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PRÓLOGO. 

 

Desde muy chica siento fascinación por los libros. No puedo decir que es algo 

que haya surgido de mí misma. Esta pasión por la lectura tengo que 

agradecérsela a mis padres quienes me regalaron libros prácticamente desde el 

día de mi nacimiento. Tuve la fortuna de que, próxima a cumplir los cinco años, 

nos mudásemos al barrio en el que se encuentra la biblioteca privada más grande 

de Uruguay (al menos hasta dónde es de mi conocimiento). Ir los viernes por la 

tarde a pedir prestado algún libro sin fijarme en su género o antigüedad se había 

convertido en una especie de peregrinación. Fue así como desde muy chica me 

sumergí en la obra de autores como Julio Verne, Arthur Conan Doyle, Stephen 

King, Edgard Allan Poe, Isabel Allende, Frank Herbert o Isaac Asimov. Ellos y 

muchísimos otros autores marcaron mi infancia y adolescencia y dejaron en mí 

un gusto por la escritura y la lectura que perdura hasta hoy.  

Es justamente la obra de uno de ellos la que viene a mis pensamientos mientras 

redacto esta tesis.  Se trata de “Un viaje alucinante” de Isaac Asimov. En esta obra 

Asimov narra la historia de un científico que queda en coma tras un intento de 

asesinato. Con el fin de salvarle la vida, un grupo de médicos miniaturizados 

ingresa al cuerpo del científico para llegar al cerebro y destruir el trombo que está 

por causarle la muerte. Este libro me cautivó por diversos motivos. El primero de 

ellos es que todos los libros de ciencia ficción que había leído hasta la fecha 

trataban sobre viajes al espacio, viajes en el tiempo o sociedades distópicas, pero 

esta fue la primera historia que leí de un viaje al interior del cuerpo humano. Pero 

lo que más atrajo mi atención fue su argumento: la miniaturización de algo, 

dirigido de manera precisa hacia el lugar del problema, para salvar la vida de 

una persona.  

Aquella adolescente, que aún no tenía claro el rumbo que tomaría en su vida, 

nunca hubiera imaginado que su futuro estaría tan entrelazado con las visiones 

de Asimov. Aunque es cierto que mi tesis no implica la miniaturización insertada 

en el torrente sanguíneo de una persona, dirigida específicamente a atacar las 

amenazas que ponen en riesgo la vida de otra, sí aborda el campo de la 
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nanotecnología con el propósito de combatir enfermedades infecciosas. Para mí, 

el argumento de mi tesis ya me acerca mucho a la ciencia ficción que autores 

como Asimov y otros tantos plantearon para el futuro, sin saber (o quizás sí) que 

sería la ciencia real de nuestro presente. 

 

Recibí las bases de mi educación en la escuela, pero eso no fue suficiente. Mi verdadera 

educación salió de la biblioteca. 

ISAAC ASIMOV 
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Resumen. 

En los últimos años, la síntesis biológica de nanopartículas ha ganado 

prominencia, destacándose sobre métodos químicos y físicos. Este enfoque 

implica la producción de nanopartículas dentro o fuera de las células por 

microorganismos. La biosíntesis extracelular destaca al simplificar el 

procesamiento, permitiendo la separación y purificación eficientes de las 

nanopartículas en menos pasos. 

Especialmente, las nanopartículas de plata han captado considerable interés 

debido a sus propiedades antimicrobianas. Los mecanismos de acción son 

complejos, dependiendo de factores como propiedades fisicoquímicas, 

composición del estabilizante biológico y el tipo de microorganismo. 

Esta tesis, compuesta por siete capítulos, se centra en la síntesis de nanopartículas 

de plata por hongos, su caracterización y evaluación de su potencial 

antimicrobiano. Además, busca contribuir al entendimiento de posibles 

Biosíntesis de nanopartículas de plata: caracterización y evaluación 

de su potencial antimicrobiano. 
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mecanismos de acción, explorando las interacciones nanopartícula biogénica-

célula microbiana. 

El Capítulo I introduce el tema de estudio de la tesis. El Capítulo II aborda la 

síntesis biológica de nanopartículas de plata a partir de filtrados extracelulares 

de los hongos Penicillium expansum y Phanerochaete chrysosporium. Incluye la 

evaluación de parámetros para mejorar la producción y caracterización detallada 

de las nanopartículas. Los Capítulos III, IV y V detallan la evaluación de la 

actividad antimicrobiana de las nanopartículas frente a bacterias, hongos, 

microorganismos resistentes y biofilms. Se exploran las interacciones con 

diversas técnicas, como Microscopía Raman Confocal, Microscopía de Fuerza 

Atómica, entre otras. El Capítulo VI se enfoca en la toxicidad de las 

nanopartículas de plata en la línea celular humana THP-1. Finalmente, el 

Capítulo VII presenta las conclusiones finales y las perspectivas. 

En conjunto, los resultados demuestran el potencial antimicrobiano de las 

nanopartículas de plata biogénicas, proponiendo mecanismos de acción frente a 

diversos microorganismos con baja toxicidad para las células humanas. Estas 

nanopartículas se vislumbran como una herramienta antimicrobiana 

prometedora en salud humana, animal y agricultura. 
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Abstract. 

In recent years, biological synthesis of nanoparticles has gained prominence, 

surpassing chemical and physical methods. This approach involves the 

production of nanoparticles within or outside cells by microorganisms. 

Extracellular biosynthesis simplifies processing, allowing efficient separation 

and purification of nanoparticles in fewer steps. 

Particularly, silver nanoparticles have garnered considerable interest due to their 

antimicrobial properties. The mechanisms of action are complex, depending on 

factors such as physicochemical properties, composition of the biological 

stabilizer, and the type of microorganism. 

This thesis, comprising seven chapters, focuses on the synthesis of silver 

nanoparticles by fungi, their characterization, and evaluation of their 

antimicrobial potential. Additionally, it seeks to contribute to the understanding 

Silver nanoparticles biosynthesis: characterization and studies on their 

antimicrobial potential. 
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of possible mechanisms of action by exploring biogenic nanoparticle and 

microbial cell interactions. 

Chapter I introduces the thesis's research topic. Chapter II addresses the 

biological synthesis of silver nanoparticles from extracellular filtrates of the fungi 

Penicillium expansum and Phanerochaete chrysosporium. It includes the evaluation 

of parameters to enhance production and detailed characterization of the 

nanoparticles. Chapters III, IV, and V detail the assessment of the antimicrobial 

activity of the nanoparticles against bacteria, fungi, resistant microorganisms, 

and biofilms. Interactions are explored using various techniques such as Confocal 

Raman Microscopy, Atomic Force Microscopy, among others. Chapter VI 

focuses on the toxicity of silver nanoparticles in the human THP-1 cell line. 

Finally, Chapter VII presents the finals conclusions and perspectives. 

Together, the results demonstrate the antimicrobial potential of biogenic silver 

nanoparticles, proposing mechanisms of action against various microorganisms 

with low toxicity to human cells. These nanoparticles are envisioned as a 

promising antimicrobial tool in human health, animal health, and agriculture. 
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La ciencia de los nanomateriales. 

Según define la Iniciativa Nacional de Nanotecnología (NNI) de los Estados 

Unidos, la nanotecnología es la comprensión y el control de la materia a escala 

nanométrica, en dimensiones que oscilan aproximadamente entre 1 y 100 

nanómetros (NNI, 2024). La primera persona en introducir el concepto de 

nanotecnología fue el físico y ganador de Premio Nobel Richard Feynman. 

Durante la reunión anual de la Sociedad Americana de Física de 1959, Feynman 

presentó su charla titulada “Hay mucho espacio en el fondo” en el Instituto de 

Tecnología de California (Caltech) donde planteó su hipótesis “¿por qué no 

podemos escribir los 24 volúmenes completos de la Enciclopedia Británica en la 

cabeza de un alfiler?”, discutiendo las posibilidades de la miniaturización y la 

manipulación a nivel molecular (Bayda et al., 2020).   

La charla de Feynman no fue el primer contacto del ser humano con los 

nanomateriales. Vestigios de nanotecnología pueden ser rastreados hasta varios 

milenios atrás. Un ejemplo lo podemos encontrar en el antiguo Egipto. Los 

egipcios empleaban un tinte para el cabello basado en plomo que contenía 

nanocristales (Jeevanandam et al., 2018; Barhoum et al., 2022). El primer colorante 

artificial, el “azul egipcio”, fue creado por los egipcios alrededor del siglo III a.C. 

a partir de una mezcla de vidrio y cuarzo nanométrico (Jeevanandam et al., 2018). 

La belleza de numerosos objetos históricos también se atribuye a la 

nanotecnología. El ejemplo más conocido es el de la copa de Licurgo, una antigua 

copa de cristal romana del siglo IV d.C. que incorpora nanopartículas de oro y 

plata, lo que provoca un cambio de color dependiendo de cómo sea iluminada. 

Los colores vibrantes de los vitrales que adornan muchas iglesias medievales son 

también el resultado de la presencia de nanomateriales en el interior del vidrio 

(Barhoum et al., 2022). Por supuesto, la naturaleza fue la primera en utilizar 

nanomateriales en sus creaciones. Por ejemplo, los colores del plumaje de algunas 

aves son el resultado de una dispersión de la luz en las nanoestructuras de los 

componentes de las plumas con lo que se altera el índice de refracción de la luz. 

Otro ejemplo son los geckos, que pueden adherirse fuertemente a superficies 

gracias a las estructuras en nano escala de sus patas (Barhoum et al., 2022), 
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incluso dando la sensación de caminar sobre el agua. Algunos microorganismos, 

como la bacteria Magnetospirillum spp., producen nanopartículas de magnetita 

que les permiten orientarse en ambientes acuáticos según los campos magnéticos 

externos de la Tierra y el campo geomagnético (Sancho et al., 2023). 

En la actualidad, existen diversos ejemplos de nanomateriales manufacturados, 

tales como nanotubos de carbono, quantum dots, nanopartículas, grafeno o 

fullerenos (Bayda et al., 2020). Las investigaciones vinculadas a la nanotecnología 

han experimentado un notorio crecimiento en las últimas décadas, como se 

ilustra en la Figura 1.1, con proyecciones significativas al futuro. 

 

Figura 1.1. Resultados de la búsqueda de trabajos en la web Scopus usando las palabras 

claves “nanotecnología”, “nanociencia” y “nanomaterial”. Fecha de búsqueda: 16 de 

enero de 2024. 

Nanopartículas de plata. 

Las nanopartículas metálicas se caracterizan por su tamaño en el rango de 1 a 100 

nanómetros. La estructura de estos nanomateriales es, en términos generales, 

siempre la misma. Están compuestas del núcleo que contiene el metal, 

generalmente recubierto de una capa externa o capping cuya composición 

depende del método de síntesis (Johnston, 2012; Barhoum et al., 2022). En la 

Figura 1.2 se ilustra la estructura básica de una nanopartícula metálica.  
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Figura 1.2. Esquema ilustrativo de la estructura básica de las nanopartículas metálicas. 

 

Cuando un material alcanza la escala nanométrica la relación 

superficie/volumen se incrementa notablemente lo cual se traduce en nuevas 

propiedades mecánicas, químicas, eléctricas y ópticas, que les otorgan una 

amplia gama de aplicaciones en diversos campos (Khan et al., 2019; Magdy et al., 

2024). Entre las más destacadas se encuentran aquellas en medicina 

(administración de fármacos, antimicrobianos, biosensores, diagnóstico y 

tratamiento del cáncer, desarrollo de vacunas), medio ambiente (sensores de 

condiciones ambientales, remediación de contaminantes y tóxicos), electrónica 

(sensores, dispositivos informáticos, miniaturización de chips), energía 

(fotoelectroquímica, electrólisis del agua), industria alimentaria (aditivos, 

empaques) y agricultura (promoción del crecimiento vegetal, control de 

fitopatógenos), entre otras (Marques et al., 2018; Khan et al., 2019; Yaqoob et al., 

2020; Nagaprasad et al., 2022; Sowmya et al., 2023).  

Dentro de las nanopartículas metálicas se encuentran las nanopartículas de plata 

(AgNP). Estas nanopartículas son agregados de átomos de plata (Ag0) que 

exhiben una alta eficiencia absorbiendo y dispersando la luz debido a un 

fenómeno denominado Resonancia del Plasmón de Superficie (RPS). Este 

fenómeno varía considerablemente con su tamaño y forma (Cao et al., 2011) por 

lo que una completa caracterización de las mismas es fundamental dado que 

influye notablemente en sus aplicaciones.  

 úcleo o     

Capa e terna o        
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La caracterización de las AgNP puede ser abarcada por diferentes metodologías 

que permiten determinar el tamaño, la distribución de tamaños, la forma, la carga 

superficial, los agentes que conforman el capping y el contenido de plata. Una de 

las técnicas más simples y rápidas para la caracterización de las AgNP es la 

espectroscopía UV-visible gracias a la aparición del pico correspondiente a la RPS 

en el rango de 400 a 450 nm (Raj et al., 2021). La posición del pico en el espectro 

da indicios del tamaño y la forma de las AgNP. Además, esta técnica permite 

evaluar la estabilidad coloidal de las AgNP ya que una pérdida de dicha 

estabilidad implicaría tanto un corrimiento en la posición del pico como una 

disminución de la absorbancia. La determinación de la forma y el tamaño de las 

AgNP se realiza comúnmente mediante Microscopía Electrónica de Barrido 

(SEM) y Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) (Kumar et al., 2023). La 

Dispersión Dinámica de la Luz (DLS) se utiliza para determinar tanto el tamaño 

como la distribución de tamaños y el potencial Z para determinar la carga 

superficial (Kumar et al., 2023). Para el análisis de los agentes superficiales, se 

utilizan comúnmente la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier 

(FTIR) y la Espectroscopía Raman (Magdy et al., 2024). En particular, gracias a la 

RPS, las AgNP presentan un fenómeno denominado Dispersión Raman 

Intensificada en Superficie (SERS). Este fenómeno lleva a una mejora significativa 

de las señales Raman de moléculas próximas a la superficie de las nanopartículas 

lo cual resulta de gran importancia para identificar la naturaleza del agente 

estabilizante (Joshi et al., 2018; Sowmya et al., 2023) 

Síntesis de AgNP. 

En la actualidad, la producción mundial de AgNP oscila entre 360 y 450 toneladas 

anuales, con perspectivas de alcanzar las 800 toneladas anuales para el año 2025. 

Los principales actores en la producción de AgNP son Estados Unidos, China, 

Japón y Europa (Skiba et al., 2020). Este aumento en la producción responde a la 

creciente demanda impulsada por las diversas propiedades multifuncionales que 

presentan estas nanoestructuras.  

La síntesis de AgNP (y de las nanopartículas en general) se puede realizar por 

dos enfoques: el método top down y el método bottom up (Figura 1.3). La diferencia 
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entre ambos métodos radica en que el top down es una técnica que implica la 

destrucción del material de partida hasta unidades más pequeñas que son luego 

convertidas en AgNP en tanto que el bottom up es un método constructivo a partir 

de átomos o moléculas hasta formar las AgNP (Hasan et al., 2022; Magdy et al., 

2024). Además, la síntesis de AgNP se clasifica como síntesis física, química o 

biológica. Los métodos de síntesis física se categorizan como top down y 

generalmente involucran una descomposición y molienda del material original 

para obtener las AgNP. Si bien generalmente no hay contaminación de solventes, 

la síntesis física de AgNP tiene algunas desventajas como el elevado consumo 

energético (Nie et al., 2023). Los métodos bottom up incluyen a la síntesis química 

y la síntesis biológica. La síntesis química es uno de los métodos más utilizados 

en la síntesis de AgNP. Requiere un agente reductor que transforme Ag+ en Ag0, 

formando así el núcleo de la nanopartícula (Nie et al., 2023) y un estabilizante 

que garantice la estabilidad de las mismas. Algunos ejemplos de agentes 

reductores son el citrato, el ascorbato o el borohidruro de sodio (Banne et al., 

2017; Hasan et al., 2022). Este método de síntesis tiene como ventajas el control 

del tamaño y la gran cantidad de producción de las AgNP, sin embargo, puede 

tener algunas desventajas como el uso de solventes tóxicos (Nie et al., 2023). 

 

Figura 1.3. Mecanismos de síntesis de AgNP. En los métodos bottom up se parte de 

átomos o moléculas para dar lugar a las nanopartículas mientras que en los métodos top 

down se parte de un material de mayor tamaño y se lo reduce hasta alcanzar el tamaño 

nanométrico. 
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Como se mencionó previamente, dada la destacada utilidad de las AgNP, sus 

procesos de síntesis han suscitado considerable interés. En sintonía con la 

corriente actual de reducir el impacto ambiental y preservar la salud humana, la 

selección cuidadosa del método de síntesis se vuelve extremadamente relevante 

(Vishwanath and Negi, 2021). Por tal razón, la síntesis biológica ha ganado 

considerable interés (Nie et al., 2023). Este tipo de síntesis presenta múltiples 

beneficios, incluyendo un alto rendimiento, estabilidad, forma definida y tamaño 

uniforme de las nanopartículas (Vishwanath and Negi, 2021). Para la síntesis 

biológica de AgNP (bio-AgNP) se emplean diversos organismos, como 

microorganismos y plantas.  

La cantidad de reactivos empleados en la obtención de bio-AgNP es reducida, ya 

que los extractos vegetales o microbianos desempeñan roles duales como agentes 

reductores y estabilizantes. Aunque tanto la síntesis por medio de plantas como 

de microorganismos puede evocar métodos de síntesis química, es importante 

destacar que los reactivos utilizados en la síntesis biológica no son tóxicos y 

tampoco se generan subproductos tóxicos (Vishwanath and Negi, 2021). 

En la síntesis por plantas se utiliza generalmente una solución acuosa de nitrato 

de plata y la reducción ocurre facilitada por las biomoléculas presentes en el 

extracto de la planta (Vishwanath and Negi, 2021). Los extractos de las plantas 

contienen una gran diversidad de compuestos tales como proteínas, flavonoides, 

alcaloides, antioxidantes, ácidos orgánicos, entre otros. Estos metabolitos son los 

responsables de la reducción de Ag+ para formar las bio-AgNP (Mustapha et al., 

2022; Nadaf et al., 2022). Algunos ejemplos recientemente reportados de plantas 

utilizadas para obtener bio-AgNP son Salvia fruticosa (Ghaith et al., 2020), 

Juniperus procera  (Khan et al., 2022) o Camellia sinensis (Khalid Mohamed et al., 

2021). 

La obtención de nanopartículas de plata biogénicas (bio-AgNP) mediante 

microorganismos se lleva a cabo principalmente a través de bacterias y hongos, 

facilitada por las enzimas responsables de los mecanismos de defensa de estos 

microorganismos que reducen los iones de plata (Ag+) a plata elemental (Ag0) 

para eliminar los iones de plata, altamente tóxicos para ellos (Vishwanath and 
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Negi, 2021). La síntesis de bio-AgNP por microorganismos puede ocurrir de 

manera intracelular o extracelular. En la síntesis intracelular, los iones de plata se 

acumulan dentro de la célula, induciendo su nucleación. Por otro lado, en la 

síntesis extracelular, se obtiene material excretado por los microorganismos que 

contiene agentes reductores. Este material se separa de la biomasa mediante 

filtración y se utiliza para la síntesis. La síntesis extracelular presenta la ventaja 

de que las bio-AgNP pueden obtenerse y purificarse fácilmente (Vishwanath and 

Negi, 2021; Nie et al., 2023). En cuanto a la síntesis por hongos, se destacan 

diversas ventajas, como el rendimiento gracias a la abundancia de enzimas, 

proteínas y otros compuestos excretados al medio extracelular. En la Tabla 1.1 se 

presentan, a modo de ejemplo, algunos microorganismos que se han utilizado en 

la síntesis de bio-AgNP. 
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Tabla 1.1. Ejemplos de algunos de los microorganismos que se encuentran en 

bibliografía, utilizados para la síntesis extracelular de bio-AgNP. 

Microorganismo Tamaño (nm) Aplicación Referencia 

Bacterias 

Oscillatoria limnetica 40 
Antimicrobiano 

Anticancerígno 

Hamouda et al., 

2019 

Streptomyces sp. 35-60 Antimicrobiano 
Adiguzel et al., 

2018 

Staphylococcus aureus 

Acinetobacter baumanii 

Escherichia coli 

11.14 (6.59) 

12.22 (2.45) 

12.87 (2.95) 

Antimicrobiano 

 
Peiris et al., 2018 

Pseudomonas aeruginosa 
30-40 

 
Antimicrobiano 

Quinteros et al., 

2016 

Rhodococcus sp. 5-50 Antimicrobiano Otari et al., 2015 

Lactobacillus spp. 41 y 39 Antimicrobiano 
Chaudhari et al., 

2012 

Bacillus sp. 9-32 Antimicrobiano 
Jaidev and 

Narasimha, 2010 

Hongos 

Trichoderma harzianum 8 (2) Antimicrobiano 
Sanguiñedo et 

al., 2023 

Aspergillus niger 21.38 
Antimicrobiano 

Anticancerígeno 

Lan Chi et al., 

2022 

Punctularia atropurpurascens 

Penicillium expansum 

Phanerochaete chrysosporium 

Grifola frondosa 

Botrytis cinerea 

Rhizopus stolonifer 

Gymnopilus spectabilis 

14 (4) 

38 (12) 

11 (2) 

Antimicrobiano 

Sanguiñedo et 

al., 2018 
27 (5) 

34 (6) 

40 (7) 

49 (6) 

N/D 

Pleurotus ostreatus 40 Antimicrobiano 
Al-Bahrani et al., 

2017 

Fusarium oxysporium 20-50 N/D 
(Durán et al., 

2005) 
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Si bien los mecanismos de síntesis no han sido del todo elucidados se sabe que 

las enzimas presentes en el medio extracelular del hongo reducen los iones Ag+ 

a Ag0 formando el núcleo en una escala nanométrica (Guilger-Casagrande and 

Lima, 2019). De entre las enzimas y moléculas involucradas en este proceso, se 

consideran a las enzimas nitrato reductasas dependientes de NADH/NADPH 

como las más importantes (Nie et al., 2023). En uno de los primeros estudios sobre 

los mecanismos de síntesis extracelular por hongos se evaluó la actividad de la 

enzima nitrato reductasa y la producción de quinonas en Fusarium oxysporum, un 

hongo capaz de sintetizar bio-AgNP (Durán et al., 2005). Según los resultados se 

propuso la conjugación de la antraquinona como un transportador de electrones 

para reducir Ag+ a Ag0 con la actividad de la enzima nitrato reductasa 

dependiente de NADPH como un posible mecanismo de síntesis.  

Tal como se mencionó, la síntesis de bio-AgNP por hongos es una técnica simple. 

A pesar de esto, existen una serie de parámetros que pueden afectar el producto 

de síntesis de distintas formas, tanto a nivel del rendimiento como del tamaño, 

forma y estabilidad de las bio-AgNP. En la Tabla 1.2 se muestran algunos 

ejemplos de condiciones evaluadas para diferentes síntesis de bio-AgNP por 

hongos y la forma de medir la respuesta. Algunos de estos parámetros son la 

agitación, la temperatura, la luz, la biomasa, el tiempo de síntesis, el pH de la 

solución y la concentración del metal precursor (Barabadi et al., 2019; Guilger-

Casagrande and Lima, 2019). Por ejemplo, la temperatura del proceso de síntesis 

puede afectar la forma, el tamaño y la monodispersidad de las bio-AgNP, en 

tanto que la agitación puede afectar el tamaño y la monodispersidad (Beltrán 

Pineda et al., 2022). La evaluación de estas condiciones es crucial para seleccionar 

un método de síntesis reproducible y lograr una buena dispersidad y estabilidad 

de las bio-AgNP sintetizadas.  
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Tabla 1.2. Algunos ejemplos de condiciones evaluadas en la biosíntesis de bio-AgNP por 

diferentes hongos y la forma de medir la respuesta. 

Microorganismo Condiciones Respuesta Referencia 

Penicillium 

oxalicum 

pH, temperatura, [AgNO3], 

biomasa 

RPS en el espectro UV-

visible 

Rose et al., 

2019 

Aspergillus 

fumigatus 

pH, temperatura, [AgNO3], 

[NaCl], biomasa, tiempo de 

incubación 

Tamaño de la 

nanopartícula 

Shahzad et al., 

2019 

Rhizopus stolonifer Temperatura, [AgNO3] 
Tamaño de la 

nanopartícula 

AbdelRahim 

et al., 2017 

Aspergillus oryzae pH, temperatura, [AgNO3] 

RPS en el espectro UV-

visible, tamaño de la 

nanopartícula 

Phanjom et al., 

2017 

Arthroderma fulvum 
pH, [AgNO3], temperatura, 

tiempo de incubación 

RPS en el espectro UV-

visible 

Xue et al., 

2016 

Fusarium 

oxysporum 

pH, temperatura, medio de 

cultivo, intensidad de la luz, 

biomasa, [AgNO3], volumen 

filtrado 

RPS en el espectro UV-

visible, cuantificación 

de proteínas 

Birla et al., 

2013 

Una guerra que no acaba: las enfermedades infecciosas. 

El ser humano ha convivido con las enfermedades infecciosas desde el inicio de 

su historia. El descubrimiento de la penicilina en 1928 por el Dr. Alexander 

Flemming fue sin duda un hito que marcó el rumbo de la historia. Sin embargo, 

el uso indiscriminado e incorrecto de los agentes antimicrobianos, además de la 

propia naturaleza de los microorganismos han fomentado la aparición de la 

resistencia contra estos agentes. 

Algunos microorganismos de gran relevancia a nivel de la salud son los que 

constituyen el grupo ESKAPE formado por Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y 

Enterobacter spp. Estos microorganismos presentan una gran capacidad de 

“escapar” de la acción de los antibióticos debido a sus diversos mecanismos de 

resistencia tales como cambios de permeabilidad, modificación de los sitios de 

acción de los fármacos o la inactivación del fármaco, entre otros (Jadimurthy et 
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al., 2022). Todos los patógenos del grupo ESKAPE entran en las categorías de 

prioridad crítica y alta de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para el 

desarrollo de nuevos fármacos antimicrobianos (WHO, 2017). Estas bacterias no 

son las únicas de preocupación para salud. En los últimos tiempos, las infecciones 

por Escherichia coli han ido en aumento, tanto a nivel de la salud humana como 

animal (Buranasinsup et al., 2023; Ling et al., 2024). 

Por otro lado, las infecciones fúngicas representan un preocupante desafío para 

la salud a nivel global. Más de 300 millones de personas sufren de enfermedades 

fúngicas graves, y anualmente, más de 2 millones de vidas se pierden debido a 

micosis, situándola como una de las principales causas de mortalidad en todo el 

mundo. Este problema se ve agravado por el aumento de hongos patógenos 

emergentes, así como por la resistencia en aumento a los escasos medicamentos 

antifúngicos disponibles, lo que merma significativamente la eficacia de los 

tratamientos (Mussin and Giusiano, 2022). En el año 2022, la OMS emitió una 

lista de los patógenos fúngicos prioritarios para investigación y desarrollo en 

salud pública (WHO, 2022b). La lista se divide en los grupos de crítica, alta y 

moderada prioridad e incluye tanto levaduras como hongos filamentosos. 

Sin lugar a dudas la resistencia antimicrobiana (RAM) es una de las principales 

amenazas globales para la salud pública. Se estima que la RAM bacteriana fue 

directamente responsable de 1.27 millones de muertes en todo el mundo en 2019 

y contribuyó indirectamente en 4.95 millones de muertes (WHO, 2023). 

Las enfermedades infecciosas también son importantes en el sector agrícola, 

dónde las enfermedades que afectan las etapas pre y post cosecha causan 

pérdidas enormes en cuanto a la producción total de los cultivos (Gautam et al., 

2020). Los principales factores para el surgimiento de las enfermedades en el área 

agrícola son la aparición de nuevos patógenos, cepas más virulentas y el uso 

indiscriminado de pesticidas y antimicrobianos que favorece la selección de 

cepas resistentes, entre otros (Mwangi et al., 2023). 

Se estima que la pérdida de alimentos está dentro del 20-30% para los cultivos de 

trigo, arroz, maíz, papa y soja en el mundo y en términos económicos, las 

enfermedades en los cultivos causan una pérdida global anual de 220 billones de 
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dólares (Savary et al., 2019). Las enfermedades en el área agrícola, por tanto, 

generan una gran inestabilidad de la industria alimentaria además de ser una de 

las principales causas de la hambruna mundial por lo que la búsqueda de 

estrategias para combatir a los fitopatógenos se vuelve apremiante. 

En el año 2015, la red “Triple alianza” unió los esfuerzos de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), la Organización Mundial por la Salud Animal 

(OMSA) y La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura (FAO) para crear un Plan de Acción Global (GAP) para trabajar sobre 

la resistencia antimicrobiana (WHO, 2015). Recientemente, el “Plan de Una 

Salud” (2022-2026) fue implementado para trabajar en conjunto por la salud de 

humanos, animales, plantas y del ambiente (WHO, 2022a).  

La resistencia a los antimicrobianos amenaza con enviarnos a un momento de la 

historia en que no pudimos tratar fácilmente infecciones tales como la polio, la 

viruela o la neumonía por lo que la búsqueda de nuevos antimicrobianos se 

vuelve muy necesaria. 

Biofilm: la unión hace a la fuerza. 

La primera persona en observar biofilms fue Anton van Leeuwnhoek en el año 

1708, cuando observó una muestra de su propia boca. Sin embargo, la primera 

publicación referida a los biofilms fue en 1975 y hubo que esperar hasta 1996 para 

que surgieran nuevas investigaciones. Desde entonces, el estudio de los biofilms 

ha crecido de manera exponencial debido a la importancia que tienen en la salud 

(Høiby, 2017). Se estima que aproximadamente un 70% de las infecciones 

bacterianas están asociadas a la formación de biofilms (Jamal et al., 2018; Sharma 

et al., 2023) y pueden formarse tanto en tejidos como en dispositivos médicos 

induciendo infecciones crónicas.  

Los biofilms son grupos de microorganismos (muchas veces formados por más 

de una especie) que pueden o no estar adheridos a una superficie y que se 

encuentran inmersos en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares 

(EPS) producida por ellos mismos (Sahoo et al., 2021). Su formación involucra 

tres etapas principales (Sauer et al., 2022): 
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i. Agregación y adherencia: las células se agregan entre sí o se adhieren a 

superficies que pueden ser bióticas o abióticas (Figura 1.4a). 

ii. Crecimiento y maduración: las colonias microbianas agregadas y adheridas 

se expanden mediante el crecimiento y la incorporación de células cercanas 

(Figura 1.4b).  

iii. Desagregación y desprendimiento: las células pueden abandonar el biofilm 

como agregados o como células individuales (Figura 1.4c). 

 

 

Figura 1.4. Etapas en la formación de un biofilm. a) Agregación y adherencia, b) 

Maduración, c) Desagregación y desprendimiento. Imagen adaptada de Sauer et al., 

2022. 

 

Gracias a la matriz de EPS que actúa como una barrera física dificultando la 

penetración y la difusión de los antibióticos, la concentración del fármaco que 

reciben las células microbianas en los biofilms es insuficiente para su eliminación, 

lo que ha llevado a aumentar las dosis utilizadas (Iemyte et al., 2023). 

La matriz de EPS puede variar en sus propiedades físicas y químicas, pero 

mayormente están compuestas por agua y también por sustancias como 

proteínas, polisacáridos, lípidos y ADN extracelular (eADN) (Vestby et al., 2020; 

a

b

c
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Kim and Chin, 2023). En los biofilms los polisacáridos se entrelazan para formar 

una estructura densa que forma la matriz en tanto que los grupos hidroxilo de 

estos polisacáridos aumentan la resistencia mecánica (Sharma et al., 2023). Las 

EPS tienen la capacidad de asociarse con iones metálicos y otras macromoléculas 

como proteínas, ADN o lípidos (Sahoo et al., 2021; Sharma et al., 2023). Por 

ejemplo, en las bacterias Gram negativas, la presencia de ácidos como el D-

glucurónico, D-galacturónico y manurónico, les confiere su propiedad aniónica, 

una característica crucial ya que facilita la unión con cationes bivalentes como el 

calcio y el magnesio, proporcionando una mayor cohesión en los biofilms ya 

desarrollados (Sharma et al., 2023). Algunas de las bacterias más comúnmente 

asociadas a biofilms son Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. 

Por otro lado, entre los hongos formadores de biofilms se encuentran las 

levaduras Candida spp. Entre ellas, C. albicans ha sido la más estudiada. Se sabe 

que forma biofilms compuestos por múltiples tipos de células: redondas, ovales 

con pseudohifas y alargadas, todas inmersas en la matriz de EPS (Gulati and 

Nobile, 2016). Para el desarrollo del biofilm de C. albicans es fundamental la 

proliferación de las hifas y, por tanto, las proteínas involucradas en su 

crecimiento son necesarias para una formación adecuada del biofilm. Las hifas 

dan estabilidad estructural y un soporte para los otros tipos de células (Gulati 

and Nobile, 2016; de Souza et al., 2023). Algunos estudios han caracterizado la 

composición de los biofilms de C. albicans encontrando que está principalmente 

formada por glicoproteínas, polisacáridos (como glucosa, manosa, manano-

glucanos con enlaces β-1,6-glucano, etc.), carbohidratos, lípidos y ácidos 

nucleicos (Zarnowski et al., 2014). 

Tanto en bacterias como en levaduras, el eADN de la matriz de EPS cumple un 

rol fundamental al ser uno de los principales componentes en brindar estabilidad 

al biofilm (Tashi et al., 2016; Atriwal et al., 2021). 

Otras moléculas importantes son las involucradas en el quorum sensing (QS), un 

mecanismo de comunicación célula a célula que desempeña un rol fundamental 

en la formación de los biofilms (Atriwal et al., 2021). En los sistemas QS se 
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generan internamente unas moléculas señalizadoras gracias a las cuales se 

coordina la expresión génica en respuesta a la densidad poblacional. Por ejemplo, 

la piocianina es una molécula de QS en los biofilms de P. aeruginosa (Bodelón et 

al., 2016) en tanto que en los bioflms de C. albicans se ha estudiado el farnesol 

como una de las moléculas involucradas en el QS (Kovács and Majoros, 2020). 

Cuando un microorganismo vive como parte de un biofilm muestra 

características distintas a su contraparte planctónica, como la cooperación 

colectiva, una mayor supervivencia a condiciones de estrés ambiental, resistencia 

a antibióticos, evasión de la respuesta inmune del huésped y la alta tasa de 

intercambio genético gracias a los canales que presenta la estructura (Paraje, 

2011b; Raffaelli et al., 2022). Sumado a esto, la tolerancia de la población de 

crecimiento lento y la presencia de células persistentes también contribuyen a 

facilitar el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos en los biofilms 

(Sharma et al., 2023). 

Los biofilms son, por tanto, un grave problema para la salud al generar 

infecciones crónicas y persistentes (Nadar et al., 2022; Sharma et al., 2023) y la 

búsqueda de nuevos antimicrobianos que puedan combatir estas estructuras se 

ha vuelto un objetivo crucial.  

Actividad antimicrobiana de las AgNP. 

Las bio-AgNP han tomado protagonismo en los últimos años debido a su 

diversidad de aplicaciones, fundamentalmente por su capacidad antimicrobiana. 

En la actualidad existen diversos productos que contienen plata coloidal en sus 

formulaciones (Tabla 1.3). 

Las propiedades antimicrobianas de la plata se conocen desde la antigüedad. 

Aristóteles, maestro de Alejandro Magno (335 a.C.), curaba a los soldados con las 

“flores de plata” que él mismo fabricaba. Alejandro Magno también sabía que, si 

almacenaba el agua en recipientes de plata, el líquido se conservaba mejor. Las 

antiguas culturas del Mediterráneo y Asia introducían láminas de plata en las 

heridas para prevenir enfermedades y los romanos incluyeron la plata en su libro 

oficial de medicamentos (Barillo and Marx, 2014). En la actualidad la plata sigue 
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utilizándose, por ejemplo, bajo la forma de sulfadiazina de plata para evitar 

infecciones en heridas producidas por quemaduras (Vademecum, 2020). 

 

Tabla 1.3: productos comerciales que contienen plata coloidal 

Producto Aplicación Referencia 

MicrosilverBGTM 
Cuidado de la piel, 

cuidado bucal 
BioGate 

PrataSilver Desodorante orgánico Aure 

Atom Protect N95 PLUS 

(FFP2) 

Barbijos antibacterianos y 

antivirales 
CONICET, 2021 

Textiles Antivirales Nanox, 2023 

Cursotrat Antimicrobiano Ucbvet 

Bioni Hygienic pro Pintura antimicrobiana BIONI 

VIDAKÉ Pintura antimicrobiana AIKE 

OTOPIC Solución veterinaria ótica Inovet 

MesoSilver Suplemento Mesosilver 

Nivea Silver Protect Desodorante NIVEA 

 

En este contexto, las AgNP ofrecen una buena alternativa para el tratamiento de 

las enfermedades infecciosas. Diversos estudios han demostrado que las AgNP 

son efectivas frente a microorganismos resistentes a antibióticos, a una amplia 

variedad de hongos, tales como Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus 

fumigatus y Aspergillus flavus, así como frente a varios tipos de virus como el virus 

de la hepatitis B (HPV), Herpes simplex, virus sincicial respiratorio, virus de la 

viruela símica (MPXV) Adenovirus y Coxsackie B virus (Das et al., 2020; Magdy et 

al., 2024). En un estudio realizado con bio-AgNP sintetizadas a partir de 

Streptomyces sp. se comprobó la efectividad frente a E. coli y S. aureus (Samuel et 

al., 2023). En otro trabajo utilizando bio-AgNP a partir de plantas se demostró el 

potencial antimicrobiano frente a distintas bacterias y levaduras de relevancia 

clínica (Periyasami et al., 2022). 

En el área agrícola, recientemente se ha reportado actividad de las bio-AgNP 

frente a microorganismos fitopatógenos de manzanas y mandarinas (Aldayel et 
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al., 2023). En Uruguay, un estudio reciente realizado en nuestro grupo de 

investigación demostró la capacidad antifúngica de bio-AgNP sintetizadas por el 

hongo Trichoderma harzianum frente a los fitopatógenos de trigo Fusarium 

graminearum, y de arroz Pyricularia oryzae, Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium 

oryzae (Sanguiñedo et al., 2023).  

Las AgNP han demostrado también tener un gran potencial contra los biofilms, 

por ejemplo, para inhibir tanto la formación del biofilm como la producción de 

la matriz de EPS por K. pneumoniae multirresistente (Siddique et al., 2020), frente 

a biofilms de P. aeruginosa, E. coli y S. aureus (Mohanta et al., 2020), A. baumanii 

(Hetta et al., 2021) así como para evitar la formación de biofilms de E. faecalis en 

tubos de catéter urinario (Swidan et al., 2022).  En un estudio realizado por Anju 

y Sarada (2022)  se demostró la capacidad de bio-AgNP para interferir con la 

señalización de QS en biofilms de Chromobacterium violaceum. 

Mecanismos de acción antimicrobiano de las AgNP. 

Los mecanismos de acción antimicrobianos de las AgNP están siendo muy 

estudiados y se han logrado grandes avances. Son muchos los factores que 

contribuyen a la actividad antimicrobiana de las AgNP. Entre ellas está su 

pequeño tamaño y la gran área superficial que al entrar en contacto con la célula 

genera interacciones electrostáticas o hidrofóbicas (Wahab et al., 2023).  

Algunos de los mecanismos propuestos y estudiados en cuanto a la acción 

antibacteriana de las AgNP son la generación de estrés oxidativo, la inhibición 

enzimática, la degradación proteica y los cambios en la expresión génica (Javed 

et al., 2021; Wahab et al., 2023).  

Se ha propuesto que las AgNP son más eficientes contra bacterias Gram 

negativas que Gram positivas. Esto se explica por la estructura de la célula 

bacteriana (Figura 1.5). Mientras que las bacterias Gram positivas tienen una 

gruesa capa de peptidoglicano que reduce la posibilidad de penetración de las 

AgNP al interior celular, las bacterias Gram negativas tienen una capa de 

peptidoglicano delgada, una membrana externa con lipopolisacárido que facilita 

las interacciones electrostáticas con AgNP positivamente cargadas y porinas que 
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permiten el transporte no específico de moléculas hidrofílicas (Modi et al., 2023; 

More et al., 2023).  

Según la literatura, las AgNP cargadas positivamente mejoran muy eficazmente 

la actividad antimicrobiana de las mismas al permitir una interacción 

electrostática más eficiente con las cargas negativas de la superficie celular 

(Abbaszadegan et al., 2015; Salvioni et al., 2017). Sin embargo, las AgNP cargadas 

negativamente significan una ventaja importante en términos de seguridad en 

células y tejidos de mamíferos (Salvioni et al., 2017) . 

 

 

Figura 1.5. Esquema de la estructura de bacterias Gram negativas (a) y positivas (b). 

 

Un probable mecanismo de acción de las AgNP es la obstaculización de la 

generación de energía (ATP) debido a la interacción con la cadena de transporte 

de electrones, inhibiendo enzimas con la consecuente generación de especies 

reactivas del oxígeno (ERO) que interactúan con otros componentes 

intracelulares (Pareek et al., 2018). 

