiblemente debido a que las concentraciones elevadas de cobre debilitan 

al hongo, pero al mismo tiempo, concentraciones más altas de infusión 

podrían favorecer su crecimiento, causando fluctuaciones diarias en la 

actividad antifúngica. 

En los gráficos 2, 3 y 4, el sistema Cu/Ore13-Inf destaca como el que 

presenta mayor inhibición del crecimiento micelial, alcanzando un valor de 

41,63 ± 0,05 %, seguido por Cu/Ore15-Inf con 27,84 ± 0,03 %, y Cu/Ore13-

Ext con 25,9 ± 0,05 %. Sin embargo, el extracto de orégano a una 

concentración de 30 g/100 mL demostró una actividad antifúngica superior a 

la de los sistemas de nanopartículas, con un valor de 48,15 ± 0,05 %. Esto 

sugiere que el extracto de orégano podría ser un antifúngico natural 

prometedor. No obstante, dada su alta solubilidad en agua podría limitar su 

eficacia en entornos expuestos a lluvias o sistemas de riego, ya que podría 

lixiviarse y perderse en el suelo. Este problema no se observaría con las 

nanopartículas metálicas, que podrían ser absorbidas y permanecer en el 

suelo incluso en presencia de corrientes de agua, proporcionando un efecto 

antifúngico más duradero. 

Se realizó un registro fotográfico donde se evidencia la inhibición producida 

por el sistema Cu/Ore13-Inf. (Figura 82)  y Cu/Ore13-Ext (Figura 83). 

 

Figura 82.Inhibicion del hongo producida por Cu/Ore13-Inf, Sulfato de cobre 1M y 
0,01M e infusión  10g/100mL 
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Figura 83.Inhibicion producida por Cu/Ore13-Ext Sulfato de cobre 1M y 0,01M e 
extracto 10g/100mL. 

 

Se observa que el sulfato de cobre 1M inhibe completamente el crecimiento 

del hongo, mientras que, a una concentración de 0,01M pierde la capacidad 

inhibitoria. El extracto, la infusión y sus respectivas nanopartículas Cu/Ore13-

Inf y Cu/Ore13-Ext inhiben en mayor proporción el crecimiento del hongo que el 

sulfato de cobre 0,01M.  

El efecto antifúngico de las nanopartículas de cobre podría deberse a 

diversos mecanismos que afectan la viabilidad de las células fúngicas. Estas 

nanopartículas tienden a aglomerarse alrededor de la membrana celular, 

generando especies reactivas de oxígeno que comprometen la integridad de la 

membrana y las enzimas responsables del intercambio de sustancias, lo que 

conduce a la deshidratación y pérdida de nutrientes. Además, estudios previos 

han señalado que un mecanismo clave es la liberación de iones de cobre, los 

cuales interactúan con elementos como el azufre y el fósforo, presentes en el 

ácido ribonucleico de las células. Esta interacción provoca disfunciones celulares 

que culminan en la apoptosisFigura 84.[74]. Esto es coherente con los resultados 

obtenidos en los análisis invitro, pues las nanopartículas más activas resultaron 

ser las estabilizadas con infusión, las cuales en su caracterización por UV-Vis e 

IRFT mostraron la presencia de óxidos de cobre, los cuales parecen ser los 

responsables de la inhibición del crecimiento micelar.  
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Figura 84.  Representación gráfica del mecanismo propuesto para la actividad 
antifúngica en respuesta a nanopartículas de cobre (Cu NP)[73]. 

 

3.6.4. Método de concentración mínima inhibitoria (CMI)  

Las concentraciones mínimas inhibidoras (CMI) para el hongo Fusarium 

oxysporum cubense se determinaron siguiendo el método de envenenamiento 

del medio seleccionando la muestra donde se obtuvo un mayor porcentaje de 

inhibición, es decir, Cu/Ore13-Inf. Se puede observar en la tabla 15 que el mayor 

porcentaje de inhibición se obtuvo el día tres con un %ICM de 17,95% con la 

muestra diluida a 1/4. También se observa que la muestra Cu/Ore13-Inf diluida a 

1/8 de la concentración inicial generó un mayor porcentaje de inhibición que la 

muestra concentrada, provocando una mejor distribución de las nanopartículas 

en el medio de cultivo, posiblemente las altas concentraciones de nanopartículas 

podrían formar agregados o no distribuirse homogéneamente, disminuyendo su 

eficiencia al contacto con el hongo. Como otra opción sería que una mayor 

dilución podría favorecer la penetración del compuesto antifúngico a través de la 

pared celular del hongo. En concentraciones altas, el compuesto podría saturar 

la membrana celular y dificultar su entrada al interior. La influencia de otros 

factores como los componentes inhibidores la muestra concentrada podría 
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contener componentes que inhiban la actividad del compuesto antifúngico 

principal. La dilución podría reducir la concentración de estos componentes 

inhibidores permitiendo que el compuesto antifúngico actué con mayor eficacia. 

En resumen, es posible que la dilución favorezca una mejor difusión del 

compuesto y una mayor superficie de contacto con el hongo. En algunos cosos 

una concentración muy alta del compuesto antifúngico podría tener un efecto 

estimulante sobre el crecimiento del hongo (efecto hormético, verbo proveniente 

de la palabra Hormesis, que proviene del griego, que significa excitar, estimular, 

es el fenómeno de respuesta a dosis, caracterizado por una estimulación por 

dosis baja y una inhibición para dosis altas).[75] 

La dilución podría llevar la concentración al rango óptimo para la inhibición 

del crecimiento.   

