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Introducción 

En este trabajo se presenta la obtención, caracterización y evaluación de las 

propiedades antibacterianas de nanopartículas (NPs) de óxido de cobre y bismuto 

(CuBi2O4) con diámetro promedio de cristalito de 50 y 20 nm, obtenidas por 

mecanosíntesis.  

La mecanosíntesis es una técnica basada generalmente en reacciones en estado 

sólido, lo que significa que los procesos involucrados en la evolución de la 

microestructura ocurren sin salir de la fase sólida. Por lo tanto, no requieren pasar 

por los puntos de fusión de los elementos participantes en la reacción. En términos 

prácticos, esto puede significar una reducción de costos frente a otros 

procedimientos comúnmente empleados en la obtención de nanoestructuras.  

Las NPs de CuBi2O4 fueron caracterizadas por difracción de rayos-X en polvo, 

microscopía electrónica de transmisión de alta resolución, espectroscopías de 

absorción y emisión electrónica en la región del UV-Visible, FTIR, espectroscopia 

Raman, y Resonancia Paramagnética Electrónica. 

Finalmente, se llevó a cabo un estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de 

las NPs de CuBi2O4 obtenidas, utilizando las cepas bacterianas Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Esta tesis consta de 5 secciones. La 1° sección se refiere de manera general, las 

propiedades químicas y físicas, del CuBi2O4 y a los precedentes bibliográficos 

relacionados con este trabajo. En la 2° sección se aborda el método de síntesis de 

las NPs de CuBi2O4, la descripción del equipo utilizado para la caracterización de 

dichas NPs y se describe la metodología empleada para evaluar sus propiedades 

bactericidas. La discusión de los resultados obtenidos del estudio de las NPs de 

CuBi2O4 se lleva a cabo en la 3° sección. Las conclusiones del trabajo se dan en la 

4° sección y las referencias bibliográficas, aparecen en el 5° apartado. Además, se 

presentan 4 apéndices con información adicional, relacionada con este trabajo. 
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Objetivos 

Objetivo General 

 Obtener nanopartículas de óxido de cobre y bismuto (CuBi2O4) de diferentes 

tamaños a partir de un método mecanoquímico y evaluar su actividad 

antibacteriana. 

 Objetivos Específicos 

 Obtener nanopartículas de CuBi2O4 por mecanosíntesis. 

 Caracterizar las nanoestructuras de CuBi2O4 obtenidas, a partir de diferentes 

técnicas espectroscópicas y por microscopia de transmisión electrónica. 

 Evaluar las propiedades antibacterianas de las nanopartículas de CuBi2O4 

utilizando cepas de P. aeruginosa y S. aureus.  
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Hipótesis 

La activación mecánica, así como de la mecanosíntesis de la mezcla de sales 

de cobre (II) y Bi(III) en un medio básico, permitirá obtener nanopartículas de 

CuBi2O4 con diferentes diámetros promedio. 

La diferencia de tamaño influirá en la actividad antibacteriana de las NPs de 

CuBi2O4 
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1.- Generalidades 

 

Los óxidos metálicos en general y en particular los óxidos formados por metales de 

transición son compuestos con propiedades electrónicas únicas. En la actualidad, 

el desarrollo de óxidos conductores, superconductores, catalíticos, emisores de luz, 

dieléctricos, magnéticos etc., demuestra que este tipo de óxidos metálicos forman 

una serie de compuestos cuyo entendimiento representa un reto científico único y 

da lugar a una diversidad de aplicaciones que solo se puede encontrar en estos 

materiales. Por otro lado, se ha informado que las nanoestructuras formadas por 

óxidos en dónde intervienen metales de transición, resultan buenos candidatos para 

interactuar con las bacterias. En particular se ha informado que las NPs de óxido de 

titanio (TiO2), óxido de zinc (ZnO), óxido cúprico (CuO), la magnetita (Fe3O4) y el 

óxido de magnesio (MgO) presentan importantes propiedades antibacterianas, las 

cuales dependen en gran medida de su forma y tamaño. En años recientes se ha 

informado sobre las propiedades antimicrobianas de otros óxidos como son la 

hematita (Fe2O3), la espinela de manganeso (Mn3O4) y el óxido de cobre y bismuto 

CuBi2O4, entre otros [1]. 

 

1.1.- Óxido de cobre y bismuto, CuBi2O4 

 

El óxido de cobre y bismuto (CuBi2O4) es de color negro con brillo metálico, se 

presenta en la naturaleza como el mineral “kusachiite”; y tiene una densidad de 8.53 

g/cm3. Su composición química es de óxido de bismuto (III) (Bi2O3 85.42% - 86.00%) 

y óxido de cobre (II) (CuO (13.91% - 14.58 %). Presenta un arreglo cristalino 

tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y parámetros de red a = b = 8.50 Ǻ y c = 

5.81 Ǻ (figura 1). El CuBi2O4 es un material semiconductor tipo-p con una energía 

de brecha prohibida o band gap de 1.5 - 1.8 eV. [2]  
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Figura 1. Representación de la estructura cristalina del CuBi2O4. (a) Vista desde el 

eje C, (b) vista desde un ángulo arbitrario. Los átomos se representan por esferas; 

azules = Bi, naranjas = Cu y rojas = O. [2]   

 

El mineral Kusachiite, (CuBi2O4) se ha encontrado en vetas de calcita cortadas en 

rocas de gehlenita-espurita en la zona de Fuka, Japón. Este mineral fue llamado así 

en honor al Doctor Isao Kusachi del Departamento de Ciencias de la Tierra de la 

Universidad de Okayama, en reconocimiento a su trabajo sobre minerales “skarn” 

(rocas que contienen minerales calcosilicatados como la wollastonita, granate 

andradita y actinolita). Esta especie mineral y su nombre fueron aprobados por la 

Comisión de Nuevos Minerales y Nombres de Minerales, de la Asociación 

Internacional Mineralógica [3].  

El CuBi2O4, es un material relativamente poco estudiado en comparación con otros 

óxidos como las ferritas. La primera referencia data de 1976 y hasta marzo de 2019 

solamente aparecen 86 trabajos relacionados con dicho óxido (fuente scopus) 
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Las principales aplicaciones del CuBi2O4 están relacionadas con la fotocatálisis, 

para la generación de hidrógeno a partir de H2O, con la degradación de algunos 

colorantes contaminantes del agua y como microbicida, debido a la generación de 

especies reactivas de oxígeno, capaces de inactivar microorganismos como virus, 

bacterias, esporas y protozoarios [3]. Las propiedades microbicidas del óxido 

cúprico (CuO), así como del óxido de bismuto (Bi2O3) son bien conocidas, por lo que 

el CuBi2O4 resulta un sistema muy interesante en ese sentido, ya que se podría 

esperar una respuesta sinérgica o concomitante de ambos óxidos, en la actividad 

antibacteriana del CuBi2O4. En la tabla 1, se resumen los tipos de bacterias para las 

que han resultado efectivas las NPs de los óxidos mencionados. 

 

Tabla 1. Bacterias Gram positivas y Gram negativas para las que se ha probado la 

actividad antibacteriana de NPs de CuO, Bi2O3 y CuBi2O4 

Composición y tamaño 

de las NPs 

Gram negativas  Gram positivas 

CuO 23-30 nm [4 y 5] 

Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Proteus vulgaris, 

Klebsiella pneumonia, Shigella 

flexneri, Salmonella 

typhimurium 

Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus 

Bacillus subtilis, 

Janthinobacterium sp., 

Microbacterium testaceum 

Bi2O3 15-30 nm [6] 

y 350 nm [7] 

Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae,  Pseudomonas 

aeruginosa 

Staphylococcus aureus 

CuBi2O4 38-100 nm 

nanorods [8] 
Escherichia coli  
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1.2.- Nanopartículas de CuBi2O4 

 

Los nanomateriales son materiales (cerámicos, metales, semiconductores, 

polímeros, o bien, una combinación de éstos) en donde al menos una de sus tres 

dimensiones se encuentra en el intervalo de 1 a 100 nm (1nm = 10-9m). Durante las 

últimas décadas, la investigación en ciencia y tecnología se ha centrado en la 

fabricación de materiales a escala nano-métrica debido a que son sistemas que se 

encuentran en la interface de sistemas con estados electrónicos discretos 

(moléculas) y sistemas con estados electrónicos continuos “bulk materials” 

(materiales masivos). 

En los materiales nanoestructurados, los electrones más externos experimentan 

efectos de confinamiento, que generan que sus propiedades físicas y químicas se 

modifiquen drásticamente conforme disminuye el tamaño de partícula. El efecto de 

la disminución del tamaño de partícula se refleja en el desplazamiento de los 

máximos de las bandas de los espectros de absorción y emisión hacia regiones de 

mayor energía, la disminución considerable de los puntos de fusión, propiedades 

catalíticas superiores y aumento de la solubilidad, lo que conduce a que sus 

propiedades electrónicas, magnéticas y ópticas se modifiquen drásticamente. Los 

sistemas nanoestructurados, se caracterizan por su gran relación 

superficie/volumen (S/V), también conocida como superficie específica. A medida 

que las partículas disminuyen su tamaño, esta relación crece exponencialmente. 

Además, en los nanomateriales se observa una cuantización de los niveles de 

energía de los electrones más externos. En la figura 2 se presenta una escala de 

dimensiones que va desde 1nm hasta 1 milímetro en la que se puede observar la 

región en que se ubican los materiales nanoestructurados [9]. 
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Figura 2 Comparación de tamaños [10] 

La producción de nuevos nano-materiales se puede llevar a cabo mediante dos 

estrategias diametralmente opuestas, por un lado, técnicas descendentes o “top-

down” (reducción del tamaño de materiales másicos hasta límites nano-métricos), y 

por otro, técnicas ascendentes o “bottom-up” (síntesis de nano-materiales mediante 

unidades de construcción más pequeñas) [11].  

En particular el CuBi2O4 nanoestructurado se ha obtenido empleando el método 

solvotermal, sol-gel y por mecanosíntesis empleando un molino de bolas. A 

continuación, se describen brevemente dichos métodos. 