Uno de los mecanismos sugeridos en la interacción con las células es que las 

AgNP actúan como un reservorio local de plata, liberando una concentración lo 

suficientemente alta de iones Ag+ (Pareek et al., 2018; Ferreyra Maillard et al., 

2019; More et al., 2023). Estos iones se adhieren a la pared y membrana celulares, 

facilitado por la interacción con el azufre de las proteínas. La plata tiene carga 

positiva y tiende a reaccionar con los grupos funcionales de las biomoléculas 

cargadas negativamente, como el fósforo y el azufre, que son los principales 
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componentes de la membrana celular, proteínas y bases del ADN (More et al., 

2023; Wahab et al., 2023).  

La investigación reciente ha demostrado que la liberación de iones Ag+ es más 

retardada cuando las AgNP tienen una cubierta estabilizante. De este modo los 

iones Ag+ se liberan lo suficientemente rápido como para eliminar bacterias, pero 

lo suficientemente lento como para superar el problema de toxicidad, 

principalmente en células mamíferas (Ferreyra Maillard et al., 2019; More et al., 

2023). 

La adherencia de las AgNP a las células podría ser una explicación a la capacidad 

de inhibir la formación de biofilms, ya que la adherencia de las células a una 

superficie o entre sí es la etapa inicial de este proceso (Sauer et al., 2022).  

De entre todos los mecanismos, la generación de estrés oxidativo por ERO es uno 

de los principales mecanismos que contribuyen a la actividad antibacteriana de 

las AgNP. En los microorganismos, la generación de ERO se da principalmente 

mediante respiración aerobia. Los subproductos de la reducción del O2, como lo 

son el radical anión superóxido (O2-˙), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

radical hidroxilo (HO˙), se generan continuamente en las células de crecimiento 

aerobio. Los niveles de estos radicales están balanceados por los mecanismos 

antioxidantes de la maquinaria celular (Quinteros, 2017). Sin embargo, ante un 

exceso de ERO se produce la oxidación de biomoléculas incluyendo proteínas, 

lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos (Quinteros et al., 2016; Javed et al., 2021; 

Wahab et al., 2023). Determinar la oxidación de estas moléculas es una estrategia 

utilizada por algunos autores para comprobar si el estrés oxidativo es 

responsable de la actividad antimicrobiana de las AgNP (Quinteros et al., 2016). 

En un trabajo realizado por Kędziora et al (2021) se estudió el modo de acción 

antimicrobiano de los iones plata (Ag+) y dos nanoformulaciones diferentes 

frente a cepas de E. coli sensibles y resistentes a Ag+. Según los resultados, las 

proteínas de membrana externa de las bacterias Gram negativas son las 

responsables de la captación de los iones Ag+ y de las nanoformulaciones. Las 

cepas resistentes a los iones plata continuaron siendo altamente sensibles a las 

nanoformulaciones, sugiriendo que el modo de acción entre los iones plata y las 
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nanoformulaciones es diferente. Estudiaron también la generación de ERO 

encontrando que las cepas resistentes a la plata producían niveles más bajos que 

las sensibles, pero, en general, los iones Ag+ producían más ERO que las 

nanoformulaciones lo que los lleva a especular que existe otro modo de acción 

para las nanoformulaciones independiente de únicamente la generación de ERO. 

Los mecanismos de acción para diferentes AgNP han sido estudiados frente a 

diversos microorganismos, tales como P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Klebsiella sp. 

y Bacillus sp., siendo los mecanismos propuestos distintos según los resultados 

obtenidos por cada autor (Salleh et al., 2020). En la Figura 1.6 se representan los 

diferentes mecanismos de acción propuestos y estudiados por distintos autores 

para la actividad antibacteriana de las AgNP. 

Es importante destacar que el papel antimicrobiano de las AgNP viene en gran 

medida dado por su naturaleza nanométrica. Un estudio realizado con distintos 

tamaños de nanopartículas esféricas de sílice químicamente inertes unidas 

covalentemente a polímeros hidrofílicos no bactericidas mostró que las 

nanopartículas tenían actividad antimicrobiana incluso frente a cepas clínicas 

multirresistentes y que ese poder antimicrobiano aumentaba conforme 

disminuía el tamaño de las nanopartículas (Jiang et al., 2022). En el estudio se 

comprobó además que, a tamaños menores de 50 nm, las nanopartículas 

producían poros en la membrana. 
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Figura 1.6. Esquema de una célula bacteriana y los posibles mecanismos de acción 

antibacterianos de las AgNP propuestos por diversos autores. 

 

En cuanto a la actividad antifúngica, el mecanismo de acción se atribuye a la 

unión de las AgNP a la superficie celular lo que conduce a una liberación de iones 

Ag+ que ingresan a la célula por un transportador de cobre de alta afinidad 

(importador de Ag+) y provocan la generación de estrés oxidativo con el 

consecuente daño a nivel de biomoléculas (Mussin and Giusiano, 2022).  

Los distintos mecanismos de acción propuestos por diferentes autores ilustran la 

importancia de considerar que la actividad antimicrobiana y por tanto los 

mecanismos antimicrobianos dependen no solo del microorganismo sino 

también de cada AgNP por lo que ambas partes del sistema deben ser 

consideradas para el estudio de la acción antimicrobiana. 
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Antecedentes en Uruguay 

En Uruguay, la Nanotecnología ha experimentado un extenso desarrollo. 

Diversas investigaciones en este campo se han orientado hacia tecnologías para 

celdas solares fotovoltaicas con base en nanomateriales, el desarrollo de 

biomateriales para la reparación y regeneración tisular en la reposición de 

material esquelético o dérmico, el encapsulamiento de productos en ámbitos 

como la nutrición, cosmética o sanidad animal, y la integración de 

nanomateriales en matrices convencionales de materiales o productos, entre otras 

áreas de interés (Mombrú, 2013). Estos estudios, liderados por investigadores del 

Área Física de la Facultad de Química, han contribuido significativamente al 

avance de la nanotecnología en el país. 

En el Área de Microbiología de la Facultad de Química, nuestro grupo ha 

dedicado esfuerzos al desarrollo de estrategias nanotecnológicas para la 

purificación de proteínas microbianas (Albores et al., 2016). Además, se llevó a 

cabo un primer análisis de cepas de hongos aisladas de muestras locales, 

enfocado en su capacidad para sintetizar bio-AgNP. Los resultados obtenidos en 

esta evaluación demostraron que extractos extracelulares de ocho cepas fúngicas 

fueron competentes en la síntesis de nanopartículas de plata bajo las condiciones 

evaluadas (Sanguiñedo et al., 2018). 

La colaboración interdisciplinaria entre ambos grupos de la Facultad de Química 

fue consolidada en esta tesis, fusionando la nanotecnología y la microbiología. 

Esto se logró mediante la síntesis de nanopartículas de plata biogénicas a partir 

de hongos y el estudio de la actividad antimicrobiana, utilizando un enfoque 

multifacético con el objetivo de profundizar en el conocimiento de estas 

nanoestructuras y su aplicación antimicrobiana.
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HIPÓTESIS 

 

• Las nanopartículas de plata biogénicas sintetizadas por los hongos 

presentan baja polidispersidad y gran estabilidad coloidal. 

• Las nanopartículas de plata biogénicas tienen actividad antimicrobiana 

frente a bacterias, hongos y biofilms microbianos a muy bajas 

concentraciones sin mostrar citotoxicidad en líneas celulares humanas a 

dichas concentraciones. 

• Los mecanismos de acción antimicrobianos de las nanopartículas de plata 

biogénicas son muchos y muy complejos, siendo dependientes de las 

propiedades de las nanopartículas de plata biogénicas y de su interacción 

con cada tipo de microorganismo. 

OBJETIVOS DE LA TESIS 

Objetivos Generales: 

Esta tesis tiene como objetivo general la biosíntesis de nanopartículas de plata 

por hongos, su caracterización y la evaluación de su potencial uso como agentes 

antimicrobianos tanto en el área de la salud humana y animal como en el área 

agrícola. 

 

Objetivos específicos: 

• Evaluar la incidencia de las condiciones de reacción en la producción de 

nanopartículas de plata por filtrados extracelulares de dos hongos y 

caracterizar las nanopartículas biosintetizadas. 

• Evaluar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de estas nanopartículas 

frente a microorganismos patógenos humanos, animal y fitopatógenos.  

• Avanzar en el estudio de mecanismos de acción de las nanopartículas de plata 

evaluando la interacción microorganismo-nanopartícula de plata. 

• Estudiar la toxicidad de las nanopartículas de plata en una línea celular 

humana. 
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INTRODUCCIÓN 

La síntesis biológica de nanopartículas de plata, también conocida como síntesis 

verde, presenta ventajas significativas sobre los métodos físicos y químicos. 

Además de ofrecer beneficios ecológicos y económicos, como el uso de reactivos 

no tóxicos, la reducción en la generación de residuos y la eficiencia energética, 

esta metodología permite la obtención de AgNP más estables durante períodos 

de tiempo prolongados (Al-khattaf, 2021). Entre los microorganismos utilizados 

en la producción de bio-AgNP, los hongos destacan por su alta capacidad de 

producción proteica y la habilidad para obtener nanopartículas con morfologías 

y tamaños controlados (Alghuthaymi et al., 2015; Khan et al., 2017; Al-khattaf, 

2021; Beltr n Pineda et al., 2022; Šebesta et al., 2022;  ur n et al., 2023). Tal como 

se explicó en el Capítulo I, la síntesis de bio-AgNP puede realizarse de forma 

intracelular y extracelular. Los mecanismos de síntesis no son completamente 

conocidos. Uno de los mecanismos de síntesis es la separación de los 

microorganismos del medio extracelular luego de que estos liberen grandes 

cantidades de una enzima reductasa que reduce los iones plata (Ag+) a plata 

elemental (Ag0) formando las correspondientes bio-AgNP (Verma and Kumar, 

2022). Al mismo tiempo que actúan como agentes reductores, las proteínas 

presentes en el medio pueden desempeñar un papel como estabilizantes de las 

bio-AgNP (Nie et al., 2023). 

Previamente, nuestro grupo de investigación llevó a cabo un relevamiento 

utilizando diversos hongos filamentosos aislados del territorio uruguayo y 

depositados en la colección del Área de Microbiología de la Facultad de Química 

(UdelaR), para determinar su capacidad de sintetizar bio-AgNP (Sanguiñedo et 

al., 2018). Basándonos en la mayor producción de bio-AgNP estables obtenidas 

en el relevamiento, para este trabajo de tesis se seleccionaron Penicillium 

expansum y Phanerochaete chrysosporium, incluidos en el trabajo mencionado. Si 

bien existen reportes previos de la biosíntesis de bio-AgNP con estos hongos, las 

condiciones de cultivo y la metodología de síntesis difiere, así como el enfoque 

utilizado. 
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Para lograr una síntesis rápida, estable y de alta producción de bio-AgNP, es 

crucial considerar la influencia de varios factores clave, como el tiempo de 

incubación, la temperatura, el pH, la agitación y la concentración del agente 

precursor. Investigaciones recientes (Al-khattaf, 2021; Huq et al., 2022; Šebesta et 

al., 2022) han demostrado que la variación de estos parámetros puede no sólo 

afectar la producción, sino también la forma y tamaño de las bio-AgNP.   

Por ejemplo, la temperatura de síntesis tiene efectos en el tamaño y en la 

estabilidad de las AgNP. Según se reporta en la literatura, el tamaño de las 

nanopartículas puede disminuir conforme se incrementa la temperatura de 

reacción ( iu et al., 2014; Šebesta et al., 2022). El pH también es un factor muy 

importante en la forma, el tamaño y la estabilidad de las AgNP (Al-khattaf, 2021). 

Diversos estudios sugieren que la estabilidad de las AgNP en medios básicos es 

mejor que en medios ácidos, pero si el pH es muy alto se ha visto que se generan 

aglomerados de las nanopartículas (Almatroudi, 2020).  

Las distintas características fisicoquímicas de las AgNP son un factor clave en sus 

propiedades por lo que tienen implicaciones directas en las aplicaciones (Sharma, 

2022). Es por tanto fundamental realizar una caracterización completa 

empleando técnicas complementarias.  

La espectroscopía UV-visible es la técnica de elección para la caracterización 

inicial de las AgNP ya que es la manera más sencilla de confirmar la formación 

de las mismas y demostrar su estabilidad (Magdy et al., 2024). 

El tamaño de las AgNP es una propiedad muy importante. Diversos estudios 

demuestran que cuanto más pequeña es la dimensión de la AgNP, mayor será su 

poder de penetración en la célula. Se sugiere que las AgNP con un tamaño 

inferior a 10 nm pueden ingresar con facilidad a la célula bacteriana, provocando 

eventualmente la lisis celular (Verma and Kumar, 2022; More et al., 2023). 

Además, mientras más pequeña sea la AgNP, mayor será su área superficial con 

lo que tendrá una mayor interacción con otros sistemas (Nie et al., 2023). 

Para determinar el tamaño de las AgNP se utilizan técnicas tales como la 

microscopía electrónica de transmisión (TEM), la dispersión dinámica de la luz 

(DLS) o la difracción de rayos X a bajo ángulo (SAXS), entre otras. TEM utiliza 
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un haz de electrones que atraviesa la muestra (que debe estar en vacío) y se 

proyecta una imagen que es el resultado de la dispersión de los electrones por la 

muestra vs aquellos que no son dispersados. Proporciona información sobre el 

tamaño, su distribución y la forma de las AgNP (Sharma, 2022). SAXS se utiliza 

para obtener datos sobre la forma y el tamaño de las AgNP. Esta técnica implica 

la dispersión elástica de rayos X de un haz monocromático a través de una 

muestra y se determina la intensidad del haz dispersado en función del ángulo 

de dispersión (Li et al., 2016). Tiene como ventaja frente a otras técnicas de 

caracterización, como TEM, que proporciona datos sobre toda el área de la 

muestra (Li et al., 2016). 

Otra de las técnicas utilizadas para determinar el tamaño y la distribución de 

tamaños es la Dispersión Dinámica de la Luz (DLS). Esta técnica se caracteriza 

por realizar la caracterización de la muestra en solución utilizando una fuente de 

luz monocromática (Magdy et al., 2024). 

Mediante el Potencial Z se puede determinar la carga superficial, lo cual da 

indicios muy importantes sobre la estabilidad de las AgNP (Nie et al., 2023). El 

pH es un factor clave en la carga superficial y la estabilidad de las AgNP. Cuando 

cambia el pH, la cantidad de grupos básicos o ácidos de la superficie de las AgNP 

cambia, provocando un cambio en la carga superficial de la partícula. Cuando las 

cargas son cercanas a la neutralidad, la repulsión es baja por lo que las AgNP se 

aglomeran. Cuando la carga superficial es alta (en valor absoluto positivo o 

negativo), la repulsión es elevada y por lo tanto la suspensión de AgNP es estable 

(Nie et al., 2023).  

La espectroscopía Raman es una técnica de espectroscopía vibracional utilizada 

para la caracterización de sólidos, líquidos y gases. A diferencia de otras técnicas 

de espectroscopía vibracional, no requiere una preparación elaborada de la 

muestra (Israelsen et al., 2015). En la espectroscopía Raman se irradia la muestra 

con un haz de luz monocromático de frecuencia ν0. La mayor parte de la luz 

dispersada tendrá la misma frecuencia que la luz incidente. Esta dispersión, 

denominada dispersión Rayleigh, no aporta información relevante sobre la 

muestra. Una pequeña fracción de la luz dispersada tendrá una frecuencia 
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diferente resultado de la interacción inelástica de la radiación con la materia. Esta 

es la dispersión Raman. Las nuevas frecuencias proporcionan información muy 

valiosa sobre la composición molecular de la muestra (Oshima et al., 2023). 

La espectroscopía Raman es extraordinariamente útil en el estudio del 

recubrimiento de las nanopartículas de plata (AgNP). Gracias al fenómeno de la 

Dispersión Raman Intensificada en Superficie (SERS) inducida por la Resonancia 

de Plasmón de Superficie (RPS), se genera un estado de resonancia electrónica 

excitada en la superficie de las AgNP, incrementando tanto la dispersión de luz 

elástica (Rayleigh) como la dispersión de luz inelástica (Raman) en la muestra. 

Este fenómeno amplifica significativamente las señales Raman provenientes de 

moléculas cercanas a la superficie de las nanopartículas, lo que permite su 

aplicación incluso cuando las cantidades de muestra son muy reducidas 

(Agressott et al., 2020; Sowmya et al., 2023). El fenómeno de SERS proporciona 

un espectro único de las vibraciones moleculares, conocido como la huella digital 

Raman. Esta huella digital resulta fundamental para determinar la información 

estructural de la molécula y ofrece diferencias cualitativas entre muestras 

similares (Israelsen et al., 2015; Khristoforova et al., 2023).
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OBJETIVOS 

• Sintetizar nanopartículas de plata a partir del medio extracelular de los 

hongos Penicillium expansum y Phanerochaete chrysosoporium 

• Evaluar la incidencia de las condiciones de reacción, tiempo de incubación del 

micelio con el agua, la concentración del agente precursor y la temperatura 

de síntesis, en la biosíntesis de nanopartículas de plata. 

• Caracterizar las nanopartículas de plata sintetizadas. 

• Evaluar la estabilidad coloidal de las nanopartículas de plata biogénicas. 

 

ESTRATEGIA 

La estrategia para alcanzar los objetivos propuestos consistió en llevar a cabo la 

síntesis biológica de nanopartículas de plata utilizando los filtrados 

extracelulares de los hongos Penicillium expansum y Phanerochaete chrysosporium. 

Una vez sintetizadas y purificadas ambas nanopartículas, se procedió a evaluar 

las condiciones de reacción que permitieran obtener una mayor producción de 

las mismas, estudiando el tiempo de incubación del micelio con el agua, la 

concentración del agente precursor y la temperatura de síntesis. Luego de 

identificada una condición que permitía mejorar la producción, se mantuvo 

constante para evaluar las siguientes condiciones. Las nanopartículas obtenidas 

bajo las condiciones seleccionadas se caracterizaron utilizando diversas técnicas 

complementarias para determinar su tamaño, forma, distribución de tamaños, 

carga neta, contenido de plata y agentes estabilizantes de la superficie. Asimismo, 

se evaluó la estabilidad coloidal de las nanopartículas de plata sometiéndolas a 

diferentes condiciones de pH y fuerza iónica. 
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METODOLOGÍA 

 

Material biológico 

Los microorganismos utilizados para la biosíntesis de las nanopartículas de plata 

fueron los hongos Penicillium expansum (CCMG14S) y Phanerochaete 

chrysosoporium (CCMG12G), provenientes de la Colección de Cepas del Área de 

Microbiología (CCMG) de la Facultad de Química (Montevideo, Uruguay). 

 

Cultivo de hongos y obtención del micelio 

El micelio de ambos hongos se creció en Agar Papa Dextrosa (PDA, BD Difco, 

Sparks, MD, EEUU) a 28°C. (Figura 2.1a) Pasado el tiempo de incubación, dos 

discos de 0.9 cm de diámetro fueron transferidos a matraces de 500 mL 

conteniendo 100 mL de Caldo Papa Dextrosa (PDB, BD Difco, Sparks, MD, 

EEUU). La incubación se realizó a 28°C con agitación en shaker orbital a 150 rpm 

(revoluciones por minuto) durante 72 horas (Figura 2.1b). La biomasa de los 

cultivos se obtuvo por filtración, realizando varios lavados previos utilizando 

agua destilada estéril para remover los componentes del medio (Figura 2.1c). 
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Figura 2.1. Metodología de síntesis y purificación de las nanopartículas de plata 

biogénicas (BNP). a) micelio crecido en PDA, b) inoculación de discos de micelio en 

medio PDB e incubación a 28°C y 150 rpm durante siete días, c) filtración de biomasa y 

lavados con agua destilada estéril, d) incubación de biomasa en agua a 28°C y 150 rpm, 

e) obtención de filtrado extracelular, f) agregado de AgNO3 (control: filtrado + agua 

destilada estéril), g) incubación para la reacción de síntesis, h) seguimiento de la reacción 

de síntesis, i) purificación de las BNP. 

 

Biosíntesis de nanopartículas de plata biogénicas. 

Para la biosíntesis de las BNP se siguió la metodología propuesta Sanguiñedo et 

al. (2018) con modificaciones. El micelio se incubó en agua destilada estéril en 

una concentración de 0.1 g/mL (Figura 2.1d) y se incubó en agitador orbital a 150 

rpm. Luego de la incubación, se separó la biomasa por filtración por membrana 

con un tamaño de poro de 0.45 µm (Figura 2.1e). Finalmente, 50 mL del filtrado 

extracelular fueron agregados a 50 mL de una solución de AgNO3 estéril (Figura 

2.1f). Como control se utilizó una fracción del medio extracelular con igual 

cantidad de agua destilada estéril. Ambas fracciones se incubaron en oscuridad 

a temperatura controlada (Figura 2.1g).  

El seguimiento de la reacción de síntesis se realizó a lo largo del tiempo, mediante 

espectros de absorción en el rango de 250-800 nm (Lu et al., 2005), midiendo el 

incremento de absorción en la banda de longitud de onda máxima que 

corresponde a la RPS de las BNP sintetizadas (Figura 2.1h). La reacción fue 

b c d

egh

i

Ag  
3

f

a

 avados con agua
destilada estéril

Control: filtrado   agua 
destilada estéril



Cap. II - Metodología 

35 
 

detenida cuando no hubo más incremento en el pico máximo de absorción del 

espectro de las BNP. 

A las BNP sintetizadas a partir de Penicillium expansum se las denominó PeNP, 

en tanto que a las sintetizadas a partir de Phanerochaete chrysosporium se las 

denominó PchNP. 

 

Purificación de las nanopartículas de plata biogénicas. 

Una vez finalizada la biosíntesis, las BNP fueron centrifugadas a 10.000 rpm 

durante 10 minutos. El sobrenadante fue removido y las BNP fueron lavadas dos 

veces con agua destilada estéril mediante centrifugación a 10.000 rpm durante 10 

minutos (Figura 2.1i). Se determinó la absorbancia del pico correspondiente a la 

RPS de las BNP purificadas y se estimó la concentración de acuerdo a Paramelle 

et al., (2014), utilizando la ecuación de Beer-Lambert-Bouger, tomando la 

absorbancia del pico correspondiente a la RPS y como coeficiente de extinción el 

valor de 4.18x109 L.mol-1cm-1. 

 

Evaluación de la incidencia de las condiciones de reacción en la 

biosíntesis de las nanopartículas de plata biogénicas.  

Para evaluar la incidencia de las variables de la reacción en la biosíntesis de las 

BNP se modificaron las siguientes condiciones experimentales: tiempo de 

incubación del micelio con el agua (Figura 2.1d), concentración de AgNO3 

(Figura 2.1f) y temperatura de incubación en la reacción de síntesis (Figura 2.1g).  

 

Caracterización. 

 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM). 

La técnica de TEM se utilizó para determinar el tamaño y la morfología de las 

BNP. En una rejilla de cobre recubierta de carbono (Electron Microscopy 

Sciences) se depositaron 10 µL de la solución de BNP y se dejó secar a 

temperatura ambiente. El análisis se llevó a cabo en el microscopio electrónico 
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TECNAI T20 (FEI) (Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragón, España) a 

200 kV y el procesamiento de las imágenes se realizó con el software ImageJ.  

 

Difracción de rayos X a bajo ángulo (SAXS). 

Con el fin de determinar la morfología, el tamaño y la distribución de tamaños 

de las BNP se utilizó SAXS. Se depositó una alícuota de las muestras en un 

soporte de aluminio y se dejó secar a temperatura ambiente. El análisis se llevó a 

cabo en el Difractómetro de polvo Rigaku modelo Ultima IV (DETEMA, Facultad 

de Química).   

 

Dispersión Dinámica de la Luz y Potencial Z. 

Se realizó la determinación del diámetro hidrodinámico y del potencial Z 

utilizando el equipo Malvern Instruments Zetasizer ZS-NANO. Para la 

determinación de DLS cada muestra fue medida diez veces a 25°C combinando 

cinco corridas por medida en tanto que para el potencial Z se midió tres veces a 

25°C, combinando diez corridas por medida. Los resultados fueron analizados 

mediante el software Malvern Zetasizer Nano 7.03. 

 

Determinación del contenido de Ag mediante Espectroscopía de Emisión 

Atómica Acoplada Inductivamente con Plasma (ICP-AES). 

Las BNP se centrifugaron a 14500 rpm durante 15 minutos. El pellet se trató con 

100 µL de solución piraña (3:1, H2SO4 96%:H2O2 33%) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 300 µL de agua regia (1:3, 

HNO3 65%:HCl 37%). Las muestras se incubaron a 60°C durante 15 minutos y se 

diluyeron con agua MiliQ hasta un volumen final de 20 mL. 

Este experimento se realizó en el marco de una pasantía en el Instituto de 

Nanociencia y Materiales de Aragón, España, bajo la dirección del Dr. Scott 

Mitchel. 

  



Cap. II - Metodología 

37 
 

 

Microscopía Raman Confocal (MRC). 

El estudio del capping se realizó mediante MRC. Se depositó una alícuota de las 

BNP en un soporte de aluminio y se dejó secar la muestra a temperatura 

ambiente. Las medidas se realizaron en un equipo WITec Raman Microscope 

modelo Alpha 300 RA (WITec, GmbH, Ulm, Alemania), DETEMA/IPTP, 

Facultad de Química, UdelaR. Se utilizó un láser de excitación de 532 nm y se 

colectaron imágenes a través de un objetivo de 50x y 100x.  

 

Ensayos de estabilidad coloidal. 

Se estudió la estabilidad de las BNP a diferentes pH, preparando soluciones de 

las mismas en buffer MES a pH 3, 5, 7 y 10. De forma similar se evaluó la 

estabilidad de las BNP a diferentes condiciones de fuerza iónica, en soluciones 

de NaCL 10, 50, 100 y 500 mM.  Se realizó en cada caso la medida del espectro de 

absorción UV- visible en el rango de 200 a 800 nm para determinar la banda de 

RPS de las BNP. 

 

La Figura 2.2 es un esquema de los diferentes parámetros que se determinaron 

para una caracterización lo más completa posible. 
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Figura 2.2. Esquema de las diferentes caracterizaciones realizadas sobre las BNP. 
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RESULTADOS 

 

Biosíntesis de nanopartículas de plata. 

Se realizó la biosíntesis de las BNP a partir del medio extracelular de Penicillium 

expansum (PeNP) y Phanerochaete chrysosporium (PchNP). Ambas biosíntesis se 

evidenciaron por el color rojizo en la mezcla de reacción (Figura 2.3).  

La solución que ofició como control mantuvo su color original. Además del 

cambio de color, se realizó el seguimiento de la síntesis mediante los espectros de 

absorción en el rango de 200 a 800 nm, observándose la aparición de una banda 

en el rango entre 400 y 450 nm debido a la RPS de las nanopartículas de plata 

(Figura 2.4).  

 

 

Figura 2.3. Cambio de color asociado a la síntesis de PeNP (a: control, b: mezcla de 

reacción) y PchNP (c: control, d: mezcla de reacción) luego de 24 horas de reacción. 

 

Purificación de las BNP. 

Las muestras obtenidas en el punto anterior se centrifugaron y el pellet se lavó 

con agua destilada estéril para obtener las BNP aisladas. Luego de la 

centrifugación se realizó un espectro UV-visible para evaluar la estabilidad de las 

BNP purificadas. La aparición de la banda de absorción a 439 nm para las PeNP 

y 442 nm para las PchNP, correspondiente a la RPS, evidenció la estabilidad de 

ambas nanopartículas luego del proceso de purificación (Figura 2.5). 
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Figura 2.4. Espectro de absorción UV-visible obtenido para las PeNP (a, verde) y las 

PchNP (b, azul) y para el control de la reacción (gris).  
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Figura 2.5. espectro de absorción UV-visible correspondiente a la síntesis de PeNP (a) y 

de PchNP (b), antes de centrifugar (gris) y después de centrifugar (PeNP: verde, PchNP: 

azul) mostrando el pico asociado a la RPS. 
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Evaluación de la incidencia de las condiciones de reacción en la 

biosíntesis de BNP.  

Con el objetivo de obtener una mayor producción de BNP en el menor tiempo 

posible manteniendo la estabilidad se realizó el estudio de los cambios en las 

condiciones de reacción para ambas biosíntesis. Para ello se evaluaron distintas 

concentraciones de AgNO3 (1 mM, 5 mM y 10 mM), distintas temperaturas de 

incubación del matraz de reacción (20°C, 28°C y 37°C) y distintos tiempos de 

incubación de la biomasa con el agua (24 h, 48 h y 72 h para PeNP y 23 h, 41h y 

62 h para PchNP). Según los resultados, la concentración de AgNO3 que permitió 

obtener una mayor producción de BNP fue [AgNO3]=5mM para ambas 

nanopartículas (Figuras 2.6a y b), T=37°C la temperatura de síntesis que presentó 

la mayor producción de ambas BNP (Figuras 2.6c y d) y el tiempo de incubación 

del micelio en agua con el que se obtuvo mayor producción fue t=72h para las 

PeNP (Figura 2.6e) y t=41 h para las PchNP (Figura 2.6f).  
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Figura 2.6. Efecto de diferentes condiciones de reacción en la síntesis de BNP (medida 

por absorbancia a 440nm) en el tiempo (las barras indican la desviación estándar): 

concentración de AgNO3 (a: PeNP, b: PchNP), temperatura de reacción (c: PeNP, d: 

PchNP), tiempo de incubación del micelio con el agua (e: PeNP, f: PchNP).  
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Caracterización. 

 

1. Tamaño, morfología y distribución. 

Para estas caracterizaciones se utilizaron las técnicas de Microscopía Electrónica 

de Transmisión (TEM), Difracción de Rayos X a Bajo Ángulo (SAXS) y Dispersión 

Dinámica de la Luz (DLS).  

Para las PeNP, el análisis de las micrografías obtenidas por TEM (Figura 2.9a) 

mostró una morfología esférica con un tamaño de 32(11) nm. El tamaño y su 

distribución fueron también caracterizados mediante DLS y SAXS. Para el caso 

de las PeNP, el tamaño obtenido por DLS fue de 16(4) nm, con un índice de 

polidispersidad (PDI) de 0.3 (Figura 2.7b) mientras que por SAXS se obtuvieron 

dos poblaciones, una de 16(1) nm y otra de 40(1) nm (Figura 2.7c).  

Para el caso de las PchNP, las micrografías TEM también mostraron una 

distribución homogénea con un tamaño de 17(7) nm y así como una forma 

esférica (Figura 2.8a). El tamaño determinado por DLS, fue de 43(15) nm con un 

PDI de 0.2 (Figura 2.8b) mientras que por SAXS se obtuvo una población de 

tamaños de 26(1) nm (Figura 2.8c).   
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Figura 2.7. Caracterizaciones de tamaño de las PeNP. a) micrografía representativa de 

TEM, b) Dispersión Dinámica de la Luz (DLS), c) Difracción de Rayos X a Bajo Ángulo 

(SAXS). 
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Figura 2.8. Caracterizaciones de tamaño de las PchNP. a) micrografía representativa de 

TEM, b) Dispersión Dinámica de la Luz (DLS), c) Difracción de Rayos X a Bajo Ángulo 

(SAXS). 
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2. Carga neta. 

Mediante medidas de Potencial Z se determinó la carga neta de la superficie de 

las BNP. La carga neta obtenida para las PeNP fue de -18.5 (0.25) mV (Figura 2.9a) 

mientras que para las PchNP fue de -24.8 (1.1) mV (Figura 2.9b).  

 

 

Figura 2.9. Medidas de potencial Z. a) PeNP, b) PchNP. 

 

3. Contenido de Ag. 

Las BNP presentaron una concentración de Ag de 0.16 mg/L para las PeNP y 

0.15 mg/L para las PchNP. De esta forma se cuenta con una medida cuantitativa 

de la cantidad de plata presente en las muestras. 

En la Tabla 2.1 se muestran todos los resultados de caracterización de ambas BNP 

para los puntos 1 a 4. 
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Tabla 2.1. Resultados obtenidos mediante TEM, DLS, SAXS, Potencial Z e ICP-AES para 

PeNP y PchNP. 

BNP 
Tamaño Carga Neta 

Contenido 

de Ag 

TEM DLS SAXS Potencial Z ICP-AES 

PeNP 
32(11) nm 

Esféricas 

16(4) nm 

PDI: 0.2 

16(1) nm 

40(1) nm 

-18.5 mV 

DS: 0.26 mV 
0.16 mg/L 

PchNP 
17(7) nm 

Esféricas 

43(15) 

PDI: 0.3 
26(1) nm 

-24.8 mV 

DS: 1.1 mV 
0.15 mg/L 

 

4. Agentes estabilizantes (capping). 

Los agentes estabilizantes de la superficie de las BNP se caracterizaron por 

Microscopía Raman Confocal. Los espectros obtenidos pueden observarse en la 

Figura 2.10 para las PeNP y en la Figura 2.11 para las PchNP. Las asignaciones 

de las bandas Raman se encuentran en las Tablas 2.2 y 2.3 para PeNP y PchNP, 

respectivamente. Para las PeNP se encontró la banda a 219 cm-1 que corresponde 

al estiramiento de los enlaces Ag-N y/o Ag-O. Los corrimientos presentes a 1320 

cm-1 y 1586 cm-1, corresponden a las bandas D carbonosa (C-C) y G carbonosa (C-

C), respectivamente. Para el caso de las PchNP se encontró la banda a 230 cm-1, 

correspondiente al estiramiento Ag-N, así como la presencia de L-alanina y L-

valina en la región de la huella digital de los aminoácidos (De Gelder et al., 2007). 
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Figura 2.10. Espectro Raman de las PeNP 

 

 

Figura 2.1. Espectro Raman de las PchNP (azul). Comparación con los espectros de L-

valina y L-alanina 
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Tabla 2.2. Asignación de bandas Raman de las PeNP. 

Corrimiento Raman Asignación de bandas 

219 cm-1 Estiramiento Ag-N y/o Ag-O 

1320 cm-1 Banda D carbonosa (C-C) 

1586 cm-1 Banda G carbonosa (C-C) 

 

Tabla 2.3. Asignación de bandas Raman de las PchNP 

Corrimiento Raman Asignación de bandas 

230 cm-1 Estiramiento Ag-N 

Región de 400 a 1608 cm-1 (huella 

digital) 
Presencia de L-alanina y L-valina 

 

En la Figura 2.12 se presenta un esquema resumiendo los resultados de las 

diferentes caracterizaciones realizadas a las BNP. 

 

 

Figura 2.12. Esquema resumiendo las caracterizaciones realizadas para las PeNP 

(izquierda, verde) y las PchNP (derecha, azul). 
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5. Estabilidad coloidal de las BNP. 

Se estudió la estabilidad coloidal de las BNP luego de someterlas a distintas 

condiciones de pH (3-9) (Figura 2.13 a y b) y fuerza iónica ([NaCl]=10-500mM) 

(Figura 2.13 c y d).  Según los resultados, ambas BNP fueron estables en todas las 

condiciones evaluadas. A pesar de esto se observó una disminución y un 

ensanchamiento de los espectros correspondientes a pH=3 (Figuras 2.13 a y b) 

así como en los espectros correspondientes a [NaCl]=100 mM y [NaCl]=500 mM 

(Figura 2.13d). 

 

 

Figura 2.13. Estabilidad a diferentes condiciones de pH (a: PeNP, b: PchNP) y fuerza 

iónica (c: PeNP, d: PchNP).   
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DISCUSIÓN 

En esta tesis se realizó la síntesis biológica de nanopartículas de plata (BNP) a 

partir de los medios extracelulares de los hongos Penicillium expansum y 

Phanerochaete chrysosporium que habían sido evaluados por su capacidad de 

síntesis en un trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigación 

(Sanguiñedo et al., 2018). Como se presentó en la sección de Metodología, se 

llevó a cabo la síntesis extracelular de BNP y la misma se monitoreó mediante 

espectroscopía UV-vis. La RPS es una de las principales características de las 

AgNP y es dependiente tanto del tamaño como de la forma de las partículas 

(Hasan et al., 2022). Los resultados mostraron la banda correspondiente a la RPS 

ubicada a 450 nm para las PeNP y a 424 nm para las PchNP, siendo indicativas 

de la presencia de BNP en la solución (Lu et al., 2005). Además, asociado también 

a la RPS, se observó el cambio de color de amarillo pálido a rojo en el matraz de 

reacción, siendo también evidencia de la presencia de BNP. Por otro lado, los 

espectros mostraron bandas cercanas a la región entre 250 y 300 nm que podrían 

corresponder a diferentes componentes del filtrado extracelular del hongo (Raj 

et al., 2021). La banda cerca de 250 nm podría atribuirse a la excitación de 

electrónica de residuos de triptófano y tirosina en las proteínas, tal como se 

reportó previamente para la síntesis biogénica de nanopartículas (Fayaz et al., 

2010). 

Luego de la síntesis, las BNP se purificaron. En concordancia con lo determinado 

en el trabajo de Sanguiñedo et al. (2018) las BNP fueron estables luego de la 

purificación, lo cual se evidencia por las bandas máximas de absorción a 439 nm 

y 442 nm en los espectros de las PeNP y las PchNP, respectivamente. El 

corrimiento encontrado en el pico de la RPS correspondiente a las PchNP se 

atribuye a un aumento de tamaño de las BNP ocasionado por la centrifugación. 

Además, se estudió la influencia del tiempo de incubación del micelio con el 

agua, la concentración de AgNO3 y la temperatura de reacción, considerando los 

espectros de absorbancia UV-visible con especial énfasis en la banda 

correspondiente a la RPS. El primer parámetro evaluado fue la concentración de 

AgNO3. Varios autores han señalado en sus resultados que la concentración de 
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AgNO3 afecta el tamaño de las AgNP sintetizadas. Algunos autores indican que, 

a menor concentración, el tamaño de las AgNP disminuye, mientras que otros 

obtienen un tamaño menor utilizando concentraciones intermedias del precursor 

(Neethu et al., 2018; Hamouda et al., 2019; Al-khattaf, 2021). En este trabajo no se 

observaron corrimientos significativos en la banda de RPS con los cambios en las 

concentraciones de AgNO3. Sin embargo, sí se observaron incrementos en 

intensidad, indicando que, para ambas BNP, 5 mM de AgNO3 fue la 

concentración con la que se obtuvo la mayor producción de nanopartículas, 

evidenciada por la mayor absorbancia obtenida. El siguiente parámetro en ser 

evaluado fue el tiempo de incubación del micelio con el agua.  En el caso de las 

PchNP se llega a un máximo de producción a las 41 horas de incubación de la 

biomasa con el agua. Para las PeNP, el mayor tiempo evaluado (72 horas) fue el 

que permitió obtener una mayor síntesis de nanopartículas. Esto puede atribuirse 

a una mayor liberación de componentes desde el micelio al medio extracelular, 

en concordancia con lo obtenido por otros autores (Neethu et al., 2018; Huq et al., 

2022). Posteriormente se evaluó la incidencia de la temperatura de reacción. En 

ambos casos, a mayor temperatura se observó un aumento en la producción de 

BNP, siendo la temperatura seleccionada 37°C.   

En suma, las condiciones de reacción seleccionadas para las biosíntesis fueron:  

• [AgNO3]=5mM y Treacción=37°C, para ambas BNP 

• tincubación=72h para PeNP y tincubación=41h para PchNP 

Es interesante destacar que estas condiciones son diferentes de las utilizadas en 

las síntesis publicadas por Sanguiñedo et al. (2018) dónde se utilizó una 

concentración de AgNO3 de 1mM, un tiempo de incubación del micelio con el 

agua de 72 horas y la reacción de síntesis fue realizada a temperatura ambiente. 

El cambio de las condiciones de síntesis es posiblemente la explicación para las 

diferencias en las caracterizaciones que se discuten a continuación respecto a la 

mencionada publicación.  
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La caracterización de las AgNP es fundamental dado que las numerosas 

aplicaciones que presentan son consecuencia de propiedades como la morfología, 

el tamaño nanométrico, la alta relación superficie-volumen y la carga neta, entre 

otras (Akabri et al., 2011; Cao et al., 2011; Raj et al., 2021).  

Las BNP sintetizadas por ambos hongos se caracterizaron mediante diversas 

técnicas. Se determinó su tamaño mediante TEM, SAXS y DLS. Tal como se 

mencionó en la sección de Resultados, mediante SAXS se obtuvieron dos 

poblaciones de tamaños diferentes para las PeNP, una de 16(1) nm y otra de 40(1) 

nm. La población de mayor tamaño está asociada a las diferencias que surgen en 

los tratamientos de las muestras utilizadas en las técnicas de DLS y SAXS. 

Mientras que en DLS se trabaja con las AgNP en suspensión, para SAXS las AgNP 

deben ser depositadas y secadas sobre un soporte, lo que podría implicar un 

fenómeno de agregación, obteniendo por efecto de proximidad una población de 

mayor tamaño a la obtenida por DLS. Esta misma explicación es también válida 

para la diferencia de tamaños entre TEM y DLS, dado que en TEM se trabaja con 

la muestra seca, lo que podría ocasionar un efecto de agregación de las partículas. 

En cuanto a las PchNP, el tamaño obtenido por DLS fue de 43(15) nm, mayor a 

los valores obtenidos por SAXS y TEM, de 26(1) nm y 17(7) nm respectivamente. 