Tabla 16. Resumen de los resultados del % de inhibición obtenidos del método de 
concentración mínima inhibitoria. 

 

Se graficaron las concentraciones de cobre en ppm para la especie 

Cu/Ore13-Inf frente a los porcentajes de inhibición obtenidos con cada 

concentración de muestra Resultando en la siguiente 

Día N° Muestra % Inhibición  %Inhibición 

DIA 3 

Cu/Ore13-Inf (C) 6,29 0,15 

Cu/Ore13-Inf (1/2) 16,47 0,06 

Cu/Ore13-Inf(1/4) 17,95 0,03 

Cu/Ore13-Inf(1/8) 10,55 0,07 

DIA 4 

Cu/Ore13-Inf (C) -2,86 0,12 

Cu/Ore13-Inf (1/2) 0,98 0,07 

Cu/Ore13-Inf(1/4) 2,94 0,06 

Cu/Ore13-Inf(1/8) -1,51 0,04 

DIA 5 

Cu/Ore13-Inf (C) -11,25 0,14 

Cu/Ore13-Inf (1/2) -6,65 0,14 

Cu/Ore13-Inf(1/4) -12,60 0,04 

Cu/Ore13-Inf(1/8) -22,25 0,08 
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Figura 85. CMI de ore13 en infusión al tercer día de incubación 

 

 

 

Gráfico 5. % de inhibición del sistema Cu/Ore13-inf frente al hongo 

 

 

 

V.Conclusiones 

• Se logró obtener el extracto y la infusión de Lippia micromera (orégano) 

a partir de sus hojas. El extracto acuoso se obtuvo por extracción 

ultrasónica y la infusión por extracción con calentamiento. 

• La infusión de orégano mostró mayor actividad antioxidante y mayor 

concentración de fenoles y flavonoides en comparación con el extracto. 
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• Se sintetizaron con nanopartículas de cobre utilizando los extractos y las 

infusiones de orégano. 

• Los análisis por dispersión de luz dinámica develaron tamaños de 

nanopartículas inferiores a 9 nm 

• Los análisis por Microscopía de Fuerza Atómica revelaron que se 

obtuvieron nanopartículas esféricas con tamaños inferiores a 9 nm. 

• Los análisis UV-Vis sugieren que las nanopartículas sintetizadas con 

extracto poseen un estado de oxidación cero, a diferencia de las 

obtenidas con infusión, las cuales consisten en una mezcla de cobre 

metálico y sus óxidos 

• El análisis por Difracción de rayos X no fue concluyente en la 

determinación del estado de oxidación del cobre. 

• Los análisis por espectroscopía de infrarrojo mostraron que los extractos 

y las infusiones fungen como estabilizante de las nanopartículas de 

cobre y la presencia de nanopartículas de óxido de cobre. 

• Los análisis por absorción atómica a la llama arrojaron una 

concentración de cobre en las nanopartículas entre 6,47 ppm y 58,77 

ppm. 

• No se logró hacer Microscopia Electrónica de alta Resolución ni 

Espectroscopia Fotoelectrónica de Rayos X por falta de equipos 

funcionales en el País.  

• Las nanopartículas de cobre estabilizadas con infusión de orégano 

mostraron una actividad antifúngica frente al hongo Fusarium oxysporum 

f. sp. cubense, superior a las de sus homologas sintetizadas con 

extractos de orégano.  
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VII.Anexos 

1. Obtención del extracto de orégano por ultrasonido 
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Figuras 68. Izquierda, obtención de extracto de orégano utilizando ultrasonido.  Derecha extracto 

de orégano obtenido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Certificado de identificación y registro de la planta de orégano utilizada en 
este trabajo de investigación. 
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Tabla 18: Histogramas de los tamaños de las nanopartículas obtenidas por 

agitación magnética. 

Nanopart Tamaño Histograma 
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tícula promedio  (nm) 

 

Ore2 

 

3,28 

 

 

 

Ore3 

 

 

2,90 

 

 

 

 

Ore4 

 

 

 

1,72 

 

 

 

 

Ore5 

 

 

 

3,27 

 

 

 

 

Ore6 

 

 

 

1,78 

 



130 

 

 

 

 

 

Ore7 

 

 

 

1,77 

 

 

 

 

Ore8 

 

 

 

1,67 

 

 

 

Ore9 

 

 

1,72 

 

 

 

 

Ore10 

 

 

 

9,24 

 

 

 

 

Ore11 

 

 

 

6,08 
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Tabla 19. Histogramas de los tamaños de las nanopartículas obtenidas con 

extracto (In Situ). 

Nanopart

ículas  

Tamaño 

promedio (nm) 

Histograma 

 

 

 

Ore13 

 

 

 

3,72 

 

 

 

 

Ore15 

 

 

 

5,74 

 

 

 

Ore39 

 

 

5,73 

 

 

 

 

Ore41 

 

 

 

7,40 
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Tabla 20. Histogramas de los tamaños de las nanopartículas obtenidas con 

infusión  (In Situ). 

 

Nanopartícu

las  

Tamaño promedio 

(nm) 

Histograma 

 

 

Ore13 

 

 

5,89 

 

 

 

 

Ore15 

 

 

 

5,20 

 

 

 

Ore39 

 

 

6,31 

 

 

 

Ore41 

 

 

5,96 
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Registro fotográfico de los ensayos in vitro del método de 

envenenamiento del medio del día 3 al día 5.
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