 

1.2.1.- Método Solvotermal  
 
Con el nombre general de síntesis solvotermal se agrupan una serie de técnicas en 

las que un precursor metálico disuelto en un líquido, dentro de una autoclave, es 

calentado por encima de su punto de ebullición, lo que genera una presión superior 

a la atmosférica. El líquido habitual es el agua, y de ahí el nombre de “síntesis 

hidrotermal”; sin embargo, cada vez se van utilizando con mayor frecuencia otros 

medios líquidos: disolventes orgánicos, amoniaco líquido, hidracina, etc., y tenemos 

entonces la síntesis solvotermal. En este tipo de técnicas, normalmente los tiempos 

de reacción son largos (comparados con otros métodos químicos). La síntesis 

hidrotermal se refiere a reacciones heterogéneas en medio acuoso por encima de 

100 °C y 1 bar. Una característica distintiva de la síntesis hidrotermal es que los 
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reactivos que difícilmente se disuelven en agua pasan a la disolución por acción del 

propio disolvente o de mineralizadores. El objetivo de esta técnica es lograr una 

mejor disolución de los componentes de un sistema y así se logran disolver o hacer 

reaccionar especies muy poco solubles en condiciones habituales (p. ej., la sílice, 

aluminosilicatos, sulfuros, etc). [1]. Este método se ha empleado para preparar una 

gran variedad de materiales como, semiconductores, cerámicos, aleaciones y 

polímeros. El proceso involucra el uso de disolventes que van de una presión 

moderada a un alta (el rango típico es de 1 atm a 10000 atm) y temperatura entre 

los 100°C a los 1000°C. El proceso puede ser usado para obtener varias geometrías 

incluyendo películas delgadas, nano-cristales, y mono-cristales. Además, la 

morfología (esfera (3D), barra (2D) o alambre (1D)) de los cristales formados se 

controla mediante la manipulación de la sobresaturación del disolvente, la 

concentración de la sustancia química de interés y el control cinético. [12] 

 

1.2.2.- Método sol-gel 
 
El método sol-gel es un proceso químico en fase húmeda ampliamente utilizado en 

la ciencia de los materiales. Este método se utiliza principalmente para la fabricación 

de nano-materiales (normalmente un óxido metálico). Se parte de una solución 

química o sol que actúa como precursor de una red integrada ya sea de partículas 

discretas o de una red de polímeros. Los precursores típicos del proceso sol-gel son 

los alcóxidos metálicos y los cloruros metálicos, que sufren varias reacciones de 

hidrólisis y poli-condensación para formar una dispersión coloidal, que luego de una 

polimerización lenta forma un gel. En general los alcóxidos son muy sensibles a la 

humedad (se descomponen muy fácilmente ante la presencia de ésta), es por ello 

que la hidrólisis para la formación del gel es llevada a cabo usando alcoholes como 

un disolvente común para los diferentes líquidos inmiscibles. Un gel polimérico es 

una red macromolecular infinita, la cual está hinchada por el disolvente. Un gel 

puede ser creado cuando la concentración de la especie dispersa aumenta. El 

disolvente es atrapado en la red de partículas y así la red polimérica impide que el 

líquido se separe, mientras el líquido previene que el sólido colapse en una masa 

compacta. La deshidratación parcial de un gel produce un residuo sólido elástico 
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que se conoce como xerogel. Finalmente, este material es completamente 

deshidratado y eventualmente tratado térmicamente en flujo de gas para obtener el 

material nano-estructurado final. Se observa un esquema del método sol-gel en la 

figura 3. [1] 

 

Figura 3 Esquema simplificado del método sol-gel. [13] 

1.2.3.- Mecanosíntesis 

 

La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define una reacción 

mecano-química como: “reacción química que es inducida por absorción directa de 

energía mecánica” con una nota que “cizallamiento, estiramiento, molienda y golpe 

son algunos métodos típicos para la generación de una reacción mecano-química” 

[14]. Por otro lado, Gaffet et al. [15] se refiere a la mecanosíntesis como a aquellos 

procesos en los que se induce una reacción química en las materias de partida, 

debido únicamente a la acción de molienda continua. La mecanosíntesis es una 

técnica basada fundamentalmente en reacciones en estado sólido, lo cual significa 

que los procesos involucrados en la evolución de la microestructura ocurren sin salir 

de la fase sólida; por lo tanto, no requiere pasar por los puntos de fusión de los 

elementos participantes de la reacción. En términos prácticos, esto también significa 

una reducción de costos frente a los procedimientos que usualmente involucran 

cambios de estado. Las reacciones sólidas, producidas mediante esta técnica, 
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corresponden a procesos difusivos a escala atómica inducidos por las condiciones 

locales de presión y temperatura que se generan en la microestructura de las 

partículas debido a la generación de defectos cristalinos y a la acumulación de 

tensión en la red cristalina producida durante el proceso de la aleación mecánica.  

El método general de mecanosíntesis consiste en una serie de procesos que se 

ilustran en la figura 4. La reacción ocurre antes del término del tratamiento mecánico 

(fase 1) y es determinada por la excitación térmica, la cual depende de la 

temperatura de reacción. La aplicación de energía mecánica resulta en un aumento 

significativo de la velocidad de reacción (fase 2); después, ésta se estabiliza y 

permanece constante bajo las mismas condiciones (fase 3). Por último, después de 

la interrupción del tratamiento, la velocidad de reacción vuelve a disminuir (fase 4) 

[16]. 

 

Figura 4. Diagrama de las etapas involucradas en la mecanosíntesis [16]. 
 

Por otro lado, la activación mecánica está definida como un incremento en la 

capacidad de reacción debido a cambios estables en la estructura sólida; esto se 

refiere a los procesos en los que no se produce un cambio químico en los reactivos 

de partida, pero se favorece la cinética de la reacción, permitiendo obtener un 

determinado producto, empleando una temperatura de tratamiento térmico menor 

que en un proceso de síntesis convencional en estado sólido. 

Se ha informado en la literatura que la mecano-síntesis es un método adecuado 

para producir: 

- “Compositos” de polvo metálicos con una microestructura controlada. 

- Soluciones sólidas cristalinas y amorfas. 

- Materiales metálicos nano-estructurados y nano-vítreos. [17] 
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Este fue el método de síntesis empleado para obtener las nanoestructuras de 

CuBi2O4, objeto de estudio de este trabajo de tesis. 

En la tabla 2 se hace un resumen de los métodos informados en la literatura para la 

obtención de NPs de CuBi2O4.  

 

Tabla 2. Métodos de síntesis y tipos de NPs de CuBi2O4. 

Método 
Reactivos 

químicos 
Condiciones de trabajo 

Tamaño 

(nm) 
Morfología 

Sol-gel. [18]  

Cu(NO3)2•3H2O 

Bi(NO3)3•5H2O 

HNO3, glucosa, 

acrilamida, ácido 

tartárico 

La reacción se lleva a cabo durante 

3h, después secado a 120°C 

durante 12h. Calcinado durante 6 h 

a 600°C 

230 Esféricas 

Mecano-

químico 

(Usando molino 

de bolas). [19] 

MWCNT, 

Bi(NO3)3•5H2O, 

Cu(NO3)2•3H2O y 

NaOH 

La reacción dura 2h en el molino a 

480 rpm y T. ambiente. Lavado con 

agua destilada y etanol. Secado al 

vacío a 60 °C por 8 h. 

30-40 

Nano-

tubos 

cortos 

Sol-gel [20] 

Acetona, glicerol, 

HNO3, Bi(NO3)3, 

Cu(NO3)2 

La reacción se llevó a  50°C durante 

13h, se secó a 120°C por 1 h y se 

calcina a 500°C por 3h.  

 900 

longitud 

200 

ancho 

Nano-

lámina 

Hidrotermal [21] 

Bi(NO3)3•5H2O, 

HNO3, agua 

destilada, 

Cu(NO3)2•3H2O 

NaOH 

La reacción se llevó a cabo a 120°C 

de 6 a 24h, después fue 

centrifugado y secado a 60°C.  

400-800 

longitud 

200-500 

ancho 

Nano-

lámina  

Hidrotermal [22] 

Bi(NO3)3•5H2OAc

etato cúprico, 

agua, etanol, 

NaOH   

La reacción se llevó a cabo a 120°C 

durante 12h. Secado a 80°C 

durante 8 h 

100-

2800 

longitud 

40-250 

diámetro 

Nano-

tubos 

Hidrotermal [23] 

Cu(NO3)2 

Bi(NO3)2 

Agua destilada 

NaOH 

La reacción se llevó a cabo en una 

autoclave a 180°C durante 10h. Se 

lavó con agua destilada y se secó a 

100°C durante 2h. 

30-50 Cúbicas  
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En esta tesis se evaluó la actividad antibacteriana de las NPs de CuBi2O4 frente a 

cepas de P. aeruginosa y de S. aureus. Estas bacterias se eligieron ya que son 

consideradas por la Organización Mundial de la Salud (OMS) de prioridad crítica 

(documento publicado el 27 de febrero de 2017), pues presentan multi-resistencia y 

son especialmente peligrosas en hospitales, en pacientes inmunodeprimidos. 

 

1.3.- Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus 

 

P. aeruginosa (figura 5) pertenece a la rama g de las proteobacterias, así como las 

enterobacterias. Es un bacilo aeróbico Gram negativo perteneciente a la familia 

Pseudomonadaceae. Los bacilos miden aproximadamente de 0.5 a 0.8µm por 

1.5µm, la mayoría de las cepas son móviles debido a un flagelo polar. Su 

temperatura óptima de crecimiento es de 37°C, pero puede crecer incluso hasta 

42°C.  Esta especie bacteriana es capaz de utilizar una enorme variedad de 

compuestos orgánicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite 

colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros organismos 

pueden asimilar. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan 

inhóspitos como son el combustible de avión, soluciones de clorhexidina y el jabón, 

contrariamente a lo que parece, todos nosotros estamos en contacto diariamente 

con P. aeruginosa, ya que se encuentra en bajas cantidades en nuestros alimentos 

y en algunos artículos de limpieza. Debido a su alta capacidad de adaptabilidad, son 

organismos de vida libre que se encuentran en una gran variedad de ecosistema 

generalmente formando biopelículas. Todas las cepas son potencialmente 

patógenas para el hombre y las plantas. P. aeruginosa representa un problema 

importante de salud pues se presenta como un patógeno oportunista generando 

infecciones nosocomiales comúnmente y afectando a pacientes inmunodeprimidos. 

Una vez que se establece la infección, la bacteria produce una serie de compuestos 

tóxicos que causan daño tisular extenso e interfieren con el funcionamiento del 

sistema inmune. Es una bacteria que presenta una muy alta resistencia natural a 

distintos antibióticos y a desinfectantes, resultando en una alta mortalidad en 

pacientes infectados [24].  
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Figura 5. P. aeruginosa [24] 

 

Por otro lado, S. aureus (figura 6) son bacterias esféricas con un diámetro 

aproximado de 0.8-1.0 µm; no poseen flagelos, ni esporas. Son bacterias Gram 

positivas y su agrupación característica es en cúmulo parecido a racimos de uvas. 