Esta diferencia se explica por el fundamento de la técnica de DLS que mide el 

diámetro hidrodinámico, es decir que las moléculas del solvente quedan 

asociadas a las AgNP implicando que el tamaño determinado pueda ser mayor 

que el obtenido para SAXS y TEM, en dónde la muestra debe estar seca. Ha sido 

reportado que en la técnica de TEM, cuando la muestra es expuesta a alto vacío, 

el capping colapsa en una capa seca que ocasiona que las nanopartículas tengan 

un tamaño menor al obtenido por DLS (Souza et al., 2016; Wilson and 

Prud’homme, 2021; Sanguiñedo et al., 2023).  

En comparación con otros estudios, los resultados de la biosíntesis realizada en 

esta tesis son altamente prometedores en términos de la uniformidad de tamaños 

de las BNP obtenidas. Los resultados fueron concordantes con los obtenidos en 

un trabajo previo realizado por el grupo (Sanguiñedo et al., 2018), en dónde se 

obtuvo un tamaño de 38(12) nm para las PeNP y de 11(2) nm para las PchNP. 
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En una investigación previa utilizando P. expansum, se lograron BNP de forma 

cúbica con dimensiones de 50-200 nm mediante una síntesis extracelular 

(Mohammadi and Salouti, 2015). Sin embargo, en dicho estudio, la reacción de 

síntesis se llevó a cabo en contacto con la biomasa fúngica (las nanopartículas se 

generaron adheridas al micelio). Es importante señalar que el medio de cultivo y 

la concentración de AgNO3 empleados fueron diferentes a los utilizados en esta 

tesis. Otro trabajo en el que se utilizó una temperatura de reacción de 30°C, 72 

horas de incubación del micelio de P. expansum con agua y una concentración de 

AgNO3 de 2 mM, resultó en la obtención de BNP esféricas con tamaños 

determinados por TEM de entre 14 y 25 nm (Ammar and El-Desouky, 2016). 

Aunque similares, estos tamaños difieren de los obtenidos para las BNP en esta 

tesis, determinados también por TEM y que fueron homogéneos de 32 (11) nm. 

En cuanto a otras biosíntesis reportadas en literatura para P. chrysosporium, 

sucede algo similar a lo detallado para P. expansum. En trabajos publicados por 

otros autores utilizando distintas metodologías y condiciones de síntesis se 

obtuvieron bio-AgNP con tamaños determinados por TEM de entre 50 y 200 nm 

(Vigneshwaran et al., 2006) o entre 26 y 63 nm (Deniz and Mazmanci, 2020), muy 

superiores a los determinados en esta tesis que fueron homogéneos de 17 (7) nm.  

Esto refuerza la necesidad de evaluar las distintas condiciones de síntesis para 

generar una buena producción de AgNP con formas y tamaños homogéneos, lo 

cual es clave para futuras aplicaciones.  

Además, los hongos fueron cultivados en caldo papa dextrosa (PDB), lo que 

podría explicar los diferentes picos de absorción de las BNP cuando se compara 

con lo obtenido por otros autores. En otro trabajo se evaluó P. chrysosporium para 

la producción de bio-AgNP (Vigneshwaran et al., 2006) pero la reacción se realizó 

con el micelio en lugar de con los filtrados celulares extracelulares (libres de 

micelio) como se describe en esta tesis. 

Es sabido que características tales como el tamaño y la forma dependen del 

material fúngico utilizado para la biosíntesis, sin embargo, las bio-AgNP 

esféricas son las más comunes entre diversos autores (Beltrán Pineda et al., 2022). 

En esta tesis se obtuvieron BNP esféricas y el tamaño determinado fue 
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concordante con lo obtenido por otros autores (Ammar and El-Desouky, 2016; 

Deniz and Mazmanci, 2020; Mustapha et al., 2022).  

Ambas BNP presentaron una carga neta negativa cercana a -30 mV lo cual es 

indicativo de una buena estabilidad (Bhattacharjee, 2016). Este parámetro es 

determinante para futuras aplicaciones, dado que una carga cercana a la 

neutralidad implicaría la pérdida de las fuerzas de repulsión entre las AgNP, 

derivando en un mayor tamaño que resultaría también en la pérdida de las 

propiedades únicas que presentan gracias a su tamaño nanométrico. 

El capping (agente estabilizante de la superficie) fue estudiado mediante 

Microscopía Raman Confocal. La naturaleza de las AgNP da lugar al fenómeno 

local SERS, el cual puede ser evidenciado a la hora de realizar imagenología. 

Gracias al efecto antena y amplificador, es posible enaltecer la señal Raman de 

aquellos fragmentos moleculares próximos a la superficie de la nanopartícula 

que resultan de gran importancia para valorar la naturaleza del capping (Joshi et 

al., 2018). Para las PeNP se observó la presencia de una banda a 219 cm-1, asignada 

al estiramiento Ag-N y/o Ag-O (Rodrigues et al., 2013) lo cual indica que las 

nanopartículas se encuentran coordinadas en primera instancia con átomos de 

nitrógeno u oxígeno. Para las PchNP, se observó una banda a 230 cm-1, asignada 

al estiramiento Ag-N (Rodrigues et al., 2013), indicando la coordinación de las 

nanopartículas a átomos de nitrógeno. Estos resultados sugieren que las 

proteínas provenientes del extracto fúngico estarían formando parte del capping 

que recubre las BNP. Esto es concordante con lo reportado para otras 

nanopartículas sintetizadas por hongos (Duran 2023). Además, para las PeNP se 

encontraron bandas a 1320 y 1586 cm-1, asociadas a las denominadas bandas D y 

G carbonosas de los sistemas grafíticos (reducidos y oxidados) (Rodrigues et al., 

2013), que podrían estar presentes en estas muestras como resultado de un 

proceso de degradación y oxidación. En cuanto a las PchNP, además de la banda 

asociada a la formación de enlaces tipo Ag-N se identificaron bandas asociadas a 

la presencia de L-valina y L-alanina en la región de la huella digital, lo cual es 

también indicativo de que las proteínas presentes en el medio extracelular 

estarían formando parte del capping o ubicándose muy cerca de la superficie 
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metálica de las PchNP (De Gelder et al., 2007; Durán et al., 2023). Durante la 

biosíntesis, la formación del capping ocurre a la vez que la síntesis de bio-AgNP 

por lo que no se requiere ningún paso adicional. Además, las moléculas del 

medio extracelular se unen fuertemente con el metal formando la capa sobre la 

superficie de las nanopartículas lo cual ayuda a estabilizar las bio-AgNP e inhibir 

su agregación (Al-Dbass et al., 2022; Lan Chi et al., 2022). Esta corona que se 

forma por la adsorción de biomoléculas a la superficie de la bio-AgNP es capaz 

de interactuar con sistemas biológicos aumentando su eficiencia y, además, 

aumenta en forma considerable la biocompatibilidad de las mismas (Beltrán 

Pineda et al., 2022). 

Las BNP fueron sometidas a diferentes condiciones de pH y fuerza iónica. Al 

tratarse de AgNP provenientes de síntesis biológica, su estabilidad podría 

depender de la naturaleza bioquímica del capping (por ejemplo, a pH ácido se 

podría perder estabilidad ya que las proteínas presentes en la superficie se 

protonan llevando a la agregación). Para las condiciones más extremas de pH, así 

como para las concentraciones más elevadas de NaCl (para PchNP) se observa 

una pérdida de estabilidad por disminución y/o ensanchamiento de la banda de 

la RPS. En particular, para ambas BNP a pH=3 se observó un leve 

ensanchamiento del pico, atribuible a la neutralización de cargas superficiales de 

las BNP, las cuales presentan carga negativa a pH=6, dando lugar a un fenómeno 

de agregación. A pesar de esto, en todos los espectros se observó el pico 

correspondiente a la RPS, indicativo de una buena estabilidad de ambas BNP en 

las condiciones evaluadas.  

En un trabajo previo realizado por el grupo se determinó la estabilidad en 

distintas condiciones de pH (5 y 7) y fuerza iónica (10, 50 y 100 mM de buffer 

MES) de PeNP y PchNP (Sanguiñedo et al., 2018). Los resultados obtenidos 

mostraron una disminución en la intensidad máxima de absorbancia (RPS) al 

utilizar 10 mM de MES a pH 5. Los resultados obtenidos en esta tesis no muestran 

una pérdida de estabilidad cuando las BNP se someten a pH = 5 y a 10 mM de 

fuerza iónica. Esto puede explicarse por la diferencia en el potencial Z obtenido. 

En el trabajo previo mencionado, los potenciales Z fueron de -11.5 mV para PeNP 
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y -14.7 mV para PchNP mientras que, en esta tesis, luego de seleccionar las 

mejores condiciones de síntesis, los potenciales Z fueron de -18.5 mV para las 

PeNP y de -24.8 mV para las PchNP lo cual es indicativo de un aumento en la 

estabilidad de ambas BNP.  
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CONCLUSIONES 

En este capítulo se realizó la síntesis biológica de nanopartículas de plata a partir 

del medio extracelular de los hongos Penicillium expansum (PeNP) y Phanerochaete 

chrysosporium (PchNP). Las BNP resultaron estables luego de la centrifugación 

realizada para obtenerlas purificadas. 

Para ambas biosíntesis se seleccionaron las condiciones que permitieron obtener 

una mayor producción de BNP, evaluando el incremento en la banda de RPS. 

Para ello se variaron el tiempo de incubación del micelio con el agua, la 

temperatura de reacción y la concentración del precursor AgNO3.  

Las BNP fueron caracterizadas para determinar el tamaño, morfología, 

distribución de tamaños, carga neta, contenido de plata y agentes estabilizantes 

de la superficie (capping).  

Ambas BNP fueron de forma esférica con una distribución de tamaños con baja 

polidispersidad. Para ambas BNP se determinó el tamaño por TEM, DLS y SAXS. 

En todos los casos, los tamaños fueron menores a 50 nm.  Además, estos 

resultados demostraron la importancia de realizar una caracterización 

complementaria con diferentes técnicas. 

La carga neta determinada para las PeNP y PchNP fue cercana a -30 mV 

indicando que las BNP son estables.  

Para las BNP obtenidas en las condiciones seleccionadas se determinó el 

contenido de Ag mediante ICP-AES. 

Por Microscopía Raman Confocal se caracterizó la superficie de las BNP (la 

naturaleza del agente estabilizante), indicando que la misma podría estar 

constituida por las proteínas presentes en el filtrado extracelular.  

Las BNP presentaron estabilidad frente a la mayoría de las condiciones de pH y 

concentración de NaCl evaluadas, aunque dicha estabilidad fue menor para las 

condiciones más extremas de pH.
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INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades infecciosas son tan antiguas como lo es la vida en la Tierra. La 

historia de la humanidad ha estado marcada por los brotes de las epidemias y 

pandemias ocurridos a lo largo de los siglos.  

En la actualidad, estas enfermedades continúan siendo un gran problema debido 

tanto a las enfermedades emergentes como a la aparición de microorganismos 

resistentes a los antimicrobianos. Microorganismos como los que constituyen el 

grupo ESKAPE presentan una gran relevancia a nivel de la salud. Ellos son 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pnemoniae, Acinetobacter 

baumanii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp, caracterizados por su gran 

capacidad para “escapar” de la acción de los antibióticos debido a sus diversos 

mecanismos de resistencia tales como cambios de permeabilidad, modificación 

de los sitios de acción de los fármacos o la inactivación del fármaco, entre otros 

(Jadimurthy et al., 2022). Todos los patógenos del grupo ESKAPE entran en las 

categorías de prioridad crítica y alta de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) para el desarrollo de nuevos fármacos antimicrobianos (WHO, 2017).  

Otros microorganismos incluidos en las categorías de prioridad crítica y alta son 

los hongos C. albicans, C. tropicalis, Aspergillus fumigatus y Fusarium spp., entre 

otros (WHO, 2022b). Los patógenos fúngicos son una preocupación creciente 

para la salud. Las enfermedades que ocasionan son de especial importancia en 

las personas con problemas de salud subyacentes o un sistema inmunológico 

debilitado. Por ejemplo, la pandemia por el coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-

19) está asociada con un aumento de las infecciones fúngicas, siendo las más 

frecuentes la aspergilosis, mucormicosis y candidiasis (WHO, 2022b). 

Actualmente se utilizan únicamente cuatro clases de antifúngicos (azoles, 

equinocandinas, pirimidinas y polienos) y solo unos pocos más están en 

desarrollo. Siendo las células fúngicas y humanas eucariotas, los antifúngicos 

tienen diversos efectos adversos por lo que estos medicamentos están diseñados 

para atacar los componentes que diferencian células fúngicas de células 

mamíferas, tales como la presencia de ergosterol en la membrana de la célula 

fúngica y el glucano de la pared celular (WHO, 2022b; Wu et al., 2023). Por 
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ejemplo, el fármaco más recientemente aprobado por la FDA (Ibrexafungrep) 

contra las candidiasis es específico contra el β-D-glucano de la pared celular, un 

mecanismo de acción similar al de las equinocandinas (Phillips et al., 2023). 

Las enfermedades infecciosas no son únicamente motivo de preocupación en el 

ámbito de la salud humana. En el área agrícola los fitopatógenos provocan 

considerables pérdidas económicas y afectan de manera significativa los cultivos 

(Dixit and Kumari, 2023). Entre algunos ejemplos de microorganismos que 

perjudican los cultivos en Uruguay se encuentran aquellos pertenecientes a los 

géneros Fusarium (Brancatti et al., 2022), Xanthomonas (Clavijo et al., 2022) y 

Penicillium (Arrarte et al., 2023). 

La búsqueda de nuevos antimicrobianos para afrontar el tratamiento de las 

enfermedades infecciosas provocadas tanto por bacterias como por hongos ha 

sido abordada por diversos autores (Clavijo, 2018; Alqahtani et al., 2022; 

Dehbanipour and Ghalavand, 2022; Raffaelli et al., 2022; Wu et al., 2023). En este 

contexto, las nanopartículas de plata ofrecen una buena alternativa por su 

actividad antimicrobiana (Thambirajoo et al., 2021; Luceri et al., 2023; Magdy et 

al., 2024). Diversos estudios demuestran el potencial de las AgNP para combatir 

microorganismos patógenos tales como Fusarium spp. (Win et al., 2020), 

Alternaria sp. (Win et al., 2020; Dashora et al., 2022) o las bacterias del grupo 

ESKAPE (Neethu et al., 2018; Preda et al., 2020; Huq et al., 2022; Yassin et al., 

2022; Raza et al., 2023), entre muchos otros.  

En la actualidad, se han logrado significativos avances en la comprensión de los 

mecanismos de acción antimicrobiana de las AgNP. No obstante, a diferencia de 

los antimicrobianos convencionales, se ha observado que las AgNP no siguen 

una ruta de acción específica (Singh and Mijakovic, 2022). Además, su efectividad 

parece depender tanto de la propia AgNP como de la célula microbiana 

involucrada (Javed et al., 2021). Es por tanto fundamental estudiar la interacción 

célula-AgNP para cada caso en particular.  

Uno de los principales mecanismos de acción ampliamente propuestos y 

estudiados en relación con las AgNP es su capacidad para inducir estrés 

oxidativo y, por tanto, la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y 
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nitrógeno (ERN). Estas moléculas desempeñan un papel crucial como 

mediadores en la muerte celular. Varios estudios han investigado 

específicamente la producción de estas especies en células de K. pneumoniae, P. 

aeruginosa y E. coli tras la exposición a las AgNP (Quinteros et al., 2016; Ali et al., 

2023). La literatura disponible indica que la actividad antimicrobiana de las 

AgNP está relacionada con su capacidad para adherirse directamente a los 

microorganismos. Esta capacidad puede generar un efecto biocida directo o bien 

modificar las funciones del ADN y las proteínas. Además, se ha señalado que los 

iones plata (Ag+) que pueden ser liberados por las AgNP interactúan con las 

proteínas debido a su afinidad por los átomos de azufre y fósforo (Luceri et al., 

2023). 

Con el fin de estudiar la interacción entre las AgNP y las células microbianas, la 

espectroscopía Raman ofrece la posibilidad de monitorear diversas moléculas 

biológicas además de ser una técnica de aplicación rápida, simple, que no 

requiere marcadores, no es necesariamente destructiva con la muestra y requiere 

menos muestra y tratamiento previo (Perumal et al., 2021). El fundamento de esta 

técnica se basa en la dispersión inelástica de la luz cuando una muestra es 

irradiada por una fuente de luz monocromática. Una vez que la luz interactúa 

con la muestra, una parte de la misma cambia su frecuencia. Este fenómeno se 

origina debido a la vibración de las moléculas y, por ende, puede ser explicado a 

través de los niveles de energía (Wang et al., 2021). 

La espectroscopía Raman permite tener datos sobre la composición química de 

microorganismos a nivel de una única célula y ha sido utilizada tanto para 

identificar microorganismos como para analizar las acciones de diferentes 

antibióticos sobre los mismos (Gonzalez Moreno et al., 2019; de Siqueira e 

Oliveira et al., 2021; Cui et al., 2022; Novikov et al., 2022). 

La técnica de espectroscopía Raman ha sido empleada para monitorear la 

respuesta de células planctónicas a la acción de diferentes fármacos. Un estudio 

realizado por Singh et al. (2023) ilustra este uso al diferenciar, mediante 

espectroscopía Raman, aislamientos clínicos de E. coli, A. baumanii y Enterobacter 

sp. que muestran resistencia o sensibilidad a varios antibióticos con diferentes 
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mecanismos de acción, tales como ciprofloxacina, gentamicina, meropenem y 

nitrofurantoína. Este estudio comparó las características de las células expuestas 

a estos antibióticos con aquellas sin tratar.  

La espectroscopía Raman asociada a un microscopio Confocal (Microscopía 

Raman Confocal) permite obtener los espectros característicos de una muestra en 

cada pixel de la imagen generando un sistema imagenológico de co-localización 

con resolución en escala sub-micrométrica. 

En consecuencia, la Microscopía Raman Confocal se posiciona como una 

herramienta de gran interés para investigar las alteraciones celulares inducidas 

por diversos antimicrobianos y su potencial se incrementa al combinarse con 

otras técnicas tales como la Microscopía Electrónica de Transmisión, de Barrido 

o la Microscopía de Fuerza Atómica que permiten visualizar las interacciones 

entre las AgNP y las células. Este enfoque es fundamental para comprender tanto 

los mecanismos de acción de los fármacos como los procesos de resistencia, 

aspectos cruciales para el desarrollo de tratamientos más eficaces.  
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OBJETIVOS 

• Evaluar la actividad antimicrobiana de las nanopartículas de plata (PeNP y 

PchNP) frente a bacterias, hongos filamentosos y levaduras de importancia a 

nivel de la salud humana, animal y agrícola. 

• Estudiar la interacción entre las BNP y los microorganismos. 

• Evaluar la generación de estrés oxidativo como uno de los posibles 

mecanismos de acción de las BNP. 

 

ESTRATEGIA 

Para lograr los objetivos planteados, en primer lugar, se evaluó la Concentración 

Inhibitoria mínima de las BNP frente a diferentes bacterias (Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Xanthomonas vesicatoria, 

Stpahylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Bacillus subtilis), hongos 

filamentosos (Penicillium expansum, Aspergillus niger, Fusarium graminearum, 

Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata y Pyricularia oryzae) y levaduras (Candida 

albicans y Candida tropicalis). Posteriormente se estudió la interacción entre 

algunos de los microorganismos que fueron sensibles a las BNP. Para ello se 

trabajó con diferentes técnicas, tales como Microscopía Raman Confocal, 

Microscopía Electrónica de Transmisión, Microscopía Electrónica de Barrido 

Ambiental y Microscopía de Fuerza Atómica. Por último, se evaluó la generación 

de estrés oxidativo como uno de los posibles mecanismos de acción 

antimicrobianos de las BNP mediante la determinación de las especies reactivas 

del oxígeno (ERO) y las especies reactivas del nitrógeno (ERN). 
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METODOLOGÍA 

 

Actividad antimicrobiana. 

 

Material biológico. 

Para los ensayos de actividad antimicrobiana se utilizaron microorganismos 

depositados en la Colección del Área de Microbiología, provenientes de distintas 

colecciones, tal como se muestra en la Tabla 3.1. 

 

Tabla 3.1. Microorganismos utilizados para los ensayos de actividad antimicrobiana.  

Bacterias 

Escherichia coli 

ATCC 25922 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538P 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 15422 

Klebsiella pneumoniae 

CCMG 12716 

Acinetobacter baumanii 

CCMG b1 

Bacillus subtilis 

ATCC 6633 

Xanthomonas vesicatoria 

CCMG 28m 

Levaduras 
Candida albicans 

ATCC 101231 

Candida tropicalis 

ATCC 66029M* 

Hongos 

filamentosos 

Penicillium expansum 

CCMG 14g 

Aspergillus niger 

CCMG 17 

Fusarium graminearum 

CCMG 31084 

Rhizopus stolonifer 

CCMG 6227B 

Alternaria alternata 

CCMG 54027 

Pyricularia oryzae 

Po290* 

ATCC: American Type Culture Collection 

CCMG: Colección de la Cátedra de Microbiología General.  

*Colección de INIA, aislada por el Dr. Sebastián Martínez de cultivos de arroz del 

Uruguay. 
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Nanopartículas de plata biogénicas utilizadas. 

Para los ensayos de actividad antimicrobiana e interacción de este capítulo se 

utilizaron las BNP sintetizadas en el Capítulo II: 

• PeNP: tamaño de 32(11) nm por TEM y 16(4) nm por DLS. 

• PchNP: tamaño de 17(7) nm por TEM y 43(15) nm por DLS. 

 

Síntesis química de AgNP. 

Los ensayos de actividad antimicrobiana se realizaron, para algunos casos, frente 

a nanopartículas de plata síntesis química (QNP), sintetizadas según lo descripto 

por Solomon et al. (2007) y Banne et al. (2017), con modificaciones. Se vertieron 

con probeta 150 mL de NaBH4 0.02 M (fresco) en un matraz de 250 mL (Figura 

3.1a) y se colocó en un baño de hielo hasta enfriar (20 a 30 minutos). En una bureta 

se vertió AgNO3 0.01 M y se agregó gota a gota (a razón de una gota por segundo) 

al matraz conteniendo NaBH4, con agitación magnética (Figura 3.1b). Luego del 

agregado de 2 mL de AgNO3, la solución se tornó amarilla y se detuvo la 

agitación. El matraz conteniendo las QNP se dejó en reposo durante 4 horas, se 

centrifugó a 7000 rpm durante 10 minutos y se resuspendió en agua destilada 

(Figura 3.1c). Se realizó el espectro de las QNP mediante espectroscopía UV-

visible en el rango de 200 a 800 nm (Figura 3.1d). La concentración se estimó 

según lo descrito por (Paramelle et al. (2014). 
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Figura 3.1. Metodología de la síntesis química de QNP. a) preparación de NaBH4 0.02 M, 

b) agregado de AgNO3 0.01 M a la solución de NaBH4, c) centrifugación, d) medición del 

espectro UV-visible.  

 

Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM). 

Se determinó la CIM de las BNP, QNP y AgNO3 de acuerdo al Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI, 2017) frente a los microorganismos 

de la Tabla 3.1. El ensayo se realizó en placas de 96 pocillos estériles (300 µL de 

capacidad, MicroWell, NUNC, Thermo-FisherScientific, Waltham, MA) según lo 

esquematizado en la Figura 3.2, por triplicado para cada muestra. 

Para ello se realizaron diluciones seriadas de las nanopartículas purificadas en 

caldo Mueller-Hinton Broth – MHB (HIMEDIA®) para la CIM de bacterias y 

levaduras y medio RPMI (Capricorn Scientific GmbH, Alemania) para la CIM de 

hongos filamentosos. Realizadas las diluciones, en los pocillos de la microplaca 

se sembraron además suspensiones de los microorganismos a evaluar: 

• Bacterias: 3x108 células/mL (escala McFarland N°1) en suero fisiológico 

• Levaduras: 3x106 células/mL (escala McFarland N°1) en suero fisiológico 

• Hongos filamentosos: 1x104 esporas/mL en suero fisiológico con Tween 20) 

Como control de crecimiento se utilizó la suspensión de microorganismo sin el 

agregado de las muestras y como control de esterilidad se utilizó caldo de cultivo 
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sin muestra y sin suspensión celular. Las placas se incubaron a la temperatura 

adecuada para su crecimiento. Luego de 24 horas para las bacterias y levaduras 

y de 96 horas para los hongos filamentosos, se determinó la concentración 

mínima que provocó una inhibición visible del crecimiento microbiano. 

 

 

Figura 3.2. Esquema de la Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima de 

BNP, QNP y AgNO3 frente a bacterias, levaduras y hongos filamentosos. 

 

Interacción entre AgNP y células microbianas. 

 

Microscopía Raman Confocal (MRC). 

 

Bacterias y levaduras. 

Para realizar los estudios del perfil fenotípico de células bacterianas y de 

levaduras antes y después del tratamiento con BNP mediante Microscopía 

Raman Confocal se realizó la metodología descrita para antibióticos (Athamneh 

et al., 2014). Se utilizó un Microscopio Raman Confocal WITec Alpha 300-RA 

(WITec GmbH, Ulm, Alemania) ubicado en el Instituto Polo Tecnológico de 

Pando (IPTP), DETEMA, Facultad de Química, UdelaR. Se preparó una 

suspensión celular (108 células/mL para bacterias y 106 células/mL para 

levaduras) a partir de un cultivo overnight al cual se le añadieron las BNP (a una 

concentración de tres veces la CIM) y se dejaron en contacto durante 30 minutos 

(Figura 3.3a). Posteriormente, se realizaron lavados de esta mezcla con buffer 

fosfato salino (PBS) mediante centrifugación a 2000 rpm durante 15 minutos 

(Figura 3.3b). Como control, se empleó una suspensión celular tratada 

únicamente con PBS. Las suspensiones celulares se depositaron sobre un soporte 

de aluminio a temperatura ambiente hasta secado total (Figura 3.3c). Las 
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mediciones se realizaron utilizando un láser de 532 nm enfocado a través de un 

objetivo de 100x. El procesamiento de datos y el análisis estadístico se realizó 

mediante análisis de componentes principales (PCA) utilizando un script 

desarrollado en el Área Física del DETEMA y que se ejecutó en entorno 

MATLAB. Los cambios obtenidos en los espectros Raman (perfil fenotípico) de 

las células tratadas con las BNP se evaluaron comparándolos con los de las 

células no tratadas (control) (Figura 3.3d). 

 

Hongos filamentosos. 

Para la puesta a punto de un protocolo que permitiera observar hongos 

filamentosos por Microscopía Raman Confocal se realizaron distintos protocolos 

de preparación de muestras, previamente reportadas en la literatura, utilizando 

distintas cepas fúngicas según lo especificado en la bibliografía. Para todos los 

casos, las condiciones para el análisis por Microscopía Raman Confocal fueron 

las mismas que para el análisis de células bacterianas. 

Protocolo 1 

Se siguió la metodología propuesta por Witkowska et al. (2017). Se cultivaron los 

hongos P. expansum y P. chrysosporium en medio Sabouraud Dextrose Agar (SDA, 

BD Difco, Sparks, MD, EEUU) durante 3 semanas a 28°C. Se tomó una porción 

de micelio y se suspendió en un eppendorf conteniendo 100 μ  de las B P 

diluidas en 0.9% de cloruro de sodio (NaCl). Como control sin tratamiento se 

suspendió el micelio en 100 μ  0.9% de  aCl.  a suspensión se homogeneizó 

para fragmentar las hifas. Posteriormente se centrifugó durante 5 minutos a 1300 

rpm y se resuspendió en 20 μ  de 0.9% de  aCl. Se depositaron 5 μ  de la 

suspensión sobre un soporte papel aluminio para el análisis por Microscopía 

Raman Confocal.   

Protocolo 2 

Se realizó tomando como referencia el ensayo de CIM descrito previamente para 

hongos (CLSI, 2017). A un tubo conteniendo 50 μ  de medio MHB y 50 μ  de 

B P, se agregaron 5 μ  de una suspensión de 1   107 esporas/mL del hongo A. 

niger. Como control negativo se agregaron 5 μ  de la suspensión de esporas a 100 
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μ  del medio MHB.  as muestras se homogenizaron con vortex y se depositaron 

5 μ  sobre un soporte de papel de aluminio para el an lisis por Microscopía 

Raman Confocal.   

Protocolo 3 

Se siguió la metodología descripta por Perumal, et. al 2021 (Perumal et al., 2021) 

con modificaciones. Se sembró el hongo P. oryzae en placas de PDA y se incubó a 

28°C. Transcurridos 10 días, se cortó un disco de micelio, se colocó sobre un papel 

de aluminio y se incubó a 28°C. Pasado el periodo de incubación, se agregaron 

20 μ  de las B P sobre el disco de micelio.  a muestra fue analizada mediante 

Microscopía Raman Confocal.   

 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM). 

Las células bacterianas sin tratamiento (control) y tratadas con BNP (tal como 

fueron preparadas para los análisis por Microscopía Raman Confocal) se 

observaron mediante Microscopía de Fuerza Atómica (AFM, por sus siglas en 

inglés) según lo reportado por Borowik et al. (2018). Las muestras se analizaron 

utilizando el modo AC (tapping) en un microscopio AFM WITec Alpha 300-RA 

(WITec GmbH, Ulm, Alemania) ubicado en el Instituto Polo Tecnológico de 

Pando (IPTP), DETEMA, Facultad de Química, UdelaR (Figura 3.3e). Las 

mediciones de AFM se obtuvieron colocando una gota de las suspensiones 

bacterianas sobre un sustrato de oblea de silicio y se dejaron secar a temperatura 

ambiente. Los sensores de AFM tuvieron una constante de fuerza de k = 42 N/m, 

una frecuencia de resonancia nominal de 285 kHz, un ancho promedio de 45 mm, 

una longitud de 160 mm y un espesor de 4.6 mm. 
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Figura 3.3. Esquema de la preparación de muestras para análisis mediante Microscopía 

Raman Confocal. a) suspensión de BNP y células (30 minutos de contacto), b) lavados 

mediante centrifugación, c) depósito en el sustrato, d) análisis por MRC, e) análisis por 

AFM. 

 

Microscopía Electrónica de Barrido Ambiental (ESEM) y Microscopía 

Electrónica de Trasmisión (TEM). 

Estos ensayos se realizaron en el marco de una pasantía en el Instituto de 

Nanociencia de Aragón, Zaragoza, España. 

Previo a la preparación de las muestras de bacterias para Microscopía Electrónica 

se realizó, en una placa de 96 pocillos, el ensayo de viabilidad celular mediante 

resazurina (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) por el cual las células 

vivas reducen la resazurina (azul) a resorfurina (rosado) (Elshikh et al., 2016). Se 

preparó un inóculo (1x106 cfu/mL) de E. coli  H5α y de B. subtilis 1904-E en 

medio LB suplementado con diluciones seriadas al medio de las BNP. Como 

control negativo se utilizó un pocillo con el inóculo bacteriano sin el agregado de 

BNP. Luego de 24 horas de incubación a 37°C, se agregaron 30 µL de rezasurina 

(0.1 mg/mL en medio LB) a cada pocillo y se incubó en oscuridad a 37°C durante 

1 hora bajo agitación. Cada muestra se analizó por triplicado y se determinó la 

concentración mínima que inhibió el crecimiento microbiano.  

Para los análisis ESEM y TEM se incubaron, durante 24 horas, los cultivos 

bacterianos con dos concentraciones diferentes para cada BNP, seleccionadas de 

acuerdo a los resultados del ensayo con resazurina (a concentraciones cercanas y 
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menores que la CIM) (Figura 3.4a). 600 μ  de estos cultivos (obtenidos a partir 

de tres pocillos) se centrifugaron a 1400 rpm (300 G) durante 10 minutos (Figura 

3.4b) y se removió el sobrenadante. El pellet se resuspendió en 1.5 mL de 

glutaraldehído 2.5% en buffer fosfato 10mM (pH 7.2) y la solución se incubó 

durante 2 horas en un rototorque (Figura 3.4c) para obtener las células fijadas. 

Posteriormente, las células se lavaron una vez con 1.5 mL de buffer PBS estéril y 

tres veces con agua destilada estéril para remover el glutaraldehído (Figura 3.4d). 

Finalmente, el pellet se resuspendió en 200 μ  de agua MiliQ estéril (Figura 3.4e).  

Las muestras se analizaron en un SEM Quanta FEG-250 (FEI) para alta resolución 

funcionando en el modo ESEM usando un detector GSED bajo condiciones de 

elevada humedad relativa.  

Para el análisis por TEM, las muestras se prepararon del mismo modo que para 

el análisis mediante ESEM (Figura 3.4), y con las mismas concentraciones de 

BNP. Los pellets se resuspendieron en agua destilada estéril y se depositaron 4 

μ  de la muestra en una grilla de cobre recubierta en carbono (Cu200 mesh). Se 

dejó secar al aire por un par de horas a temperatura ambiente. El análisis se llevó 

a cabo en un microscopio de electrones TECNAI T20 (FEI), trabajando a 60 kV 

(Figura 3.4f).  

 

Criomicroscopía electrónica (Cryo-EM). 

Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio Nacional de Nanotecnología 

(LNNano, CPNEM, Campinas/SP, Brasil) en el marco de una propuesta 

presentada por el grupo que fue aprobada, titulada “Interactions of biogenic 

silver nanoparticles with microbial cells” (Presentación de propuesta N° 

20210454) 

Para la preparación de las muestras, se incubaron cultivos de Aspergillus niger, 

Penicillium expansum y Candida albicans con una concentración de cada BNP 

correspondiente a una dilución al medio de la CIM. La preparación de las 

muestras se realizó en Uruguay del mismo modo que para ESEM y se detuvo en 

la etapa de la fijación de las células (Figura 3.4c). Posteriormente, en Brasil, las 
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células fueron lavadas (Figuras 3.4d y 3.4e) y depositadas en la grilla, como se 

explicó en el protocolo anterior.  

Los análisis por criomicroscopía electrónica se realizaron utilizando un 

microscopio cryo-TEM Talos Arctica G2 (Thermo Fisher Scientific), en las 

instalaciones del Laboratorio Nacional de Nanotecnología (Campinas/SP, 

Brasil). 

 

 

Figura 3.4. Esquema de la preparación de muestras para análisis mediante ESEM, TEM 

y Cryo-EM. a) preparación de la suspensión de BNP y células, b) centrifugación, c) 

fijación de células, d) lavados con PBS, e) resuspensión en agua MiliQ estéril, f) análisis 

por microscopías. 

 

Mecanismos de acción antimicrobianos:  estrés oxidativo. 

 

Especies Reactivas del Oxígeno (ERO). 

Se determinó la generación de especies reactivas del oxígeno (ERO) según lo 

descripto por Quinteros et al. (2016). Se incubaron a diferentes tiempos (0, 1, 2, 3 

y 4 h) a 37°C, 100 µL de una suspensión del microorganismo proveniente de un 

cultivo fresco (108 células/mL para bacterias y 106 células/mL para levaduras) 

con 100 µL de las BNP en concentración de 3 veces la CIM (Figuras 3.5 a y b). 

b
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Posteriormente se agregaron 20 µ  de una solución acuosa de 2’,7’ 

diclorofluoresceína (DHF) en concentración 0.5 µM. Se determinó la intensidad 

de fluorescencia luego de 15 minutos de incubación a 37°C con un 

espectrofluorímetro TECAN, Infinite M200 PRO con longitudes de onda de 

emisión y excitación de 480 nm y 520 nm, respectivamente (Figura 3.5c). 

Como forma de normalizar los resultados se determinó la concentración de 

proteínas totales presentes en las diferentes muestras mediante el método de 

Bradford. Para ello se agregaron 200 µL del reactivo de Bradford (Sigma) a 5.7 µL 

de las muestras y se determinó la absorbancia a 595 nm luego de 15 minutos de 

incubación a temperatura ambiente.  

Los resultados fueron normalizados según la concentración de proteínas totales 

y se expresaron como intensidad de fluorescencia vs el tiempo de exposición.  

 

Especies Reactivas del Nitrógeno (ERN). 

Se determinó la generación de especies reactivas del nitrógeno (ERN) según lo 

descripto por Quinteros et al. (2016). Para llevar a cabo esta determinación se 

realizó un análisis espectrofotométrico del nitrito total mediante el reactivo de 

Griess, ya que este es un indicador de la concentración de   ˙. Se incubaron a 

diferentes tiempos (0, 1, 2, 3 y 4 h) a 37°C, 100 µL de una suspensión del 

microorganismo proveniente de un cultivo fresco (108 células/mL para bacterias 

y 106 células/mL para levaduras) con 100 µL de las BNP en concentración de 3 

veces la CIM. Luego se agregaron 50 µL de sulfanilamida al 2% en 5% (v/v) de 

HCl y 50 µL de una solución acuosa al 0.1% de N-(1-naftil) etilendiamina 

dihidrocloruro. La formación del colorante azoico se midió 15 minutos después 

por espectrofotometría a 540 nm en un espectrofluorímetro TECAN, Infinite 

M200 PRO, instalado en el Laboratorio de Bioquímica, DEPBIO, Facultad de 

Química, UdelaR (Figura 3.5c).  

Como forma de normalizar los resultados se determinó la concentración de 

proteínas totales presentes en las diferentes muestras mediante el método de 

Bradford de igual modo que para la evaluación de ERO (punto anterior).  
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Los resultados fueron normalizados según la concentración de proteínas totales 

y se expresaron como absorbancia vs el tiempo de exposición.  

 

Análisis estadístico. 

Los resultados de ERO y ERN fueron analizados estadísticamente utilizando 

ANOVA y la prueba de Sidak para comparaciones múltiples (valor p < 0.001). Se 

utilizó GraphPad Prism (versión 8.0) para el análisis estadístico.  

 

 

Figura 3.5. Esquema de la Determinación de generación de Especies Reactivas del 

Oxígeno (ERO) y Especies Intermediarias del Nitrógeno (ERN). a) suspensión de BNP y 

células, b) incubación a diferentes tiempos, c) medición de ERO, ERN y proteínas. 
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RESULTADOS 

 

Síntesis química. 

Se realizó la síntesis química de nanopartículas de plata (QNP), evidenciada por 

el espectro de absorción con el correspondiente pico correspondiente a la RPS a 

400 nm (Figura 3.6). 

 

 

Figura 3.6. Espectro de absorción UV-visible de las QNP mostrando el pico 

correspondiente a la RPS. 
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Actividad antimicrobiana frente a bacterias. 

 

Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima. 

La Tabla 3.2 muestra los valores de CIM obtenidos para las BNP, la solución de 

AgNO3 y las QNP frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. La 

sensibilidad de todos los microorganismos a las BNP fue notable, evidenciándose 

cifras de CIM significativamente inferiores en comparación con las obtenidas 

mediante AgNO3. En particular, se observaron valores de CIM más bajos para las 

PchNP en comparación con las QNP frente a E. coli, S. aureus y P. aeruginosa. En 

el caso de las PeNP, los valores de CIM fueron menores en comparación con las 

QNP, tanto para S. aureus como para P. aeruginosa, aunque fueron superiores 

frente a E. coli. 

 

Tabla 3.2. Concentración Inhibitoria Mínima de las diferentes BNP, la solución de 

AgNO3 y QNP frente a células bacterianas. 

Bacteria CIM PeNP CIM PchNP CIM AgNO3 CIM QNP 

E. coli 

ATCC 25922 
0.600 nM 0.030 nM 7.8 µM 0.062 nM 

P. aeruginosa 

ATCC 15422 
0.032 nM 0.027 nM 7.8 µM 0.062 nM 

X. vesicatoria 

CCMG 28m 
0.016 nM 0.027 nM 630 µM N/D 

K. pneumoniae 

CCMG 12716 
0.250 nM 0.055 nM 160 µM N/D 

A. baumanii 

CCMG b1 
0.062 nM 0.027 nM 40 µM N/D 

S. aureus 

ATCC 6538P 
0.030 nM 0.055 nM 80 µM > 1 nM 

B. subtilis 

ATCC 6633 
0.087 nM 0.011 nM 40 µM N/D 

N/D: CIM no determinada  
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Interacción entre BNP y células bacterianas. 

 

Microscopía Raman Confocal 

Los cambios fenotípicos en células de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y B. subtilis 

tratadas con BNP fueron analizados mediante Microscopía Raman Confocal 

(Figura 3.7). La asignación de las bandas (Tablas 3.3 a 3.6) se realizó en base a 

bibliografía previa (Nelson et al., 2004; Petra et al., 2005; De Gelder et al., 2007; 

Rusciano et al., 2015; Ayala et al., 2018; Lin et al., 2019; de Siqueira e Oliveira et 

al., 2021; Pistiki et al., 2022; Haq et al., 2023). Si bien se encontraron diferencias en 

los espectros Raman de las distintas bacterias, en todas ellas se observaron 

regiones de los espectros con similitud de bandas, atribuibles a las biomoléculas 

presentes en su estructura celular. En términos generales, las bandas asociadas a 

proteínas aparecieron en la región de 600-1600 cm-1, los polisacáridos entre 500 y 

1300 cm-1, los ácidos grasos entre 800 cm-1 y 1600 cm-1 y los ácidos nucleicos entre 

600 y 1600 cm-1. Además, se encontraron las bandas asociadas a peptidoglicano 

(543 cm-1, 630 cm-1 y 1380 cm-1) y lipopolisacárido (962 cm-1) en Gram negativas 

y al ácido teicurónico (852 cm-1) de Gram positivas (de Siqueira e Oliveira et al., 

2021). Los resultados muestran que el tratamiento con PeNP y PchNP afectó a 

todas las biomoléculas presentes en las estructuras celulares.  

Además, se obtuvieron imágenes hiperespectrales (Figura 3.8) combinando las 

bandas correspondientes al estiramiento C-H de las bacterias (rojo) y las 

correspondientes al estiramiento Ag-N de cada BNP (PeNP: verde, PchNP:azul) 

(Estevez et al., 2020). En todos los casos se obtuvieron también las células 

bacterianas control (sin tratar con BNP). De este modo se puede visualizar la 

interacción de las BNP con las células microbianas. 
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Figura 3.7. Espectros Raman de células control (rojo) y células tratadas con PeNP (verde) o PchNP (azul) para las bacterias E. coli (a y b), S. aureus (c y 

d), P. aeruginosa (e y f) y B. subtilis (g y h). Los espectros presentados son espectros promedio obtenidos mediante análisis de componentes principales 

(PCA) 
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Figura 3.8. Imágenes de MRC obtenidas combinando las bandas correspondientes al 

estiramiento C-H de las bacterias (rojo) y las bandas asignadas a Ag-N para las PeNP 

(verde) y las PchNP (azul) para las bacterias E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y B. subtilis. 

Control: células sin tratamiento, PeNP: células tratadas con PeNP (1.80 nM frente a E. 

coli, 0.09 nM frente a S. aureus, 0.09 nM frente a P. aeruginosa y 0.26 nM frente a B. subtilis), 

PchNP: células tratadas con PchNP (0.09 nM frente a E. coli, 0.16 nM frente a S. aureus, 

0.08 nM frente a P. aeruginosa y 0.03 nm frente a B. subtilis).   

Pe P

Control

Pch P
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Tabla 3.3. Asignaciones de las bandas Raman para células de E. coli control y tratadas con BNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP Tratamiento con PchNP 

Tirosina 

Proteínas 

(Haq et al., 2023) 644 Aumenta Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 810 Disminuye Disminuye 

ν (CC) - respiración del anillo (Haq et al., 2023) 850 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-O-C del enlace glicosídico (Haq et al., 2023) 905 Aumenta Aumenta 

Estiramiento C-C (Haq et al., 2023) 930 Aumenta Igual 

Estiramiento C-C, C-N (Lin et al., 2019) 1125 Aumenta Aumenta 

Amida III 

(Lin et al., 2019) 

1220 Disminuye Disminuye 

(Haq et al., 2023) 

Amida III (Haq et al., 2023) 1235 Disminuye Disminuye 

Vibración del anillo de la tirosina 

(Lin et al., 2019) 

1327 Disminuye Disminuye 

(Haq et al., 2023) 

ν (C 2) (α -aminoácidos) (Haq et al., 2023) 1410 Disminuye Disminuye 

C=O stretching (amida I) (Lin et al., 2019) 1658 Disminuye Disminuye 

Amida I (Zhao et al., 2023) 1693 Disminuye Disminuye 

Carbohidratos 

Polisacáridos 

(Haq et al., 2023) 556 Aumenta Aumenta 

 (De Gelder et al., 2007) 982 Desaparece Igual 

 (De Gelder et al., 2007) 1186 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1243 Disminuye Disminuye 

δ (CH2) lípidos saturados 
Ácidos grasos 

(Haq et al., 2023) 1460 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1593 Disminuye Disminuye 

Guanosina 

Ácidos nucleicos 

(Haq et al., 2023) 680 Disminuye Disminuye 

Adenina (Haq et al., 2023) 706 Aumenta Disminuye 

Anillo glicosídico de la adenina y poliadenina 
(ADN/ARN) 

(Haq et al., 2023) 730 Disminuye Disminuye 

Timina (Lin et al., 2019) 746 Aumenta Disminuye 

ν (CC) -respiración del anillo (citosina, uracilo) (Haq et al., 2023) 782 Disminuye Disminuye 
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Ácidos nucleicos (Lin et al., 2019) 1581 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

Peptidoglicano 

(de Siqueira e Oliveira 
et al., 2021) 

543 Desaparece Aumenta 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

(de Siqueira e Oliveira 
et al., 2021) 

630 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

(de Siqueira e Oliveira 
et al., 2021) 

1380 Aumenta Aumenta 

Estiramiento C-N de amida Lipopolisacárido 
(de Siqueira e Oliveira 

et al., 2021) 
962 Aumenta Disminuye 
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Tabla 3.4. Asignaciones de las bandas Raman para células de S. aureus control y tratadas con BNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP Tratamiento con PchNP 

Aminoácidos 

Proteínas 

(De Gelder et al., 2007) 790 Disminuye Disminuye 

Aminoácidos (De Gelder et al., 2007) 879 Disminuye Disminuye 

Deformación en el plano de CH 
(fenilalanina) 

(Pistiki et al., 2022) 1031 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C––C6H5 (fenilalanina, tirosina) (Pistiki et al., 2022) 1208 Disminuye Disminuye 

Doblamiento (CH2/CH3) 
(Pistiki et al., 2022) 

1451 Disminuye Disminuye 
(Ayala et al., 2018) 

Estiramiento (C=C) (Ayala et al., 2018) 1523 Disminuye Aumenta 

 

Polisacáridos 

(De Gelder et al., 2007) 929 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1092 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1116 Disminuye Disminuye 

Vibración del esqueleto de lípidos (C - O - O) 

Ácidos grasos 

(Pistiki et al., 2022) 896 Disminuye Disminuye 

Colesterol (Pistiki et al., 2022) 959 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C–C (Pistiki et al., 2022) 1130 - Aparece 

deformación =C-H (Pistiki et al., 2022) 1290 Disminuye Disminuye 

 

Ácidos nucleicos 

(De Gelder et al., 2007) 663 Disminuye Disminuye 

Respiración del anillo de pirimidina 
(Ayala et al., 2018) 

782 Disminuye Disminuye 
(Pistiki et al., 2022) 

Estiramiento simétrico del esqueleto (PO2) (Pistiki et al., 2022) 1091 Disminuye Disminuye 

Guanina y adenina (Pistiki et al., 2022) 1337 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-C de staphyloxantina 
Carotenoides 

(de Siqueira e Oliveira et al., 
2021; Pistiki et al., 2022) 

1160 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C=C de staphyloxantina (Pistiki et al., 2022) 1529 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina 
y N-acetilmurámico 

Peptidoglicano 

(de Siqueira e Oliveira et al., 
2021) 

543 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina 
y N-acetilmurámico 

(de Siqueira e Oliveira et al., 
2021) 

630 Disminuye Disminuye 

 Ácido 
Teicurónico 

(de Siqueira e Oliveira et al., 
2021) 

852 Disminuye Disminuye 
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Tabla 3.5. Asignaciones de las bandas Raman para células de P. aeruginosa control y tratadas con BNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP 
Tratamiento con 

PchNP 

Aminoácidos 

Proteínas 

(De Gelder et al., 2007) 810 Aumenta Disminuye 

Estiramiento C-C, C-N (Lin et al., 2019) 1125 Aparece Aumenta 

Amida III (Lin et al., 2019) 1220 Desaparece Disminuye 

Amida III (Lin et al., 2019) 1308 Aumenta Aumenta 

Estiramiento C=O (amida I) (Lin et al., 2019) 1658 Aparece Aparece 

 

Polisacáridos 

(De Gelder et al., 2007) 982 Disminuye Aumenta 

 (De Gelder et al., 2007) 1186 Aumenta Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1243 Aumenta Aumenta 

 Ácidos grasos (De Gelder et al., 2007) 1593 Disminuye Desaparece 

 

Ácidos nucleicos 

(De Gelder et al., 2007) 624 Aumenta Aumenta 

Timina (Lin et al., 2019) 746 Igual Desaparece 

Guanina (Lin et al., 2019) 1581 Aumenta Igual 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

Peptidoglicano 

(de Siqueira e Oliveira 
et al., 2021) 

543 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

(de Siqueira e Oliveira 
et al., 2021) 

630 Desaparece Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

(de Siqueira e Oliveira 
et al., 2021) 

1380 Disminuye Desaparece 

Estiramiento C-N de amida Lipopolisacárido 
(de Siqueira e Oliveira 

et al., 2021) 
962 Aparece Aparece 
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Tabla 3.6. Asignaciones de las bandas Raman para células de B. subtilis control y tratadas con BNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP Tratamiento con PchNP 

 

Proteínas 

(De Gelder et al., 
2007) 

810 Disminuye Aumenta 

νas(O-P- ),νring(C-C) (tirosina) 
(Rusciano et al., 

2015) 
830 Disminuye Aumenta 

ν (CC) - respiración del anillo (Haq et al., 2023) 850 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-C (Haq et al., 2023) 930 Disminuye Aumenta 

νs(PO2), respiración del anillo glicosídico 
(Rusciano et al., 

2015) 
1091 Desaparece Aumenta 

Amida III (Haq et al., 2023) 1220 Desaparece Aumenta 

νs(PO2), Amida III (Tyr, Phe) 
(Rusciano et al., 

2015) 
1205 Disminuye Disminuye 

Amida III (Haq et al., 2023) 1235 Disminuye Aumenta 

Anillo de la tirosina / vibración CH (Haq et al., 2023) 1327 Desaparece Aumenta 

Amida II (triptofano) 
(Rusciano et al., 

2015) 
1338 Disminuye Aumenta 

ν (C 2) (α -aminoácidos) (Haq et al., 2023) 1410 Disminuye Aumenta 

Amida II 
(Rusciano et al., 

2015) 
1546 Disminuye Aumenta 

Amida II (fenilalanina, triptofano) 
(Rusciano et al., 

2015) 
1574 Aumenta Aumenta 

Estiramiento C–O–C del enlace glicosídico (sacáridos) 

Polisacáridos 

(Haq et al., 2023) 905 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 
2007) 

982 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 
2007) 

1186 Disminuye Aumenta 

 (De Gelder et al., 
2007) 

1243 Disminuye Aumenta 

δ (CH2), lípidos 

Ácidos grasos 

(Haq et al., 2023) 1460 Disminuye Aumenta 

 (De Gelder et al., 
2007) 

1593 Disminuye Aumenta 

Guanosina 
Ácidos nucleicos 

(Haq et al., 2023) 680 Disminuye Aparece 

Adenina (Haq et al., 2023) 706 Igual Aumenta 
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Anillo glicosídico de la adenina y poliadenina 
(ADN/ARN) 

(Haq et al., 2023) 730 Desaparece Aparece 

ν (CC) -respiración del anillo (citosina, uracilo) (Haq et al., 2023) 782 Disminuye Disminuye 

dipicolinato cálcico (CaDPA) 

Esporas 

(Stöckel et al., 2010) 1017 Disminuye Disminuye 

dipicolinato cálcico (CaDPA) (Stöckel et al., 2010) 1383 Disminuye Disminuye 

dipicolinato cálcico (CaDPA) (Stöckel et al., 2010) 1440 Disminuye Aumenta 

Adenina y guanina (Nelson et al., 2004) 1486 Disminuye Aparece 

dipicolinato cálcico (CaDPA) (Petra et al., 2005) 1565 Disminuye Aumenta 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

Peptidoglicano 

(de Siqueira e 
Oliveira et al., 2021) 

543 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

(de Siqueira e 
Oliveira et al., 2021) 

630 Disminuye Disminuye 

Enlace glicosídico entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico 

(de Siqueira e 
Oliveira et al., 2021) 

1380 Disminuye Disminuye 

Estiramiento simétrico-asimétrico COO 
Ácido 

Teicurónico 
(de Siqueira e 

Oliveira et al., 2021) 
852 Disminuye Disminuye 
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Microscopía de Fuerza Atómica. 

Adicionalmente a lo obtenido por Microscopía Raman Confocal, se evaluó la 

interacción de las BNP frente a E. coli (Figura 3.9a-c) y S. aureus (Figura 3.9d-f) 

mediante AFM. Las imágenes mostraron cambios en la morfología y pérdida de 

integridad en las células luego de la exposición con BNP (indicado con flechas). 

 

 

Figura 3.9. Imágenes de amplitud obtenidas por AFM para la interacción de BNP con 

células de E. coli y S. aureus. Control: células sin tratar, PeNP: células tratadas con PeNP 

(1.80 nM frente a E. coli y 0.09 nM frente a S. aureus), PchNP: células tratadas con PchNP 

(0.09 nM frente a E. coli y 0.16 nM frente a S. aureus). 

 

Microscopía Electrónica de Barrido Ambiental (ESEM) y Microscopía 

Electrónica de Transmisión (TEM). 

El ensayo de viabilidad mediante resazurina realizado previo al análisis de 

Microscopía Electrónica (como se explicó en la Metodología) mostró que la CIM 

frente a E. coli  H5α fue de 0.22 nM para las PeNP y de 0.25 nM para las PchNP 

mientras que para B. subtilis 1904-E, la CIM fue de 0.055 nM para las PeNP y de 

0.062 nM para las PchNP.  

Las imágenes obtenidas por ESEM indicaron daño en la integridad de la 

membrana celular de E. coli (Figura 3.10) y B. subtilis (Figura 3.11) ocasionado por 

Pe PControl Pch P
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ambas nanopartículas en comparación con el control. Para el caso de E. coli, la 

pérdida de integridad en la membrana celular aumentó con la concentración de 

PeNP (Figuras 3.10e-f) y PchNP (Figuras 3.10i-j). Además, en algunos casos las 

bacterias liberaron componentes citoplasmáticos (indicado con flechas) como 

resultado de la interacción con las BNP. 

 

Figura 3.10. Imágenes representativas obtenidas por ESEM para la interacción de BNP 

con células de Ecoli. a, b: control; c-f: E. coli con una solución de PeNP (concentraciones: 

c-d 0.11 nM, e-f 0.15 nM); g-j: E. coli con una solución de PchNP (concentraciones: g-h 

0.12 nM, i-j 0.25 nM). 

 

 

Figura 3.11. Imágenes representativas obtenidas por ESEM para la interacción de BNP 

con células de B. subtilis (a y b: control, c: tratadas con PeNP 0.027 nM, d: tratadas con 

PchNP 0.031 nM). 

 

El daño en la membrana celular de E. coli ocasionado por las BNP también pudo 

verse en las imágenes TEM (Figura 3.12). A las concentraciones más bajas de 
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PeNP y PchNP, las imágenes mostraron a las BNP agregadas en la superficie 

bacteriana, generando conglomerados. A las concentraciones más altas de ambas 

nanopartículas se observó daño estructural, pérdida de consistencia y cambios 

en la morfología. 

 

 

Figura 3.12. Imágenes representativas obtenidas por TEM para la interacción de BNP 

con células de Ecoli. a, b: control; c-f: E. coli con una solución de PeNP (concentraciones: 

c-d 0.11 nM, e-f 0.15 nM); g-j: E. coli con una solución de PchNP (concentraciones: g-h 

0.12 nM, i-j 0.25 nM). 

 

Mecanismos de acción antimicrobianos:  estrés oxidativo. 

 

Especies Reactivas del Oxígeno (ERO). 

La generación de ERO se determinó comparando las células tratadas con PeNP y 

PchNP y células sin tratar (control), y se observó para ambas BNP frente a S. 

aureus y P. aeruginosa y para las PeNP frente a B. subtilis. Los resultados obtenidos 

se presentan en la Figura 3.13.  

 

Especies Reactivas del Nitrógeno (ERN). 

La generación de ERN se determinó comparando las células tratadas con PeNP 

y PchNP y células sin tratar (control). Los resultados obtenidos se presentan en 

la Figura 3.14. Para ninguno de los casos se observó generación de ERN 

significativamente diferente del control a excepción de las células de B. subtilis 

con PeNP al tiempo de contacto inicial, en las gráficas expresado como 0 horas 

(Figura 3.14g). 
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Figura 3.13. Evaluación de ERO para la acción de las BNP sobre E. coli (a y b), S. aureus 

(c y d), P. aeruginosa (e y f) y B. subtilis (g y h). Gris: control (sin BNP), verde: PeNP, azul: 

PchNP. Los asteriscos representan diferencias significativas a un nivel de probabilidad 

p < 0.001, según el ANOVA y la prueba de Sidak. 
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Figura 3.14. Evaluación de ERN para la acción de las BNP sobre E. coli (a y b), S. aureus 

(c y d), P. aeruginosa (e y f) y B. subtilis (g y h). Gris: control (sin BNP). Verde: PeNP. 

Azul: PchNP. Los asteriscos representan diferencias significativas a un nivel de 

probabilidad p < 0.001, según el ANOVA y la prueba de Sidak. 
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Actividad antimicrobiana frente a hongos filamentosos y levaduras. 

 

Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima. 

La Tabla 3.7 muestra los valores de CIM obtenidos para las BNP y la solución de 

AgNO3 frente a hongos filamentosos y levaduras. Todos los hongos fueron 

sensibles al tratamiento con las BNP y las CIM obtenidas fueron mucho menores 

que las obtenidas para la solución de plata en todos los casos. 

 

Tabla 3.7. Concentración Inhibitoria Mínima de las diferentes nanopartículas de plata y 

la solución de nitrato de plata frente a células de hongos filamentosos y levaduras. 

Hongo CIM PeNP CIM PchNP CIM AgNO3 

C. albicans 

ATCC 101231 
0.100 nM 0.030 nM 0.078 mM 

C. tropicalis 

ATCC 66029M* 
0.125 nM 0.014 nM 0.3 mM 

P. expansum 

CCMG 14g 
0.008 nM 0.023 nM 0.04 mM 

A. niger 

CCMG 17 
0.031 nM 0.014 nM 0.62 mM 

F. graminearum 

CCMG 31084 
0.006 nM 0.0002 nM 0.01 mM 

R. stolonifer 

CCMG 6227B 
0.350 nM 0.006 nM 0.01 mM 

A. alternata 

CCMG 54027 
0.024 nM 0.067 nM 0.16 mM 

P. oryzae 

Po290* 
0.087 nM 0.016 pM 0.078 mM 
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Interacción entre BNP y células fúngicas. 

 

Microscopía Raman Confocal. 

Del mismo modo que para las bacterias se analizaron, mediante MRC, los 

cambios fenotípicos producidos por las BNP en células de C. albicans (Figura 3.15) 

y P. oryzae (Figura 3.16). La asignación de las bandas (Tablas 3.8 y 3.9) se realizó 

en base a bibliografía previa.  

Para C. albicans (Tabla 3.8) se encontró, para ambas BNP, una disminución de las 

bandas a 642 cm-1, 1056 cm-1 y 1148 cm-1, asociadas a quitina (Pezzotti et al., 2022). 

En cuanto a las bandas asociadas al ergosterol (Pezzotti et al., 2022), las células 

tratadas con PeNP mostraron una disminución en las bandas respecto al control 

(594 cm-1). Por otro lado, para las PchNP disminuyó la intensidad de la banda a 

594 cm-1 mientras que la banda a 713 cm-1 apareció sólo en las células tratadas, 

pero no en el control.  

En lo relativo a P. oryzae (Tabla 3.9), el tratamiento con PeNP provocó una 

disminución de todas las bandas del espectro. En particular, se encontró una 

disminución respecto al control en algunas bandas características, tales como las 

bandas a 1052 cm-1 asignada al ADN, 1454 cm-1 asignada a quitina, 593 cm-1 

asignada a ergosterol y a 1657 cm-1 asignada a proteínas (Perumal et al., 2021). 

Estos resultados son indicativos del daño en la estructura celular producido por 

las BNP.  

Además, se obtuvieron imágenes hiperespectrales (Figura 3.17) combinando las 

bandas correspondientes al estiramiento C-H de las levaduras (rojo) y las 

correspondientes al estiramiento Ag-N de cada BNP (PeNP: verde, PchNP:azul) 

(Estevez et al., 2020). En todos los casos se obtuvieron también las células 

bacterianas control (sin tratar con BNP). De este modo se puede visualizar la 

interacción de las BNP con las células microbianas. 
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Figura 3.15. Espectros Raman de células control (rojo) y células tratadas con PeNP 

(verde) o PchNP (azul) para la levadura C. albicans (a y b). Los espectros presentados son 

espectros promedio obtenidos mediante análisis de componentes principales (PCA). 
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Figura 3.16. Espectros Raman de células control (rojo) y células tratadas con PeNP 

(verde) para el hongo P. oryzae. Los espectros presentados son espectros promedio 

obtenidos mediante análisis de componentes principales (PCA). 

 

 

Figura 3.17. Imágenes de MRC obtenidas para las células de C. albicans combinando las 

bandas correspondientes al estiramiento C-H de las levaduras (rojo) y las bandas 

asignadas al estiramiento Ag-N de a) PeNP y b) PchNP. 
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Tabla 3.8. Asignaciones de las bandas Raman para células de C. albicans control y tratadas con BNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP 
Tratamiento con 

PchNP 

Anillo de glucosa 

Proteínas 

(Pezzotti et al., 2022) 478 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 
2007) 

788 Disminuye Disminuye 

 De Gelder 2007 885 Disminuye Disminuye 

 

Polisacáridos 

(De Gelder et al., 
2007) 

511 Disminuye Disminuye 

β-1.6-glucano (vibración del enlace glicosídico C-O-C de 
polisacáridos) 

(Pezzotti et al., 2022) 890 Disminuye Disminuye 

α-1,6-glucano (estiramiento C-O-C) (Pezzotti et al., 2022) 919 Desaparece Desaparece 

α-1,3-glucano (vibración del enlace glicosídico C-O-C de 
polisacáridos) 

(Pezzotti et al., 2022) 941 Disminuye Disminuye 

 Ácidos grasos 
(De Gelder et al., 

2007) 
1596 Disminuye Disminuye 

Xantina o guanina 

Ácidos 
nucleicos 

Li 2021 657 Disminuye Desaparece 

 (De Gelder et al., 
2007) 

670 Disminuye Disminuye 

 (De Gelder et al., 
2007) 

698 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-CH3 (timidina) (Pezzotti et al., 2022) 1194 Disminuye Disminuye 

Movimiento tijera de NH2 (citidina) (Pezzotti et al., 2022) 1542 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-C-C y C-O-C en polisacáridos 

Quitina 

(Pezzotti et al., 2022) 642 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-C-C y C-O-C en polisacáridos (Pezzotti et al., 2022) 1056 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-C-C y C-O-C en polisacáridos (Pezzotti et al., 2022) 1148 Disminuye Disminuye 

Modo de deformación del anillo en el plano Ergosterol (Pezzotti et al., 2022) 594 Desaparece Disminuye 

Modo de respiración de anillo pirrólico 

Citocromos 

(Pezzotti et al., 2022) 750 Disminuye Disminuye 

Citocromo c reducido (Pezzotti et al., 2022) 1128 Disminuye Disminuye 

Citocromo c reducido (Pezzotti et al., 2022) 1585 Disminuye Disminuye 
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Tabla 3.9. Asignaciones de las bandas Raman para células de P. oryzae control y tratadas con PeNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP 

Aminoácidos 

Proteínas 

(De Gelder et al., 2007) 810 Disminuye 

Estiramiento C-C de fenilalanina (anillo aromático) (Perumal et al., 2021) 1009 Disminuye 

Amida I (Perumal et al., 2021) 1657 Disminuye 

Carbohidratos 

Polisacáridos 

(Perumal et al., 2021) 513-535 Disminuye 

Estiramiento C-O-C y estiramiento C-C (1,4-enlace glicosidico) (Perumal et al., 2021) 860 Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 982 Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1186 Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1243 Disminuye 

Deformación (CH) - glicogeno (Perumal et al., 2021) 1344 Disminuye 

Lípidos 
Ácidos grasos 

(Perumal et al., 2021) 1304 Disminuye 

 (De Gelder et al., 2007) 1593 Disminuye 

Timina 

Ácidos nucleicos 

(Perumal et al., 2021) 735 Disminuye 

Anillo pirimidina (C,T,U)/estiramiento O-P-O simétrico (columna 
vertebral del fosfato) 

(Perumal et al., 2021) 788 Aparece 

Estiramiento C-C (Perumal et al., 2021) 1052 Disminuye 

 Quitina (Perumal et al., 2021) 1454 Disminuye 

Modo de deformación del anillo en el plano Ergosterol (Perumal et al., 2021) 593 Disminuye 

 Citocromos (Perumal et al., 2021) 1580 Disminuye 
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Criomicroscopía electrónica (Cryo-EM). 

El estudio de la interacción de las BNP con células fúngicas se complementó 

mediante criomicroscopía electrónica. Para las células de C. albicans (Figura 3.18), 

el tratamiento con las BNP ocasionó daño en la pared y pérdida de integridad 

celular, alteraciones en la morfología y desorganización del citoplasma (indicado 

con flechas). En el caso de P. expansum (Figura 3.19) y A. niger (Figura 3.20), la 

interacción provocó daño en la pared, pérdida de la integridad celular y 

afinamiento de las hifas (indicado con flechas). 

 

 

Figura 3.18. Imágenes representativas de Cryo-EM obtenidas para C. albicans. a y b: 

control, c y d: células tratadas con PeNP, g e i: células tratadas con PchNP.  
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Figura 3.19. Imágenes representativas de Cryo-EM obtenidas para P. expansum. (a-c) 

Control, (d-f) células tratadas con PeNP, (g-i) células tratadas con PchNP.  
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Figura 3.20. Imágenes representativas de Cryo-EM obtenidas para A. niger. (a-c) Control, 

(d-f) células tratadas con PeNP, (g-i) células tratadas con PchNP.  
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Mecanismos de acción: estrés oxidativo. 

 

Especies Reactivas del Oxígeno (ERO). 

Se estudió la generación de ERO como un posible mecanismo de acción de las 

BNP frente a células de C. albicans (Figura 3.21). Se observó generación de ERO 

significativamente diferente del control desde el inicio del tratamiento para 

ambas BNP. 

 

  

Figura 3.21. Evaluación de ERO para la acción de las BNP sobre C. albicans. a: células 

tratadas con PeNP, b: células tratadas con PchNP. Gris: control (sin BNP). Verde: PeNP. 

Azul: PchNP. Los asteriscos representan diferencias significativas a un nivel de 

probabilidad p < 0.001, según el ANOVA y la prueba de Sidak. 
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Especies Reactivas del Nitrógeno (ERN). 

Además de la generación de ERO, también se estudió la generación de ERN como 

un posible mecanismo de acción frente a células de C. albicans (Figura 3.22). Sólo 

se observó generación de ERN significativamente diferente a la del control para 

las células tratadas con PeNP (Figura 3.22a). 

 

 

Figura 3.22. Evaluación de ERN para la acción de las BNP sobre C. albicans. a: células 

tratadas con PeNP, b: células tratadas con PchNP. Gris: control (sin BNP). Verde: PeNP. 

Azul: PchNP. Los asteriscos representan diferencias significativas a un nivel de 

probabilidad p < 0.001, según el ANOVA y la prueba de Sidak.  



Cap. III – Discusión 

105 
 

DISCUSIÓN 

Tal y como se mencionó en la Introducción, las características de las AgNP 

implican que tengan un enorme potencial para el tratamiento de enfermedades 

infecciosas, siendo activas tanto frente a bacterias como frente a hongos (Hamad 

et al., 2020; Šebesta et al., 2022; Magdy et al., 2024). En este capítulo se evaluó el 

potencial antimicrobiano de las BNP y se estudió la interacción de las mismas 

con los microorganismos para avanzar en el conocimiento sobre el mecanismo de 

acción. 

Del mismo modo que se hizo en la sección de Resultados, la discusión de este 

capítulo se presenta por separado para bacterias y hongos. 

 

Actividad antimicrobiana frente a bacterias. 

El potencial de las BNP como antimicrobianos se evaluó mediante la 

determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) frente a bacterias 

Gram positivas (S. aureus y B. subtilis) y Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa, A. 

baumanii y K. pneumoniae). En particular, S. aureus, P. aeruginosa, A. baumanii y K. 

pneumoniae forman parte del grupo ESKAPE, caracterizados por la gran 

habilidad de “escapar” a la acción de antibióticos mediante diversos mecanismos 

de resistencia, tal como se mencionó en la Introducción. Estos patógenos se 

incluyen en las categorías de prioridad alta y crítica de la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) para el desarrollo de nuevas drogas antimicrobianas (WHO, 

2017). Además de evaluar la CIM para las BNP, también se evaluó el potencial 

antimicrobiano del precursor de síntesis (AgNO3) y de nanopartículas de síntesis 

química (QNP) para comparar las actividades antimicrobianas de los tres tipos 

de agentes. Ambas BNP tuvieron capacidad antimicrobiana frente a todas las 

bacterias evaluadas, concordante con lo obtenido por otros autores para 

diferentes bio-AgNP (Keshari et al., 2020; Gökşen Tosun and Kaplan, 2021; 

Saravanakumar et al., 2021; Al-Dbass et al., 2022; Durán et al., 2023; Samuel et al., 

2023). 

Además, la CIM obtenida de las PeNP y las PchNP fue menor que la obtenida 

para el AgNO3 frente a todos los microorganismos. Tal como fue mencionado en 
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el Capítulo II, las proteínas, azúcares y otras moléculas biológicas actúan como 

agentes estabilizantes de las nanopartículas en los métodos biológicos. En esta 

línea, el mayor poder antimicrobiano de las PeNP y PchNP frente a las QNP para 

los microorganismos evaluados (a excepción de E. coli tratada con PeNP) puede 

ser atribuido al capping, como fue reportado previamente para otras bio-AgNP 

sintetizadas por hongos (Durán et al., 2023). Esto demuestra el enorme potencial 

antimicrobiano de las nanopartículas de plata biogénicas, además de las ventajas 

ecológicas de su síntesis respecto a otros métodos.  

Las diferencias en el poder antimicrobiano de una BNP frente a los distintos 

microorganismos pueden explicarse tanto por las diferencias estructurales de las 

células microbianas como por las características de las BNP, por ejemplo, la 

liberación de iones Ag+. Aunque el contenido de plata determinado fue similar 

en ambas BNP, el proceso y mecanismo de liberación de Ag+ podría ser diferente.  

El mayor poder antimicrobiano de las PchNP frente a las PeNP podría ser 

explicado, entonces, por las diferencias en el capping, formado por las proteínas 

liberadas al filtrado extracelular de cada hongo (Guilger-Casagrande et al., 2021).  

 

Estudios de interacción. 

La interacción de las BNP con las células bacterianas se estudió mediante 

diferentes técnicas. Los cambios en el perfil fenotípico de las bacterias 

ocasionados por la interacción con las BNP fueron estudiados mediante 

Microscopía Raman Confocal (MRC) ya que, como se explicó en la Introducción, 

los cambios que se producen en las diferentes bandas de los espectros Raman 

permiten monitorear los cambios en la composición celular (Nanda et al., 2016; 

de Siqueira e Oliveira et al., 2021; Novikov et al., 2022). Este estudio se realizó 

para E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y B. subtilis.  

En el caso de E. coli, se observó una reducción general de la intensidad de las 

bandas de los espectros Raman asociadas a proteínas, ácidos grasos, 

polisacáridos y ácidos nucleicos tras el tratamiento con ambas BNP, en 

concordancia con lo reportado por otros autores (Haq et al., 2023). Respecto a las 

bandas asociadas al peptidoglicano, la interacción con PeNP condujo a una 
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disminución en la intensidad de todas las bandas, mientras que la interacción con 

PchNP provocó un aumento en algunas de las bandas asociadas a esta 

biomolécula, posiblemente debido a una mayor exposición al láser como 

resultado del daño en la pared celular (Chao and Zhang, 2012). 

En relación con las bandas asignadas al lipopolisacárido (LPS), la interacción con 

PeNP resultó en un aumento de la intensidad, mientras que las PchNP causaron 

una disminución. El incremento causado por las PeNP podría atribuirse a una 

mayor expresión del LPS para contrarrestar el ataque del agente (Goltermann et 

al., 2022). El LPS constituye uno de los componentes principales de la membrana 

externa de las bacterias Gram negativas, dividido en tres regiones: la porción de 

lípido A, que se ancla a la membrana; el núcleo de oligosacárido; y el antígeno O, 

que se extiende hacia el exterior de la célula. Los microorganismos disponen de 

sistemas para regular la expresión de esta molécula, lo cual es crucial para 

modular la respuesta inmunitaria del hospedero y lograr la infección (Aldapa-

Vega et al., 2016). Estudios previos con péptidos antimicrobianos sugieren que la 

composición química de la porción externa del núcleo del LPS puede determinar 

la susceptibilidad al agente antimicrobiano (Goltermann et al., 2022).  

Estos hallazgos se reforzaron mediante el uso de AFM, ESEM y TEM. Las 

imágenes evidenciaron daños en la envoltura celular de E. coli tras la exposición 

a las BNP. Las distintas micrografías capturaron la interacción de las BNP con la 

superficie celular produciendo agregados, lo que condujo a la formación de poros 

en la pared y la pérdida de componentes citoplasmáticos.  

Similar a lo ocurrido con los espectros Raman de E. coli, en el caso de los 

correspondientes a S. aureus también se observó una disminución de las bandas 

asociadas a proteínas, ácidos grasos, polisacáridos, ácidos nucleicos y 

componentes de la pared y membrana celulares tras el tratamiento con ambas 

BNP. Estos resultados fueron complementados por medio de AFM, en dónde se 

observó una clara alteración de la estructura celular debida a la interacción de las 

células con las BNP. 

En cuanto a los espectros de P. aeruginosa, se observó que la intensidad de algunas 

de las bandas disminuye y otras aumentan tras el tratamiento con las BNP. Las 
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bandas asociadas al peptidoglicano disminuyeron su intensidad luego del 

tratamiento con las nanopartículas, indicando daño a nivel de dicha biomolécula. 

Esto podría implicar que algunas moléculas hayan quedado más expuestas, 

explicando el aumento de la intensidad de las bandas en el espectro. 

Interesantemente, las bandas asociadas a LPS aparecieron luego del tratamiento 

con ambas nanopartículas. Estudios realizados en bacterias Gram negativas 

tratadas con péptidos antimicrobianos mostraron que las bacterias producen 

cambios en la carga del LPS además de modificar la estructura del Lípido A para 

aumentar la rigidez de la membrana externa con el fin de resistir a la acción de 

los antimicrobianos (Joo et al., 2016). Este tipo de modificaciones podrían explicar 

el aumento en la intensidad de las bandas asociadas al LPS luego del tratamiento 

con las BNP. 

Por último, el tratamiento con las BNP provocó cambios en los espectros Raman 

de B. subtilis, diferentes para cada nanopartícula. Por un lado, el tratamiento con 

PeNP provocó una disminución de la intensidad de las bandas asociadas a 

proteínas, polisacáridos, ácidos nucleicos, esporas y componentes de la pared y 

membrana celulares. Por otro lado, el tratamiento con PchNP provocó una 

disminución de la intensidad de las bandas asociadas a la pared y membrana 

celulares pero las bandas asociadas al resto de biomoléculas mayormente 

aumentaron su intensidad. Este aumento de intensidad en las bandas podría 

estar involucrado en la formación de esporas, estructuras de resistencia de 

algunos tipos bacterianos como Bacillus spp., cuyo proceso de formación está 

caracterizado por un aumento en la síntesis de proteínas, ADN y ARN (Madigan 

et al., 2020). Las micrografías obtenidas por ESEM respaldaron estos resultados, 

mostrando un marcado daño a nivel de la estructura celular luego del 

tratamiento con las BNP. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en un 

estudio en el que se evaluaron los cambios provocados por el tratamiento de 

células de B. subtilis con péptidos aislados de la glicinina, en dónde se observó 

una superficie celular exterior irregular, fragmentación, daño celular y adhesión 

(Sitohy et al., 2014).  
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Según los resultados de las diferentes técnicas de microscopía, se sugiere un 

mecanismo de interacción común de las BNP con las bacterias estudiadas. En 

primera instancia, las BNP se unen a la superficie bacteriana, como fue 

evidenciado por las micrografías TEM. Posteriormente, se registra una 

disminución en la integridad celular debido a la pérdida de componentes 

citoplasmáticos causada por la generación de poros en la estructura celular, tal 

como observó en las micrografías ESEM, TEM, AFM, y en los espectros Raman 

con el daño a nivel de las diferentes biomoléculas. Los resultados son 

concordantes por lo obtenido por otros autores (Balakumaran et al., 2016; 

Ananda et al., 2019; Nwabor et al., 2021; Beltrán Pineda et al., 2022). 

 

Mecanismo de acción: generación de estrés oxidativo. 

Las AgNP tienen un enorme potencial antimicrobiano y poseen varios 

mecanismos de acción, algunos de ellos conocidos (Singh and Mijakovic, 2022). 

Estos mecanismos dependen tanto de las características de las AgNP como de las 

células involucradas (Javed et al., 2021). La generación de especies que llevan a 

estrés oxidativo, tales como las especies reactivas del oxígeno (ERO) y las especies 

reactivas del nitrógeno (ERN), es uno de los mecanismos de acción propuestos y 

uno de los más estudiados ya que los niveles intracelulares elevados de estas 

especies son mediadores de la muerte celular (Quinteros et al., 2016, 2018; Begum 

et al., 2022; Ali et al., 2023). En concordancia con lo propuesto por otros autores 

(Quinteros, 2017), en esta tesis se encontró generación de ERO para S.aureus y P. 

aeruginosa para ambas BNP, pero únicamente para las PeNP frente a B. subtilis. 

La generación de ERO se considera uno de los mecanismos que inducen la 

muerte celular al interactuar en la cadena de transporte de electrones, 

provocando interferencias en la respiración celular (Javed et al., 2021). Estas 

especies reactivas no solo interfieren en el proceso respiratorio, sino que también 

ocasionan daños en biomoléculas clave como proteínas, lípidos y ADN, 

exacerbando así el deterioro celular (Quinteros et al., 2016).  

Aunque uno de los mecanismos de acción más propuestos para las BNP es la 

generación de especies reactivas del oxígeno (ERO), los resultados para las 
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células planctónicas de E. coli obtenidos en esta tesis difieren de lo reportado por 

otros autores con bio-AgNP sintetizadas con otros organismos (por ejemplo P. 

aeruginosa) (Das et al., 2009; Quinteros, 2017; Kora and Sashidhar, 2018). Según 

nuestros hallazgos, la generación de ERO no sería el mecanismo predominante 

en la acción antimicrobiana de las BNP frente a E. coli. Una vez más, esta 

diferencia puede atribuirse a las diferencias en la composición del capping de las 

nanopartículas biogénicas, al provenir de distintos microorganismos. 

Sobre estos resultados es interesante observar que el tiempo de contacto de las 

células con las BNP realizado para el estudio de interacción en Microscopía 

Raman Confocal (15 minutos) fue equivalente al tiempo inicial en la evaluación 

de la generación de ERO y ERN. Tal como se discutió, en el análisis de los 

espectros Raman se observó que las bandas asignadas a proteínas, lípidos y ADN 

disminuían, sin embargo, a excepción de PeNP frente a B. subtilis, no hubo 

generación de ERO en ese tiempo de exposición para ninguna de las bacterias 

restantes, sugiriendo que los cambios en las biomoléculas serían consecuencia de 

otro mecanismo de acción independiente del estrés oxidativo. 

En suma, los resultados obtenidos en esta tesis muestran que para algunos 

microorganismos la generación de ERO puede ser uno de los principales 

mecanismos de acción antimicrobiano, pero no así para otros, reforzando la 

importancia de estudiar la interacción BNP-célula para cada microorganismo y 

para cada nanopartícula. 

En cuanto a la generación de ERN, para ninguna de las bacterias evaluadas se 

observaron diferencias significativas con el control, a excepción de las PeNP 

frente a B. subtilis para el tiempo inicial de contacto. Esto podría explicarse por 

los efectos antio idantes del ó ido nítrico (  ˙) a bajas concentraciones 

(Quinteros, 2017) por lo que es esperable que sus niveles no aumenten (e incluso 

disminuyan) para compensar el aumento de ERO.  

 

En base a los resultados obtenidos se proponen los mecanismos de interacción 

antimicrobianos de las BNP con las células bacterianas (Figura 3.23): 

i. Las BNP se adhieren a la superficie celular 
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ii. Se generan poros en la membrana y pared celulares provocando la 

pérdida de los componentes citoplasmáticos. 

iii. Las BNP ingresan al interior celular interaccionando y dañando 

componentes citoplasmáticos tales como ácidos nucleicos, proteínas, 

lípidos y polisacáridos. Este daño, en la mayoría de los casos, está mediado 

por la generación de especies reactivas del oxígeno. 

 

 

Figura 3.23. Mecanismo de acción antibacteriano propuesto para las BPN en base a los 

resultados obtenidos. 

 

Actividad antimicrobiana frente a hongos 

Los hongos patógenos representan una seria amenaza para la salud pública por 

su aumento en la prevalencia de enfermedades como en la resistencia a 

tratamientos. En la actualidad, contamos solamente con cuatro clases de 

fármacos antimicóticos y hay escasos candidatos en etapas avanzadas de 

desarrollo clínico. En el año 2022, la OMS emitió una lista de los patógenos 

fúngicos prioritarios (divididos en los grupos de crítica, alta y moderada 

prioridad) para la investigación y desarrollo en salud pública (WHO, 2022b). En 

esta tesis se estudió la actividad antimicrobiana de las BNP frente a 

microorganismos incluidos dentro de los grupos de prioridad crítica y alta de 
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dicha lista (C. albicans, C. tropicalis y F. graminearum) así como frente a otros 

patógenos fúngicos, tanto a nivel de salud humana como animal y agrícola (P. 

expansum, A. niger, R. stolonifer, A. alternata y P. oryzae). Los resultados obtenidos 

mostraron que tanto las PeNP como las PchNP tuvieron actividad 

antimicrobiana frente a los patógenos fúngicos evaluados, con CIM mucho 

menores que las obtenidas para el precursor de síntesis (AgNO3). Esto es 

concordante con los resultados de actividad antifúngica obtenidos por otros 

autores para otras bio-AgNP (Nguyen et al., 2020; Gurunathan et al., 2022; 

Šebesta et al., 2022; Sanguiñedo et al., 2023). 