La temperatura óptima de incubación es de 30-37°C, aunque son capaces de crecer 

en un rango amplio de temperatura que va desde los 10°C y hasta los 40°C, y 

soporta una concentración alta de NaCl (15%). Son bacterias anaerobias 

facultativas que pueden crecer a partir de respiración aerobia o por medio de la 

fermentación. Puede causar infecciones supurativas, infecciones estomacales y 

síndrome del choque tóxico. Dentro de las enfermedades más graves que S. aureus 

genera, se encuentran la neumonía, flebitis, meningitis y endocarditis. Una de las 

cepas de mayor relevancia es S. aureus resistente a la meticilina (MRSA por sus 

siglas en inglés) observada predominantemente en infecciones nosocomiales, y 

más recientemente se ha encontrado fuera de hospitales. La resistencia a la 

meticilina es un indicativo de multiresistencia a antibióticos por parte de las 

bacterias.  

En la actualidad se ha incrementado la resistencia de algunas bacterias a 

tratamientos con antibióticos, lo que causa que la población sea afectada por este 

tipo de bacterias y las infecciones que producen, a veces tardan en curarse o 

causan la muerte del individuo. Por tal razón, se están buscando nuevas formas de 
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combatir las infecciones de tipo bacteriano y en este sentido, las nanoestructuras, 

debido a sus dimensiones de unos cuantos nanómetros y a su gran superficie 

específica, resultan candidatos ideales para interactuar con las bacterias [25]. 

 

 

Figura 6. S. aureus [25] 

 

1.4.- Mecanismos propuestos del efecto de las NPs sobre las bacterias   

Se ha informado sobre diversos mecanismos alrededor del efecto antibacteriano de 

los óxidos metálicos nanoestructurados, los cuales se describen a continuación 

brevemente (Figura 7). 

- Estrés oxidativo, formación de especies reactivas de oxígeno (ERO). Las 

ERO, son un conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos procesos 

metabólicos en los que participa el oxígeno: el anión superóxido O2
– que es un 

potente agente oxidante muy reactivo con el agua. El peróxido de hidrógeno H2O2 

y el radical hidroxilo (OH) que es el más reactivo, ya que aceptando un electrón 

más, da lugar a una molécula de agua. Las NPs de óxidos metálicos son capaces 

de producir distintas especies reactivas de oxígeno, pueden participar en distintos 

tipos de reacciones en las que pueden sufrir procesos de oxidación o reducción. 

Las ERO pueden producir efectos nocivos sobre las células como daños en el 
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ADN, daños producidos por oxidación de ácidos grasos poliinsaturados y de 

aminoácidos. La alteración del balance en los mecanismos de producción y 

eliminación de las ERO, en favor de la producción, origina el estado de estrés 

oxidativo en la célula. Las NPs de MgO pueden generar O2
–, mientras que las 

NPs de ZnO pueden generar H2O2 y OH, pero no O2
–. Por otro lado, las NPs de 

CuO pueden producir los cuatro tipos de oxígeno reactivo. El O2 y el H2O2 causan 

reacciones de estrés menos agudas y pueden ser neutralizados por antioxidantes 

endógenos, como las enzimas superóxido y la catalasa, mientras que el OH y el 

O2 pueden conducir a la muerte microbiana aguda. 

- Daño en pared–membrana celular por interacción electrostática y 

acumulación. Los grupos electronegativos de los polisacáridos en la membrana 

bacteriana son sitios de atracción de cationes metálicos. La diferencia de carga 

entre membranas bacterianas y las NPs de óxidos metálicos conduce a la 

atracción electrostática y así se acumulan en la superficie de la bacteria alterando 

la estructura y la permeabilidad de la membrana celular. Las bacterias Gram–

negativas tienen una mayor carga negativa que las bacterias Gram–positivas y 

por lo tanto la interacción electrostática será más fuerte en las cepas Gram–

negativas. Los poros de las membranas se encuentran en el orden de 

nanómetros, por lo tanto, entre menor sea el tamaño de partícula y mayor es el 

área de superficie, mayor es la eficacia de los óxidos metálicos 

nanoestructurados. De la misma manera los cationes extraídos de las NPs de los 

óxidos metálicos y su acumulación en pared celular, crean fosas en ella, llevando 

a un cambio en la permeabilidad debido a la liberación sostenida de 

lipopolisacáridos, proteínas de la membrana y factores intracelulares. Además, 

se ha vinculado este mecanismo con la interrupción de la replicación del adenosín 

trifosfato (ATP) y del ácido desoxirribonucléico (ADN) de la bacteria, llevándola a 

su muerte. Un estudio señala que la acción de las NPs depende de los 

componentes y la estructura de la célula bacteriana. Se mencionó, por ejemplo, 

que la acción antimicrobiana de ZnO es más efectiva en bacterias Gram–

positivas. Los componentes peculiares de las bacterias Gram–negativas, como 

los lipopolisacáridos (LPS), pueden prevenir la adhesión de las np de ZnO a la 
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barrera de las células bacterianas y regular el flujo de iones dentro y fuera de la 

membrana celular bacteriana. 

- Pérdida de homeostasis por iones metálicos. El balance de elementos 

metálicos es esencial para la supervivencia microbiana, ya que regula las 

funciones metabólicas al ayudar a las coenzimas, cofactores y catalizadores. 

Cuando las bacterias tienen un exceso de metales o iones metálicos, habrá un 

desorden en las funciones metabólicas. 

Los iones metálicos se unen con el ADN y alteran la naturaleza helicoidal 

mediante enlaces cruzados entre y dentro de las cadenas de ADN. Los iones 

metálicos neutralizan las cargas en LPS y aumentan la permeabilización de la 

membrana externa. Reportes señalan que las NPs de TiO2 pueden adherirse a 

la superficie de las células bacterianas liberando iones y dañando la composición 

y estructura de la membrana celular, interfiriendo con la función de la membrana 

celular y causando la fuga de contenido celular, resultando en la muerte 

bacteriana. Las NPs que contienen Fe (2+) /Fe (3+) también puede causar la 

descomposición de las células bacterianas debido a la difusión de iones 

metálicos generando grandes cantidades de radical hidroxilo y la difusión en las 

células bacterianas. Otros estudios señalan que las NPs de óxidos metálicos 

pueden liberar lentamente iones metálicos a través de adsorción, disolución e 

hidrólisis. Dichos iones son tóxicos y abrasivos para las bacterias y, por lo tanto, 

lisan las células. 

- Disfunción de proteínas y enzimas. La disfunción de la proteína es otro 

modo de actividad antibacteriana exhibida por NPs de óxidos metálicos. Los 

iones metálicos catalizan la oxidación de las cadenas laterales de aminoácidos 

dando como resultado carbonilos unidos a proteínas. Los niveles de 

carbonilación dentro de la molécula de proteína sirven como marcador para el 

daño oxidativo de la proteína. Esta carbonilación de proteínas conducirá a la 

pérdida de la actividad catalítica en el caso de las enzimas, lo que finalmente 

desencadena la degradación de las proteínas. Además, estos iones reaccionan 

con los grupos -SH de muchas proteínas y enzimas y los vuelven inactivos. Un 

estudio señala que las NPs de CuO causaron alteración significativa de expresión 
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de proteínas involucradas en el metabolismo del nitrógeno, la transferencia de 

electrones y el transporte de sustancias. 

- Genotoxicidad e inhibición de la señal de transducción. Debido a sus 

propiedades eléctricas, las NPs de óxidos metálicos interactúan con los ácidos 

nucleicos, en particular el ADN genómico y el plasmídico. Suprimen la división 

celular de los microbios al alterar los procesos de replicación del ADN 

cromosómico y del plásmido. Se sabe que la transducción de señales en las 

bacterias se ve afectada por las NPs de óxidos metálicos. La fosfotirosina es un 

componente esencial del mecanismo de transducción de señales en bacterias. 

Estas nanopartículas desfosforilan los residuos de fosfotirosina, lo que inhibe la 

transducción de señales y, en última instancia, obstruye el crecimiento de 

bacterias. Estudios señalan que las NPs de MgO pueden alterar la expresión de 

muchas proteínas metabólicas, incluida la regulación de una proteína débil de 

unión a ésteres de tiamina y riboflavina, y la regulación de una proteína asignada 

a la ruta crítica del metabolismo celular bacteriano, lo que resulta en una 

reducción de la actividad metabólica celular, lo que sugiere que las NPs regulan 

los procesos metabólicos de las bacterias actuando sobre las proteínas diana. 

Las NPs de CuO pueden regular la expresión de proteínas relacionadas con el 

metabolismo de nitrógeno bacteriano e inhibir significativamente la actividad del 

nitrato reductasa y la reductasa de nitrito. 

Finalmente, también es importante considerar que los cationes presentes en la 

superficie de las NPs formadas por óxidos metálicos, son ácidos de Lewis con 

valencias insaturadas que podrían formar enlaces de tipo covalente dativo, con 

bases de Lewis (grupos nitrogenados y oxigenados) presentes en los aminoácidos 

y polisacáridos constituyentes de la pared celular. Dicha interacción también podría 

generar la lisis de la pared celular. Por todo lo anterior, es importante tener en cuenta 

que existen diversos mecanismos que pueden estar involucrados en la actividad 

antimicrobiana de las NPs de los óxidos metálicos. [26] 
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Figura 7. Posibles mecanismos del efecto antibacteriano de los óxidos metálicos 

nanoestructurados. [26] 

2.- Desarrollo experimental 

En esta sección se describe la metodología empleada para sintetizar las NPs de 

CuBi2O4, así como los equipos empleados en su caracterización. También se 

presenta la metodología que se llevó a cabo para evaluar la actividad antibacteriana 

de las NPs obtenidas. 

Las NPs de óxido de cobre y bismuto (CuBi2O4) se obtuvieron por triplicado a partir 

de los siguientes reactivos: 

- Cloruro de cobre dihidratado (CuCl2•2H2O), grado reactivo≥ 99.0%, Sigma-

Aldrich 

- Cloruro de bismuto (BiCl3), grado reactivo ≥ 98.0%, Sigma-Aldrich 

- Acetato de cobre (Cu(CH3COO)2) 99.99%, Aldrich  

- Acetato de bismuto (Bi(CH3COO)3) 99.99 +%, Aldrich 

- Agua destilada  

- Hidróxido de sodio (NaOH), grado reactivo ≥ 97.0%, Sigma-Aldrich 

- Acetona grado reactivo ≥ 99.5% Sigma-Aldrich 
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2.1.- Obtención de las NPs de CuBi2O4 

Las nanopartículas de CuBi2O4 se obtuvieron mediante reacciones en estado sólido, 

empleando como sales precursoras cloruros y acetatos de Cu(II) y Bi(III), en relación 

estequiométrica 1:2 y en presencia de una base, de acuerdo a las siguientes 

reacciones químicas:  

CuCl2 + 2 BiCl3 + 8 NaOH 
 

→ 𝐂𝐮𝐁𝐢𝟐𝐎𝟒 𝐍𝐏𝐬 + 8 NaCl +  4 H2O 

Cu(CH3COO)2 + 2 Bi(CH3COO)3 + 8 NaOH 
 

→ 𝐂𝐮𝐁𝐢𝟐𝐎𝟒 𝐍𝐏𝐬 + 8 NaCH3COO +  4 H2O 

 

Se emplearon dos concentraciones de partida de la sal de cobre: 5x10- 4 y 2x10- 3 

moles. En la tabla 3 se presentan las cantidades que se emplearon de cada reactivo, 

para llevar a cabo la reacción. 