 

Estudios de interacción. 

Se examinó la interacción entre las BNP y células fúngicas mediante diversas 

técnicas, incluida la Microscopía Raman Confocal. Para la puesta a punto del 

análisis por MRC de los hongos filamentosos se probaron diferentes protocolos 

recopilando fuentes bibliográficas. De los tres protocolos implementados, 

únicamente el que analizó los cambios producidos en P. oryzae luego del 

tratamiento no produjo fluorescencia. La experiencia adquirida permitirá 

continuar en el futuro con el análisis de otros hongos filamentosos mediante esta 

técnica. 

La tesis se enfocó en analizar la respuesta de las células de la levadura C. albicans 

ante ambas BNP y del hongo filamentoso P. oryzae ante las PeNP, comparando 

los espectros Raman antes y después del tratamiento con estas nanopartículas. 

Este enfoque permitió identificar cambios significativos en los espectros Raman 

de P. oryzae, evidenciados por una disminución en la intensidad de las bandas 

asociadas a diversas biomoléculas como proteínas, polisacáridos, ácidos grasos, 

ácidos nucleicos, ergosterol (componente de la membrana fúngica), glucanos y 

quitina (componentes de la pared celular), y citocromos. Los hallazgos sugieren 

que la interacción con las PeNP ocasionó daños en la pared celular, componentes 

citoplasmáticos y cadena de transporte de electrones de P. oryzae, posiblemente 

mediante la generación de estrés oxidativo ya que las especies intermediarias que 
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se forman disminuyen la actividad de los citocromos (Mussin and Giusiano, 

2022). 

En el caso de C. albicans, tanto la interacción con PeNP como con PchNP provocó 

una reducción en la intensidad de las bandas de los espectros Raman asociadas a 

proteínas, polisacáridos, ácidos grasos, ácidos nucleicos, citocromos, quitina y 

ergosterol. Este patrón, similar al observado en P. oryzae, sugiere que las BNP 

afectaron la membrana celular, generando daños a nivel estructural e 

interaccionando con componentes citoplasmáticos y de la cadena de transporte 

de electrones. Los resultados se complementaron con micrografías obtenidas 

mediante Cryo-EM, donde se evidencia cómo el tratamiento con BNP alteró la 

morfología celular al afectar la pared y la membrana celulares, desorganizando 

el citoplasma. Estos hallazgos son similares a los obtenidos en otras 

investigaciones (Fiołka et al., 2020).  

Asimismo, los resultados coinciden con estudios previos que indican que las 

AgNP actúan en células fúngicas a múltiples niveles, acumulando especies 

reactivas de oxígeno, disminuyendo la actividad de los citocromos y perturbando 

la síntesis de ergosterol y el metabolismo de lípidos. Todo esto genera daños 

estructurales en membranas y orgánulos, llevando a la apoptosis celular (Šebesta 

et al., 2022).  

Además del análisis de C. albicans mediante Cryo-EM, también se exploró la 

interacción entre células de A. niger y P. expansum. El tratamiento con BNP, al 

igual que lo discutido previamente, resultó en daño en la pared celular y pérdida 

de la integridad celular, y además en el adelgazamiento de las hifas. Bowen et al. 

(2007) examinaron la influencia de estímulos externos en los mecanismos de 

extensión de la punta de las hifas de A. niger al privarlas de nutrientes. Los 

resultados de este estudio demostraron que la punta de la hifa se aplanaba 

significativamente cuando los nutrientes eran limitados. Esta morfología de hifa 

aplanada es característica de la fase de crecimiento tigmotrópico en hongos 

fitopatógenos, permitiendo un contacto más directo entre el sustrato y los 

mecanismos de percepción topográfica en la punta. De acuerdo a lo observado 

en nuestra investigación, es de suponer entonces que, en el caso del tratamiento 
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con las BNP, las hifas buscaron esta morfología especial a fines de conseguir más 

nutrientes que permitieran un crecimiento más acelerado para resistir al ataque 

del antifúngico. 

 

Mecanismo de acción: generación de estrés oxidativo. 

Uno de los mecanismos de acción previamente discutidos fue la generación de 

estrés oxidativo. En esta investigación, se evaluó la producción de especies ERO 

y ERN en células de C. albicans tratadas con PeNP y PchNP.  

La generación de ERO se observó desde el inicio del tratamiento con ambas BNP 

mientras que la generación de ERN solo se observó en el caso del tratamiento con 

PeNP. Este resultado es peculiar ya que, como se explicó anteriormente en 

relación con las bacterias, el ó ido nítrico (  ˙) tiene efectos antio idantes a 

concentraciones bajas, lo que sugiere que un aumento de ERO debería mantener 

estables o incluso disminuir los niveles de nitritos. Sin embargo, en el caso de C. 

albicans tratadas con PeNP, se registró un aumento en los niveles de nitritos. Estos 

resultados sugieren que el estrés oxidativo provocado por las PeNP alteró el 

equilibrio entre la generación de especies reactivas de oxígeno y la producción 

de   ˙. Estos hallazgos concuerdan con los obtenidos por Quinteros (2017) al 

investigar células de E. coli tratadas con diferentes concentraciones de 

nanopartículas biogénicas. Independientemente de esto, los resultados sobre la 

generación de estrés oxidativo de las BNP en las células de C. albicans respaldan 

los hallazgos obtenidos mediante Microscopía Raman Confocal y Cryo-EM, 

demostrando que estas especies reactivas son, efectivamente, uno de los 

principales mecanismos de acción antifúngicos de estas nanopartículas frente a 

estas células. Al igual que para el caso de las células bacterianas, se propone el 

mecanismo de acción de las BNP frente a células fúngicas (Figura 3.24):  

i. Las BNP se adhieren a la pared y membrana celular.  

ii. Se genera daño a nivel de la pared y la membrana por interacción de las 

B P con los β-glucanos, quitina y ergosterol. 
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iii. Las BNP ingresan al interior celular dónde generan daño a nivel de 

proteínas y ácidos nucleicos e interaccionan con la cadena de transporte 

de electrones mediante la generación de especies reactivas del oxígeno. 

 

 

Figura 3.24. Mecanismo de acción antifúngico propuesto para las BPN en base a los 

resultados obtenidos. 

 

Estrés 
o idativo

ER ER 

ER 

ER 

 anopartícula de plata

Pared
celular

Membrana
celular

Manano

1,6   glucanos

1,3   glucanos

Quitina

Ergosterol

Fosfolípidos



Cap. III – Conclusiones 

116 
 

CONCLUSIONES 

En este capítulo se evaluó la capacidad antimicrobiana de las BNP frente a 

microorganismos patógenos de importancia a nivel de la salud humana y animal 

y del área agrícola. 

Las nanopartículas presentaron actividad antimicrobiana frente las bacterias, 

levaduras y hongos filamentosos analizados, con CIM mucho menores que las 

obtenidas para el precursor de la síntesis. 

Se evaluó también la concentración inhibitoria mínima para las nanopartículas 

de plata de síntesis química frente a E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, encontrando 

que estas eran mayores a las obtenidas para las nanopartículas de síntesis 

biológica. Esto muestra que las nanopartículas biosintetizadas presentan ventajas 

no solo a nivel económico y ambiental frente a las sintetizadas químicamente, 

sino también en la actividad antimicrobiana.  

Se realizaron estudios de interacción y mecanismo de acción para las 

nanopartículas frente a bacterias y hongos mediante diversas técnicas.  

Basándonos en los hallazgos obtenidos para las bacterias y las levaduras, esta 

tesis propone los mecanismos de acción antimicrobiana para las BNP evaluadas. 

En el caso de las bacterias y las levaduras, la interacción con las BNP se inicia con 

su unión a la superficie celular, lo que ocasiona la formación de poros en la pared 

bacteriana y la posterior internalización de las nanopartículas. Al internalizarse, 

las BNP interactúan con diversos componentes citoplasmáticos, pudiendo 

generar estrés oxidativo, dañando la célula a nivel del ADN, los lípidos, las 

proteínas y los polisacáridos y provocando, en última instancia, la muerte celular.  

En el caso de los hongos filamentosos, se llevaron a cabo distintos protocolos para 

investigar la interacción mediante Microscopía Raman Confocal, logrando así 

estudiar la interacción entre las nanopartículas de plata biosintetizadas a partir 

de P. expansum (PeNP) y las células de P. oryzae. El mecanismo de acción 

propuesto implica el deterioro de la pared celular del hongo, así como de 

componentes citoplasmáticos y la cadena de transporte de electrones. Se postula 

que este daño podría ser resultado de la generación eventual de estrés oxidativo, 

dado que las especies generadas interactúan con los citocromos presentes en la 
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cadena de transporte de electrones. Además, se evaluó la interacción entre las 

BNP y células de A. niger y P. expansum encontrando que las nanopartículas 

interaccionaron a nivel de la pared celular alterando la morfología de las hifas. 

En resumen, las nanopartículas de plata (BNP) evaluadas en este estudio 

demuestran un destacado potencial antimicrobiano contra bacterias, levaduras y 

hongos filamentosos, mostrando diversas vías de acción que podrían evitar la 

resistencia antimicrobiana que estos microorganismos puedan presentar.
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INTRODUCCIÓN 

Salmonella enterica es un patógeno importante que afecta a una amplia gama de 

especies animales y a humanos, y es el agente causal de enfermedades 

transmitidas por alimentos con importante impacto en la salud pública. Las 

enfermedades transmitidas por los alimentos afectan al 10% de población 

mundial con 33 millones de muertes anuales.  En particular la aparición de 

Salmonella enterica patógena serovar Typhimurium (S. Typhimurium) con 

múltiple resistencia a los antibióticos representa una considerable amenaza para 

la salud pública y la seguridad alimentaria a nivel mundial (Wang et al., 2022). 

Dentro de los más de 2500 serotipos reportados de Salmonella spp., sólo unos 

pocos afectan al ganado, siendo S. Typhimurium uno de los más frecuentes 

agentes causales de enteritis, diarrea y septicemia (Casaux et al., 2019). La 

salmonelosis en terneros se trata con antibióticos, recomendándose ß-lactámicos 

y sulfonamidas en casos de septicemia o quinolonas como tratamiento 

alternativo para el caso de resistencia (Wang et al., 2022). Sin embargo, la 

aparición de resistencia a las quinolonas también ha sido reportada (Pribul et al., 

2017). El uso indiscriminado de antibióticos, incluso como aditivos alimentarios 

para animales ha promovido la aparición y selección de microorganismos 

resistentes y multirresistentes que afectan la eficacia de la terapia con antibióticos 

tanto en animales como en seres humanos (Tang et al., 2017). La resistencia a 

múltiples fármacos es un problema emergente en todo el mundo. El mal uso de 

antibióticos es uno de los factores responsables de la alta resistencia a los 

antibióticos en varias bacterias patógenas, incluida S. Typhimurium (Wang et al., 

2022). En América del Sur, esta bacteria se ha aislado de casos de enfermedades 

trasmitidas por alimentos y se ha detectado la resistencia a betalactámicos 

(Casaux et al., 2023).  

En Uruguay, el grupo de investigación de la Plataforma de Salud Animal de INIA 

La Estanzuela (Colonia, Uruguay), se ha abocado a la investigación diagnóstica 

de brotes de Salmonella en el ganado lechero en distintas etapas de la crianza, 

entre otros. Estos estudios incluyeron estudios fenotípicos y genómicos para la 

caracterización del perfil de resistencia de las cepas aisladas (Casaux et al., 2019, 
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2023). En estos trabajos se demostró que S. Typhimurium fue el serotipo más 

frecuente obtenido de aislamientos realizados a partir de muestras fecales de 

terneros enfermos y muestras de órganos de terneros fallecidos por salmonelosis 

en granjas lecheras comerciales. Este serotipo presentó los mayores patrones de 

resistencia y ha sido reportado en humanos, destacándose su potencial zoonótico 

(Casaux et al., 2019).  

En respuesta a los problemas ocasionados por la aparición de resistencia 

generalizada a los antibióticos se está impulsando una intensa búsqueda de 

enfoques terapéuticos alternativos contra los patógenos bacterianos (Schäberle 

and Hack, 2014). 

El desarrollo de antimicrobianos en sistemas de nanopartículas se considera un 

excelente sistema alternativo para el tratamiento de enfermedades microbianas 

al aumentar el efecto terapéutico y superar los efectos secundarios (Youssef et al., 

2019). En los últimos años la aplicación de nanopartículas para el control de 

microorganismos se ha expandido considerablemente en el área de la salud 

humana y animal. Varias clases de nanopartículas han sido efectivas para el 

tratamiento de enfermedades infecciosas frente a bacterias resistentes a 

antibióticos tanto en estudios in vitro como en modelos animales (Hajipour et al., 

2012; Shanthi et al., 2016). En el campo de la Medicina Veterinaria la 

nanotecnología tiene un papel potencial en la prevención o el tratamiento de 

infecciones (Youssef et al., 2019). 

Tal y como se comentó en el Capítulo III, los mecanismos de acción 

antimicrobianos de las AgNP son complejos y dependen, entre otros factores, de 

las propiedades fisicoquímicas de las AgNP y del tipo de microorganismo 

(Hajipour et al., 2012). Se ha demostrado que el tamaño nanométrico de las AgNP 

incrementa el potencial de penetración permitiendo una mejor utilización de las 

propiedades del metal, siendo de gran utilidad en el tratamiento de 

enfermedades microbianas. Algunas bio-AgNP sintetizadas por hongos, como 

las sintetizadas en esta tesis, presentan amplia actividad antimicrobiana contra 

bacterias Gram negativas, Gram positivas y hongos (Rodrigues et al., 2013; 

Sanguiñedo et al., 2018, Capítulo III).  
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Este capítulo representa el primer trabajo realizado en colaboración entre el 

grupo interdisciplinario de Facultad de Química donde se llevó a cabo esta tesis 

y el grupo de Plataforma de Salud Animal de INIA La Estanzuela, trabajando con 

cepas de Salmonella enterica resistentes a antibióticos.  
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OBJETIVOS 

• Evaluar la actividad antimicrobiana (bacteriostática y bactericida) de 

nanopartículas de plata biogénicas frente a Salmonella Typhimurium 

resistente a antibióticos provenientes de terneros en Uruguay. 

• Evaluar la interacción entre las nanopartículas y las células de S. 

Typhimurium. 

 

ESTRATEGIA 

Para cumplir con los objetivos de este capítulo se trabajó con únicamente con las 

PchNP, buscando realizar un estudio detallado de la acción de estas 

nanopartículas frente a las cepas bacterianas. 

Se determinó la Concentración Inhibitoria Mínima de las PchNP frente a las cepas 

de S. Typhimurium, aisladas de terneros uruguayos, y se determinó la 

Concentración Bactericida Mínima para aquellas concentraciones de 

nanopartículas que inhibieron el crecimiento del microorganismo. 

Para estudiar la interacción de las PchNP y las células de S. Typhimurium se 

seleccionaron las cepas que fueron más susceptibles a la acción de las 

nanopartículas. Los estudios se realizaron mediante Microscopía Raman 

Confocal y Microscopía de Fuerza Atómica. 
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METODOLOGÍA 

 

Nanopartículas de plata utilizadas. 

Nanopartículas de plata biogénicas utilizadas. 

Para los ensayos de actividad antimicrobiana e interacción de este capítulo se 

utilizaron las PchNP sintetizadas en el Capítulo II: 

• PchNP: tamaño de 17(7) nm por TEM y 43(15) nm por DLS. 

 

Actividad antimicrobiana. 

 

Material biológico. 

Para los ensayos de actividad antimicrobiana, se emplearon cepas de S. 

Typhimurium aisladas previamente de terneros en Uruguay con diarrea, 

septicemia y muerte. Se seleccionaron 12 cepas previamente caracterizadas con 

diferencias en sus perfiles de sensibilidad a antibióticos (Tabla 4.1, Casaux et al., 

2019). Las cepas utilizadas fueron proporcionadas por el Dr. Martín Fraga de la 

Plataforma de Salud Animal de la Estación Experimental INIA La Estanzuela en 

Colonia. Estas cepas fueron subcultivadas en agar nutriente y posteriormente 

preservadas en glicerol 50% a -80°C hasta su utilización. 
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Tabla 4.1. Perfil de resistencia a antibióticos de las cepas de S. Typhimurium. 

Cepa Resistencia Susceptibilidad Intermedia 

16-025M4 Cefotaxima, estreptomicina, tetraciclina - 

16-045M5 
Ciprofloxacina, enrofloxacina, 

estreptomicina, tetraciclina 
- 

16-058M4 

Ampicilina, amoxicilina- ác-
clavulánico, trimetoprim- 

sulfametoxazol estreptomicina, 
tetraciclina 

- 

16-078M4 
Amoxicilina- ácido clavulánico, 

estreptomicina, tetraciclina 
Ampicilina 

17-032M21A 
Enrofloxacina, gentamicina, 
estreptomicina, tetraciclina 

Ciprofloxacina 

17081M3A 
Ampicilina, ácido nalidíxico, 

ciprofloxacina, estreptomicina, 
tetraciclina 

Ácido-clavulánico 

17-197M1 
Ácido nalidíxico, estreptomicina, 

tetraciclina 

Gentamicina, 
nitrofurantoína, 
ciprofloxacina 

17-210M7B 
Cefotaxima, estreptomicina, 

gentamicina, tetraciclina, azitromicina 

Trimetoprim- 
sulfametoxazol, 
ciprofloxacina 

19-027M2A 

Ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol, ácido clavulánico, 

estreptomicina, tetraciclina, 
azitromicina 

Amoxicilina- ácido 
clavulánico, ciprofloxacina 

16-073M11 Tetraciclina - 
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Concentración Inhibitoria Mínima (CIM). 

La determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima se realizó según lo 

detallado en el Capítulo III, de acuerdo al Instituto de Estándares Clínicos y de 

Laboratorio (CLSI, 2015). Como control de esterilidad se utilizó caldo de cultivo 

sin suspensión bacteriana y sin nanopartículas y como control de crecimiento se 

utilizó la suspensión bacteriana en medio de cultivo. La CIM se realizó por 

triplicado. Se incubó a 37°C durante 24 horas y se determinó la mínima 

concentración que inhibió el crecimiento celular. 

 

Concentración Bactericida Mínima (CBM). 

La determinación de la Concentración Bactericida Mínima se realizó para las 

concentraciones de PchNP con capacidad inhibitoria según los resultados de CIM 

(Figura 4.1a). Para ello se depositaron 100 µL de cada pocillo con inhibición de 

crecimiento (de la placa de CIM) en una placa con medio agar nutriente (Figura 

4.1b) y se diseminaron con un ansa de Driglasky (Figura 4.1c). Las placas se 

incubaron durante 24 horas a 37°C y se estimó el número de células viables según 

el número de unidades formadoras de colonias (ufc). La CBM se determinó como 

la concentración del agente antimicrobiano que causa la muerte del 99.9% del 

inóculo inicial (Díaz-García et al., 2020) (Figura 4.1d). 

 

 

Figura 4.1. Esquema de la determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

y Concentración Bactericida Mínima (CBM). a) selección de pocillos con inhibición de 

crecimiento, b) subcultivo a placa con medio agar nutriente, c) diseminación con ansa de 

Driglasky, d) determinación de CBM. 
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Interacción PchNP – S. Typhimurium. 

Las cepas que presentaron mayor susceptibilidad a la acción de antimicrobiana 

de las PchNP fueron utilizadas para los estudios de interacción mediante 

Microscopía Raman Confocal y Microscopía de Fuerza Atómica. 

 

Microscopía Raman Confocal. 

Las células sin tratamiento (control) y tratadas con PchNP fueron preparadas 

según lo especificado en el Capítulo III, de acuerdo a lo reportado por 

(Athamneh et al., 2014), utilizando un Microscopio Raman Confocal WITec 

Alpha 300-RA (WITec GmbH, Ulm, Alemania) ubicado en el Instituto Polo 

Tecnológico de Pando (IPTP), DETEMA, Facultad de Química, UdelaR. 

 

Microscopía de Fuerza Atómica. 

Las células bacterianas sin tratamiento (control) y tratadas con PchNP (tal como 

fueron preparadas para los análisis por Microscopía Raman Confocal) se 

observaron mediante Microscopía de Fuerza Atómica (AFM, por sus siglas en 

inglés), según lo reportado por Borowik et al. (2018), tal como se detalló en el 

Capítulo III, utilizando un microscopio AFM WITec Alpha 300-RA (WITec 

GmbH, Ulm, Alemania) ubicado en el Instituto Polo Tecnológico de Pando 

(IPTP), DETEMA, Facultad de Química, UdelaR.  
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RESULTADOS 

 

Actividad antimicrobiana. 

 

Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) y 

Concentración Bactericida Mínima (CBM). 

En la Tabla 4.2 se muestran los valores de CIM obtenidos para las PchNP y la 

solución de AgNO3 frente a las distintas cepas de S. Typhimurium. Si bien las 

cepas fueron sensibles a la solución de AgNO3, los valores de CIM obtenidos para 

PchNP resultaron muy inferiores a los de la solución de AgNO3. Esta diferencia 

es más pronunciada en los resultados de determinación de CBM para algunas 

cepas de S. Typhimurium donde los valores de CBM de la solución de AgNO3 

fueron igual o mayor a 830 µM, comparado con las CBM de las nanopartículas. 

 

Tabla 4.2. Concentración Inhibitoria Mínima y Bactericida Mínima de las PchNP y la 

solución de AgNO3 frente a las cepas de S. Typhimurium. 

Cepa CIM PchNP CBM PchNP CIM AgNO3 CBM AgNO3 

16-025M4 0,0078 nM ˃ 0,0156 nM 39 µM >830 µM 

16-045M5 0,0078 nM 0,0156 nM 39 µM 830 µM 

16-058M4 0,0156 nM 0,0156 nM 39 µM 830 µM 

16-078M4 0,0078 nM ˃ 0,0156 nM 39 µM 830 µM 

17-032M21A 0,0156 nM ˃ 0,0156 nM 78 µM >1250 µM 

17081M3A 0,0156 nM ˃ 0,0156 nM 78 µM 1250 µM 

17-197M1 0,0156 nM 0,0156 nM 39 µM 1250 µM 

17-210M7B 0,0156 nM >0,0156 nM 39 µM >830 µM 

19-027M2A 0,0156 nM ˃ 0,0156 nM 78 µM 1250 µM 

16-073M11 0,0156 nM ˃ 0,0156 nM 78 µM >1250 µM 
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Estudios de interacción bacteria-PchNP.  

 

Para los estudios de interacción se seleccionaron las tres cepas de S. 

Typhimurium (16-045M5, 16-058M4 y 17-197M1) que presentaron mayor 

susceptibilidad a la acción antimicrobiana de las PchNP. Se compararon los 

perfiles de bandas Raman previamente reportados para Salmonella spp. con los 

obtenidos para las tres cepas evaluadas, observándose la presencia de 11 bandas 

coincidentes y bandas asociadas a bacterias Gram negativas que fueron 

asignadas a las correspondientes moléculas biológicas (Assaf et al., 2014; 

Witkowska et al., 2017) (Tabla 4.3).  

 

Tabla 4.3. Bandas correspondientes a moléculas biológicas obtenidas por Microscopía 

Raman Confocal de las células control sin tratamiento con PchNP. La asignación de 

bandas se realizó en base a bibliografía (Assaf et al., 2014; Witkowska et al., 2017). 

Corrimiento Raman (cm-1) 
Asignación 

16-045M5 16-058M4 17-197M1 

557 556 545 Carbohidratos 

709 745 713 ADN, ARN 

757 761 796 ADN, ARN 

800 810 807 ARN 

935 970 934 Lípidos 

1098 1079 1092 Carbohidratos 

1234 1248 1243 ARN 

1350 1353 1354 Proteínas 

1444 1448 1462 Lípidos 

1554 1512 1510 Proteínas 

1594 1575 1579 ADN, ARN 

 

Mediante Microscopía Raman Confocal se determinaron las diferencias en los 

espectros Raman debido a los cambios fenotípicos de las células tratadas con 

nanopartículas frente a las células sin tratar (Figura 4.2). En todos los casos se 

observó que la interacción de las nanopartículas con las células de S. 

Typhimurium provocó cambios en las bandas correspondientes a proteínas, 
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lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos. A través de las imágenes combinadas 

generadas mediante Microscopía Raman Confocal (Figura 4.3), utilizando las 

bandas espectrales características de las células bacterianas y las nanopartículas, 

se pudo observar la interacción de las células bacterianas con las nanopartículas.  

Estos resultados fueron complementados mediante Microscopía de Fuerza 

Atómica (Figura 4.4) donde se observó que el tratamiento con las nanopartículas 

produjo cambios en la morfología de las células y desintegración de estructuras 

celulares. 

 

 

Figura 4.2. Espectro Raman obtenido para la cepa de S. Typhimurium 17-197. Se muestra 

en gris el espectro Raman de las células sin tratar (control) y en azul el de las células 

tratadas con PchNP. Se muestra en tabla la disminución de las bandas correspondientes 

a ARN, carbohidratos y lípidos luego del tratamiento 
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Figura 4.3. Imágenes de MRC para la cepa de S. Typhimurium 17-197, obtenidas 

combinando las bandas correspondientes al estiramiento C-H de las bacterias (rojo) y las 

bandas asignadas a Ag-N para las PchNP (azul). a) células sin tratamiento, b) células 

tratadas con PchNP. 

 

 

Figura 4.4. Imagen de topografía y contraste de fases obtenidas mediante Microscopía 

de Fuerza Atómica, mostrando los cambios en la morfología celular de S. Typhimurium 

(indicado con flechas) luego de exponerlas a las PchNP.   
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DISCUSIÓN 

En este capítulo se abordó la aplicación de las PchNP como agente 

antimicrobiano frente a cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium 

provenientes de aislamientos obtenidos previamente en Uruguay de terneros con 

diarrea, septicemia y mortandad, que habían sido caracterizados por el grupo 

por su perfil de resistencia a antibióticos. Los ensayos de actividad 

antimicrobiana in vitro mostraron resultados muy promisorios. Si bien las cepas 

son resistentes al menos a un antibiótico, todas ellas fueron sensibles a las PchNP. 

Esto es de particular importancia como alternativa al tratamiento de cepas 

resistentes a las quinolonas, ya que el uso de estos antibióticos fue recomendado 

para S. Typhimurium en un trabajo reciente realizado con más de 11.000 cepas, 

sin embargo, dicho tratamiento no sería eficaz en las cepas aisladas de territorio 

uruguayo (Wang et al., 2022).  En todos los casos las PchNP presentaron valores 

de CIM menores que las obtenidas para la solución de AgNO3, demostrando el 

gran potencial antimicrobiano y su promisoria aplicación en el área de salud 

animal. Si bien se ha demostrado la resistencia de S. Typhimurium a la plata 

(Hooton et al., 2021), las propiedades nanométricas y la composición de las 

PchNP utilizadas en este estudio otorgan nuevas ventajas antimicrobianas por 

poseer mayor área superficial y mayor poder de penetración. Incluso se observó 

que, para tres cepas resistentes (cada una a entre 3 y 7 antibióticos diferentes) las 

PchNP mostraron una CBM de 0.0156 nM. Esas tres cepas fueron utilizadas para 

estudios de Microscopía Raman Confocal y Microscopía de Fuerza Atómica. 

Como se mencionó en capítulos anteriores, en comparación con otros métodos 

que no requieren cultivo como el uso de sondas fluorescentes o magnéticas, la 

espectroscopía Raman tiene el potencial único de ser una técnica para 

identificación fenotípica que no requiere ningún tratamiento particular de las 

células (Ho et al., 2019). En este trabajo se compararon los perfiles de bandas 

Raman entre las células de S. Typhimurium tratadas con PchNP y células sin 

tratar (control). El análisis multivariado mostró que existieron cambios 

significativos en el perfil fenotípico de las bacterias luego del tratamiento con las 

PchNP respecto al control sin tratar, sugiriendo que las PchNP produjeron daño 
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celular a nivel de carbohidratos, ácidos grasos, proteínas y ácidos nucleicos, lo 

cual permite avanzar en el conocimiento de los sitios blanco de acción de las 

mismas.  

Estos resultados fueron complementados mediante Microscopía de Fuerza 

Atómica donde se observó que el tratamiento con las PchNP produjo cambios en 

la morfología de las células, lo que se debería a la pérdida de integridad de la 

envoltura celular y la pérdida de contenido citoplasmático, como fue 

previamente observado para otra bacteria Gram negativa (Escherichia coli) en 

estudios realizados por Microscopía Electrónica (TEM y ESEM) luego del 

tratamiento con las BNP, como se explicó en el Capítulo III. 
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CONCLUSIONES 

Las nanopartículas sintetizadas a partir de Phanerochaete chrysosporium fueron 

evaluadas contra distintas cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium 

resistentes y multirresistentes a diversos antibióticos, con el fin de determinar su 

potencial antimicrobiano. En todos los casos las PchNP presentaron valores de 

CIM menores que para la solución de AgNO3. Tres de estas cepas fueron 

seleccionadas (basado en los resultados de actividad bactericida) para los 

estudios de interacción mediante Microscopía Raman Confocal y Microscopía de 

Fuerza Atómica. Los resultados mostraron que el tratamiento con las PchNP 

generó daño celular a nivel de carbohidratos, ácidos grasos, proteínas y ácidos 

nucleicos lo cual se refleja en la pérdida de la integridad de la envoltura celular 

y del contenido citoplasmático, llevando a la muerte bacteriana. 

En suma, los resultados muestran la prometedora aplicación de las BNP 

obtenidas a partir de Phanerochaete chrysosporium como una alternativa para 

combatir a bacterias multirresistentes.  



 

135 
 

 

Capítulo V 

 
 

 

,

. 

ISABEL ALLENDE, La ciudad de las bestias 

 

 

 

BIOFILMS 

  



Cap. V – Introducción 

136 
 

INTRODUCCIÓN 

Un biofilm se define como una comunidad microbiana inmersa en una matriz de 

sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que constituye entre el 50% y el 90% 

de los elementos orgánicos presentes (Sharma et al., 2023) . La matriz de EPS tiene 

un papel crucial en la resistencia antimicrobiana de los biofilms al dificultar el 

transporte eficaz de los antimicrobianos a través de ellos. Esto convierte a los 

biofilms en un desafío importante para la salud ya que tienen ventajas 

importantes en la virulencia tales como la resistencia a condiciones ambientales 

estresantes, a antimicrobianos, a la respuesta inmune del huésped y la 

persistencia en la generación de infecciones (Paraje, 2011a; Nadar et al., 2022; 

Sharma et al., 2023). Se estima que alrededor del 70% de las infecciones 

bacterianas se relacionan con la formación de biofilms (Jamal et al., 2018; Sharma 

et al., 2023), pudiendo surgir tanto en tejidos vivos como en dispositivos médicos, 

generando infecciones crónicas. Las bacterias más comúnmente asociadas con la 

formación de biofilms incluyen Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus 

viridans, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (Sharma et al., 2023) y en 

cuanto a las levaduras, las infecciones más comunes se producen por biofilms de 

especies de Candida (Cavalheiro and Teixeira, 2018).  

Dado el desafío que suponen los biofilms para la salud, continuamente se están 

estudiando nuevas estrategias de control y erradicación. Dentro de estas 

estrategias, las AgNP muestran una actividad muy prometedora. Se ha 

observado su capacidad para inhibir tanto la formación de biofilm como la 

producción de EPS en diferentes bacterias resistentes, como K. pneumoniae, P. 

aeruginosa, E. coli, S. aureus, A. baumanii así como para prevenir la formación de 

biofilms de E. faecalis en tubos de catéter urinario (Mohanta et al., 2020; Siddique 

et al., 2020; Hetta et al., 2021; Swidan et al., 2022).  

Las enfermedades humanas o animales no son el único problema asociado a 

biofilms. La formación de estas estructuras sobre superficies inanimadas es 

también un área de estudio y las AgNP han demostrado ser efectivas contra los 

biofilms responsables de este problema (Pérez et al., 2022). 
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Aún hoy la información sobre como las AgNP interactúan con los biofilms es 

limitada, sin embargo, se han realizado muchos avances en la comprensión de 

los mecanismos de inhibición de la formación de biofilms y de la erradicación de 

los biofilms ya formados. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que las 

AgNP son capaces de reducir la movilidad de las bacterias, uno de los factores 

claves en la formación de un biofilm (Masum et al., 2019; Saeki et al., 2021). Otros 

estudios han demostrado que las AgNP disminuyen la adhesión entre células 

(Goswami et al., 2015) y a superficies (Ahmed et al., 2022) además de interferir 

en la producción de EPS (Akther et al., 2020; Rajivgandhi et al., 2020), pasos claves 

en la formación y el mantenimiento de un biofilm. En un estudio realizado por 

Yalçın et al. (2022) se demostró que las bio-AgNP sintetizadas a partir de 

cianobacterias eran capaces de inhibir la producción de violaceína en 

Chromobacterium violaceum, un pigmento regulado por QS. Akter et al. (2018) 

también demostró la inhibición de piocianina (otro modulador de QS) en P. 

aeruginosa por medio de AgNP.  

Posiblemente, el poder antibiofilm de las AgNP sea una combinación de todos 

los mecanismos de acción anteriormente mencionados. 

Una técnica de gran utilidad para comprender el efecto antibiofilm de las AgNP 

es la espectroscopía Raman. Esta técnica se ha empleado para investigar el efecto 

de varios fármacos en células planctónicas y en biofilms. Por ejemplo, se estudió 

el impacto de la vancomicina en un biofilm de S. aureus, revelando un desafío 

significativo relacionado con la limitada penetración del antibiótico en la 

estructura. A pesar de su capacidad para eliminar el biofilm en regiones menos 

profundas, las células permanecían viables en las capas más profundas, lo que 

resultaba en un crecimiento recurrente del biofilm (Bae et al., 2019).  

Los cambios en las distintas bandas de los espectros Raman permiten detectar 

alteraciones en las biomoléculas, tales como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos 

(Nanda et al., 2016). Además, cuando la espectroscopía Raman se asocia a un 

Microscopio Confocal, permite una visualización de alta resolución espacial en 

las tres dimensiones con la capacidad de seccionar el volumen de la muestra, 

produciendo imágenes tridimensionales (Ahlf et al., 2014). Otra de las ventajas 
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de la Microscopía Raman Confocal (comparando, por ejemplo, con la 

Microscopía Láser Confocal) es, tal como se mencionó en el Capítulo III, la 

simpleza y rapidez de la técnica además de no requerir tratamiento previo de la 

muestra (Perumal et al., 2021). Por tanto, la Microscopía Raman Confocal resulta 

ser una técnica sumamente útil para comprender en detalle las interacciones de 

las AgNP con los biofilms lo que podrá contribuir a mejorar su actividad contra 

estas estructuras. 
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OBJETIVOS 

• Evaluar la capacidad de las BNP para erradicar biofilms de bacterias y 

levaduras. 

• Evaluar la capacidad de las BNP para inhibir la formación de biofilms de 

bacterias y levaduras. 

• Estudiar la interacción entre las BNP y los biofilms. 

 

ESTRATEGIA 

Para cumplir con los objetivos del capítulo, se llevaron a cabo experimentos de 

erradicación e inhibición de la formación de biofilms microbianos de bacterias 

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y levaduras 

(Candida albicans y Candida tropicalis) de importancia clínica, mediante la técnica 

del cristal violeta. A partir de los resultados obtenidos se realizaron estudios 

mediante Microscopía Raman Confocal, Microscopía Láser Confocal y 

Microscopía de Fuerza Atómica para analizar la interacción entre las BNP y los 

biofilms en aquellos microorganismos en los que las BNP lograron su 

erradicación o inhibieron su formación. 
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METODOLOGÍA 

 

Material biológico. 

Para los ensayos de actividad contra biofilms se utilizaron las bacterias Escherichia 

coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538P y Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 15422, y las levaduras Candida albicans ATCC 101231 y Candida tropicalis 

ATCC 66029M*. Todas las cepas fueron previamente evaluadas por el grupo por 

su capacidad para formar biofilms en las condiciones de los ensayos, mostrando 

ser productoras de biofilm moderadas o fuertes (Raffaelli et al., 2022). 

 

Nanopartículas de plata biogénicas utilizadas. 

Para los ensayos de actividad antimicrobiana e interacción de este capítulo se 

utilizaron las BNP sintetizadas en el Capítulo II: 

• PeNP: tamaño de 32(11) nm por TEM y 16(4) nm por DLS. 

• PchNP: tamaño de 17(7) nm por TEM y 43(15) nm por DLS. 

 

Actividad contra biofilms. 

 

Erradicación de biofilms. 

Se llevaron a cabo ensayos de erradicación de biofilms basados en el método del 

cristal violeta (Villegas et al., 2012) en una placa de 96 pocillos (esterilizada, 

capacidad de 300 µL, MicroWell, NUNC). 

Se preparó una suspensión celular de las bacterias (1 x 107 células/mL) y se 

diluyó a 1/10 en caldo nutriente. La suspensión se depositó en la placa de 96 

pocillos (200 μ /pocillo) y se incubó durante 24 horas a 37 °C (Figura 5.1a). Como 

control se utilizaron pocillos conteniendo únicamente caldo nutriente.  

Para el ensayo de levaduras, las placas se trataron previamente con suero fetal 

bovino (FBS) 50% en caldo de papa y dextrosa (PDB) a 37 °C durante 30 minutos 

y se lavaron con PBS 10 mM (pH = 7,2). Luego, se preparó una suspensión celular 

de las levaduras (1 x 106 células/mL) y se diluyó a 1/10 en caldo de cultivo. La 

suspensión se depositó en la placa de 96 pocillos (200 μ /pocillo) y se incubó 
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durante 24 horas a 37°C. Previamente, los pocillos de control conteniendo 

únicamente PDB se trataron con FBS. 

A continuación, se retiró el sobrenadante, se agregaron 200 μ /pocillo de B P y 

se agregó caldo de cultivo fresco a los pocillos de biofilm basal (pocillos sin BNP) 

(Figura 5.1b). La placa se incubó durante 48 horas a 37°C. Se retiró el 

sobrenadante, se lavaron los pocillos con agua destilada y se secaron a 50°C 

durante 40 minutos (Figura 5.1c). Se agregó cristal violeta a cada pocillo y se dejó 

a temperatura ambiente durante 3 minutos (Figura 5.1d). El contenido de los 

pocillos se lavó con agua y se resuspendió en etanol:acetona (70:30). El biofilm se 

cuantificó midiendo la absorbancia a 590 nm. Se calculó el porcentaje de 

erradicación comparando con la muestra basal (Figura 5.1e). 

 

 

Figura 5.1. Procedimiento para evaluar la erradicación de biofilms mediante BNP. a) 

formación del biofilm, b) agregado de la muestra, c) incubación, d) agregado de cristal 

violeta, e) lectura de absorbancia a 590 nm. 

 

Inhibición de biofilms. 

Se determinó el efecto de las BNP sobre la formación de biofilms utilizando el 

método de microdilución según lo reportado por Raffaelli et al. (2022), en una 

placa de 96 pocillos. Se agregaron 20 μ  de las BP  y 1 0 μ  de caldo de cultivo 

en el primer pocillo y se realizaron diluciones seriadas al medio a las que se 

añadieron 20 μ  de la suspensión bacteriana (1 x 108 células/mL) y  0 μ  del 
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caldo de cultivo. Se incluyeron pocillos de control que contenían caldo nutriente 

estéril y caldo nutriente con suspensión bacteriana (biofilm basal, no tratado) 

(Figura 5.2a). La placa se incubó durante 24 horas a 37°C. Se retiró el 

sobrenadante y se lavaron los pocillos con agua destilada y se secaron a 50°C 

durante 40 minutos (Figura 5.2b). Luego, las células adheridas se tiñeron con una 

solución de cristal violeta al 1% (Figura 5.2c). El cristal violeta se resuspendió en 

etanol:acetona (70:30) y se midió la absorbancia de la solución a 590 nm. Se 

calculó el porcentaje de inhibición comparando con la muestra basal (Figura 

5.2d). La Concentración Mínima Inhibitoria de Biofilm (CMIB) se determinó 

como la concentración mínima capaz de inhibir al menos el 90% de la formación 

de biofilm.  

Para las levaduras, se incubaron 100 μ /pocillo de una suspensión de células (1 

x 106 células/mL) en 100 μ  de PDB a 37°C durante 30 minutos (excepto para el 

control estéril). Se retiró el sobrenadante y se lavaron los pocillos con PBS 1X. 

Luego se agregaron 100 μ  de P B y 100 μ  de B P y se realizaron diluciones 

seriadas. Se incluyeron pocillos de control que contenían PDB estéril y PDB y 

suspensión de levadura (biofilm no tratado). La placa se incubó a 37°C durante 

24 horas. Luego se continuó el procedimiento tal como se describe para el ensayo 

con bacterias.  
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Figura 5.2. Procedimiento para evaluar la inhibición de biofilms mediante BNP. a) 

agregado de la suspensión celular y la muestra, b) incubación, c) agregado de cristal 

violeta, d) lectura de absorbancia a 590 nm. 

 

Análisis estadístico. 

Los experimentos se realizaron por cuadruplicado y se calcularon los promedios 

y desviaciones estándar para todos ellos. Los resultados se graficaron como los 

valores medios con barras de error que representan las desviaciones estándar. 

Los datos fueron analizados estadísticamente utilizando ANOVA y una prueba 

post hoc de Tukey para comparaciones múltiples (p valor < 0.05). 