 

   Tabla 3: Pesos y concentración de los reactivos químicos empleados. 

Reactivo químico (moles) peso (moles) peso 

Cloruro de cobre di-hidratado 

(CuCl2•2H2O) 
(5x10- 4) 0.08 g (2x10- 3 ) 0.34 g 

Cloruro de bismuto (BiCl3) (1x10- 3) 0.31 g (4x10- 3) 1.26 g 

Acetato de cobre 

Cu(CH3COO)2 
(5x10- 4) 0.09 g (2x10- 3) 0.36 g 

Acetato de bismuto 

Bi(CH3COO)3 
(1x10- 3) 0.38 g (4x10- 3) 1.54 g 

Hidróxido de sodio (NaOH) (4x10- 3) 0.16 g (1.6x10- 2) 0.64 g 
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2.1.1.- Reacciones sin llevar acabo un tratamiento térmico (mecanosíntesis) 

 

En primer lugar, las sales metálicas se muelen en un mortero de ágata durante 10 

minutos. Posteriormente se agrega el hidróxido de sodio (NaOH) a la mezcla de 

sales metálicas. La molienda se continúa hasta que el producto obtenido no 

presenta ningún cambio aparente, en general para este sistema, la molienda de 

todos los reactivos se lleva a cabo durante 30 minutos. 

El producto obtenido se lava 4 veces con agua destilada y 3 veces con acetona, 

separando por centrifugación a 3500 rpm por 10 minutos, en cada ocasión. El 

producto obtenido se deja secar a temperatura ambiente. 

 

2.1.2.- Reacciones tratadas térmicamente (activación mecánica) 

 

Se siguió el procedimiento anterior, pero el producto obtenido fue tratado 

térmicamente a 600°C por dos horas. 

En la figura 8, se presentan fotografías de la evolución de la reacción para obtener 

NPs de CuBi2O4 y en la figura 9 se presenta un esquema general del procedimiento 

experimental. 

 

Figura 8. Evolución de la reacción para obtener NPs de CuBi2O4 
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Figura 9. Esquema general del procedimiento experimental. 

2.1.3.- Equipos empleados en la caracterización de las NPs de CuBi2O4 

 Difractómetro de Rayos X Siemens D5000. Los difractogramas se 

obtuvieron con una radiación Cu Kα (λ=1.5406 Å) en el laboratorio de Estado 

Sólido de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán (FES-C), UNAM. 

 Microscopio electrónico de transmisión JEM-ARM200F del Laboratorio 

Avanzado de Nanoscopía Electrónica (LANE) del Cinvestav, IPN.  

 Espectrofotómetro UV-Vis Ocean Optics USB2000 del laboratorio de 

Materiales y Nanotecnología del Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnología 

(ICAT), UNAM. 

 Espectrofotómetro de dispersión Raman WITec. Láser Nd: YVO4 de 

532nm con un aumento de 100x del Laboratorio Universitario de 

Caracterización Espectroscópica (LUCE) del ICAT, UNAM. 

 Espectrómetro de Absorción Infrarroja con Transformada de Fourier 

(FTIR por sus siglas en inglés) Thermo Nexus del Laboratorio Universitario 

de Caracterización Espectroscópica (LUCE) del ICAT, UNAM. 
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 Espectrofluorómetro F7000 Hitachi, con una lámpara de 150W de Xe como 

fuente de excitación del laboratorio de Estado Sólido de la FES-C, UNAM. 

 Espectrómetro de Resonancia Paramagnética Electrónica (RPE) 

ELEXSYS E500 Bruker, en banda X a temperatura ambiente, de la Unidad 

de Servicios de Apoyo a la Investigación (USAII) y la Industria de la facultad 

de Química de la UNAM. 

2.1.4- Ensayos de actividad antibacteriana.  

Para llevar a cabo los ensayos de la actividad antibacteriana se emplearon los 

siguientes materiales: 

 Asas bacteriológicas desechables 

 Cajas Petri 

 Tubos de 1.5 y 2 mL 

 Placas de 96 pozos 

 Agar soya tripticasa (TSA) 

 Cepas de bacterias:  

 Pseudomonas aeruginosa (Gram negativo) ATCC 43636  

 Staphylococcus aureus (Gram positivo) ATCC 25923 

2.1.4.1- Equipo usado para los ensayos de la actividad antibacteriana. 

Todos los equipos pertenecen al laboratorio de Genética Molecular de la División 

de Estudios de Posgrado e Investigación (DEPeI) de la Facultad de Odontología de 

la UNAM. 

 Contador de colonias automatizado Acolyte 3 HD el  

 Horno / Incubadora CLS-NHYBRID  

 Incubadora Felisa  

 Lector de micro-placas FilterMax F5  

 Bio-fotómetro Eppendorf D30  
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2.4.1.2.- Nanopartículas en el medio de cultivo (Tripticasa de soya-agar) 

Se llevó a cabo una primera evaluación de la actividad antimicrobiana de las NPs 

de CuBi2O4, para lo cual se prepararon dispersiones de dichas NPs en el medio de 

cultivo (agar soya tripticasa) en dos concentraciones: 25 mg y 50 mg de NPs por mL 

de medio de cultivo, respectivamente. El medio de cultivo con la dispersión de las 

NPs se colocó en cajas Petri de 60X15 mm y se dejó gelificar. Posteriormente fueron 

inoculadas con 103 unidades formadoras de colonias (UFC) de P. aeruginosa y S. 

aureus, respectivamente, y se incubaron por 24 h a 35 °C. En la figura 10 se 

presentan fotografías de una caja Petri con medio de cultivo y de una caja Petri con 

medio de cultivo y NPs de CuBi2O4. Este experimento se llevó a cabo en sustitución 

de los antibiogramas debido a que se observó una pobre difusión de las NPs hacia 

el medio de cultivo. El porcentaje de inhibición del crecimiento bacteriano se obtuvo 

a partir de la ecuación 1: 

% de inhibición bacteriana = 𝐗 ∗  
𝐂𝐨

𝟏𝟎𝟎 %
                   (Ecuación 1) 

En donde: 

X= *Unidades Formadoras de Colonias (UFC) contabilizadas 

Co = Concentración inicial de las UFC 

*Unidades Formadoras de Colonias (UFC), término que debe utilizarse para reportar 

la cuenta de colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula o bacteria o 

de un cúmulo de células o bacterias [27]. 
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Figura 10. (10.A) Cajas Petri con medio de cultivo agar y 

(10.B) medio de cultivo agar y NPs de CuBi2O4 

2.4.1.3- Ensayo de actividad metabólica bacteriana por sales de tetrazolio 

(XTT) 

Este ensayo permite evaluar la viabilidad bacteriana a través de un método 

colorimétrico.  Este experimento se llevó a cabo en placas con 96 pozos y se 

utilizaron las siguientes cepas de bacterias P. aeruginosa y S. aureus. Además, para 

cada cepa se utilizaron 3 filas de 10 pozos, de los cuales 3 pozos se utilizaron como 

controles. El octavo pozo fue el control positivo (+) que contiene 80 µL de 

clorhexidina al (2%), 100 µL de medio de cultivo y 20 µL de bacterias, el noveno 

pozo fue el control negativo (-) que contiene 180 µL medio de cultivo y 20 µL 

bacterias y el décimo pozo fue el control doble negativo (-/-) que sólo contiene 200 

µL de medio de cultivo líquido. 

Se pesaron 0.1 g de las NPs CuBi2O4 y se dispersaron con la ayuda de un vortex 

en 1 mL del medio de cultivo. Se tomaron 200µL de la dispersión de nanopartículas 

y fueron añadidos al primer pozo, mientras que al resto de los pozos (del segundo 

al séptimo) se les agregó 100 µL de medio de cultivo. Posteriormente se tomaron 

100µL del primer pozo y se le agregaron al segundo pozo, se homogenizó la 

dispersión en este pozo y se volvió a tomar 100 µL para agregarlos al tercer pozo y 

así sucesivamente se repite esta metodología hasta el séptimo pozo, a este último 

 

10.A 10.B 
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pozo se le retiran 100 µL de la dispersión. Esta acción se realiza con el objetivo de 

tener diferentes diluciones de las NPs. Finalmente se agregan 80µL de medio de 

cultivo y 20µL de la suspensión de bacterias (103 UFC) a cada pozo. 

Posteriormente, la placa se introdujo a una incubadora con una agitación de 120 

RPM a una temperatura de 35°C durante 24 h. Al transcurrir 24 h, se agrega el 

reactivo XTT (que es la sal de sodio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-

tetrazolium-5-carboxanilide y PMS (Fenasin Metosulfato). Posteriormente se deja en 

la obscuridad durante 2 h a 37 °C. Este experimento se fundamenta en la reducción 

del XTT hasta cristales de formazan (que absorben a 450 nm). Está reacción es 

acelerada por la adición de un acoplador de electrones como es el PMS. Finalmente, 

se tomó la lectura de la absorbancia en 450 nm de cada pozo con un lector de 

microplacas FilterMax F5. En la Figura 11 se muestra un diagrama de la placa 

empleada para determinar la viabilidad bacteriana en presencia de las NPs de 

CuBi2O4, en éste se pueden observar la concentración de NPs en cada pozo. 

 

Figura 11. Esquema de las placas y concentración de las NPs en los pozos. 
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3.- Resultados y discusión 

En esta sección se presentan y discuten los resultados obtenidos a partir de las 

diferentes técnicas analíticas empleadas en la caracterización de los sistemas 

obtenidos. 

3.1.- Caracterización por Difracción de Rayos X de polvos 

En primer lugar, se presentan los difractogramas del producto obtenido a partir de 

las reacciones en donde se partió de 5X10-4 moles de la sal de cobre (acetatos ó 

cloruros), 1X10-3 moles de la sal de bismuto y 4X10-3 moles de sosa. Se comparan 

los difractogramas de los productos obtenidos sin llevar a cabo ningún tratamiento 

térmico y de los productos que fueron calcinados a 600°C por dos h.  

Se ha asignado un color para referirnos a las condiciones en que se obtuvieron las 

NPs de CuBi2O4, ver tabla 4. Es importante notar que el CuBi2O4 se obtiene aún sin 

llevar a cabo un tratamiento térmico Figuras 12 y 13. Los valores de 2() se 

presentan en la tabla 5. 

Tabla 4: Colores para identificar las condiciones en que se obtuvieron las NPs de 

CuBi2O4, cuando se partió de 5X10-4 moles de la sal de Cu(II). 

Color 
Reacción para obtener NPs de 

CuBi2O4 

Tratamiento 

térmico  

   Verde  Cu(CH3COO)2+ 2Bi(CH3COO)3 + 8NaOH Sin calentar 

    Azul Cu(CH3COO)2+ 2Bi(CH3COO)3 + 8NaOH 600°C/2h 

    Gris CuCl2+ 2BiCl3 + 8NaOH Sin calentar 

    Rojo  CuCl2+ 2BiCl3 + 8NaOH 600°C/2h 

 

Es importante mencionar que el CuBi2O4 se obtuvo como fase única, es decir que 

todos los picos de difracción corresponden con los informados en la tarjeta 

cristalográfica (International Centre for Diffraction Data) ICDD 01-079-1810, para el 

CuBi2O4, en un arreglo cristalino tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y 

parámetros de red a = b = 8.48 Ǻ, c = 5.79 Ǻ.  
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Figura 12. Difractogramas de las NPs de CuBi2O4, obtenidas a partir de las sales 

metálicas de acetato 

 

Figura 13. Difractogramas de las NPs de CuBi2O4, obtenidas a partir de las sales 

metálicas de cloruros. 
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Tabla 5. Posición de los picos de difracción de las NPs de CuBi2O4 

Plano 

Posición de los picos de difracción 2θ (grados) presentes en los 

patrones de DRX en polvo de las NPs de CuBi2O4  

Tarjeta 

Cristalográfica 

(01-079-1810) 

    

(200) 20.81 20.94 20.93 20.97 20.99 

(211) 28.22 28.26 28.11 28.12 28.18 

(002) 31.05 31.03 30.87 31.15 31.15 

(310) 33.01 33.51 33.36 33.22 33.23 

(202) 37.81 37.88 37.55 37.86 37.98 

(411) 46.86 46.83 46.67 46.87 46.89 

(213) 53.26 53.35 53.19 53.26 53.43 

(332) 55.93 55.96 55.8 55.94 55.65 

(521) 60.91 61.02 60.69 61.02 61.01 

(600) 66.25 66.41 66.23 66.27 66.49 

 

El tamaño promedio de las NPs fue determinado a apartir de los picos de difracción 

correspondientes a los planos; (200), (211) y (202), empleando la ecuación de 

Scherrer (ecuación 2) a partir de los datos del ancho medio (Full Width at Half 

Maximum, FWHM) de los picos de interés, para los planos representativos de las 

NPs incorporándolos a la corrección de Warren que incluye como patrón de 

difracción.  

𝜺 =  
𝜿 𝒙 𝝀

𝑭𝑾𝑯𝑴 𝒙 𝐜𝐨𝐬 𝜽 
                      (Ecuación 2) 

Donde ε es el tamaño promedio del cristal, λ es la longitud de onda de la radiación, 

κ es una función de forma que tiene un valor de 0,9. FWHM determinado por el del 

ancho medio del pico experimental en radianes y θ es el ángulo de incidencia en 

radianes. [16]. En la tabla 6, se presenta el tamaño promedio calculado para las NPs 
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de CuBi2O4 obtenidas sin calentar y después de calcinar a 600°C/ 2 h. En general 

se puede observar que las NPs que fueron sometidas a un tratamiento térmico son 

alrededor de 2.5 veces el tamaño de las NPs que se obtuvieron sin necesidad de 

llevar a cabo un tratamiento térmico posterior a la molienda. 

Tabla 6: Tamaños promedio de las NPs de CuBi2O4 

 

NPs de CuBi2O4 

Plano/ diámetro 

promedio(nm)  

  (200)         (211)        (202) 

Promedio 

a partir de acetatos sin calentar 

 

23.8 24.4 23.8 24.0 

a partir de acetatos 600°C/2h   

 

52.1 52.8 53.9 52.9 

a partir de cloruros sin calentar

 

19.5 20.0 21.1 20.2 

a partir de cloruros 600°C/2h    

 

53.7 52.8 51.8 52.7 

Por otro lado, en las reacciones que se llevaron a cabo partiendo de  2X10-3 moles 

de la sal de cobre, 4X10-3 moles de la sal de bismuto y 1.6 X 10-2 moles de sosa, se 

favorece la formación de óxido de bismuto; Bi2O3, (JCPDF 74-1374), óxido cúprico; 

CuO (JCPDF 80-1268) y óxido de cobre y bismuto; CuBi2O4 (ICDD 01-079-180) 

Figura 14, de acuerdo al siguiente equilibrio químico: 

CuCl2 + 2 BiCl3 + 8 NaOH → ½ CuBi2O4 + ½ Bi2O3 + ½ CuO + 8 NaCl + 4 H2O  

Cu(CH3COO)2 + 2 Bi(CH3COO)3 + 8 NaOH → ½ CuBi2O4 + ½ Bi2O3 + ½ CuO  

+ 8 NaCH3COO + 4 H2O  

Estas reacciones se llevaron a cabo por triplicado, y al no obtener una fase pura, se 

decidió no continuar con su caracterización. 
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Figura 14. Difractograma de la mezcla de NPs de CuBi2O4, CuO y Bi2O3. 

3.2.- Caracterización de las NPs de CuBi2O4 por microscopía electrónica de 

transmisión de alta resolución HR-TEM (High-resolution transmission electron 

microscopy). 

Para obtener las micrografías correspondientes, se prepararon las muestras como 

se describe a continuación. Se dispersaron 0.1 gramos de las NPs de CuBi2O4 en 2 

mL de etanol. La dispersión se colocó en un baño ultrasónico durante un minuto, 

con la finalidad de conseguir una dispersión homogénea de las NPs en el disolvente. 

Posteriormente, con el uso de una micro pipeta se tomaron 60 µL de la dispersión 

de las NPs de CuBi2O4 y se depositaron en una rejilla S160-3 Carbon Film de 300 

Mesh Cu (50). En las figuras 15 y 16, se presentan algunas micrografías 

representativas de las NPs de CuBi2O4 de tamaño promedio de 20 y 50 nm, 

respectivamente. En las figuras 15.A y (15.C,15. D), se pueden apreciar NPs 

aisladas con tamaños de 21 X 17 nm y una más pequeña de 10.3 X 10.3 nm, 

respectivamente. Es importante mencionar que, no obstante que estas NPs se 
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obtuvieron sin llevar a cabo un tratamiento térmico posterior a la molienda, se 

obtienen NPs de CuBi2O4 muy cristalinas. 

 

 

Figura 15. Micrografías de HRTEM y patrones de difracción de electrones, 

representativos de las NPs de CuBi2O4 obtenidas sin llevar a cabo un tratamiento 

térmico posterior a la molienda 

Por otro lado, las NPs de CuBi2O4 obtenidas después de calentar a 600°C por 2 h 

forman nanoestructuras alargadas tipo nanorods con dimensiones de alrededor de 

12.64 X 58.68 nm, Figura 16.A.  En la figura 16.B se aprecia un acercamiento en la 

dirección más larga del rod en donde se observa un crecimiento en la dirección del 

plano (211) con una distancia interplanar de 3.18 Å. Las distancias observadas en 

los correspondientes patrones de difracción de electrones; resumidos en la tabla 7, 

1 0  n m1 0  n m

21 nm

17 nm
(100)

(110)

(200)

(002)

(211)

15.A 15.B 

15.C 

14.C 
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corresponden a los planos del CuBi2O4 (ICDD 01-079-1810), lo que corrobora la 

composición de las NPs. 

 

Figura 16. Micrografías de HRTEM representativas de las NPs de CuBi2O4 

obtenidas después de calentar a 600°C por 2 h 

 

 

 

16.A 
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Tabla 7. Distancias interplanares observadas en las micrografías de las NPs de 

CuBi2O4, así como en sus correspondientes patrones de difracción de electrones 

 

Tamaño de las NPs de 

CuBi2O4 

Distancia interplanar (Å) 

y plano correspondiente 

(micrografía) 

Distancia interplanar (Å) y plano 

correspondiente, obtenidos del 

patrón de difracción de electrones 

Figura 14.A 

21 X 17 nm 

5.99 (110) 

 

2.87 (002), 3.15 (211), 4.24 (200), 

6.05 (110) 

Figura 14.C 

10.3 X 10.3 nm 

4.20 (200) 

 

2.09 (222), 3.15 (211), 4.22 (200) 

Figura 15.A 

58 nm 

3.18 (211) 

 

1.41 (104), 2.01 (330), 2.73 (102) 

 

3.3.- Caracterización de las NPs de CuBi2O4 por espectroscopías de absorción 

y emisión electrónica en la región UV-Visible. 

 

Los espectros de absorción electrónica UV-Visible (Figura 17) de los polvos de las 

NPs de CuBi2O4 de tamaño promedio de 50 y 20 nm, fueron obtenidos por la técnica 

de reflectancia difusa, empleando un espectrofotómetro de fibra óptica Ocean 

Optics USB 2000. Se puede observar una clara diferencia entre ambos espectros, 

no obstante que los tamaños de las NPs de CuBi2O4 obtenidas en este trabajo, 

presentan un confinamiento electrónico muy débil. La diferencia observada entre los 

espectros es el resultado de la forma y el tamaño de las nanoestructuras que se 

favorece en uno u otro caso. En primer lugar, las NPs de menor tamaño forman 

estructuras mayoritariamente cúbicas, presentando un espectro de absorción que 

va de 250 a 550 nm. Por otro lado, las NPs de mayor tamaño absorben de 250 a 

650 nm, ya que adicionalmente forman estructuras tipo rod, lo que se refleja en un 

espectro de absorción más extendido hacia la región del visible. En dicho espectro 

no se observan transiciones de tipo d-d debidas a la formación de compuestos 

moleculares de Cu (II). En el apéndice B se presenta una tabla en donde se resumen 
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los intervalos de energía en donde absorben los compuestos moleculares de Cu (II), 

con diferentes geometrías.  