 

Estudios de interacción con biofilms. 

 

Microscopía Raman Confocal. 

El estudio de la interacción se realizó para las muestras de BNP que presentaron 

capacidad de erradicar biofilms de E. coli y C. albicans. Para ello se reprodujeron 

los experimentos de erradicación sobre un soporte de papel de aluminio (Gieroba 

et al., 2020). Se preparó una suspensión del microorganismo (bacteria o levadura) 

en medio de cultivo (caldo nutriente o PDB, según corresponda) y se incubó a 
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37°C durante 24 horas. La suspensión se depositó sobre un soporte de aluminio 

estéril y se incubó a 37°C durante 24 horas (Figura 5.3a). Pasado ese tiempo, se 

retiró el medio de cultivo remanente, se lavó con PBS, se añadió la muestra de 

BNP y se incubó a 37°C durante 24 horas (Figura 5.3b). Luego, se retiró el líquido 

remanente, se lavó con PBS y se dejó secar el soporte a temperatura ambiente 

para ser medido mediante Microscopía Raman Confocal (Figura 5.3c). 

Para las mediciones se utilizó un Microscopio Raman Confocal WITec Alpha 300-

RA (WITec GmbH, Ulm, Alemania) ubicado en el Instituto Polo Tecnológico de 

Pando (IPTP), DETEMA, Facultad de Química, UdelaR. Las mediciones se 

realizaron utilizando un láser de 532 nm enfocado a través de un objetivo de 

100X. El procesamiento de datos y el análisis estadístico se realizó mediante 

análisis de componentes principales (PCA) utilizando un script desarrollado en 

el Área Física del DETEMA que se ejecutó en entorno MATLAB.  

 

 

Figura 5.3. Estudio de la interacción de BNP con biofilms mediante Microscopía Raman 

Confocal y Microscopía de Fuerza Atómica. a) depósito de la suspensión celular en el 

soporte e incubación, b) agregado de BNP, c) análisis por MRC, d) análisis por AFM. 
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Microscopía de Fuerza Atómica. 

Los biofilm de E. coli sin tratamiento (basal) y tratados con BNP (tal como fueron 

preparados para los análisis por Microscopía Raman Confocal) se observaron 

mediante Microscopía de Fuerza Atómica (AFM, por sus siglas en inglés), según 

lo reportado por Borowik et al. (2018). Las muestras se analizaron utilizando el 

modo AC (tapping) en un microscopio AFM WITec Alpha 300-RA (WITec 

GmbH, Ulm, Alemania) ubicado en el Instituto Polo Tecnológico de Pando 

(IPTP), DETEMA, Facultad de Química, UdelaR (Figura 5.3e). Las mediciones 

AFM se obtuvieron colocando una gota de las suspensiones bacterianas sobre un 

sustrato de wafer de silicio y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los 

sensores de AFM tuvieron una constante de fuerza de k = 42 N/m, una frecuencia 

de resonancia nominal de 285 kHz, un ancho promedio de 45 mm, una longitud 

de 160 mm y un espesor de 4.6 mm. 

 

Microscopía Láser Confocal. 

El estudio por Microscopía Láser Confocal se realizó para las muestras de BNP 

que presentaron capacidad para inhibir la formación de los biofilms de C. albicans 

y C. tropicalis. 

Para ello se incubó una suspensión estandarizada (300 μ ) de células en c maras 

del tipo Nunc Lab Tek Chamber Slide durante 30 minutos a 37°C para formar el 

biofilm (Raffaelli et al., 2022; Wang et al., 2022). El sobrenadante fue retirado y se 

agregaron 290 μ  de caldo de cultivo con 10 μ  de las B P a analizar.  a muestra 

fue incubada a 37°C durante 24 horas y el sobrenadante fue retirado. Los biofilms 

se tiñeron con Calcofluor-White 15 μl en una mezcla 1:1 de Calcofluor-White (0.5 

g/L) y KOH al 10% (p/v) y se incubó durante 5 minutos en oscuridad a 

temperatura ambiente. 

La medición final se realizó en un Microscopio Láser Confocal Leica modelo TCS 

SP5 II disponible en la Facultad de Medicina, UdelaR. 

 

  



Cap. V – Resultados 

147 
 

RESULTADOS 

 

Erradicación de biofilms 

 

Determinación de la capacidad para erradicar biofilms. 

En la Figura 5.4 se muestran los resultados obtenidos para la erradicación de 

biofilms para las bacterias E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y las levaduras C. albicans 

y C. tropicalis. Tal como puede observarse, las nanopartículas solo fueron capaces 

de erradicar los biofilms formados de E. coli y C. albicans para las concentraciones 

utilizadas. Las PeNP lograron una erradicación del 33% para el biofilm de E. coli 

y del 80% para C. albicans en tanto que las PchNP erradicaron un 29% del biofilm 

E. coli y un 82% del biofilm de C. albicans. 
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Figura 5.4. Erradicación de biofilms de diferentes bacterias y levaduras mediante 

diferentes tratamientos. Las diferentes letras representan diferencias significativas con 

un nivel de probabilidad p<0.05, de acuerdo al test ANOVA y test de Tukey. Basal: 

biofilm sin tratamiento. PeNP: biofilm tratado con PeNP (0.40 nM frente a E. coli; 0,58 

nM frente a C. albicans). PchNP: biofilm tratado con PchNP (0.35 nM frente a E.coli; 0,30 

nM frente a C. albicans). Control: sin biofilm.   
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Microscopía Raman Confocal. 

La estructura de los biofilms, compuesta por proteínas, polisacáridos y otros 

elementos, puede ser identificada y caracterizada mediante la Microscopía 

Raman Confocal. El estudio de la interacción de las BNP con los biofilms se 

realizó para E. coli (Figura 5.5) y C. albicans (Figura 5.6) con ambas BNP ya que 

fueron capaces de erradicar los biofilms de ambos microorganismos. Además, se 

analizaron también los biofilms de S. aureus (Figura 5.7) tratados con PeNP para 

analizar mejor la interacción con las nanopartículas ya que estas no fueron 

capaces de erradicar el biofilm. Los principales cambios observados se 

encontraron en las regiones correspondientes a aminas I, II y III, carbohidratos y 

lípidos. La asignación de las bandas (Tablas 5.1 a 5.3) se realizó en base a estudios 

previos de MRC realizados con biofilms. Los resultados mostraron que la 

interacción de los biofilms de E. coli y C. albicans con las PeNP y las PchNP 

provocó una disminución en la intensidad de las bandas asignadas a proteínas, 

polisacáridos, lípidos y ácidos nucleicos (Tablas 5.1 y 5.2). En particular se 

encontró una disminución en la intensidad de la banda a 730 cm-1 asociada al 

ADN extracelular (Chao and Zhang, 2012) y en las bandas a 1280 cm-1 y 1380 cm-

1 asociadas a los polisacáridos de la matriz extracelular (Gieroba et al., 2020). 

En cuanto al análisis para los biofilms de S. aureus tratados con PeNP, los 

resultados mostraron un aumento en la intensidad de las bandas asociadas a 

proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos y pared y membrana celulares en tanto 

que se vio una disminución en la intensidad de las bandas asociadas a los 

polisacáridos de la matriz extracelular (bandas a 1280 cm-1 y 1380 cm-1) y algunas 

de las bandas asociadas a lípidos (Tabla 5.3). 
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Tabla 5.1. Asignaciones de las bandas Raman para los biofilms de E. coli basal y tratados con BNP 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP Tratamiento con PchNP 

Doblamiento COO- o estiramiento C-S 

Proteínas 

(Chao and Zhang, 
2012) 

611 Aumenta Disminuye 

Estiramiento CS, twisting CC (tirosina) 
(Chao and Zhang, 

2012) 
659 Aumenta Aumenta 

Estiramiento CN 
(Chao and Zhang, 

2012) 
980 Disminuye Disminuye 

Fenilalanina 

(Chao and Zhang, 
2012) 1005 Disminuye Disminuye 

(Kusić et al., 2015) 

Amida III (Kusić et al., 2015) 1238 Disminuye Disminuye 

Doblamiento CH 
(Chao and Zhang, 

2012) 
1320 Disminuye Disminuye 

Deformación CH2/CH3 (Kusić et al., 2015) 1450 Disminuye Disminuye 

  minas β de Amidas I y II 

(Gieroba et al., 
2020) 

1503 Disminuye Disminuye 

(Gieroba et al., 
2020) 

1525 Disminuye Disminuye 

Amida II 
(Chao and Zhang, 

2012) 
1570 Disminuye Disminuye 

  minas β de Amidas I y II Gieroba 2020 1607 Disminuye Disminuye 

Amida II 
(Chao and Zhang, 

2012) 
1616 Aumenta Disminuye 

  minas β de Amidas I y II Gieroba 2020 1620 Disminuye Disminuye 

Amida I (Kusić et al., 2015) 1669 Disminuye Disminuye 

Deformaciones de grupos laterales 

Polisacáridos 

(Gieroba et al., 
2020) 

790-950 Disminuye Disminuye 

Glucano y glucosa 

(Gieroba et al., 
2020) 

950 Disminuye Disminuye 

(Gieroba et al., 
2020) 

1020 Disminuye Disminuye 

Glucosa 
(Gieroba et al., 

2020) 
1125 Disminuye Disminuye 
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Polisacáridos polianiónicos de la matriz extracelular 

(Gieroba et al., 
2020) 

1280 Disminuye Disminuye 

(Gieroba et al., 
2020) 

1380 Disminuye Disminuye 

Guanina y adenina 

Ácidos nucleicos 

(Kusić et al., 2015) 690 Aumenta Disminuye 

eADN (ADN extracelular) 
(Chao and Zhang, 

2012) 
730 Aumenta Disminuye 

Citosina y adenina (Kusić et al., 2015) 778 Disminuye Disminuye 

O-P-O 
(Chao and Zhang, 

2012) 
810 Disminuye Disminuye 

Guanina y adenina Kusic 2015 1578 Disminuye Disminuye 

=C-C= en ácidos grasos insaturados 

Lípidos 

(Chao and Zhang, 
2012) 

1122 Disminuye Disminuye 

α-hélices de cadenas de poliproteínas 
(Gieroba et al., 

2020) 
1276 Aumenta Disminuye 

CH2/CH3 
(Gieroba et al., 

2020) 
1359 Disminuye Disminuye 

Estiramiento CN 
(Gieroba et al., 

2020) 
1425 Disminuye Disminuye 

Deformación CH2 
(Chao and Zhang, 

2012) 
1445 Disminuye Disminuye 
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Tabla 5.2. Asignaciones de las bandas Raman para los biofilms de C. albicans basal y tratados con BNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP Tratamiento con PchNP 

Fenilalanina 

Proteínas 

(Kusić et al., 2015) 1004 Disminuye Disminuye 

Estiramiento en el plano de C-H (fenilalanina) 
(Hrubanova et al., 

2018) 
1033 Aumenta Aparece 

Estiramiento C-N (Samek et al., 2014) 1080-1095 Disminuye Disminuye 

Vibración del grupo PO2 (Samek et al., 2014) 1080-1095 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-N 
(Hrubanova et al., 

2018) 
1128 Disminuye Disminuye 

 (Hrubanova et al., 
2018) 

1209 Disminuye Disminuye 

Amida III 
(Hrubanova et al., 

2018) 
1267-1270 Disminuye Disminuye 

Deformación CH2 (Samek et al., 2014) 1440-1460 Aumenta Disminuye 

Amida I 
(Hrubanova et al., 

2018) 
1660-1670 Disminuye Aumenta 

β-1.6-glucano (vibración del enlace glicosídico C-O-
C de polisacáridos) 

Polisacáridos 

(Pezzotti et al., 2022) 890 Disminuye Disminuye 

α-1,6-glucano (estiramiento C-O-C) (Pezzotti et al., 2022) 919 Aumenta Disminuye 

α-1,3-glucano (vibración del enlace glicosídico C-O-
C de polisacáridos) 

(Pezzotti et al., 2022) 941 Aumenta Aparece 

Polisacáridos polianiónicos de la matriz extracelular 
(Gieroba et al., 2020) 1280 Disminuye Disminuye 

(Gieroba et al., 2020) 1380 Aumenta Aparece 

eADN (ADN extracelular) 
Ácidos nucleicos 

(Chao and Zhang, 
2012) 

730 Disminuye Disminuye 

Estiramiento O-P-O de RNA (Samek et al., 2014) 813 Disminuye Aumenta 

Estiramiento simétrico C-C-N 

Lípidos 

(Samek et al., 2014) 880 Aumenta Disminuye 

Estiramiento C-C 
(Hrubanova et al., 

2018) 
1065 Disminuye Igual 

CH2 scissoring 
(Hrubanova et al., 

2018) 
1456 Disminuye Disminuye 

Estiramiento C-C-C y C-O-C en polisacáridos Quitina (Pezzotti et al., 2022) 642 Aumenta Aumenta 
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(Pezzotti et al., 2022) 1056 Disminuye Disminuye 

(Pezzotti et al., 2022) 1148 Aumenta Aumenta 

Modo de deformación del anillo en el plano 
Ergosterol 

(Pezzotti et al., 2022) 594 Disminuye Disminuye 

Modo de deformación del anillo y doblado CH (Pezzotti et al., 2022) 713 Disminuye Disminuye 
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Tabla 5.3. Asignaciones de las bandas Raman para los biofilms de S. aureus basal y tratados con PeNP. 

Asignación Biomolécula Referencia Corrimiento Raman (cm-1) Tratamiento con PeNP 

Fenilalanina 

Proteínas 

(Kusić et al., 2015) 1004 Aumenta 

  minas β de Amidas I y II 

(Gieroba et al., 2020) 1503 Aumenta 

(Gieroba et al., 2020) 1525 Aumenta 

(Gieroba et al., 2020) 1620 Aumenta 

Deformaciones de grupos laterales 

Polisacáridos 

(Gieroba et al., 2020) 790-950 Aumenta 

Glucano y glucosa 
(Gieroba et al., 2020) 950 Aumenta 

(Gieroba et al., 2020) 1020 Aumenta 

Glucosa (Gieroba et al., 2020) 1125 Disminuye 

Polisacáridos polianiónicos de la matriz extracelular 
(Gieroba et al., 2020) 1280 Disminuye 

(Gieroba et al., 2020) 1380 Disminuye 

Guanina y adenina 
Ácidos nucleicos 

(Kusić et al., 2015) 690 Aumenta 

eADN (ADN extracelular) (Chao and Zhang, 2012) 730 Aumenta 

α-hélices de cadenas de poliproteínas 

Lípidos 

(Gieroba et al., 2020) 1276 Disminuye 

CH2/CH3 (Gieroba et al., 2020) 1359 Aumenta 

Estiramiento CN (Gieroba et al., 2020) 1425 Disminuye 
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Figura 5.5. Espectros Raman de biofilm de E. coli basal (gris) y 

tratado con PeNP (verde) o PchNP (azul) para las siguientes 

regiones: a, b) espectros completos, c, d) amina I y II, e, f) amina III, 

g, h) carbohidratos, i, j) lípidos saturados. Los espectros presentados 

son espectros promedio obtenidos mediante análisis de 

componentes principales (PCA). 
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Figura 5.6. Espectros Raman de biofilm de C. albicans basal (gris) y tratado con PeNP (a) 

o PchNP (b). Los espectros presentados son espectros promedio obtenidos mediante 

análisis de componentes principales (PCA). 

  

  

  

Figura 5.7. Espectros Raman de biofilm de S. aureus basal (gris) y tratado con PeNP 

(verde) para las siguientes regiones: a) espectros completos, b) amina I y II, c) 

carbohidratos, d) lípidos saturados. Los espectros presentados son espectros promedio 

obtenidos mediante análisis de componentes principales (PCA).  
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Para visualizar la interacción entre las BNP y los biofilms se obtuvieron imágenes 

hiperespectrales combinando bandas características a las células de E. coli (Figura 

5.8) y C. albicans (Figura 5.9) con bandas específicas de los biofilms tales como el 

eADN para ambos microorganismos, los polisacáridos de la matriz de EPS para 

E. coli y las bandas asociadas a ergosterol y quitina para C. albicans. En todos los 

casos se obtuvieron también las imágenes de biofilm sin tratar con BNP. Los 

resultados muestran la disminución de las zonas con biomasa, eADN, EPS y 

ergosterol y quitina para C. albicans luego del tratamiento con las BNP.  

 

 

Figura 5.8. Imágenes de MRC obtenidas combinando las bandas correspondientes a las 

células de E. coli (rojo), las bandas asignadas a eADN (azul) y a EPS (verde). Control: 

biofilm sin tratamiento, PeNP: biofilm tratado con PeNP. Las flechas indican las zonas 

de la imagen donde no se observa biomasa microbiana (remoción de biofilm 

microbiano). 
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Figura 5.9. Imágenes de MRC obtenidas combinando las bandas correspondientes a las 

células de C. albicans (rojo), las bandas asignadas a eADN (azul), ergosterol (celeste) y 

quitina (verde). Control: biofilm sin tratamiento, PchNP: biofilm tratado con PchNP. Las 

flechas indican las zonas de la imagen donde no se observa biomasa microbiana 

(remoción de biofilm microbiano). 

 

Microscopía de Fuerza Atómica. 

Los resultados obtenidos por Microscopía Raman Confocal de los biofilms de E. 

coli tratados con PchNP se complementaron con Microscopía de Fuerza Atómica 

(Figura 5.10). Se observó que el tratamiento con las nanopartículas generó una 

disrupción de los biofilms. Al igual que en los análisis mediante Microscopía 

Raman Confocal, para analizar mejor los cambios producidos por las PchNP en 

el biofilm se analizó también el tratamiento de los biofilms de S. aureus con 

PchNP (Figura 5.11), que no presentó capacidad de erradicar. En concordancia 

con lo obtenido por la Microscopía Raman Confocal, los resultados mostraron un 

aumento en la población celular del biofilm luego del tratamiento con las PchNP. 
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Figura 5.10. Imagen de amplitud, topografía y contraste de fases obtenidas mediante 

Microscopía de Fuerza Atómica, mostrando los cambios en la morfología de los biofilms 

de E. coli luego de exponerlos a PchNP.   
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Figura 5.11. Imagen de amplitud, topografía y contraste de fases obtenidas mediante 

Microscopía de Fuerza Atómica de los biofilms de S. aureus basal y tratados con PchNP.   

 

Inhibición de biofilms. 

 

Determinación de la capacidad para Inhibir la formación de biofilms. 

En las Figura 5.12 y 5.13 se muestran los resultados obtenidos para la inhibición 

de la formación de biofilms para las bacterias E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y las 

levaduras C. albicans y C. tropicalis. Los resultados mostraron que las PeNP fueron 

capaces de inhibir en diferentes porcentajes la formación de los biofilms de C. 

albicans y C. tropicalis en tanto que las PchNP fueron capaces de inhibir la 

formación de los biofilms de E. coli, P. aeruginosa, C. albicans y C. tropicalis. A pesar 

de esto, únicamente se pudo determinar la CIBM (concentración que inhibe al 

menos el 90% de la formación de biofilm) para el biofilm de C. albicans tratado 

con las PeNP (CIBM = 0.145 nM) 
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Figura 5.12. Inhibición de biofilms bacterianos a diferentes concentraciones de AgNP. 

Las diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de probabilidad 

p<0.05, de acuerdo al test ANOVA y test de Tukey. Basal: biofilm sin tratamiento. Verde: 

biofilm tratado con PeNP. Azul: biofilm tratado con PchNP. Control: sin biofilm.  
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Figura 5.13. Inhibición de biofilms de levaduras a diferentes concentraciones de AgNP. 

Las diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de probabilidad 

p<0.05, de acuerdo al test ANOVA y test de Tukey. Basal: biofilm sin tratamiento. Verde: 

biofilm tratado con PeNP. Azul: biofilm tratado con PchNP. Control: sin biofilm.  

 

Microscopía Láser Confocal. 

Como modo de visualizar la inhibición de los biofilm de las levaduras se estudió, 

mediante Microscopía Laser Confocal, el tratamiento con PchNP de los biofilms 

de C. albicans (Figura 5.14) y C. tropicalis (Figura 5.15). Las imágenes muestran 

como el tratamiento de ambos biofilms generó una inhibición de su formación, 

así como una disminución en el contenido de pseudohifas, importantes para el 

desarrollo y maduración de la estructura. 
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Figura 5.14. Imágenes de Microscopía Láser Confocal obtenidas para los biofilm de C. 

albicans basal (a) y tratadas con PchNP (b), mostrando las diferencias en el grosor (eje z, 

flechas azules) del biofilm y en el crecimiento filamentoso (flechas blancas).  
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Figura 5.15. Imágenes de Microscopía Láser Confocal obtenidas para los biofilm de C. 

tropicalis basal (a) y tratadas con PchNP (b), mostrando las diferencias en el grosor del 

biofilm (eje z, flechas azules) y en el crecimiento filamentoso (flechas blancas). 
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DISCUSIÓN 

La capacidad de los microorganismos para formar biofilms representa un desafío 

significativo para la salud ya que estas estructuras presentan características tales 

como la resistencia al estrés ambiental, a antibióticos, a la respuesta inmune del 

huésped y la capacidad de mantener infecciones persistentes (Nadar et al., 2022). 

Sumado a esto, el material genético en los biofilms tiende a intercambiarse con 

alta frecuencia debido a la proximidad celular (Paraje, 2011). Aproximadamente 

el 65% de las infecciones bacterianas se vinculan con la presencia de biofilms 

(Jamal et al., 2018) y se desarrollan tanto en tejidos vivos como en dispositivos 

médicos, ocasionando infecciones crónicas. Esto resalta la urgencia de 

comprender mejor los mecanismos de resistencia de estas estructuras para 

ofrecer tratamientos más efectivos y desarrollar nuevas fórmulas 

antimicrobianas. 

En esta tesis se llevó a cabo la evaluación de la eficacia antibiofilm de las 

nanopartículas de plata biogénicas (BNP) mediante la tinción de la biomasa con 

cristal violeta. Al contrastar las mediciones iniciales del biofilm sin BNP con 

aquellos tratados, se exploró la capacidad de estas nanopartículas para combatir 

los biofilms. 

En contraste con la actividad antimicrobiana observada sobre células 

planctónicas (como se describe en el Capítulo III), las BNP no exhibieron 

actividad antimicrobiana contra todos los biofilms. Tanto las PeNP como las 

PchNP demostraron ser efectivas en la erradicación de los biofilms formados por 

E. coli y C. albicans, pero no mostraron eficacia contra los biofilms de S. aureus, P. 

aeruginosa y C. tropicalis. Esto podría atribuirse a una potencial capacidad de 

penetración diferencial en la estructura del biofilm por parte de las BNP, 

relacionada con variaciones en la matriz de sustancias poliméricas extracelulares 

(EPS). La presencia de la matriz de EPS puede influir en la actividad de las 

sustancias antimicrobianas, retardando su penetración o reaccionando con el 

agente, alterando así su efectividad (Sharma et al., 2023). Aún más, algunos 

estudios indican que C. tropicalis presenta mayor adherencia a ciertas superficies 

que el resto de las especies de Candida así como una mayor tolerancia a drogas 
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antifúngicas gracias a las proteínas del EPS (de Souza et al., 2023), lo cual también 

respalda el hecho de que las BNP evaluadas no hayan tenido capacidad de 

erradicar los biofilms de C. tropicalis pero sí los de C. albicans. 

En particular para el caso de S. aureus, si bien los resultados de actividad 

antibiofilm no fueron auspiciosos en las condiciones evaluadas, es importante 

considerar que ha sido ampliamente demostrado que conjugar AgNP con otros 

antimicrobianos puede ser muy efectivo para potenciar su acción (Montazeri et 

al., 2020). Por ejemplo, aunque la nisina es un péptido antimicrobiano muy eficaz 

a bajas concentraciones frente a células planctónicas de S. aureus, no lo es así para 

inhibir la formación del biofilm de S. aureus. Es así que teniendo en cuenta como 

antecedente los resultados de esta tesis, nuestro grupo de investigación demostró 

que nanoconjugados de PchNP con nisina produjeron la inhibición del biofilm 

de S. aureus a concentraciones tan bajas como 0.009 µg/mL, y a concentraciones 

más elevadas inhibió más del 90% de la biomasa del biofilm (Zimet et al., 2021). 

La evaluación de la actividad contra los biofilms de E. coli y C. albicans se 

complementó mediante estudios de erradicación utilizando Microscopía Raman 

Confocal. Se compararon biofilms sin tratamiento (basal) con aquellos tratados 

con BNP, evidenciando diferencias significativas en la composición de lípidos, 

proteínas, ácidos nucleicos y carbohidratos, así como en los componentes de la 

pared y membrana celular. Además, para una comprensión más exhaustiva de 

los factores que influyen en la actividad antibiofilm, se examinaron los biofilms 

de S. aureus, tanto en su estado basal como después de ser tratados con PeNP (las 

cuales no produjeron erradicación), utilizando la misma técnica. 

En el caso de los biofilms de E. coli y C. albicans, el tratamiento con BNP produjo 

una marcada reducción en la intensidad de las bandas vinculadas a los lípidos. 

Este descenso se asocia con cambios en la cantidad y composición de los lípidos 

durante la maduración de los biofilms, especialmente en relación con la 

saturación de ácidos grasos (Gieroba et al., 2020). Los lípidos desempeñan una 

función esencial al proporcionar el componente hidrofóbico crucial en la matriz 

extracelular, facilitando así la migración celular desde la superficie y 

promoviendo la formación de microcolonias para el crecimiento continuo 
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(Gieroba et al., 2020). En lo que respecta al biofilm de S. aureus, el tratamiento con 

las PeNP también ocasionó variaciones en los componentes lipídicos, con algunas 

bandas incrementando su intensidad y otras disminuyendo. 

En relación con las proteínas, se detectaron diferencias en las intensidades de las 

bandas asociadas a amidas I, II y III, lo que sugiere una posible variación en las 

propiedades adhesivas del biofilm debido al tratamiento. Estas proteínas son 

fundamentales para mantener la estructura del biofilm y asegurar su 

supervivencia al permitir el acceso a nutrientes. En los biofilms de E. coli y C. 

albicans, las bandas vinculadas a proteínas disminuyeron su intensidad tras el 

tratamiento con BNP, sugiriendo un efecto sobre la estructura del biofilm. 

Mientras tanto, en el caso de S. aureus, se observó un aumento en la intensidad 

de estas bandas, indicando una mayor síntesis de proteínas que favorecen tanto 

la adhesión como el mantenimiento de la estructura. Las láminas beta, una 

estructura secundaria de las proteínas, desempeñan múltiples funciones y 

podrían estar implicadas en la virulencia del biofilm (Gieroba et al., 2020). Los 

resultados obtenidos respaldan esta idea, ya que las bandas asociadas a láminas 

beta disminuyeron su intensidad en los espectros Raman de los biofilms de E. coli 

después del tratamiento, pero aumentaron en los biofilms de S. aureus tratados 

con PeNP. 

En relación con los azúcares, tras el tratamiento de los biofilms de E. coli se 

evidenció una disminución en la intensidad de la región de los espectros Raman 

asociada a las deformaciones de los grupos laterales de los carbohidratos (790-

950 cm-1), características de estos biofilms. Se encontraron diferencias notables, 

tanto para los biofilms de E. coli como los de C. albicans, en la intensidad de las 

bandas vinculadas a los polisacáridos polianiónicos presentes en la matriz 

extracelular, así como en la de las bandas asociadas a glucosa y glucanos, 

elementos fundamentales para la adhesión y el mantenimiento estructural del 

biofilm (Gieroba et al., 2020). 

En los biofilms de S. aureus tratados con PeNP, se detectó un aumento en la 

intensidad de las bandas relacionadas con la glucosa y las deformaciones de los 

grupos laterales, indicando un fortalecimiento en la adhesión y mantenimiento 
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estructural del biofilm. Contrariamente, se registró una disminución en la 

intensidad de las bandas asociadas a la glucosa y a los polisacáridos 

polianiónicos.  

Además, se identificaron otras áreas con diferencias notables después del 

tratamiento, como aquellas relacionadas con ácidos nucleicos y específicamente 

para C. albicans, una disminución en la intensidad de las bandas asignadas a 

componentes de la pared celular. En los biofilms de E. coli y C. albicans tratados 

con BNP, se observó una disminución en la intensidad de la mayoría de las 

bandas en los espectros Raman, mientras que en los biofilms de S. aureus tratados 

con PeNP las bandas asociadas a lípidos aumentaron su intensidad. Es de 

destacar que la banda a 730 cm-1 que en células planctónicas se asigna al ADN 

(Haq et al., 2023), en biofilms se asigna al ADN extracelular (eADN). Esto es 

debido a que el eADN forma parte de la matriz de EPS (como lo observado en las 

imágenes hiperespectrales en las Figuras 5.8 y 5.9 de Resultados) por lo que la 

molécula está más expuesta al láser y por tanto contribuye mucho más a la 

intensidad de la banda que el ADN celular (Chao and Zhang, 2012). En ese 

sentido es importante notar que en la mayoría de los casos la banda de eADN 

disminuyó su intensidad sugiriendo que las BNP afectan directamente a la matriz 

de EPS. En el caso de los biofilms E. coli tratados con PeNP, la banda asignada al 

eADN aumenta su intensidad lo que podría significar que se está liberando una 

mayor cantidad de esta biomolécula para aumentar la estabilidad del biofilm 

(Atriwal et al., 2021). Esto es respaldado por el tratamiento del biofilm de S. 

aureus con PeNP en el que aumenta la intensidad de la banda asignada a eADN 

a pesar de que no se logró una erradicación.  

El aumento de las bandas en los espectros Raman de los biofilms de S. aureus 

después del tratamiento con PeNP se debe a la utilización de una concentración 

del agente que no supera el umbral necesario para la erradicación (Guo et al., 

2019). Bajo esta concentración, las células perciben la amenaza y aumentan la 

producción de proteínas, lipopolisacáridos y factores de virulencia para reforzar 

sus defensas y evitar el ataque del agente. Cuando se incrementa la concentración 

para superar este umbral y lograr la erradicación del biofilm (como en el caso de 
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E. coli y C. albicans), el tratamiento con BNP provoca una disminución en la 

intensidad de las bandas asociadas a proteínas, azúcares, lípidos, ácidos 

nucleicos y componentes de la pared celular. Estos cambios afectan no solo la 

adherencia, sino también el mantenimiento de la estructura del biofilm. Estos 

resultados son concordantes con los mencionado por otros autores, que sugieren 

que el mecanismo de acción de las AgNP ocurre por la unión de estas al EPS, 

penetrando la estructura del biofilm y modificando su arquitectura lo que 

provoca daño en la pared celular, en la membrana y en la formación de la matriz 

de EPS (de Lacerda Coriolano et al., 2021). 

Los resultados previamente mencionados para E. coli y S. aureus se 

complementaron además con Microscopía de Fuerza Atómica, permitiendo la 

observación de la disrupción de la estructura de los biofilms de E. coli tras el 

tratamiento con PchNP, pero no se evidenció lo mismo en los biofilms tratados 

de S. aureus. 

En base a los resultados obtenidos se propone el mecanismo utilizado por las 

BNP para erradicar biofilms (Figura 5.16): 

i) Las BNP interaccionan con la matriz de EPS afectando su estructura por la 

interacción con polisacáridos, proteínas y ADN extracelular 

ii) La interacción de las BNP con lípidos y carbohidratos de la matriz de EPS 

disminuye la maduración del biofilm e interrumpe la migración de microcolonias 

y su adherencia. 

iii) Finalmente, las BNP pueden penetrar al interior del biofilm por la 

desintegración de la matriz de EPS y actuar sobre las células microbianas.  
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Figura 5.16. Mecanismo de erradicación de biofilms propuesto para las BPN en base a 

los resultados obtenidos. 

 

Además de investigar la erradicación de biofilms, se exploró la capacidad de las 

AgNP para inhibir la formación de biofilms bacterianos y fúngicos mediante la 

técnica del cristal violeta. Ambas AgNP demostraron capacidad para inhibir la 

formación de los biofilms de C. albicans y C. tropicalis. Además, las PchNP 

exhibieron actividad inhibitoria contra los biofilms de P. aeruginosa y E. coli. 

Sorprendentemente, las PeNP no lograron inhibir la formación de biofilms en E. 

coli a pesar de su capacidad para erradicar los biofilms ya formados en tanto que 

lo contrario sucede para las PchNP que, aunque en un bajo porcentaje, fueron 

capaces de inhibir la formación de los biofilms de P. aeruginosa aun cuando no 

fueron capaces de erradicar los biofilms ya formados. Este caso podría explicarse 

si el mecanismo de acción de las PchNP en los biofilms de P. aeruginosa fuera la 

interferencia con las señales de QS (por ejemplo, mediante la molécula de 

piocianina) (Bodelón et al., 2016). Si este fuera el caso, las PchNP podrían 

interrumpir la formación de los biofilms, pero no podrían erradicarlos una vez 

que ya estuvieran formados. Lo mismo sucede para los biofilms de C. tropicalis, 

donde las BNP no fueron capaces de erradicar los biofilms ya formados, pero si 

inhibieron su formación. 
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La etapa crítica en la formación de los biofilms de C. tropicalis es el desarrollo de 

pseudohifas, un proceso crucial para su formación y maduración (de Souza et al., 

2023). Una vez formado el biofilm, comienza la fase de dispersión, donde las 

levaduras del biofilm se separan y luego colonizan e infectan otros sitios. Estas 

estructuras se visualizaron en los resultados de esta investigación a través de la 

Microscopía Láser Confocal. Se observó claramente que en el biofilm basal, el 

contenido de hifas era significativamente mayor que en los biofilms tratados, 

tanto para C. albicans como para C. tropicalis, siendo esta diferencia más notable 

en el último caso.  
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CONCLUSIONES 

En este trabajo se evaluó la capacidad antibiofilm de las BNP sintetizadas en el 

Capítulo I, frente a biofilms de bacterias (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y 

Pseudomonas aeruginosa) y levaduras (Candida albicans y Candida tropicalis).  Los 

estudios por MRC y AFM fueron complementarios, demostrando la utilidad de 

estas herramientas para el estudio de biofilms microbianos.  Los resultados 

mostraron que el tratamiento con las nanopartículas generó cambios a nivel de 

carbohidratos, lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y componentes de la pared y 

membrana celular, llevando a la disrupción de la estructura de los biofilms de E. 

coli, C. albicans y S. aureus.  

Se estudió también la capacidad de las BNP de inhibir la formación de los 

biofilms de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans y C. tropicalis. La formación 

de los biofilms de C. albicans y C. tropiclalis fue inhibida por ambas nanopartículas 

en tanto que las PchNP tuvieron además la capacidad para inhibir la formación 

de los biofilms de E. coli y P. aeruginosa. Las observaciones y análisis realizados 

por Microscopía Láser Confocal evidenciaron que el tratamiento con las PchNP 

provocó una disminución en el contenido de pseudohifas, críticas para el 

desarrollo eficaz de los biofilms de C. albicans y C. tropicalis. 

Candida albicans fue el microorganismo más sensible a la acción de las BNP ya que 

las mismas fueron capaces tanto de erradicar los biofilms ya formados como de 

inhibir la formación de los mismos.
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INTRODUCCIÓN 

En los últimos años, ha surgido un creciente interés en la síntesis biológica de 

nanopartículas de plata (bio-AgNP) a partir de microorganismos y plantas. Este 

enfoque ha ganado relevancia debido a las ventajas que ofrece en comparación 

con los métodos convencionales de síntesis, como los químicos y físicos. Además, 

las bio-AgNP exhiben notables propiedades antimicrobianas, antibiofilm, 

anticancerígenas, antiinflamatorias, entre otras, según lo evidencian 

investigaciones recientes (Rajan et al., 2022; Luceri et al., 2023; Sharma et al., 2023; 

Magdy et al., 2024). En ese sentido, las bio-AgNP han mostrado efectividad para 

reducir la viabilidad celular en líneas celulares de cáncer cervical HeLa (Al-

Sheddi et al., 2018; Shejawal et al., 2021), cáncer de colon HT-29 (Shejawal et al., 

2021; Kumar et al., 2022), cáncer hepático HEPG2 (Ottoni et al., 2017), cáncer de 

mama MCF-7 (Vasanth et al., 2023) y adenocarcinoma de pulmón A549 siendo 

incluso más efectivas a concentraciones menores que los medicamentos 

anticancerígenos actuales (Noorbazargan et al., 2021; Ali et al., 2023; Vasanth et 

al., 2023). El uso de bio-AgNP puede contribuir al desarrollo de un método 

biocompatible para el tratamiento del cáncer, alternativo a los agentes de 

quimioterapia actuales que presentan efectos secundarios tóxicos e indeseables. 

Por otro lado, aunque las bio-AgNP (y las AgNP en general) presentan un 

considerable potencial para su aplicación, sus posibles efectos tóxicos deben ser 

tomados en cuenta e investigados. En el contexto de considerar la terapia 

antimicrobiana o anticancerígena utilizando bio-AgNP, resulta fundamental 

asegurar que estas nanopartículas no causen daño a las células sanas del 

organismo. Inicialmente, las investigaciones sobre AgNP se basaban 

principalmente en la síntesis, caracterización y aplicaciones, pero trabajos 

recientes han comenzado a evaluar la toxicidad de estos nanosistemas (Ferdous 

and Nemmar, 2020) (Figura 6.1). Aunque depende de las propiedades de cada 

tipo de AgNP, las vías más comunes de exposición son la dérmica, la oral y la 

inhalatoria, siendo esta última la de principales efectos dañinos para la salud 

(Ferdous and Nemmar, 2020; Rajan et al., 2022; Zhang et al., 2022) dada la 

tendencia de las AgNP a bioacumularse en órganos como riñón, pulmones, 



Cap. VI – Introducción 

 

175 
 

hígado y cerebro, en dónde pueden causar daño a células y tejidos (Barua and 

Mitragotri, 2014; Ferdous and Nemmar, 2020; Waktole and Waktole, 2023).  

 

 

Figura 6.1. Resultados de la búsqueda de trabajos en la web Scopus usando las palabras 

claves “nanopartículas de plata” y “nanoto icidad”. Fecha de búsqueda: 15 de enero de 

2024). 

 

Dado que las mismas propiedades responsables del amplio rango de aplicaciones 

podrían estar implicadas en ocasionar daños a la salud o al ambiente, al evaluar 

la seguridad de las AgNP es crucial tener en cuenta parámetros tales como el 

tamaño, la distribución de tamaños, la morfología, el estado de agregación, los 

agentes estabilizantes de la superficie y la carga superficial (Krystek et al., 2015; 

Noga et al., 2023). El tamaño de las AgNP influye en gran medida en la 

interacción con las células. Se han realizado diversos estudios de toxicidad 

dependiente del tamaño de AgNP en distintas líneas celulares. Por ejemplo, en 

un trabajo realizado por Liu et al. (2010) utilizando las líneas celulares A549, 

HepG2, MCF-7 y SGC-7901 se encontró que las AgNP de 5 nm tenían mayores 

efectos citotóxicos que las de 20 y 50 nm. 

Algunos reportes indican que las AgNP generan citotoxicidad al penetrar en el 

citoplasma y las mitocondrias, provocando mutaciones cromosómicas y daños 

genotóxicos en un intervalo de 24 a 72 horas después del tratamiento. Estos daños 
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genotóxicos podrían estar asociados al estrés oxidativo al formar aductos y 

causar roturas en el ADN (Jaswal and Gupta, 2023; Vasanth et al., 2023). En ese 

sentido, algunas bio-AgNP pueden presentar ventajas en cuanto a la 

biocompatibilidad dada por su cubierta proteica, no sólo a nivel de una menor 

toxicidad que las AgNP de síntesis físicas o químicas, sino que la literatura indica 

que pueden tener efectos protectores tanto en el ambiente como en la salud 

humana (Jaswal and Gupta, 2023). Otro parámetro a considerarse para evaluar la 

toxicidad de las AgNP es la dosis. Diversos estudios señalan que a dosis bajas las 

AgNP no ejercerían efecto citotóxico (Durán et al., 2019; Rajan et al., 2022).  

En la actualidad la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados 

Unidos (FDA) ha aprobado el uso de AgNP en dispositivos médicos, pero 

siempre y cuando cumplan determinados estándares de seguridad (Nelson et al., 

2020). También la Unión Europea ha regulado el uso de las AgNP en varios 

productos como cosméticos y envases de alimentos (Schneider, 2017). 

Diversos estudios han demostrado la biocompatibilidad de las bio-AgNP. En un 

estudio realizado por Oves et al. (2013) se demostró mayor toxicidad frente a la 

línea celular HeLa que frente esplenocitos y nula toxicidad frente a eritrocitos, 

además de una toxicidad mínima in vivo contra células hepáticas. También se 

estudió la interacción de bio-AgNP frente a células Vero sanas (Samuel et al., 

2023) sin encontrar efectos citotóxicos. En otro estudio realizado por Ottoni et al. 

(2017) para bio-AgNP sintetizadas a partir del hongo A. tubingensis frente a 

células endoteliales HUVECs y fibroblastos humanos sanos, se encontró 

citotoxicidad a las 24 horas de tratamiento sólo a las concentraciones más 

elevadas (1.25 y 2.5 μM).  