 

Figura 17. Espectros de absorción electrónica 

en la región UV-Visible de las NPs de CuBi2O4 de 20 y 50 nm 

 

Por otro lado, los espectros de emisión de los polvos formados por las NPs de 

CuBi2O4 fueron colectados en un espectrofluorímetro F7000 Hitachi, empleando una 

longitud de onda de excitación (exc) de 270 nm. En la figura 18 se presentan dichos 

espectros, se puede observar que ambos presentan un máximo de emisión en 828 

nm. A partir de este valor se determinó el band gap de las NPs de CuBi2O4 obtenidas 

en este trabajo, mediante la siguiente ecuación 3: 

 

𝐸𝑔 =  
ℎ𝑐

𝜆𝑔
=  

(4.13𝑋10−15𝑒𝑉∗𝑠)𝑋(3𝑋108𝑚∗𝑠−1)

(8.28𝑋10−7𝑚)
≈ 1.50 𝑒𝑉  (Ecuación 3) 

 
En donde: 

Eg= energía de brecha prohibida  

h= constante de Planck 

c= velocidad de la luz 

g= longitud de onda asociada a la energía de brecha prohibida 
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El valor de 1.50 eV corresponde con el band gap informado en la literatura para el 

CuBi2O4 másico. La diferencia de intensidades puede estar relacionada con la 

formación de defectos en la superficie de las NPs. De acuerdo a lo observado, 

pareciera que las NPs de mayor tamaño poseen una mayor cantidad de defectos. 

Debido al tamaño de las NPs obtenidas, no se esperaba obtener un valor del band 

gap desplazado hacia el ultravioleta. 

 

Figura 18. Espectros de fluorescencia de las NPs de CuBi2O4 de 20 y 50 nm, 

obtenidos en polvo empleando una exc de 270 nm. 

 

3.4.- Caracterización por espectroscopias Raman e Infrarroja 

 

Las NPs de CuBi2O4 fueron caracterizadas por las espectroscopías vibracionales; 

infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y de dispersión Raman. 
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De acuerdo a lo informado en la literatura la representación irreducible de los modos 

activos en Raman e IR para el CuBi2O4 con el grupo espacial P4/ncc es: 

opt = 5A1g, +5B1g, +4B2g +11Eg +5A2u+10E2u 

de los cuales, experimentalmente, solo se observan 6 modos activos en Raman, 

con simetrías: 4A1g, +B2g +Eg. 

Los espectros Raman de las NPs de 50 y 20 nm, se obtuvieron directamente sobre 

los polvos formados por dichas NPs, empleando un láser de de 532 nm y una 

potencia de 3.5 mW.  

En la figura 19 se presentan los espectros Raman de dichas NPs, se puede observar 

que no existen diferencias significativas entre los espectros de las NPs más 

pequeñas, con respecto a las de tamaños mayores. Las 6 señales observadas 

coinciden con las informadas en la literatura, para este sistema. La banda en 88 cm-

1, está asociada con el modo vibracional de flexión en el plano con simetría B2g, del 

bismuto romboédrico. La siguiente banda localizada en 122 cm-1, con simetría A1g, 

se asigna a la vibración de traslación del plano de CuO4 a lo largo del eje Z. La señal 

que se encuentra en 182 cm-1 con simetría Eg, está asociada a la vibración Cu-Cu. 

Por otro lado, la banda intensa en 255 nm-1 con simetría A1g, corresponde a la 

rotación de dos cuadrados de CuO4, apilados en dirección opuesta. La banda que 

se observa en 392 cm-1 es atribuida a la vibración de estiramiento del enlace Bi-O, 

con simetría A1g y finalmente la señal en 573 cm-1 de menor intensidad es asignada 

a la vibración de tipo “breathing” en el plano de los cuadrados de CuO4, con simetría 

A1g.  

Estos valores coinciden con los informados en la literatura para el CuBi2O4 con 

estructura cristalina tetragonal. 
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Figura 19. Espectros Raman de las NPs de CuBi2O4  

 

Para obtener los correspondientes espectros de IR de las NPs de 20 y 50 nm del 

óxido de cobre y bismuto, se prepararon pastillas de bromuro de potasio (KBr) en 

una relación de 1 mg de muestra (CuBi2O4) por 99 mg de KBr. En la figura 20, se 

presenta un espectro de FTIR característico de las NPs sintetizadas en esta tesis, 

en donde se observan dos señales intensas en 517 y 411 cm-1, asignadas a las 

vibraciones de estiramiento del enlace Bi-O del octaedro BiO6 y del enlace Cu-O 

respectivamente. En este espectro, no se observan señales intensas debido a la 

absorción de agua. 
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Figura 20. Espectro FTIR de las NPs de CuBi2O4 obtenidas en esta tesis. 

 

3.5.- Caracterización por Resonancia Paramagnética Electrónica (RPE) 

 

Los espectros de RPE de las NPs de CuBi2O4 se obtuvieron en polvo, a temperatura 

ambiente en banda X, empleando una frecuencia de 9.8586X109 Hertz, una 

potencia de 0.002 Wats y una ganancia de 50, con un campo centrado en 3350 

Gauss. Los espectros RPE de las NPs de 50 y 20 nm del CuBi2O4, se presentan en 

la figura 21. En dichos espectros solamente se puede ver la contribución del Cu (II), 

ya que es un catión paramagnético (3d9 con S= 1/2) con un spin nuclear (I= 3/2). 

Para ambos espectros el valor calculado de la constante giromagnética (g) es 

cercano a 2. La constante giromagnética se calculó a partir de la ecuación de 

resonancia (ecuación 4): 

h =gH                        (Ecuación 4) 

 

h= constante de Planck (6.625 X 10-27 erg•s) 

= frecuencia de las microondas (Hertz) 

= magnetón nuclear de Bohr (9.27 X 10-21 erg/G) 
H= campo magnético (Gauss) 
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Se ha informado en la literatura que la existencia de Cu2+ con carga no compensada 

(monómeros y dímeros de Cu2+) dentro de la estructura de las NPs, presentan 

espectros RPE de tipo isotrópico, con un valor de g cercano a 2. Dichos cobres con 

carga no compensada pueden ser el resultado de vacancias de oxígeno (Vo) en las 

NPs. 

 

 

Figura 21. Espectros de RPE de las NPs de CuBi2O4 obtenidas en este trabajo 

 

A partir de todos los resultados presentados hasta el momento, podemos decir que 

obtuvimos de manera satisfactoria, NPs de CuBi2O4 como fase única, con diámetros 

promedio de tamaño de cristalito de 50 y 20 nm. 

 

3.6.- Resultados de las pruebas para la evaluación de la actividad 

antibacteriana 

 

Los resultados que se presentan a continuación, se obtuvieron en colaboración con 

la Dra. Argelia Almaguer Flores en el laboratorio de Genética Molecular de la 
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División de Estudios de Posgrado e Investigación (DEPeI) de la Facultad de 

Odontología de la UNAM.  

Se llevó a cabo un estudio preliminar de la actividad antibacteriana de las NPs de 

CuBi2O4 de 20 nm, por ser las de menor tamaño. En primer lugar, se presentan los 

resultados obtenidos para P. aeruginosa. En la figura 22 se presenta una gráfica de 

las unidades formadoras de colonias (UFC´s) en función de la concentración de las 

NPs de CuBi2O4 de 20 nm. Cuando dicha concentración fue de 50 mg/mL, las UFC´s 

de la bacteria P. aeruginosa, presentó un valor promedio de 118 UFC´s / mL (+/- 

9.28) y de 436 UFC´s / mL (+/-8.04) en una concentración de 25 mg/mL. El análisis 

de estos resultados indico que las UFC´s se redujeron en 89% en las cajas Petri 

que contenían 50 mg/ mientras que la reducción de las UFC´s fue de 57.3% cuando 

la concentración de NPs fue de 25 mg/ml. En la figura 23 se muestran las fotografías 

de las cajas Petri correspondientes, donde se aprecia claramente la disminución de 

las UFC´s, cuando la concentración fue de 50 mg de NPs/ mL de medio de cultivo. 

En el caso de la bacteria S. aureus se observó un mejor efecto antibacteriano debido 

a que no hubo crecimiento de la bacteria para ambas concentraciones 50 y 25 mg 

de NPs / mL, respectivamente (figuras 23 y 24). En la tabla 8 se presenta el resumen 

de los resultados anteriores. 

 

Figura 22. Gráfica del conteo de las UFC´s de acuerdo a la concentración  

de las NPs de CuBi2O4 (25 y 50 mg). 
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Figura 23. Fotografías de las cajas Petri con la bacteria P. aeruginosa y las 

diferentes concentraciones de NPs. (23.A) 50 mg de NPs /mL (89% de reducción 

de crecimiento bacteriano), (23.B) 25 mg de NPs/mL (57% de reducción de 

crecimiento bacteriano) y (23.C) Medio de cultivo sin NPs. 
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Figura 24. Fotografías de las cajas Petri con la bacteria S. aureus y las diferentes 

concentraciones de NPs. (24.A) 50 mg de NPs /mL (100% de inhibición de 

crecimiento bacteriano). (24.B)  25 mg de NPs /mL (100% de inhibición de 

crecimiento bacteriano)  y (24.C) medio de cultivo sin NPs. 

 

Tabla 8. Resultados del conteo de las unidades formadoras de colonias  

Bacteria 
UFC´s  

Inicial 

Concentración de las 

NPs de CuBi2O4  

(mg/mL) 

UFC´s/ mL Promedio 

(% en que se redujo las 

UFC´s)  

Desviación 

estándar 

P. aeruginosa 103 

50 118 (89%) 9.28 

25 436 (57.3%) 8.04 

0 1000 0 

S. aureus 103 

50 (100%) 0 

25 (100%) 0 

0 1000 0 

 

 

 

24.C 

24.A 24.B 
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3.7.- Ensayo de actividad metabólica bacteriana por sales de tetrazolio (XTT). 

 

Para determinar la viabilidad bacteriana, se llevó cabo la reducción del XTT. Este 

ensayo consiste en que el reactivo de XTT contiene una sal de tetrazolio (2,3-bis [2-

Metoxy-4-nitro-5- sulfofenil] 2H-tetrazolio-5-carboxianilida, sal interna) y PMS, un 

reactivo de acoplamiento de electrones (N- metildibenzopyrazine sulfato de metilo), 

que se combina con XTT para formar una solución estable. La reducción del 

compuesto de XTT se produce en la superficie celular facilitada por el sistema de 

transporte de electrones (ETS) que se lleva a cabo gracias a la conversión realizada 

por NADPH o NADH producidas por las enzimas oxidorreductasas. El PMS media 

la reducción de XTT al tomar los electrones en la superficie celular, formando un 

compuesto intermedio que reduce la sal de tetrazolio a formazán. En las bacterias, 

la respiración puede proporcionar una medida adecuada de la actividad metabólica 

de células y dar información sobre los efectos de diferentes condiciones sobre la 

viabilidad celular. Las bacterias con un ETS activo reducen estos colorantes redox 

a formazán. 