Sin dudas, las ventajas de las nanopartículas de plata en cuanto a su poder 

antimicrobiano son innegables. En un estudio realizado in vivo en heridas de 

ratones infectadas con Staphylococcus pseudointermedius resistente a meticilina se 

probó la capacidad de eliminar las heridas infectadas mediante la aplicación de 

geles de AgNP en un plazo de 7 días (Thammawithan et al., 2021). Los resultados 

mostraron que la aplicación del gel con AgNP redujo la formación de pus y 

favoreció la desaparición de cicatrices. En otro estudio in vivo realizado en 
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ratones se utilizaron bio-AgNP como adyuvantes en una vacuna contra el virus 

de la rabia sin observar efectos tóxicos en el organismo (Asgary et al., 2016). 

Otro aspecto a considerar cuando se trata de evitar la toxicidad de las AgNP es 

la capacidad de funcionalizarse con diferentes antimicrobianos para lograr un 

efecto sinérgico, disminuyendo la dosis utilizada de AgNP. En un estudio en el 

que se conjugaron AgNP junto con fluconazol (antifúngico) y florfenicol 

(antibacteriano), el conjugado fue quien mostró mayor poder para inhibir el 

crecimiento microbiano (Hassan, 2016). En otro estudio se probaron bio-AgNP 

conjugadas con nisina (antibacteriano), mostrando mayor poder inhibitorio 

frente a células de E. coli y biofilms de S. aureus que la bio-AgNP y la nisina solas 

(Zimet et al., 2021). Los resultados obtenidos por ambos autores muestran que la 

conjugación con antimicrobianos permitiría disminuir la dosis de AgNP 

utilizadas y así evitar los efectos tóxicos que pudieran presentarse. 

La toxicidad que las AgNP puedan tener en diversos ecosistemas debe ser 

investigada para cada caso en particular y frente a diversos sistemas biológicos 

dados los resultados dispares que se encuentran en la literatura (Gopinath et al., 

2017; Durán et al., 2019; Rajan et al., 2022). Métodos in vitro como el análisis del 

MTT (Metil Tiazol Tetrazolio) ofrecen una primera aproximación a los ensayos 

de evaluación de la citotoxicidad (Gopinath et al., 2017). 

  



Cap. VI – Introducción 

 

178 
 

OBJETIVOS 

 

• Evaluar la citotoxicidad dependiente de la dosis y a diferentes tiempos de 

exposición de las BNP sintetizadas a partir de los filtrados extracelulares de 

Penicillium expansum y Phanerochaete chrysosporium frente a la línea celular 

THP-1. 

 

ESTRATEGIA 

Para cumplir con los objetivos se realizó el ensayo del MTT frente a la línea 

celular humana THP-1, derivada de una leucemia monocítica y que 

posteriormente se diferencia a macrófagos. En primera instancia se realizó una 

puesta a punto de la técnica para determinar la concentración de células de 

partida en los ensayos con las BNP. Posteriormente se seleccionaron diferentes 

concentraciones de las BNP y se evaluaron a 24 horas para determinar su 

toxicidad. Aquellas concentraciones que no presentaron citotoxicidad fueron 

seleccionadas para realizar un nuevo ensayo, esta vez evaluando a 48 y 72 horas 

para determinar la toxicidad a mayores tiempos de exposición. 

 

Estas pruebas se realizaron en el marco de una colaboración que tiene nuestro 

grupo de investigación multidisciplinario desde 2019, durante una pasantía en el 

Laboratorio de Inmunología de Facultad de Química (Instituto de Higiene) bajo 

la supervisión del Dr. Gustavo Mourglia y el Dr. Claudio Rodríguez-Camejo.  
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METODOLOGÍA 

 

Material biológico. 

Se utilizó la línea celular monocítica humana THP-1 (ATCC, Manassas VA, 

EE.UU.), derivada de un paciente con leucemia monocítica aguda. 

 Las células fueron tratadas según lo especificado por Rodríguez-Camejo et al. 

(2023). Se cultivaron a 37°C en una atmósfera controlada con 5% de CO2 en un 

medio completo: medio de crecimiento RPMI 1640 (Capricorn Scientific GmbH, 

Alemania) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor 

(FBS) (Capricorn Scientific), 100 μg/m  de estreptomicina y 100 μg/mL de 

penicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.). Las células fueron contadas y 

diluidas de acuerdo con cada diseño experimental. Posteriormente, el volumen 

resultante fue centrifugado y las células fueron contadas y diluidas nuevamente 

según cada diseño experimental. La línea celular fue cultivada por no más de 15 

pasajes. 

 

Evaluación de la Citotoxicidad  

La citotoxicidad de las nanopartículas de plata (BNP) fue evaluada mediante el 

método in vitro del MTT (metil tiazol tetrazolio). En este método las células 

viables catalizan la reducción del MTT, produciendo cristales púrpuras 

insolubles de formazán a través de una reacción enzimática (Gopinath et al., 

2015). Las células THP-1 fueron diferenciadas a macrófagos (dTHP-1) mediante 

el uso de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Rodríguez-Camejo et al., 2023). 

 

Puesta a punto del ensayo de MTT con las células THP-1. 

Se realizó en placas de microtitulación de 96 pocillos de fondo plano (Greiner 

Bio-One, Frickenhausen, Germany). En cada columna de la placa se agregó 

medio RPMI completo conteniendo distintas cantidades de células: 0 

células/100µL, 0.5x104 células/100µL, 1.0x104 células/100µL, 2.0x104 

células/100µL, 5.0x104 células/100µL y 10x104 células/100µL (Figura 6.2a). La 

placa se incubó en una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C durante 24 horas. Pasado 
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el periodo de incubación, se retiró el medio de cultivo y se adicionó medio RMPI 

completo fresco. Nuevamente se incubó en una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C 

durante 24 horas y posteriormente se repitió lo anterior. Pasadas 24 horas se 

retiró el medio de los pocillos y se adicionaron 200 μ  de MTT 0.5 mg/m  en PBS 

(Figura 6.2b). La placa se incubó en una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C durante 

3 horas (Figura 6.2c). Luego de la incubación, se retiró cuidadosamente el 

sobrenadante y los cristales de formaz n se solubilizaron con 170 μ  por pocillo 

de dimetilsulfóxido (DMSO) 5% (v/v). Se transfirieron 150 μ  por pocillo a una 

placa de 96 pocillos de fondo plano y se registró la absorbancia a 560 nm (Figura 

6.2d).  

 

 

Figura 6.2. Puesta a punto del ensayo MTT con la línea celular THP-1. a) agregado de las 

células, b) adición de MTT, c) incubación, d) lectura de absorbancia a 560 nm. 

 

Evaluación de la citotoxicidad dosis-dependiente de BNP frente a la línea 

celular THP-1. 

En una placa de microtitulación de 96 pocillos se agregó en cada pocillo el medio 

RPMI completo conteniendo 5.0x104 células/100 µL (Figura 6.3a). Se incubó en 

una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C durante 24 horas. Se retiró el medio de 

cultivo y se adicionó medio completo fresco. Se incubó a 37°C y 5% de CO2 

durante 24 horas. Posteriormente se retiró el medio y se sembraron las BNP a 
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diferentes concentraciones (diluciones seriadas al medio) (Figura 6.3b). Como 

control positivo de toxicidad se sembró DMSO 5% (v/v) y como blanco se 

dejaron pocillos sin células. Se incubó en una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C 

durante 24 horas. Pasado el tiempo de incubación se retiró el medio de los 

pocillos y se adicionaron 200 μ  de MTT 0.5 mg/m  en PBS (Figura 6.3c). Se 

incubó en una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C durante 3 horas (Figura 6.3d). 

Luego de la incubación, se retiró cuidadosamente el sobrenadante y los cristales 

de formaz n se solubilizaron con 170 μ  por pocillo de  MS . Se transfirieron 

150 μ  por pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo plano y se registró la 

absorbancia a 560 nm (Figura 6.3e). Los resultados fueron normalizados a la 

condición sin BNP. 

 

 

Figura 6.3. Evaluación de la citotoxicidad dosis-dependiente de BNP frente a la línea 

celular THP-1. a) agregado de las células, b) agregado de las muestras, c) adición de 

MTT, d) incubación, e) lectura de absorbancia a 560 nm. 

 

Evaluación de la citotoxicidad tiempo-dependiente de BNP frente a la 

línea celular THP-1. 

En una placa de microtitulación de 96 pocillos se agregó en cada pocillo el medio 

RPMI completo conteniendo 5.0x104 células de THP-1/100 µL. Se incubó en una 

atmósfera con 5% de CO2 a 37°C durante 24 horas. Se retiró el medio de cultivo 

y se adicionó medio completo fresco. Se incubó en una atmósfera con 5% de CO2 
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a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se retiró el medio y se sembraron las 

BNP a diferentes concentraciones (diluciones seriadas al medio) partiendo de la 

concentración para la cual las BNP no presentaron toxicidad en el ensayo dosis-

tiempo. Como control positivo de toxicidad se sembró DMSO 5% (v/v) y como 

blanco se dejaron pocillos sin células. Se incubó en una atmósfera con 5% de CO2 

a 37°C durante 48 y 72 horas (Figura 6.3b). Pasado el tiempo de incubación se 

retiró el medio de los pocillos y se adicionó MTT 0.5 mg/mL en PBS. Se incubó 

en una atmósfera con 5% de CO2 a 37°C durante 3 horas. Luego de la incubación, 

se retiró cuidadosamente el sobrenadante y los cristales de formazán se 

solubilizaron con 170 μL por pocillo de DMSO. Se transfirieron 150 μL por pocillo 

a una placa de 96 pocillos de fondo plano y se registró la absorbancia a 560 nm. 

Los resultados fueron normalizados a la condición sin BNP. 

 

Análisis estadístico. 

Los estudios se realizaron con 6 réplicas en dos experimentos independientes. 

Los resultados se expresan como el promedio y se muestra el error estándar del 

promedio (SE). Las comparaciones se realizaron mediante la prueba t de Student 

y ANOVA de una vía con la prueba post hoc de comparaciones múltiples de 

Tukey. Se utilizó GraphPad Prism (versión 8.0) para el análisis estadístico. El 

nivel de significancia estadística se definió como un 95% de confianza y se indica 

en las figuras con asteriscos:  p ≤0.05,   p ≤0.01 y    p ≤0.001. 
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RESULTADOS 

Se llevó a cabo la evaluación de la citotoxicidad de las nanopartículas de plata 

(PeNP y PchNP) sobre la línea celular THP-1 utilizando el método del MTT. Este 

enfoque permitió analizar la dependencia de la citotoxicidad en relación con la 

concentración de BNP y al tiempo de exposición. 

 

Puesta a punto del ensayo de MTT con las células THP-1. 

La puesta a punto del ensayo con las células THP-1 se realizó con el objetivo de 

determinar la concentración celular indicada para los ensayos de toxicidad con 

las BNP. En la Figura 6.4 se puede observar que para las concentraciones de 5x104 

y 10x104 células/100 μ  se obtuvieron diferencias significativas respecto al 

blanco (0 células/100 μ ). Para los ensayos posteriores se seleccionó la 

concentración celular menor (5 x104 células/100 μ ). 

 

 

Figura 6.4. Viabilidad relativa vs concentración celular de THP-1 (células/100 μ ) para 

el ensayo del MTT. Las barras representan el promedio ± la SE de las 6 réplicas. Los 

asteriscos sobre las barras indican las diferencias significativas respecto a la condición 

sin células (0 células/100 μ ), determinado por el A  VA de una vía (    p ≤ 0.001). 
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Evaluación de la citotoxicidad dosis-dependiente de BNP frente a la línea 

celular THP-1.  

La evaluación de la concentración de las BNP frente a la línea celular THP-1 se 

muestra en la Figura 6.5. Las PeNP ejercieron un efecto citotóxico significativo a 

concentraciones mayores que 0.170 nM y las PchNP a concentraciones mayores a 

0.054 nM, mostrando a dichas concentraciones un porcentaje de viabilidad 

celular de 70% y 50%, respectivamente.   

 

 

Figura 6.5. Efecto de la concentración de las PeNP (izquierda, verde) y las PchNP 

(derecha, azul) frente a la línea celular de THP-1, luego de 24 h de exposición. Las líneas 

punteadas muestran el rango de viabilidad obtenido a partir de 6 réplicas de células 

control sanas. Las barras representan el promedio ± la SE de las 6 réplicas. Los asteriscos 

sobre las barras indican las diferencias significativas respecto a la condición sin células 

(0 células/100 μ ), determinado por el A  VA de una vía (    p ≤ 0.001).  

 

Evaluación de la citotoxicidad tiempo-dependiente de BNP frente a la 

línea celular THP-1. 

Para evaluar la citotoxicidad dependiente del tiempo de exposición se 

seleccionaron las concentraciones de BNP que no presentaron efecto citotóxico 

en el ensayo anterior (a las 24 h) y se enfrentaron a las células THP-1 durante 48 

y 72 horas de tratamiento. Ninguna de las concentraciones de BNP tuvo efectos 

citotóxicos significativos en el tiempo evaluado. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Figura 6.6.   
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Figura 6.6. Efecto del tiempo en la citotoxicidad de las PeNP (izquierda, verde) y las 

PchNP (derecha, azul) frente la línea celular de THP-1 para 48 horas (arriba) y 72 horas 

(abajo) de contacto. Las líneas punteadas muestran el rango de viabilidad obtenido a 

partir de 6 réplicas de células control (sin tratamiento). Las barras representan el 

promedio ± la SE de las 6 réplicas. Los asteriscos sobre las barras indican las diferencias 

significativas respecto a la condición sin células (0 células/100 μ ), determinado por el 

A  VA de una vía (    p ≤ 0.001).  
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DISCUSIÓN 

Las propiedades fisicoquímicas de las AgNP les otorgan promisorias 

aplicaciones en el campo de la medicina, como por ejemplo en el tratamiento de 

enfermedades infecciosas (Yanar et al., 2023; Magdy et al., 2024) lo que ha 

contribuido al rápido crecimiento en el uso de estas nanopartículas en una amplia 

variedad de productos comerciales. Por ejemplo, se han desarrollado 

formulaciones inyectables de plata coloidal para el tratamiento de infecciones de 

uso veterinario (Ucbvet) . A pesar de esto, aún existe una carencia de información 

sobre la exposición humana, animal y ecológica, y los posibles riesgos asociados 

a su toxicidad tanto a corto como a largo plazo (Noga et al., 2023).  

La investigación de la citotoxicidad in vitro en cultivos celulares de las AgNP es 

una valiosa aproximación para la evaluación de la toxicidad.  

En esta tesis, se realizó la evaluación de la toxicidad de las PeNP y las PchNP en 

macrófagos derivados de la línea celular de leucemia monocítica humana THP-

1, analizando la relación entre la toxicidad y la dosis de la nanopartícula, así como 

con el tiempo de exposición a las mismas. Los macrófagos cumplen un rol crucial 

en la defensa inicial in vivo contra agentes externos, como lo son las AgNP por lo 

que esta línea celular presenta alta relevancia como modelo para el estudio de la 

citotoxicidad (Haase et al., 2011). 

El primer paso antes de los ensayos de citotoxicidad fue poner a punto el método 

del MTT para determinar la cantidad de células a utilizar. Una vez que se 

determinó cuál era esa concentración celular se procedió a evaluar la toxicidad 

de las PeNP y PchNP a diferentes concentraciones y diferentes periodos de 

tiempo. 

Los resultados mostraron que la toxicidad a 24 horas de exposición fue 

dependiente de la concentración de las BNP, en concordancia con lo reportado 

por la literatura (Haase et al., 2011; Akter et al., 2018). En dicho análisis se 

emplearon concentraciones bastante similares para las PeNP y las PchNP. No 

obstante, se observó que la toxicidad mostrada por las PchNP estuvo dada a 

concentraciones inferiores y con un menor porcentaje de viabilidad que para las 

PeNP.  
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Como parte de la respuesta inmune de los seres vivos, células como los 

monocitos, los neutrófilos y los macrófagos (a los cuales pertenecen las células 

THP-1) pueden captar las AgNP por pinocitosis o fagocitosis. Tanto el nivel de 

captación como su ubicación final en la célula (mitocondrias o núcleo) depende 

del tamaño y de los agentes de la superficie de la nanopartícula (Zhang et al., 

2014; Kettler et al., 2016). El ingreso al núcleo, por ejemplo, está limitado por el 

tamaño de las AgNP ya que la membrana nuclear no permite el ingreso de 

nanopartículas de tamaños mayores a 9 nm (Barua and Mitragotri, 2014). 

Finalmente, una vez dentro de la célula, las AgNP pueden inducir efectos tóxicos 

que incluyen el estrés oxidativo, daño de la membrana celular, respuestas 

inflamatorias, detención del ciclo celular, genotoxicidad y daños cromosómicos 

(Zhang et al., 2014). 

Algunos estudios muestran que a menor tamaño de AgNP, mayor es la captación 

(Kettler et al., 2016) y que tamaños pequeños de AgNP (entre 5 y 28 nm) producen 

mayores cantidades de especies reactivas del oxígeno (Zhang et al., 2014). En un 

estudio realizado con bio-AgNP obtenidas de aguas residuales de almazara se 

estudió la reducción en la viabilidad de células THP-1 utilizando dos tamaños 

(30 y 50 nm) y dos concentraciones (3 y 5 μM) de bio-AgNP diferentes. Se observó 

que, a igual concentración, las bio-AgNP de menor tamaño reducían en mayor 

medida la viabilidad además de producir mayor cantidad de citoquinas (De 

Matteis et al., 2023). En otro trabajo realizado por Liu et al. (2010) en diferentes 

líneas celulares (A549, SGC-7901. HepG2 y MCF-7) se encontró que la viabilidad 

celular era dependiente del tamaño de las AgNP y que las de menor tamaño 

penetraban a las células con mayor facilidad.  

Esto muestra que la toxicidad celular no depende únicamente de la dosis 

utilizada si no también del tipo y características de las nanopartículas. Contrario 

a lo reportado en la literatura, las PeNP (de menor tamaño por DLS) fueron 

tóxicas a concentraciones mayores que las PchNP (de mayor tamaño por DLS) 

por lo que se piensa que las diferencias encontradas en la citotoxicidad de ambas 

BNP podrían atribuirse a las diferencias de su capping, proveniente del filtrado 
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fúngico utilizado en la síntesis (Guilger-Casagrande et al., 2021; Durán et al., 

2023).   

Al comparar con la actividad antimicrobiana de las BNP, es de destacar que las 

concentraciones que resultaron tóxicas ([PeNP]=0.17 nM y [PchNP]=0.054 nM) 

fueron en general mayores que las concentraciones inhibitorias mínimas 

determinadas (Capítulos III y IV), lo que sugiere que pueden existir mecanismos 

de toxicidad selectiva involucrados en la acción de las BNP, relevantes para su 

aplicación como antimicrobianos. Asimismo, para los casos excepcionales que 

mostraron CIM más alta, sería de interés realizar estudios de sinergia con 

antibióticos o antifúngicos. Como se mencionó en la Introducción, las BNP 

podrían conjugarse con distintos antimicrobianos permitiendo por un lado 

disminuir su concentración alejándose de concentraciones que podrían resultar 

tóxicas y por otro lado reutilizar antibióticos o antifúngicos que dejan de ser 

eficaces por el desarrollo de resistencia microbiana, como se explicó en el 

Capítulo IV. 

Los resultados de toxicidad obtenidos también son muy promisorios en cuanto a 

la inhibición de la formación de biofilms (Capítulo V). Las concentraciones de 

BNP que lograron inhibir la formación de los biofilms fueron menores a las 

concentraciones que tuvieron efectos citotóxicos en las THP-1 (a excepción de P. 

aeruginosa). Sin embargo, las concentraciones que lograron erradicar biofilms ya 

formados fueron mayores a las concentraciones que resultaron tóxicas para las 

THP-1. Esto podría solventarse conjugando las BNP con un antimicrobiano para 

disminuir la dosis de BNP, tal como se explicó anteriormente. De este modo es 

posible disminuir la dosis de las BNP por sinergia con un agente antimicrobiano 

evitando alcanzar concentraciones tóxicas (Zimet et al., 2021). 

En cuanto a la toxicidad a mayor tiempo de exposición con las BNP, los 

resultados son aún más promisorios ya que ninguna de las concentraciones 

evaluadas de PeNP y PchNP tuvo efectos citotóxicos en las células THP-1 en el 

periodo de tiempo evaluado (72 h). Esto lleva a pensar en la posibilidad de un 

tratamiento a largo plazo que no genere daño a nivel celular.     
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Es importante destacar que la literatura indica que las AgNP tienen mayor 

especificidad ante células tumorales que células sanas, por lo que es de esperar 

que aquellas concentraciones que no fueron tóxicas en las células THP-1 tampoco 

lo serán en su contraparte sana (Ottoni et al., 2017; Yeasmin et al., 2017; Khorrami 

et al., 2018; Kovács et al., 2022; Umapathi et al., 2022). 

Diversos autores han reportado la no toxicidad de bio-AgNP (Shanker et al., 2017; 

Rajan et al., 2022). Recientemente se demostró que el capping no solo otorga 

mayor actividad biológica, sino que también podría ser el responsable de la 

menor citotoxicidad y genotoxicidad de las bio-AgNP, un factor fundamental a 

considerar para proponer su uso biomédico, tanto en salud humana como animal 

(Cho et al., 2018; Guilger-Casagrande et al., 2021; Umapathi et al., 2022; Durán et 

al., 2023; Nie et al., 2023). En un trabajo realizado por Nguyen et al. (2013) se 

compara la toxicidad de AgNP cubiertas con citrato, con PVP y sin cubierta frente 

a macrófagos (J774A.1) y células epiteliales (HT-29). Las AgNP con cubierta 

resultaron ser menos tóxicas que las que no tenían cubierta. El análisis del capping 

adquiere una importancia significativa al evaluar la toxicidad de las AgNP. La 

caracterización de los agentes estabilizantes se revela como un factor crucial para 

atenuar los efectos tóxicos en diversas líneas celulares. Por ejemplo, la posibilidad 

de seleccionar otros agentes para combinarlos con las AgNP podría ser una 

estrategia eficaz para mitigar dichos efectos. 

Algunas bio-AgNP sintetizadas por plantas se evaluaron contra la misma línea 

celular evaluada en esta tesis (Tyavambiza et al., 2021). En ese caso se evaluaron 

concentraciones de entre 0.3 μg/m  a 20 μg/m  encontrando que las bio-AgNP 

no mostraban efectos tó icos a concentraciones menores a 10 μg/m . 

Comparando con los resultados de esta tesis y considerando lo determinado por 

ICP-AES, las BNP presentaron mayor toxicidad que lo reportado en el 

mencionado trabajo, siendo las concentraciones umbrales de toxicidad de 0.11 

μg/m  para las Pe P y 0.035 μg/m  para las Pch P. Si bien la diferencia de 

concentraciones es grande entre un trabajo y el otro, vale destacar que el tamaño 

de bio-AgNP utilizado fue de 110 nm (determinado por DLS), notoriamente 

mayor al tamaño de las BNP usadas en esta tesis. Por otro lado, las 
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concentraciones inhibitorias mínimas determinadas para distintos 

microorganismos (S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans) son casi mil veces mayores 

a las determinadas en esta tesis y adem s son superiores a 10 μg/m  

(concentración por encima de la cual las bio-AgNP fueron tóxicas).   

Estos resultados son una primera aproximación al estudio de citotoxicidad de las 

BNP en esta tesis. Los efectos tóxicos determinados por el análisis de MTT 

pueden variar según la línea celular empleada (Guilger et al., 2017), por lo que es 

necesario contemplar no solo cada BNP sino también distintas líneas celulares, 

además de realizar estudios in vivo.  
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CONCLUSIONES 

En este capítulo, se llevó a cabo la evaluación de la toxicidad de las 

nanopartículas de PeNP y PchNP que fueron empleadas a lo largo de la tesis, 

utilizando la línea celular humana THP-1 diferenciada a macrófagos. 

Se observó que a las 24 h de tratamiento las PeNP manifestaron un efecto 

citotóxico a concentraciones superiores a 0.17 nM, mientras que las PchNP lo 

hicieron a concentraciones mayores a 0.054 nM. Es importante destacar que estas 

concentraciones fueron mayores que las concentraciones inhibitorias mínimas 

determinadas en los capítulos anteriores, con la excepción de algunos pocos 

microorganismos. En estos últimos casos, la conjugación de las BNP con un 

antimicrobiano específico es una buena estrategia para disminuir la dosis de la 

nanopartícula y evitar el uso de concentraciones que podrían resultar tóxicas. 

Por otro lado, en relación a las BNP evaluadas en diferentes concentraciones no 

se observaron efectos citotóxicos en las células después de 48 y 72 horas de 

tratamiento. 

Estos resultados ofrecen una introducción relevante a la evaluación de la 

citotoxicidad de las nanopartículas sintetizadas en el marco de esta tesis 

presentándose como promisorios, dada la baja incidencia de efectos citotóxicos 

determinados en la línea celular utilizada en el ensayo.
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CONCLUSIONES FINALES 

Esta tesis representa un análisis exhaustivo y completo de la actividad 

antimicrobiana de las nanopartículas de plata sintetizadas a partir de los hongos 

Penicillium expansum y Phanerochaete chrysosporium. La adopción de un enfoque 

integral permitió establecer relaciones entre los parámetros asociados a la 

caracterización de estas nanopartículas y su eficacia antimicrobiana y antibiofilm, 

así como evaluar la citotoxicidad, proponiendo estrategias para mejorar los 

resultados obtenidos. 

Este trabajo se enfocó en la biosíntesis de nanopartículas de plata (BNP), su 

caracterización y el estudio de la actividad antimicrobiana. El primer objetivo 

planteado fue la síntesis de las BNP a partir del filtrado extracelular de los hongos 

Penicillium expansum y Phanerochaeate chrysosoporium y la evaluación de la 

incidencia de las condiciones de síntesis. Luego de la obtención de las 

nanopartículas a partir de las condiciones que permitieron mejorar la producción 

se procedió a caracterizarlas. Utilizando diferentes técnicas se pudo determinar 

para cada BNP la morfología, el tamaño, la distribución de tamaños, la carga neta, 

los agentes estabilizantes, el contenido de plata y la estabilidad coloidal. 

El interés que suscitamos en las BNP se fundamenta en su potencial actividad 

antimicrobiana, la cual ya había sido primariamente explorada en 

investigaciones previas llevadas a cabo por nuestro grupo de investigación. Esta 

tesis amplió y profundizó dichos estudios al analizar la capacidad antimicrobiana 

de las BNP frente a bacterias, levaduras, hongos filamentosos y biofilms. 

En el contexto de la terapia antimicrobiana es esencial comprender los 

mecanismos de acción de las nanopartículas para mejorar la eficacia del agente. 

Para estudiar la interacción y el mecanismo de acción de nuestras BNP se 

emplearon diversas técnicas complementarias que posibilitaron la propuesta de 

diferentes mecanismos de acción según el tipo de microorganismo involucrado. 

En este sentido, esta tesis en el área Química permitió la realización y la puesta a 

punto de los primeros trabajos en Uruguay de Microscopía Raman Confocal 

aplicada a microorganismos, consolidando un grupo interdisciplinario en 

Facultad de Química. 
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Un aspecto que históricamente ha recibido menos atención en relación con la 

aplicación de las nanopartículas de plata es su toxicidad en diversos sistemas. En 

los últimos años, el interés en este tema ha experimentado un notable 

crecimiento. Resulta fundamental asegurar que las nanopartículas de plata 

destinadas a la terapia antimicrobiana no causen daño en las células humanas. 

Para evaluar la toxicidad de las BNP se utilizó la línea celular de leucemia 

monocítica humana THP-1 con resultados altamente prometedores. Estas 

nanopartículas mostraron baja toxicidad e incluso cuando se observó toxicidad, 

las concentraciones fueron superiores a las determinadas para la actividad 

antimicrobiana y la inhibición de biofilms. 

Los hallazgos representan una contribución significativa al campo de la nano-

biotecnología, evidenciando el potencial de las nanopartículas de plata en el 

control y destrucción de microorganismos. Este potencial se extiende tanto al 

ámbito de la salud humana como animal, así como a la agricultura, o a la 

inocuidad alimentaria, destacando su versatilidad y aplicabilidad en diversas 

áreas.  
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PERSPECTIVAS 

A partir de los resultados obtenidos se derivan diversas ideas para la 

continuación de este trabajo, explorando diferentes ramas y enfoques. Dado el 

extenso alcance de las actividades realizadas, se presentan numerosas 

oportunidades para expandir y profundizar en la investigación de las 

nanopartículas de plata biogénicas. 

Las perspectivas se describen a continuación: 

• Evaluar otras condiciones de síntesis para mejorar la producción de las BNP 

tales como pH o composición del medio de cultivo.  

• Estudiar el mecanismo de síntesis de las BNP con el fin de contribuir al 

conocimiento básico que pueda ser utilizado, por ejemplo, en mejorar los 

rendimientos de la síntesis 

• Estudiar para una BNP y un determinado microorganismo la interacción por 

Microscopía Raman Confocal evaluando diferentes concentraciones de BNP 

con el fin de profundizar aún más en los mecanismos de interacción. 

• Evaluar la generación de estrés oxidativo de las BNP en ADN y lípidos con el 

fin de confirmar si el daño encontrado mediante Microscopía Raman Confocal 

en dichas moléculas es debido a la generación de estrés oxidativo. 

• Determinar el estrés oxidativo producido por las BNP en hongos filamentosos 

mediante el estudio de la generación de ERO y ERN para complementar los 

estudios del mecanismo de acción antifúngico. 

• Estudiar la interacción mediante Microscopía Raman Confocal de las PchNP 

con P. oryzae e incorporar otros hongos filamentosos para su estudio con 

ambas BNP para profundizar en el conocimiento de su actividad antifúngica 

de las BNP. 

• Evaluar la actividad antimicrobiana y la interacción de las PeNP contra las 

cepas de S. Typhimurium resistentes y multirresistentes. 

• Respecto a los biofilms, realizar estudios de inhibición de las señales de 

quorum sensing y evaluar el estrés oxidativo mediante generación de ERO y 
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ERN a modo de complementar los estudios de interacción y mecanismos de 

acción realizados en esta tesis. 

• Estudiar la actividad antibiofilm en sistemas continuos que se asemejen más 

a condiciones reales. 

• Evaluar la toxicidad en otras líneas celulares de importancia en la 

bioacumulación de las BNP tales como hígado, pulmón, riñones y bazo.   

• Realizar estudios de genotoxicidad y estrés oxidativo en las líneas celulares. 

• Realizar estudio de toxicidad in vivo 

• Realizar estudios de funcionalización de las BNP con antimicrobianos para 

evaluar su potencial contra microorganismos patógenos y biofilms con el fin 

de disminuir la dosis de BNP y evitar trabajar a las concentraciones que 

tuvieron efectos citotóxicos. 

 

Basándome en esto, anticipo que investigaciones futuras podrán ahondar aún 

más en la utilización de nanopartículas de plata como agentes antimicrobianos, 

con el objetivo final de lograr nanopartículas de plata biogénicas que puedan ser 

evaluadas en ensayos clínicos. Indudablemente los resultados obtenidos en esta 

tesis constituyen un estímulo significativo para que la comunidad científica se 

embarque en la búsqueda y desarrollo de nuevos antimicrobianos basados en 

nanopartículas de plata sintetizadas por hongos con aplicaciones en salud 

humana, animal y en el área agroalimentaria.
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COMPOSICIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 

 

AN (agar nutriente) 

Polvo “Lab-Lemco”.……………………………………… 1.0 g 

Extracto de levadura……………………………………… 2.0 g 

Peptona…………………………………………………….. 5.0 g 

Cloruro de sodio………………………………………….. 5.0 g 

Agar………………………………………………………… 15.0 g 

Agua……………………………………………………….. 1 L 

pH después de la esterilización: 7.4 ± 0.2 

 

CN (caldo nutriente) 

Polvo “Lab-Lemco”……………………………………… 10.0 g 

Peptona…………………………………………………… 10 g 

Cloruro de sodio………………………………………… 5.0 g 

Agua……………………………………………………… 1 L 

pH después de la esterilización: 7.5 ± 0.2 

 

LB (caldo Luria Bertani) 

Cloruro de sodio……………………………………… 5.0 g 

Extracto de levadura…………………………………. 5.0 g 

Peptona de caseína…………………………………… 10.0 g 

Agua…………………………………………………… 1 L 

pH después de la esterilización: 7.2 ± 0.2 

 

MHB (caldo Müeller-Hinton) 

Infusión deshidratada de carne de res………………… 300 g 

Hidrolizado de caseína…………………………………. 17.5 g 

Almidón…………………………………………………. 1.5 g 

Agua……………………………………………………… 1 L 

pH después de la esterilización: 7.3 ± 0.1 
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PDA (agar papa dextrosa) 

Infusión de Papa…………………………………………… 200.0 g  

Glucosa……………………………………………………… 20.0 g  

Agar…………………………………………………………. 15.0 g  

Agua………………………………………………………… 1 L  

pH después de la esterilización: 5.6 ± 0.2 

 

PDB (caldo papa dextrosa) 

Infusión de papa…………………………………………… 4.0 g 

Glucosa……………………………………………………… 20.0 g 

Agua………………………………………………………… 1 L 

pH después de la esterilización: 5.6 ± 0.2 

 

SDA (agar Sabouraud glucosado)  

Glucosa……………………………………………………… 40.0 g  

Digerido péptico de tejido animal……………………….. 5.0 g  

Digerido pancreático de caseína…………………………. 5.0g   

Agar………………………………………………………… 15.0 g  

Agua………………………………………………………… 1 L  

pH después de la esterilización: 5.6 ± 0.2 
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Abstract 

The antimicrobial properties of silver nanoparticles (AgNPs) have made them ubiquitous in a number of real-world industrial 

applications; however, the antimicrobial mode of action of biogenic AgNPs is not entirely understood. The use of Raman 

spectroscopy can provide molecular fingerprint information on various chemical and biochemical components in complex 

systems like microbial cultures, without the need for any complex sample pre-treatment. Consequently, the antimicrobial 

mechanism of AgNPs can be inferred through morphological and compositional changes of microbial cells that are 

monitored via changes in Raman band profiles. Here we show the synthesis of biogenic AgNPs using the extracellular cell-

free filtrates of Penicillium expansum. The antimicrobial activity of the Penicillium expansum synthesized silver nanoparticles 

(hereafter PeNPs) was evaluated and the interactions between the nanoparticles and Escherichia coli were studied using 

Transmission Electron Microscopy (TEM) and Environmental Scanning Electron Microscopy (ESEM), showing the attachment 

of PeNPs to the surface of the bacteria and rupture of the bacterial cell membrane. Importantly, we show how Confocal Raman 

Microscopy can be used as an innovative approach to study the antimicrobial mechanisms, the results of which confirm that 

the PeNPs induce damage to bacterial and fungal cells, resulting in critical changes to polysaccharides, lipids, proteins and 

nucleic acids. 
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1. Introduction 

In recent years, the biological synthesis of nanoparticles, 

including the intracellular or extracellular production of 

nanoparticles by microorganisms [1; 2] has gained interest 

over other chemical and physical methods [3]. Extracellular 

biosynthesis using fungi could also make downstream 

processing much easier than the intracellular biosynthesis [4]. 

In particular, silver nanoparticles (AgNPs) have attracted 

considerable attention due to their applications as 

antimicrobial agents [5; 6]. The antimicrobial action 

mechanisms of AgNPs are known to be complex [7] and 

depend on many factors such as the physicochemical 

properties of the type of nanoparticle (for example, their size, 

shape and surface charge) or type of microorganism [8].  

The use of Raman spectroscopy is an important vibrational 

spectroscopic tool that can provide molecular fingerprint 

information on various chemical and biochemical components 

in complex systems like microbial cultures, without any 

complex sample pre-treatment. Changes in cellular 

composition, such as proteins, lipids and nucleic acids, can be 

monitored using changes in Raman band profiles, which can 

be associated with the morphological changes of microbial 

cells, providing an image of the antimicrobial effect [9]. In 

recent times, Raman difference spectroscopy has been shown 

to provide molecular details on changes within E. coli cells 

caused by antibiotics, hydrogen peroxide [10; 11] or graphene 

oxide [9]. The objective of the present study was to produce 

silver nanoparticles (AgNPs) using the extracellular cell-free 

filtrates of Penicillium expansum, evaluate their antimicrobial 

activity and study nanoparticle-microorganism interactions. 

Furthermore, we propose a new approach using Confocal 

Raman Microscopy to study the antimicrobial mechanism of 

silver nanoparticles. 

2. Material and Methods 

2.1 Synthesis of silver nanoparticles 

Strain of Penicillium expansum (14S) from the Cátedra de 

Microbiología General Collection of CCMG, Facultad de 

Química, Montevideo, Uruguay, was used for the nanoparticle 

biosynthesis. 

The mycelia were grown in Potato Dextrose Agar (PDA, 

BD Difco) at 28 °C and two plugs of 0.9 cm in diameter were 

then transferred to 500 mL flasks containing 100 mL Potato 

Dextrose Broth (PDB, BD Difco). Fermentations were carried 

out at 28 °C, with agitation on an orbital shaker operating at 

150 rpm for 72 hours. The biomass from cultures was 

harvested by filtration and then washed extensively with 

sterilized distilled water to remove any remaining media 

components. Then, synthesis of silver nanoparticles was 

carried out as described in Sanguiñedo et al., 2018 [12]. Wet 

fungal mycelia were suspended in sterilized distilled water 

(0.1 g/mL) and incubated with agitation on an orbital shaker 

operating at 150 rpm. Then, the cell-free filtrate was collected 

by filtration of this suspension through membrane filter with 

0.45 µm pore size. Finally, 50 mL of the cell-free filtrate was 

added to 50 mL of a silver nitrate solution. The mixture was 

incubated in dark. The absorbance spectrum was measured in 

the range of 250-800 nm and the maximum peak was 

determined, at different times. The reaction was stopped when 

there was no increase in the maximum absorption peak of 

silver nanoparticles. The remaining cell-free filtrate was used 

as control. 

To evaluate the incidence of the reaction variables in the 

biosynthesis of the nanoparticles, the following experimental 

conditions were modified: incubation time of the mycelium 

with water, concentration of AgNO3 and incubation 

temperature in the synthesis reaction. 

After synthesis reaction, the samples were centrifuged at 

10000 rpm for 10 min. The supernatant was removed and 

nanoparticles (PeNPs) were washed twice using sterilized 

distilled water, by centrifuging the nanoparticles for 5 min at 

10000 rpm. The absorbance peak of the purified silver 

nanoparticles was measured and the concentration was 

estimated according to Paramelle et al. [13].   

2.2 Characterization of silver nanoparticles 

2.2.1 UV-Vis spectroscopy 

The absorbance spectrum was measured in the range of 

250-800 nm as evidence for silver nanoparticles formation. 

2.2.2 Small Angle X-ray Scattering (SAXS) 

For the Small Angle X-ray Scattering measurements, an X-

Ray Powder Diffractometer, Rigaku Ultima IV model, using 

radiation CuKα = 1.5418 Å was used. The measurements were 

made at low angle, in Bragg-Brentano geometry, applying an 

offset of 0.2 Å-1 on nanoparticle deposits on silicon substrate. 

The measurement ranges of q = 0.05 Å-1 to 1.50 Å-1. 

2.2.3 Dynamic Light Scattering (DLS) and ζ-potential 

The hydrodynamic diameter and the ζ-potential of the 

nanoparticles were determined by Dynamic Light Scattering 

(DLS) utilizing a Malvern Instruments Zetasizer. Samples 

were prepared at pH 6, in Milli-Q water. For DLS 

determination, each sample was measured at 25 °C, 10 times, 

combining 5 runs per measurement. In the case of ζ-potential, 
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each sample was measured at 25 °C, three times, combining 

10 runs per measurement. Results were treated using the 

Malvern software Zetasizer. 

2.2.4 Confocal Raman Microscopy 

An aliquot of PeNPs was deposited on an aluminum 

support and dried at room temperature for a further analysis 

by Confocal Raman Microscopy. The measurements were 

made on an Alpha 300 RA WITec Raman Microscope using a 

λ=532 nm excitation laser and focused through a 100X 

objective. 

2.2.5 Colloidal stability assays 

The nanoparticles colloidal stability was studied at 

different pH (3 -10) and ionic strength (10-500 mM NaCl) 

conditions by the measurement of the absorbance spectrum. 

2.3 Antimicrobial activity of PeNPs against E. coli 

2.3.1 Resazurin cell viability assays 

Cell viability was analyzed using a Resazurin (7-Hydroxy-

3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) assay in a 96-well plate. A 

bacterial inoculum (1x106 CFU/mL) of E. coli DH5α in LB 

media was supplemented with different concentrations of 

PeNPs and a blank sample (bacteria without PeNPs) was also 

included in the assay as negative control. Once the microbial 

cultures had been grown for a total of 24 h, 30 μL of 0.1 

mg/mL Resazurin in LB media was added to each well and 

incubated in the dark at 37 °C for 1 h under stirring. 

2.3.2 Environmental Scanning Electron Microscopy 

(ESEM) 

Bacterial cells were incubated with PeNPs (0.11 nM and 

0.15 nM), in the same way as in the Resazurin assay. Then, 

three wells of 200 µL each were mixed into an Eppendorf and 

centrifuged at 1400 rpm (300 G) for 10 minutes. The 

supernatant was removed and the pellet was resuspended into 

1.5 mL of 2.5 % glutaraldehyde in phosphate buffer 10 mM 

pH 7.2 for fixation of the cells. The solutions were left for 2 

hours in the wheel. Afterwards, the cells were washed once 

with 1.5 mL of sterile PBS and three times with sterile distilled 

water to remove glutaraldehyde. Finally, the pellets were 

resuspended in 200 µL of sterile MilliQ water. Data were 

collected on a Quanta FEG-250 (FEI Company) field emission 

SEM for high-resolution imaging working in ESEM mode 

using a GSED detector under high relative humidity 

conditions.  