En las figuras 25 y 26 se presentan los resultados obtenidos del experimento para 

medir la viabilidad bacteriana de P. aeruginosa y de S. aureus, respectivamente, en 

presencia de las NPs de CuBi2O4 (20 nm). Es muy importante considerar que las 

NPs de CuBi2O4, presentan un espectro de absorción que va de 250 a 550 nm. Por 

lo tanto, en la medida de absorción a 450 nm, siempre tendremos una contribución 

de la absorción de las NPs. En consecuencia, se observa que en el pozo de mayor 

concentración de NPs, la absorción observada a 450 nm pertenece 

fundamentalmente a las NPs. No obstante, este problema experimental, se puede 

observar cierta disminución del crecimiento bacteriano, a medida que se incrementa 

la concentración de NPs y que tienen un mejor efecto antibacteriano que la 

clorhexidina al 2%, en el caso de P. aeruginosa. Sin embargo, al parecer la 

clorhexidina al 2% presenta un mejor efecto bactericida para S. aureus. 
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La efectividad antibacteriana se determinó a partir de la siguiente ecuación: 

 

             % Efectividad antibacteriana = (
𝑨𝟏−𝑨𝟐

𝑨𝟏
) (𝟏𝟎𝟎)                        (Ecuación 5) 

Donde: 

A1 = Absorbancia a 450 nm de los pozos con bacteria en medio de cultivo (control 

negativo). 

A2 = Absorbancia a 450 nm en presencia de bacteria e inhibidor de crecimiento; 

Clorexidina a 2% (control positivo) o NPs de CuBi2O4 

 

Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 25 y 26, en donde se puede 

observar que para P. aeruginosa se tiene un % de efectividad antibacteriana que va 

de 86% a 56%, para las concentraciones de 25 mg y 0.78mg de NPs de CuBi2O4/mL 

de medio de cultivo, respectivamente. Para esas mismas concentraciones, en el 

caso de S. aureus, el % de efectividad es del 100% al 65%, respectivamente. 

 

 

Figura 25. Gráfica del porcentaje de efectividad antibacteriana  

de las NPs de CuBi2O4 para P. aeruginosa 
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Figura 26. Gráfica del porcentaje de efectividad bacteriana  

de las NPs de CuBi2O4 para S. aureus. 

 

Como se mencionó previamente, una de las motivaciones de este trabajo de tesis 

fue evaluar la actividad antibacteriana que pudieran presentar las NPs de CuBi2O4, 

esperando observar una actividad sinérgica entre el CuO y el Bi2O3, ya que se ha 

informado que éstos presentan actividad antibacteriana frente a varias cepas Gram 

positivas y Gram negativas (ver tabla 1 de esta tesis). 

Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos podemos decir que dicha 

sinergia no fue observada, ya que en la literatura se han informado CMI´s de NPs 

de CuO (23 nm) de 12.5 mg/mL para cepas de P. aeruginosa, y de 6.25 mg/mL para 

cepas de S. aureus. Por otro lado, NPs de Bi2O3 (15-30 nm) han presentado CMI´s 

de 2.5 mg/mL para ambas cepas. En nuestro caso, las NPs de CuBi2O4 (20 nm) 

obtenidas en esta tesis presentaron una inhibición máxima del 86% para una 

concentración de 25 mg/mL para P. aeruginosa y del 100% para S. aureus, para la 

misma concentración de NPs. Estos resultados se resumen en la tabla 9. 
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Tabla 9. Comparación de actividad antibacteriana de NPs de CuO, Bi2O3 y 

CuBi2O4 frente a cepas de P. aeruginosa y S. aureus 

Compuesto 

NPs 

Tamaño de 

NPs (nm) 

Concentración de inhibición  (mg/mL) 

P. aeruginosa S. aureus 

CuO [4] 23 12.5 6.25 

Bi2O3 [6] 15-30 - 1.5 

CuBi2O4  

esta tesis 

20 50 (86 % de 

inhibición) 

25 (100% de 

Inhibición) 

 

Finalmente, podemos sugerir que la actividad antibacteriana observada en las NPs 

de CuBi2O4 obtenidas en este trabajo, se deba predominantemente a la carga de 

las NPs debido a vacancias de oxígeno (Vo) que genera la formación de centros de 

Cu2+ con cargas no compensadas (monómeros y dímeros), lo que favorecería la 

interacción de las NPs de CuBi2O4 con la membrana celular bacteriana, con carga 

negativa. Sin embargo, es solo uno de los mecanismos posibles de acción que 

pudiera favorecer la actividad antibacteriana de las NPs estudiadas en este trabajo. 
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4.- Conclusiones 

 

Se sintetizaron de manera satisfactoria NPs de óxido de cobre bismuto CuBi2O4 

como fase única y con tamaños de cristalito promedio de 20 a 50 nanómetros, 

cuando se partió de: 5X10-4 moles de la sal de cobre (acetatos ó cloruros), 1X10-3 

moles de la sal de bismuto y 4X10-3 moles de sosa. 

 

Todas las técnicas espectroscópicas, microscopia electrónica de transmisión de alta 

resolución (HR-TEM) y difracción de rayos X (XRD), (corroboran la pureza de la 

fase). 

 

Cuando se incrementó la concentración de los reactivos de partida, el equilibrio 

químico se desplazó hacia la formación de los óxidos más estables de cobre (CuO) 

y bismuto (Bi2O3), en adición a las NPs de CuBi2O4. 

 

El método de síntesis empleado en este trabajo resultó ser un método sencillo, 

reproducible, de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Además, si se 

compara con otros métodos de obtención de NPs que requieren de 10 a 24 h y un 

gran consumo energético, la mecanosíntesis es un método relativamente rápido ya 

que en un lapso de 1 a 4 h se pueden obtener diversas nanoestructuras. 

 

En cuanto a la evaluación de la actividad antibacteriana de las NPs de CuBi2O4, se 

encontró que la metodología que se emplea normalmente para evaluar sistemas 

solubles en agua, no son los más adecuados para NPs de óxidos metálicos. Esto 

se debe, por un lado, a la pobre difusión de dichas NPs hacia el medio de cultivo 

(antibiogramas) y, por otro lado, los espectros de absorción de las NPs (de 250 a 

550 nm) influyen drásticamente en la respuesta óptica observada en 450 nm 

(prueba de viabilidad bacteriana). 

 

Sin embargo, a pesar de las dificultades experimentales podemos sugerir que existe 

un efecto bactericida de las NPs de CuBi2O4 moderado para las cepas estudiadas, 
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ya que el porcentaje de efectividad antibacteriana para P. aeruginosa va de 86% a 

56% y para S. aureus de 100% a 65%.  

 

El efecto antibacteriano de las NPs de CuBi2O4 se observó para ambas bacterias P. 

aeruginosa y S. aureus. Y uno de los mecanismos propuestos por el cual se pudo 

observar este efecto es debido a la descompensación de las cargas generadas por 

las vacancias de oxígeno en la red cristalina del óxido y esto podría favorecer la 

interacción de las cargas negativas de la membrana celular con las cargas positivas 

de las NPs y eso favorece a la actividad antibacteriana. 
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Apéndice A 

ICDD 01-079-1810 del CuBi2O4 
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Figura A1 Tarjeta cristalográfica del óxido de cobre bismuto CuBi2O4 
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Apéndice B  

Intervalos de energía en donde absorben los compuestos 

moleculares de Cu (II), con diferentes geometrías. [28] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadrado CuL4 Tetraédrico CuL4

Pirámide de base cuadrada CuL5

Octaédrico distorsionado CuL6

Bipirámide trigonal CuL5

Octaédrico – Trigonal CuL6
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Apéndice C  

Generalidades de las bacterias 

Las características distintivas de las procariotas son su tamaño relativamente 

pequeño, casi siempre del orden de 1 μm de diámetro, y la ausencia de una 

membrana nuclear. El DNA de casi todas las bacterias es un círculo con una 

longitud aproximada de 1 mm; este es el cromosoma procariótico.  

Tipos de bacterias 

A) Eubacterias Gram negativas  

Este es un grupo heterogéneo de bacterias con una cubierta celular compleja (tipo 

Gram negativa) que consta de una membrana externa, un espacio periplásmico que 

contiene una capa delgada de peptidoglucano y una membrana citoplásmica. La 

forma de la célula (figura A.2) puede ser esférica, ovalada, como bastón recto o 

curvo, helicoidal o filamentosa; algunas se encuentran recubiertas o encapsuladas. 

[29] 

 

Figura A.2 Formas celulares entre las bacterias verdaderas unicelulares. (A) 

Cocos. (B) Bastones (bacilos). (C) Espirales. (Contraste de fase, 1500×) [29] 
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B) Eubacterias Gram positivas 

En estas bacterias el perfil de la pared celular es similar al del tipo Gram positivo; 

las células por lo general, pero no siempre, son Gram positivas. La cubierta celular 

de los organismos Gram positivos consta de una pared gruesa que establece la 

forma de la célula y una membrana citoplásmica. Estas células pueden ser 

encapsuladas y tener motilidad por medio de flagelos. Las células son esféricas, 

bacilares, filamentosas o bastones. 

La pared celular es una estructura rígida que le da forma a la bacteria. Se puede 

decir que ésta limita la célula bacteriana propiamente dicha. Está constituida 

principalmente, por una sustancia llamada peptidoglicano. La función principal de la 

pared es proveer a la bacteria de una envoltura mecánicamente fuerte.  

C) Arqueobacterias 

Estos organismos habitan principalmente los ambientes terrestres y acuáticos 

extremos (concentración elevada de sal, temperaturas elevadas, ambiente 

anaerobio) y a menudo se les llama “extremófilas”; algunas son simbiontes en el 

tubo digestivo de los animales. Las arqueobacterias comprenden organismos 

aerobios, anaerobios y anaerobios facultativos que son quimiolitótrofos, heterótrofos 

o heterótrofos facultativos. Las arqueobacterias se distinguen de las eubacterias en 

parte, por la ausencia de una pared celular de peptidoglucano, la posesión de lípidos 

de isoprenoide diéter o diglicerol tetraéter y las secuencias características de RNA 

ribosómico. [29]. 
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Figura A.3. Categorías principales y grupos de bacterias patógenas en seres 

humanos como parte de un esquema de identificación descrito en el Bergey’s 

Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. [29] 
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Entre las bacterias, la pared celular varía en su complejidad arquitectónica. Esta 

diferencia sirve de base para dividirlas en 2 grandes grupos: Las bacterias Gram 

positivas y las Gram negativas. Esta división se basa en el hecho de que, por 

diferencias en la estructura y la composición de la pared celular, las bacterias se 

tiñen de diferente color cuando se utiliza una técnica de tinción desarrollada por 

Christian Gram en 1884. 

La tinción diferencial de Gram consiste, básicamente, en teñir el frotis, fijado al calor, 

con un colorante llamado cristal violeta, y después de lavado con agua, tratarlo 

sucesivamente con una solución de lugol (yodo más yoduro de potasio), un agente 

decolorante como el alcohol o una mezcla de alcohol y acetona y, por último, con 

un colorante de contraste como la safranina. Las bacterias Gram positivas retienen 

el cristal violeta, por lo tanto, se ven de un color violeta intenso; mientras que las 

Gram negativas, que pierden color el violeta con el agente decolorante, toman un 

color rojo claro a rosa, al teñirse con la safranina. 

La pared celular de las bacterias Gram negativas es más delgada que la de las 

Gram positivas, y contiene además del peptidoglicano, una capa externa con un 

porcentaje alto de lípidos (Figura A2). [30] 

 

Figura A2. Esquema comparativo de las paredes celulares de bacterias Gram 

positivas y Gram negativas. [30] 
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Las bacterias Gram positivas y negativas no sólo se diferencian por esta 

característica. Existen, además, otras diferencias tanto bioquímicas como 

morfológicas. Por ejemplo, todas las bacterias con flagelos polares son Gram 

negativas, y las bacterias Gram positivas son más sensibles a los antibióticos que 

las Gram negativas. 

En la figura A3 se observan modelos tridimensionales de las bacterias (a) Gram 

negativa, que consta de una membrana densa externa, un periplasma o espacio 

periplásmico, una capa intermedia compuesta por peptidoglicano y una membrana 

citoplasmática subyacente. (b) Gram positiva, que consta de una capa gruesa de 

peptidoglicano y una membrana citoplasmática subyacente. Obsérvese que en este 

tipo de bacterias no existe el periplasma. [30] 

 

 

A) 
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Figura A3. Modelo tridimensional de la “envoltura o cubierta” de una bacteria A) 

Gram negativa y una B) Gram positiva. [30] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 
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1. Introducción  

 

 En este trabajo se presenta la obtención, caracterización y evaluación de las propiedades 

antibacterianas de nanopartículas (NPs) de óxido de cobre y bismuto (CuBi2O4) con diámetro 

promedio de cristalito de 50 y 20 nm, obtenidas por mecanosíntesis.  La mecanosíntesis es una técnica 

basada generalmente en reacciones en estado sólido, lo que significa que los procesos involucrados 

en la evolución de la microestructura ocurren sin salir de la fase sólida. Por lo tanto, no requieren 

pasar por los puntos de fusión de los elementos participantes en la reacción. En términos prácticos, 

esto puede significar una reducción de costos frente a otros procedimientos comúnmente empleados 

en la obtención de nanoestructuras.  

Las NPs de CuBi2O4 fueron caracterizadas por difracción de rayos-X en polvo, microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución, espectroscopías de absorción y emisión electrónica en 

la región del UV-Visible, FTIR, espectroscopia Raman, y Resonancia Paramagnética Electrónica. 

Finalmente, se llevó a cabo un estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de las NPs de 

CuBi2O4 obtenidas, frente a cepas de bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) y Gram-

negativas (Pseudomonas aeruginosa). 

El óxido de cobre y bismuto (CuBi2O4) es de color negro con brillo metálico, se presenta en la 

naturaleza como el mineral “kusachiite”; y tiene una densidad de 8.53 g/cm3. Su composición química 

es de óxido de bismuto (III) (Bi2O3 85.42% - 86.00%) y óxido de cobre (II) (CuO (13.91% - 14.58 

%). Presenta un arreglo cristalino tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y parámetros de red a = b 

mailto:alex91hirdck@gmail.com
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= 8.50 Ǻ y c = 5.81 Ǻ (figura 1). El CuBi2O4 es un material semiconductor tipo-p con una energía de 

brecha prohibida o band gap de 1.5 - 1.8 eV. [1]  

 

 

Figura 1. Representación de la estructura cristalina del CuBi2O4. (a) Vista desde el eje C, (b) vista 

desde un ángulo arbitrario. Los átomos se representan por esferas; azules = Bi, naranjas = Cu y 

rojas = O. [1] 

2. Sección experimental 

 

 Las nanopartículas se obtuvieron mediante reacciones en estado sólido, empleando como 

sales precursoras cloruros y acetatos de Cu(II) y Bi(III), en relación estequiométrica 1:2 y en presencia 

de una base, de acuerdo a la siguiente reacción química: 

𝐂𝐮(𝐗)𝟐 + 𝟐 𝐁𝐢(𝐗)𝟑 + 𝟖 𝐍𝐚𝐎𝐇 
 

→ 𝐂𝐮𝐁𝐢𝟐𝐎𝟒 𝐍𝐏𝐬 + 𝟖 𝐍𝐚(𝐗) +  𝟒 𝐇𝟐𝐎 

En donde X- = Cl- ó CH3COO- 

 

En primer lugar, las sales metálicas se muelen en un mortero de ágata durante 10 minutos. 

Posteriormente se agrega el hidróxido de sodio (NaOH) a la mezcla de sales metálicas. La molienda 

se continúa hasta que el producto obtenido no presenta ningún cambio aparente, en general para este 

sistema, la molienda de todos los reactivos se lleva a cabo durante 30 minutos. El producto obtenido 

se lava 4 veces con agua destilada y 3 veces con acetona, separando por centrifugación a 3500 rpm 

por 10 minutos, en cada ocasión. El producto obtenido se deja secar a temperatura ambiente para  las 

NPs o también, se calcina a 600°C por dos horas. Las nanopartículas obtenidas se caracterizaron por 

Difracción de Rayos X en polvo (DRX), espectroscopia electrónica UV- Vis, espectroscopia de 

Infrarrojo (FTIR), espectroscopia Raman y Resonancia Paramagnética Electrónica (RPE). Se llevó a 

cabo la evaluación de la actividad antimicrobiana de las NPs de CuBi2O4, para lo cual se prepararon 

dispersiones de dichas NPs en el medio de cultivo (Tripticasa de soya-agar) en dos concentraciones: 

25 mg y 50 mg de NPs por mL de medio de cultivo, respectivamente. El medio de cultivo con la 

dispersión de las NPs se colocó en cajas Petri de 60X15 mm y se dejó gelificar. Posteriormente fueron 

inoculadas con 103 unidades formadoras de colonias (UFC) de P. aeruginosa y S. aureus, 

respectivamente, y se incubaron por 24 h a 35 °C.  
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3. Resultados y discusión 

 

En el difractograma (figura 2) se observa que el CuBi2O4 se obtuvo como fase única, es decir que 

todos los picos de difracción corresponden con los informados en la tarjeta cristalográfica (Joint 

Committee on Powder Diffraction Standards) JCPDF 01-079-1810, para el CuBi2O4, en un arreglo 

cristalino tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y parámetros de red a = b = 8.48 Ǻ, c = 5.79 Ǻ. 

Además, se aprecia en el difractograma que se obtienen 2 diferentes tamaños de partícula 

dependiendo si las NPs se calcinan.   

 

Figura 2. Difractograma de las NPs de CuBi2O4. Las NPs con un tamaño promedio de 20 nm se 

representan de color gris, las Nps con un tamaño promedio de 50 nm de representan con color rojo 

y la tarjeta cristalográfica (01-079-1810) que corresponde al CuBi2O4 se representa de color negro 

 

En el espectro de absorción electrónica en la región UV-Visible (Figura 3), se puede observar una 

clara diferencia entre ambos espectros, a pesar de que en los tamaños obtenidos de las NPs de 

CuBi2O4, los efectos de confinamiento electrónico son muy débiles. La diferencia observada entre los 

espectros es el resultado de la forma y el tamaño de la nanoestructura que se favorece en uno y otro 

caso. Al parecer las NPs de menor tamaño forman estructuras mayoritariamente cúbicas, presentando 

un espectro de absorción que va de 550 a 250 nm. Por otro lado, las NPs de mayor tamaño absorben 

de 250 a 650 nm, ya que adicionalmente forman estructuras tipo rod, lo que se refleja en un espectro 

de absorción más extendido a hacia la región del visible. 
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Figura 3. Espectros de absorción electrónica en la región UV-Visible de las NPs de CuBi2O4 de 20 y 

50 nm 

Resultados del ensayo de actividad antibacteriana 

En la tabla 1 se muestran los resultados del conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC) de 

la bacteria P. aeruginosa, formados en las cajas Petri donde se tiene la dispersión de las NPs de 

CuBi2O4 de 20 nm en el medio de cultivo, en concentraciones de 50 mg de NPs en 1 mL de medio de 

cultivo (110 UFC), así como de 25 mg de NPs en 1mL de medio de cultivo (427 UFC). A partir de 

dichos resultados, podemos decir que las UFC se redujo en 89% en la caja Petri que contenía 50 mg 

de NPs de CuBi2O4 (20 nm) por 1mL de medio de cultivo. Por otro lado, las UFC se redujeron en un 

57.3% cuando la concentración de NPs fue de la mitad (25 mg de NPs/ mL de medio de cultivo). En 

la figura 4 se muestran las fotografías de las cajas Petri correspondientes, en donde se aprecia 

claramente la disminución de las UFC, Cuando la concentración fue de 50 mg de NPs/ mL de medio 

de cultivo. Por otro lado (Figura 5) se observa que, en el caso del S. aureus no hubo crecimiento de 

la bacteria para ambas concentraciones 50 y 25 mg de NPs / mL de medio de cultivo, respectivamente. 

 Tabla 1. Resultados del conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) 

Bacteria 
UFC  

Inicial 

Concentración de las 

NPs de CuBi2O4  

(mg/mL) 

UFC´s/ mL  

(% en que se redujo las UFC)  

P. aeruginosa 103 

50 110 (89%) 

25 427 (57.3%) 

0 1000 

S. aureus 103 

50 Ø (100%) 

25 Ø (100%) 

0 1000 
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Figura 4. Fotografías de las cajas Petri con la bacteria P. aeruginosa y las diferentes 

concentraciones de NPs. Caja Petri con 50 mg/mL de NPs (1A). Caja Petri con 25 mg de NPs/mL 

(1.B) y caja Petri sin NPs (1.C). 

 

Figura 5. Fotografías de las cajas Petri con la bacteria S. aureus y las diferentes concentraciones de 

NPs. Caja Petri con 50 mg/mL de NPs (2.A). Caja Petri con 25 mg/mL (2.B) y caja Petri sin NPs 

(2.C). 
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5. Conclusión 

 

- Se sintetizaron de manera satisfactoria NPs de óxido de cobre bismuto CuBi2O4 como fase 

única y con tamaños de cristalito promedio de 20 a 50 nanómetros.  

- Todas las técnicas espectroscópicas, de microscopia electrónica de transmisión de alta 

resolución (HR-TEM) y difracción de rayos X (XRD), corroboran la pureza de la fase. 

- El método de síntesis empleado en este trabajo resultó ser un método sencillo, reproducible, 

de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Además, si se compara con otros métodos 

de obtención de NPs que requieren de 10 a 24 hrs y un gran consumo energético, la 

mecanosíntesis es un método relativamente rápido ya que en un lapso de 1 a 4 hrs se pueden 

obtener diversas nanoestructuras 
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