2.3.3 Transmission Electron Microscopy (TEM) 

Samples were prepared in the same way as in the ESEM 

assay, including the PeNPs concentrations. After de pellets 

were resuspended in sterile distilled water, 4 μL of the sample 

was deposited onto a carbon-coated copper grid (Cu200 mesh) 

and left to dry in air for several hours at room temperature. 

TEM analysis was carried out in a TECNAI T20 electron 

microscope (FEI) working at 60 kV. 

2.4 Antimicrobial properties of PeNPs using Confocal 

Raman Microscopy 

2.4.1 Antimicrobial activity 

Minimum inhibitory concentration (MIC) of the 

nanoparticles was determined by the microdilution technique 

according to the Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2012), against the following microorganisms: Gram-

negative Escherichia coli ATCC 25922, Gram positive 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, and Candida albicans 

ATCC 101231. MIC analyses were carried out in a 96-well 

plate (sterilized, 300 µL capacity, MicroWell, NUNC, 

Thermo-FisherScientific, Waltham, MA). The initial solutions 

of the nanoparticles were prepared in water and further serial 

dilutions were performed. The MIC was determined as the 

lowest silver nanoparticles concentration (antimicrobial 

agent) that inhibited the visible growth of a microorganism 

after 24 h incubation.  

2.4.2 Microorganism-nanoparticle interactions by 

Confocal Raman Microscopy. 

Studies of the phenotypic profile of microbial cells before 

and after treatment with silver nanoparticles were carried out 

using Confocal Raman Microscopy according to the 

methodology described for antibiotics [14]. The cell 

suspensions were deposited on an aluminum support and dried 

at room temperature. The measurements were made using a 

532 nm laser focused through a 100 X objective. The data 

processing and statistical analysis was performed by principal 

component analysis (PCA) using a script to be executed with 

the MATLAB software. The changes obtained in the Raman 

spectra (phenotypic profile) of the cells treated with the 

nanoparticles were evaluated by comparing them with those 

of the untreated cells (control). 

3. Results 

3.1 Synthesis of silver nanoparticles (PeNPs) using 

Penicillium expansum 

Penicillium expansum synthesized silver nanoparticles 

(hereafter PeNPs) were synthesized by incubating an aqueous 

cell-free filtrate with silver nitrate solution in the dark. A color 

change in the reaction mixtures, characterised by the 

appearance of absorption bands between 400 and 450 nm, 

were indicative of silver plasmon resonances associated with 

the production of AgNPs (Fig. 1b). No color change was 
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observed in the cell-free supernatant alone used as control 

(Fig. 1a). The spectroscopic signature associated with the 

biosynthesis of PeNPs (plasmon band at 440 nm) is shown in 

Fig. 1c. 

The samples were centrifuged and the nanoparticles in the 

pellet were washed with water to remove unwanted reagents. 

After centrifugation, UV-vis spectroscopy was used to 

determine the stability of the PeNPs, which displayed an 

absorption band at 439 nm corresponding to the resonance 

bands of the PeNPs (Fig. 2). 

 

 
Fig. 1 Color change obtained for silver nanoparticles 

synthesized a) control, b) AgNPs and c) UV-Vis absorption 

spectra, after 24 h of reaction. 

 

Fig. 2 UV-visible absorption spectra (before and after 

centrifugation) showing the plasmon resonance band of the 

PeNPs at 440 nm. 

3.2 Evaluation of the reaction conditions in the 

biosynthesis of PeNPs 

The AgNO3 concentration, the reaction temperature and the 

incubation time of the mycelium with water were evaluated. 5 

mM AgNO3 was found to be the concentration that gave the 

highest yield for the nanoparticle synthesis (Fig. 3a). This 

concentration was selected for all subsequent biosyntheses. 

Moreover, results indicated that the biosynthesis reaction 

allowing greatest nanoparticle production in the shortest time 

was at 37 °C (Fig. 3b). Fig. 3c shows the evolution of silver 

nanoparticle synthesis over time (by measuring absorbance at 

440 nm) at different incubation times. The highest 

biosynthesis yield of PeNPs was obtained by incubating the 

mycelium with water for 72 hours at 37 °C.

 
 

Fig. 3 Effect of different reaction conditions on the synthesis 
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of nanoparticles (measured by absorbance at 440 nm) over 

time (error bars indicate the standard deviation). a: different 

concentrations of silver nitrate, b: different reaction 

temperatures, c: different incubation times of the mycelium 

with water. 

 

3.3 Characterization of PeNPs 

3.3.1 DLS and SAXS 

DLS characterization of the PeNPs (Fig. 4a) showed a 

single nanoparticle population with a hydrodynamic diameter 

of ca. 15 nm  (see Online Resource 1). According to the Small 

Angle X-Ray Scattering measurements, the curve was fitted 

with a two-size-distribution model, corresponding to two-

correlation lengths: one at 16 nm and another at 40 nm, the 

nanoparticle diameter and the distance between nanoparticles, 

respectively (Fig. 4b). These differences arise on the 

preparation of the samples, since DLS is obtained in solution, 

while SAXS is applied on a dried deposit from the 

nanoparticle solution. It is likely that during the drying 

process, the proximity effects of the PeNPs contributed to the 

second peak in the SAXS measurements.   

3.3.2 ζ-potential 

The stability of the PeNPs were evaluated by ζ-potential, 

which corresponded to -18.5 mV, indicating a relatively stable 

colloidal charge  (see Online Resource 1) 

3.3.3 Confocal Raman Microscopy 

In order to further characterize the synthetized 

nanoparticles, Confocal Raman Microscopy was used to 

obtain more information about the nature of the surface 

functional groups capping the PeNPs. The presence of the 

band positioned at 230 cm-1 can be attributed to the Ag-N 

stretching mode, which may originate from the fungal extract, 

providing the nitrogen atoms that will finally take part of the 

capping of the silver nanoparticle. Additionally, the bands 

positioned at 1320 and 1586 cm-1 could be attributed to the D- 

and G-band of a carbonaceous component (Fig. 5). 

 

 

 

 

 
Fig. 4 (a) DLS measurement indicating monodisperse 

nanoparticles of ca. 15 nm diameter in solution and (b) the 

SAXS curve showing two characteristic correlated distances. 
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Fig. 5 Raman spectrum and assignment table for PeNPs. 

 

3.3.4 Colloidal stability assays 

In order to further evaluate the colloidal stability of PeNPs, 

we analyzed the shift in wavelength (nm) of the colloidal 

suspension at different pH (3-9) and ionic strength ([NaCl] = 

10-500 mM). According to the results, no relevant changes 

occurred, thus demonstrating that the PeNPs were stable over 

relatively broad range of pH and conditions of onic strength 

(Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Stability of PeNPs at different pH (a) and ionic 

strength (b).   

3.4 Antimicrobial activity of PeNPs against E. coli 

Cell viability assays showed that the Minimum 

Bactericidal Concentration (MBC) was 0.22 nM. TEM and 

ESEM analyses where carried out to evaluate the interaction 

of the PeNPs with the bacteria. Sub-MBCs of 0.11 nM and 

0.15 nM were used. 
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ESEM images in Fig. 7 show damage to the cell membrane 

integrity of E. coli due to the presence of PeNPs (Fig. 7c-7f), 

when compared with the control (Fig. 7a and 7b). This loss of 

the cell membrane integrity increases with PeNP 

concentration (Fig. 7e and 7f). Also, at both concentrations, 

some bacteria liberate cytoplasmic components (Fig. 7d and 

7f, indicated by arrows) as a result of the interaction with the 

PeNPs, may be due to the generation of pores on the cell wall 

(see Fig. 7c). 

 

Fig. 7 ESEM images of the interaction between E. coli and 

PeNPs. a,b: control, c-f: E. coli with a solution of PeNPs 

(concentrations: c-d 0.11 nM and e-f 0.15 nM). 

 

 

 

 

 

 

Damage to the cell membrane at higher PeNP 

concentration can be also seen in the TEM images (Fig. 8e and 

8f). Furthermore, at the lowest PeNP concentration (Fig. 8c 

and 8d), TEM shows the nanoparticles aggregating on the 

surface of the bacteria, generating conglomerate PeNPs. 

 

Fig. 8 TEM images of the interaction between E. coli and 

PeNPs. a,b: control, c-f: E. coli with a solution of PeNPs 

(concentrations c-d 0.11 nM and e-f 0.15 nM) 
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3.5 Antimicrobial properties of PeNPs using Confocal 

Raman Microscopy 

3.5.1 Determination of the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) 

Table 1 shows the MIC values obtained for the PeNPs 

and the AgNO3 solution against the gram-negative bacteria 

Escherichia coli, gram-positive Staphylococcus aureus and 

the yeast Candida albicans. All the microorganisms tested 

were more sensitive to the PeNPs than to AgNO3 solution. 

 

Table 1: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the 

PeNPs and the AgNO3 solution against different 
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Fig. 9 Confocal Raman images obtained by combination of 

stretching C-H bands from microorganism (red) and the Ag-N 

bands assigned to the PeNPs (blue). a) E. coli, b) S. aureus, c) 

C. albicans. 

  

Microorganism 

Raman 

Shift 

(cm-1) 

Band 

Assignment 

Effect on 

treated 

cells 

E. coli    

 624 Nucleic acids Disappear 

 810 Amino acids Diminishes 

 982 Polysaccharides Increases 

 1186 Polysaccharides Disappear 

 1308 
Amino acids or 

nucleic acids 
Increases 

S. aureus    

 993 Polysaccharides Diminishes 

 1092 Polysaccharides Diminishes 

 1327 
Amino acids or 

nucleic acids 
Diminishes 

 1587 Fatty acids Diminishes 

C. albicans    

 698 Nucleic acids Diminishes 

 750 Amino acids Diminishes 

 991 Polysaccharides No changes 

 1318 
Amino acids or 

nucleic acids 
No changes 

 1597 Fatty acids Diminishes 

 
Escherichia 

coli 

    Staphylococcus 

aureus 

Candida 

albicans 

PeNPs 0.6 nM 30 pM 0.1 nM 

AgNO3 7.8 µM 0.6 nM 7.8 µM 
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4. Discussion 

The silver nanoparticles synthesised with Penicillium 

expansum were stable after their purification by centrifugation 

[12]. The evaluation of the biosynthesis conditions of PeNPs 

was carried out in order to produce more stable nanoparticles 

in higher yield in less time, for their potential use in 

biotechnological applications requiring large quantities. 

The size of the PeNPs was determined by Dynamic Light 

Scattering (DLS) and X-ray diffraction at low angles (SAXS). 

The average hydrodynamic diameter obtained from DLS was 

14 nm. Dispersity Parameter (PDI) showed a moderate 

polydisperse distribution (<0.4) from DLS results. In addition, 

Small Angle X-ray Scattering (SAXS) analysis showed two 

peaks associated with populations of spherical nanoparticles. 

The characteristic distances obtained from the adjustment 

correspond to 15 nm and 40 nm (Figure 5). The first 

population could be attributed to the size of the single 

nanoparticles, while the second could correspond to a second 

larger population, resulting from the drying process necessary 

to make the preparation on silicon substrate. ζ-potential 

determination showed that PeNPs had net negative surface 

charge (-18.5 mV), indicating their stability. Nanoparticle 

suspensions showing ζ-potential net charges close to 

neutrality do not possess sufficient electrostatic repulsion to 

remain stable in solution. 
In addition, the absorption spectrum of the nanoparticle 

solutions showed that the nanoparticles were stable to pH and 

high ionic strength. However, for the most extreme pH 

conditions (pH = 3 and pH = 9), a decrease in the plasmon 

resonance band suggested mild aggregation. Furthermore, a 

slight broadening of the peak is observed at pH 3 which could 

be attributed to the neutralization of surface charges of the 

PeNPs, which presented negative net charge at pH 6, resulting 

in their aggregation. 

The characterization of the PeNPs was complemented by 

Confocal Raman Microscopy studies which indicated that this 

biological synthesis first produces AgNPs coordinated with N 

or O atoms, coming from the protein matrix, which enable 

their synthesis. In addition, the bands associated with the 

vibrational modes corresponding to the C-C stretching of the 

D- and G-bands of the carbonaceous matrix were found. These 

bands can be attributed to oxidized organic matter. In 

particular, the nature of silver nanoparticles gives rise to SERS 

phenomenon (Surface-Enhanced Raman Scattering), which 

produces a local effect. Due to this antenna and amplifier 

effect, it is possible to enhance the Raman signal of those 

molecular fragments near the surface of the nanoparticles of 

great importance to assess the nature of the stabilizing agent 

[16]. 

The application of biogenic PeNPs as antimicrobial agents 

was evaluated. The in vitro antimicrobial activity assays 

showed promising results, with MIC values lower than silver 

nitrate solution against bacteria and yeasts.  

A first approach on the interaction between the PeNPs and 

Escherichia coli was carried out using electron microscopy 

techniques (TEM and ESEM). The first step in the interaction 

seems to be the attachment of the silver nanoparticles to the 

surface of the bacteria, as seen in TEM images. Thereafter, 

both ESEM and TEM show a decrease in the integrity of the 

cell membrane, probably as a consequence of the loss of 

cytoplasmic components due to de generation of pores on the 

cell, as shown in the ESEM images. In summary, the 

interaction of these silver nanoparticles and Escherichia coli 

seems to occur in three main stages: i) the attachment of the 

silver nanoparticles to the bacterial surface, ii) the generation 

of pores and the damage of the cell wall, and iii) the loss of 

cytoplasmic components and the death of the bacteria. 

In order to advance in the knowledge of the antimicrobial 

mechanisms of action of the PeNPs against different 

microorganisms, Confocal Raman Microscopy studies were 

carried out. For this purpose, Principal Components Analysis 

(PCA) was used. This systematic and statistical power tool 

was able to demonstrate the existence of significant changes 

in the phenotypic profile of the microorganisms evaluated 

against the PeNPs (Escherichia coli, Staphylococcus aureus 

and Candida albicans). The results suggest that the AgNPs 

produce cellular damage, producing changes at 

polysaccharides, lipids, proteins and nucleic acids. Although 

these studies had already been addressed in studies against 

antibiotics, this is the first report made with biogenic silver 

nanoparticles, which allows to advance in the knowledge of 

the target sites of nanoparticles. Changes in the phenotypic 

profile of the Raman spectra could be associated with the 

generation of reactive oxygen species (ROS) and intermediate 

nitrogen species (RNI) since they are extremely toxic and can 

cause damage to proteins, lipids and DNA. Previous studies 

have reported that the oxidative stress would be one of the 

mechanisms by which the nanoparticles synthetized by P. 

aeruginosa exert their toxicity [17]. On the other hand, Raman 

studies on antibiotics against microorganisms showed DNA 

fragmentation. The decrease of the band associated with DNA 

in E. coli and S. aureus and the disappearance of the same 

Raman band for the case of C. albicans can be attributed to a 

combination of mechanisms, possibly associated with the 

generation of ROS, which lead to the fragmentation and death 

of the microbial cells [18]. 

5. Conclusions 

Extracellular cell-free filtrates of Penicillium expansum 

were used for the biosynthesis of monodisperse 15-nm 

diameter silver nanoparticles (PeNPs). Here we reported the 

optimum biosynthesis conditions to obtain the highest 

production of PeNPs in the shortest time for their potential use 

in biotechnological applications requiring large quantities of 

silver nanoparticles. The size, surface charge and stabilizing 

agent of the PeNPs were characterized, showing that the 
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biogenic PeNPs were stable over a wide range of pH and ionic 

strength. The in vitro antimicrobial activity assays showed 

promising results for the application of biogenic nanoparticles 

as antimicrobial agents with MICs in the nM range. The 

interaction between the PeNPs and Escherichia coli was 

characterized using TEM and ESEM, showing the attachment 

of silver nanoparticles to the surface of the bacteria, which was 

accompanied by a coresponding decrease in the integrity of 

the cell wall. Importantly, a new approach to study the 

antimicrobial mechanism of biogenic silver nanoparticles, 

using Confocal Raman Microscopy allowed us to suggest that 

the damage to bacterial and fungal cells produced by the 

PeNPs induces changes to polysaccharides, lipids, proteins 

and nucleic acids. 
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Abstract: Microorganisms offer an alternative green and scalable technology for the synthesis of value
added products. Fungi secrete high quantities of bioactive substances, which play dual-functional
roles as both reducing and stabilizing agents in the synthesis of colloidal metal nanoparticles such
as silver nanoparticles, which display potent antimicrobial properties that can be harnessed for a
number of industrial applications. The aim of this work was the production of silver nanoparticles
using the extracellular cell free extracts of Phanerochaete chrysosporium, and to evaluate their activity as
antimicrobial and antibiofilm agents. The 45–nm diameter silver nanoparticles synthesized using this
methodology possessed a high negative surface charge close to −30 mV and showed colloidal stability
from pH 3–9 and under conditions of high ionic strength ([NaCl] = 10–500 mM). A combination of
environmental SEM, TEM, and confocal Raman microscopy was used to study the nanoparticle-E. coli
interactions to gain a first insight into their antimicrobial mechanisms. Raman data demonstrate a
significant decrease in the fatty acid content of E. coli cells, which suggests a loss of the cell membrane
integrity after exposure to the PchNPs, which is also commensurate with ESEM and TEM images.
Additionally, these biogenic PchNPs displayed biofilm disruption activity for the eradication of E. coli
and C. albicans biofilms.

Keywords: biogenic nanoparticles; silver nanoparticles; antimicrobial; antibiofilm

1. Introduction

Biological synthesis is an alternative green technology used for the production of metal
nanoparticles, compared to the conventional physical and chemical methods that may use toxic and/or
expensive reagents and severe reaction conditions [1]. Some microorganisms are able to accumulate
and detoxify heavy metals due to various reductase enzymes, which reduce metal salts to metal
nanoparticles with a narrow size distribution. For this reason, microorganisms have immense potential
as ecofriendly and cost-effective tools for biological synthesis of nanoparticles, avoiding toxic, harsh
chemicals and the high energy demand required for physiochemical synthesis [2] Biological synthesis
by microorganisms includes the intracellular or extracellular production [3,4]. Extracellular synthesis
of nanoparticles has received much attention because it eliminates the downstream processing steps
required for the recovery of nanoparticles in intracellular methodologies, such as sonication to break
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down the cell wall and several centrifugation and washing steps required for nanoparticle purification.
Additionally, extracellular peptides, enzymes, reducing cofactors, and organic materials have significant
roles by acting as reducing agents, providing natural capping to synthesize nanoparticles [5]. Crucially,
such capping prevents nanoparticle aggregation and helps them to remain stable for long periods of
time [2].

The commercial interest in silver nanoparticles lies in their various applications in diverse fields
where their potent antimicrobial properties can be harnessed [6]. Recently there has been a drive
towards the synthesis of silver nanoparticles by microorganisms [7,8]. In a previous study, our group
reported an extracellular cell-free filtrate method for the biological synthesis of silver nanoparticles.
The fungal strains were selected based on their silver nanoparticle synthesis capacity, yield of production,
resistance to centrifugation and long-term colloidal stability of the obtained nanoparticles following
their purification protocols. Moreover, these nanoparticles showed antibacterial activity against
Escherichia coli in agar diffusion assays [7].

Another important aspect of the antimicrobial properties of silver nanoparticles is their potential
to eradicate or inhibit microbial biofilm formation, which is an important virulence factor in many
localized chronic infections [9,10]. One of the most notable emergent biofilm properties is that adhering
microorganisms can embed themselves in a self-produced matrix of extracellular polymeric substances
(EPS) composed of proteins, polysaccharides, humic acids and DNA. This matrix of EPS acts as the glue
that holds together bacterial biofilms, protecting them against host immune systems and environmental
challenges, among other exogenous threat to survival and proliferation. Consequently, the polymeric
matrix plays a crucial role in antimicrobial resistance by preventing antibiotic penetration inside
the biofilm. Despite the EPS-matrix containing water-filled channels required for the exchange of
nutrients and metabolic waste-products with their environment, most antimicrobials have difficulty
penetrating EPS, either through size limitations or ready adsorption onto the EPS-matrix or to bacterial
cell surfaces that can be highly negatively charged at physiological pH, but becoming more positively
charged with decreasing pH inside a biofilm. Such phenomena help the survival of internal biofilm
cells and illustrate the limitation of traditional molecular approaches to biofilm eradication. In this
sense, advances in nanotechnology can provide a great tool [11,12]. For example, reports on silver
nanoparticles have shown they are able to diffuse toward the inner part of the biofilm before releasing
Ag+ ions, where this penetration leading to a high kill rate against the bacteria in the lower layers of
the biofilm [13].

Different nanomaterials, non-adhesive, drug-releasing and contact-killing coatings, are under
design to prevent biomaterial-associated infection of implants such as artificial hips and knees.
Moreover, nanotechnology is looked at as an extremely promising way to create new antimicrobials
and delivery systems, able to penetrate biofilms and kill multidrug resistant strains [14]. Size, shape
and surface properties of the resulting nanomaterials are important to consider with respect to the
control of biofilm-infection [15]. Nanoparticle size is important for penetration into biofilms [13];
the ideal diameter for NPs in biofilm-infection control would range between five and 100–200 nm, and
not exceeding 500 nm [14].

Antimicrobial and antibiofilm mechanisms of silver nanoparticles are not completely known,
and they depend on the type of microorganism and the physicochemical properties of the
nanoparticle [16,17]. Nanoparticles are able to contact with bacterial cell walls through different
interactions, cross microbe membranes, interfere with metabolic pathways, induce changes in membrane
shape and function, interact with the microbial cellular machinery to inhibit enzymes, deactivate
proteins, induce oxidative stress and electrolyte imbalance, or modify gene expression levels. Given
their enormous therapeutic potential, understanding the modes of action responsible for the bactericidal
properties of NPs becomes imperative [18]. Furthermore, it is also important to develop accessible,
cheap, rapid and reliable methods as alternatives to traditional biochemical methods which often
determine only one mechanism of action at sub-cellular level. For this purpose, we used three
complementary techniques: transmission electron microscopy (TEM), environmental scanning electron
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microscopy (ESEM), and confocal Raman microscopy (CRM). Raman spectroscopy provides us with
molecular fingerprint information and permits us to study subtle changes in cellular structure, as a
result of modification of proteins, lipids and nucleic acids that undergo changes in their Raman band
profiles. This technique has been used to provide an image of the antimicrobial effect and was recently
used to study molecular changes within bacterial cells after antibiotic treatment [19,20].

The aim of this work was to produce silver nanoparticles using the extracellular cell free extracts
of Phanerochaete chrysosporium and evaluate their antimicrobial and antibiofilm properties. To achieve
this, our study focused on the interactions between the biogenic silver nanoparticles (PchNPs) and
E. coli cells using TEM, ESEM and CRM, in order to ascertain the antimicrobial mechanisms of these
nanoparticles; while the effect of these antimicrobial nanoparticles on the disruption and eradication of
E. coli and C. albicans biofilms was also evaluated.

2. Results and Discussion

2.1. Synthesis of Biogenic Silver Nanoparticles (PchNPs)

The biomass from cultures of the fungus Phanerochaete chrysosporium was harvested, washed and
suspended in sterilized distilled water. After incubation, the cell-free filtrate was added to a silver nitrate
solution and the mixture was incubated in dark. The absorbance spectrum was measured in the range of
250–800 nm and the maximum peak was determined. Color change in the reaction mixture (Figure 1a,b)
as well as the appearance of an absorption band between 400 and 450 nm corresponding to the surface
plasmon resonance (SPR) (Figure 1c) were indicative of the formation of silver nanoparticles (Figure 1b).
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Figure 1. Color change obtained for silver nanoparticles synthesized (a) control, (b) PchNPs and
(c) UV-Vis absorption spectra, after 24 h of reaction.

After a 24 h period an 87% yield was obtained from the synthesis. The reaction mixture was
centrifuged and the pellet containing the silver nanoparticles was washed with and resuspended in
water. The UV-vis spectra after centrifugation showed an absorption band at 442 nm, corresponding to
the SPR band of silver nanoparticles (Figure 2).

2.2. Evaluation of the Incidence of Reaction Conditions in the Biosynthesis of PchNPs

The evolution of silver nanoparticle synthesis over time was monitored by measuring the formation
of SPR band via UV-vis spectroscopy absorbance at 440 nm. The incidence of AgNO3 concentration,
reaction temperature and incubation time of the mycelium with water are shown in Figure 3. 5 mM
AgNO3 was the concentration that reached the highest yield for the nanoparticle synthesis (Figure 3a).
In addition, the conditions for the greatest nanoparticle production in the shortest time found at a
reaction temperature of 37 ◦C (Figure 3b) and 41 h of incubation of the mycelium with water (Figure 3c).
All subsequent biosyntheses were carried out using these conditions to obtain the highest production
of stable PchNPs in the shortest time.
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2.3. Characterization of PchNPs

2.3.1. ζ-potential: Surface Charge of PchNPs

ζ-potential determination showed that PchNPs had a high net negative surface charge, close to
−30 mV (−24.8 mV), indicating their colloidal stability in aqueous media.

2.3.2. DLS and SAXS: Diameter of PchNPs

According to the Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) measurement, silver nanoparticle size was
26(2) nm (Figure 4a). DLS characterization showed a single population with a hydrodynamic diameter
of ca. 45 nm (Figure 4b), larger than the diameter obtained using SAXS, which is to be expected, since
DLS measures the hydrodynamic diameter of the nanoparticles.
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2.3.3. Confocal Raman Microscopy: Surface Functional Groups of PchNPs

The use of fungi for silver nanoparticle production provides improved production capacity due
to the high quantities of secreted substances; these bioactive substances play a dual functional role
as reducing and stabilizing agents to the colloidal nanoparticles [21]. Confocal Raman Microscopy
was used to characterize the surface functional groups capping of the silver nanoparticles (Figure 5).
In particular, the nature of silver nanoparticles gives rise to Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS)
phenomena, which produce a local field effect at the surface of the nanoparticle. Due to this amplifier
effect, it is possible to enhance the Raman signal of those molecular fragments near the surface of the
nanoparticles, which is of great importance to assess the nature of the stabilizing agent (capping) [22].
The presence of the band positioned at 230 cm−1 can be attributed to the Ag-N stretching mode, which
may be originated from the fungal extract, providing the nitrogen atoms that will finally take part
of the capping of the silver nanoparticle. Even more, bands positioned at the fingerprint region can
be attributed to the presence of l-valine and l-alanine, which indicate that proteins from the fungal
extract are part of the capping, or are near the nanoparticle metallic surface [22].

2.4. Colloidal Stability Assays

The colloidal stability of PchNPs over pH 3–9 and under conditions of high ionic strength
([NaCl] = 10–500 mM) were evaluated (Figure 6a,b respectively). Aggregation of the nanoparticles
generates a decrease in intensity at the Surface Plasmon Resonance (SPR) band, as well as a shift in
the visible spectrum towards the infrared. Although PchNPs were stable for most of the evaluated
conditions, a decrease at the band corresponding to the SPR band, as well as a slight broadening of
the peak, were observed at 100 and 500 mM NaCl and pH 3. These results could be attributed to the
neutralization of surface charges of PchNPs, which presented negative net charge at pH 6, resulting in
their aggregation.
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2.5. Antimicrobial Activity of PchNPs against E. coli

2.5.1. Antibacterial Activity against E. coli

In order to determine the antibacterial activity of PchNPs, a bacterial inoculum of E. coli in LB
media was supplemented with different concentrations of PchNPs and incubated for 24 h. Consistent
with results reported by other authors using biogenic nanoparticles [23], in this work the Resazurin cell
viability assays showed minimum inhibitory concentration (MIC) of PchNP of 0.25 nM for E coli cells.

2.5.2. ESEM and TEM of E. coli Cells Exposed to PchNPs

Based on the results of antibacterial assays, we opted to use electron microscopy techniques
(TEM and ESEM) to evaluate the interaction of the silver nanoparticles (at 0.12 and 0.25 nM) with
E. coli. ESEM imaging shows that when E. coli cells are exposed to PchNPs (Figure 7c–f), their cell
wall shows loss of integrity when compared to the control (Figure 7a,b). At lower, sub-MIC, PchNPs
concentrations (Figure 7c,d), bacterial cells appear to be losing part of their cytoplasmic components
(indicated by arrows in Figure 7d) and, with the increment of the concentration (Figure 7e,f), the
damage of the cell membrane is clearly evidenced (indicated by arrows in Figure 7f). Meanwhile TEM
images demonstrate that at the lowest PchNP concentration of 0.12 nM (Figure 8c,d), bacterial cells
possess large conglomerates of silver nanoparticles on their surface (indicated by arrows) and show
distinctive morphological changes when compared to control (Figure 8a,b).
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Figure 8. TEM images of the interaction between E. coli and PchNPs. (a,b): control, (c–f): E. coli treated
with PchNPs (c,d: 0,12 nM and e,f: 0,25 nM). Black arrows indicate cell membrane puncturing. Panel f
shows a significant amount of debris from cell lysis in addition to the bacterial cells.

Increasing silver nanoparticle concentration to 0,25 nM (Figure 8e,f) resulted in a decrease in the
integrity of the cell membrane (indicated by black arrows in Figure 8d,f), probably as a consequence
of the loss of cytoplasmic components due to degeneration of pores on the cell, as shown in the
ESEM images.

2.6. Antimicrobial Properties of PchNPs Using Confocal Raman Microscopy

Studies of the phenotypic profile of E. coli and C. albicans cells before and after treatment with silver
nanoparticles were carried out using confocal Raman microscopy. In order to evaluate the antimicrobial
activity of PchNPs we selected two very different microorganisms (a prokaryotic and a eukaryotic
microorganism). An important structural difference between them, that is the target of action of several
antimicrobials, is the composition of the cell envelope. E. coli cells have a complex cell envelope
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composed of the cytoplasmic membrane, the periplasm with a thin peptidoglycan layer, and the outer
membrane. In C. albicans the major components of the cell wall are fibrillar polysaccharides and
proteins, with an inner layer enriched for chitin and polysaccharide matrix and outer layers enriched
for mannoprotein. Minimum inhibitory concentration (MIC) of the nanoparticles was determined.
MIC of PchNPs were 3.0 × 10−2 nM against E. coli and C. albicans. Both microorganisms tested were
more sensitive to the PchNPs than to AgNO3 solution (MIC 7.8 µM).

Then, interaction assays between microorganisms and silver nanoparticles were carried out using
confocal Raman microscopy. Changes in cellular composition can be monitored using changes in
Raman band profiles, which can be associated with the morphological changes of microbial cells,
providing an image of the antimicrobial effect [24]. Recent reports have shown that Raman difference
spectroscopy is able to provide molecular details on changes within E. coli cells caused by antibiotics,
hydrogen peroxide [20,25] or graphene oxide [19]. In this work, the interaction of PchNPs with
E. coli caused a decrease in the intensity of most Raman bands, while other remain the same (Table 1).
The significant decrease in fatty acid Raman bands of E. coli cells could be associated to the loss of the
cell membrane integrity after the PchNPs treatment, as observed in ESEM and TEM images (Figures 7
and 8, respectively). In the case of the interaction with C. albicans, all bands of the Raman spectrum
decreased in intensity. In addition, hyperspectral images were obtained in order to visualize the
main characteristics of the interaction between the PchNPs and the microorganisms (see Figure 9).
These images were obtained from the combination of the bands corresponding to the C-H stretching of
the microorganisms and the bands corresponding to the Ag-N stretching of the PchNPs (Raman spectra
are shown in Suplementary Materials, Figures S1 and S2). As shown in Figure 9a, the hyperspectral
image shows PchNP interaction with an E. coli cell, providing structural information, which is
comparable, and complementary to that obtained from the TEM and ESEM images.

Table 1. Raman band assignment of microbial cells, control and treated cells with PchNPs. The band
assignment was made based on previous work [26].

Microorganism Raman Shift (cm−1) Band Assignment Effect on Treated Cells

E. coli 624 Nucleic acids Diminishes
810 Aminoacids Diminishes
982 Polysaccharides No changes
1186 Polysaccharides Diminishes
1243 Polysaccharides Diminishes
1308 Aminoacids or nucleic acids Diminishes
1344 Aminoacids or fatty acids No changes
1593 Fatty acids Diminishes

C. albicans 670 Nucleic acids Diminishes
788 Aminoacids Diminishes
885 Aminoacids Diminishes
999 Polysaccharides Diminishes
1100 Polysaccharides Diminishes
1319 Aminoacids or nucleic acids Diminishes
1596 Fatty acids Diminishes

2.7. Antibiofilm Activiy of PchNPs

The biofilm biomass of E. coli and C. albicans was measured with crystal violet stain. Comparison
of the basal measures (biofilm without PchNP) with treated biofilm allowed analyzing the nanoparticles
ability to eradicate biofilms.

Reports on the antibiofilm activity of silver nanoparticles have been promising; showing that
exposure to silver nanoparticles produced changes to the structural biofilm conformation of Candida
albicans [27] and effectively inhibited E. coli and Pseudomonas aeruginosa biofilm formation [24].
Unfortunately, silver nanoparticles are prone to aggregation, reducing their antimicrobial efficacy and
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therefore surface functionalization before application is important to prevent aggregation and enhance
their killing efficacy in biofilms, and reduce their cellular uptake and cytotoxicity. So natural and
environmentally benign compounds, such as extracellular fungal compounds used in this work for
the nanoparticle synthesis, could constitute effective stabilizing agents enhancing bacterial killing
in biofilms and reducing cytotoxicity of silver nanoparticles [14]. According to the results, the
biogenic nanoparticles synthesized in this work were able to eradicate the E. coli and C. albicans
biofilms (Figure 10). Future works will include optimization of these biofilm eradication experiments,
evaluating the effect of different treatment condition for biofilms, including incubation time and
nanoparticle dose.
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PchNPs produced 29% reduction in biomass of E. coli biofilm (Figure 10a) and 80% reduction
in biomass of C. albicans biofilm (Figure 10b). Candida albicans virulence is a result of its capacity to



Molecules 2020, 25, 2023 10 of 14

form biofilms, a complex of cells, DNA, polymeric matrix, etc., on the surface of biomaterials and on
catheters and prosthetic devices. The polymeric matrix has a crucial role in the antifungal resistance
since it prevents the antimicrobial penetration inside the biofilm, allowing the internal cells to survive.
Due of their intrinsic resistance to almost all antifungals in clinical use, increased resistance to this
therapy, and the ability of cells within biofilms to withstand host immune defenses, the antifungal
resistance of biofilms results most probably from the conjunction of several mechanisms that act in a
time-dependent manner. Previous reports showed the antibiofilm activity of nanoparticles depends
on their physicochemical properties, such as the size [28]. Similar to previously reported research by
these authors, PchNPs of ca. 45 nm were able to eradicate biofilm of C. albicans. From these results, the
biogenic silver nanoparticles synthesized in this work would be a useful tool for the development of
biofilm disruption materials.

3. Materials and Methods

3.1. Synthesis of Silver Nanoparticles

Strain of Phanerochaete chrysosporium (12G) from the Cátedra de Microbiología General Collection
CCMG, Facultad de Química (Montevideo, Uruguay), was used for the nanoparticle biosynthesis.

The mycelia were grown in Potato Dextrose Agar (PDA, BD Difco, Sparks, MD, USA) at 28 ◦C
and two plugs of 0.9 cm in diameter were then transferred to 500 mL flasks containing 100 mL Potato
Dextrose Broth (PDB, BD Difco). Fermentation was carried out at 28 ◦C, with agitation on an orbital
shaker operating at 150 rpm for 72 h. The biomass from cultures was harvested by filtration and then
washed extensively with sterilized distilled water to remove any remaining media components. Then,
synthesis of silver nanoparticles was carried out as described in Sanguiñedo et al. [7]. Wet fungal
mycelia were suspended in sterilized distilled water (0.1 g/mL) and incubated with agitation on an
orbital shaker operating at 150 rpm. Then, the cell-free filtrate was collected by filtration of this
suspension through membrane filter with 0.45 µm pore size. Finally, 50 mL of the cell-free filtrate
was added to 50 mL of a silver nitrate solution. The mixture was incubated in dark. The absorbance
spectrum was measured in the range of 250–800 nm and the maximum peak was determined, at
different times. The reaction was stopped when there was no increase in the maximum absorption
peak of silver nanoparticles. The remaining cell-free filtrate was used as control. Percentage yield was
calculated according to weight of lyophilized silver nanoparticles and weight of silver nitrate used in
the reaction, as previously reported [26].

To evaluate the incidence of the reaction variables in the biosynthesis of the nanoparticles,
the following experimental conditions were modified: incubation time of the mycelia with water,
concentration of AgNO3 and incubation temperature in the synthesis reaction.

After the synthesis reactions, the samples were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min.
The supernatant was removed and nanoparticles (PchNPs) were washed twice using sterilized
distilled water, by centrifuging the nanoparticles for 10 min at 10,000 rpm. The absorbance peak of
the purified silver nanoparticles was measured and the concentration was estimated according to
Paramelle et al. [29].

3.2. Characterization of Silver Nanoparticles

3.2.1. UV-Vis Spectroscopy

The absorbance spectrum was measured in the range of 250–800 nm, at predetermined
time intervals. Also, the color changes of reaction mixtures were used as evidence for silver
nanoparticles formation.
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3.2.2. ζ-Potential and DYNAMIC Light Scattering (DLS)

The measurement of ζ-potential and the hydrodynamic diameter of the nanoparticles were
determined by Dynamic Light Scattering (DLS) utilizing a Zetasizer (Malvern Instruments, Malvern,
UK). Samples were prepared at pH 6, in Milli-Q water. For ζ-potential determination, each sample was
measured at 25 ◦C, three times, combining 10 runs per measurement. In the case of DLS, each sample
was measured at 25 ◦C, 10 times, combining five runs per measurement. Results were treated using
the Malvern Zetasizer software (Malvern, UK).

3.2.3. Small Angle X-ray Scattering (SAXS)

An model Ultima IV X-ray powder diffractometer (Rigaku, Tokyo, Japan) using CuKα = 1.5418 Å
radiation was used for the small angle X-ray scattering measurements. They were made at low angle in
Bragg-Brentano geometry, applying an offset of 0.08o in order to get the SAXS signal, on nanoparticle
deposits on silicon substrate, with measurement ranges of q = 0.05 to 1.50 Å−1.

3.2.4. Confocal Raman Microscopy

An aliquot of PchNPs was deposited on an aluminum support and dried at room temperature
for a further analysis by confocal Raman microscopy. The measurements were made on an Alpha
300 RA WITec Raman microscope (WITec GmbH, Ulm, Germany) using a λ = 532 nm excitation laser
wavelength and focused through a 100× objective.

3.2.5. Colloidal Stability Assays

The colloidal stability of PchNPs was studied at different and ionic strength (10–500 mM NaCl)
and pH (3–10) conditions by the measurement of the absorbance spectrum in the range of 200–800 nm.

3.3. Antimicrobial Activity of PchNPs

3.3.1. Antibacterial Activity against E. coli

In order to determine the antibacterial activity of PchNPs, a bacterial inoculum (1 × 106 CFU/mL)
of Escherichia coli ATCC 25922 in LB media was supplemented with different concentrations of PchNPs
and a blank sample (bacteria without PchNPs) was also included in the assay as negative control, in
a 96-well plate. Once the microbial cultures had been grown for a total of 24 h, 30 µL of 0.1 mg/mL
resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) in LB media was added to each well and
incubated in the dark at 37 ◦C for 1 h under stirring.

Enviromental Scanning Electron Microscopy (ESEM)

E. coli cells were incubated with PchNPs (0.12 and 0.25 nM), in the same way as in the resazurin
assay. Then, three wells of 200 µL each were mixed into an Eppendorf and centrifuged at 1400 rpm
(300 G) for 10 min. The supernatant was removed and, for fixation of the cells, the pellet was
resuspended into 1.5 mL of 2.5% glutaraldehyde in phosphate buffer 10 mM pH 7.2. The solutions
were left for 2 h in the wheel. Then, the cells were washed once with 1.5 mL of sterile PBS and three
times with sterile distilled water to remove glutaraldehyde. Finally, the pellets were resuspended in
200 µL of sterile MilliQ water. Data were collected on a Quanta FEG-250 (FEI Company, Hillsboro, OR,
USA.) field emission SEM for high-resolution imaging working in ESEM mode using a GSED detector
under high relative humidity conditions.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

Samples were prepared as in the ESEM assay, including the PchNPs concentrations. The pellets
were resuspended in sterile distilled water, 4 µL of the sample was deposited onto a carbon-coated
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copper grid (Cu200 mesh) and left to dry in air for several hours at room temperature. TEM analysis
was carried out in a TECNAI T20 electron microscope (FEI) working at 60 kV.

3.3.2. Antimicrobial Properties of PchNPs Using Confocal Raman Microscopy

Minimum inhibitory concentration (MIC) of the nanoparticles was determined by the microdilution
technique according to the Clinical and Laboratory Standards Institute [30] in a 96-well plate (sterilized,
300 µL capacity, MicroWell, NUNC, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), against the
following microorganisms: Escherichia coli ATCC 25922, and Candida albicans ATCC 101231. The initial
solutions of the nanoparticles were prepared in water and further serial dilutions were performed.
The MIC was determined as the lowest concentration of silver nanoparticles that inhibited the visible
growth of a microorganism after 24 h of incubation.

Studies of the phenotypic profile of microbial cells before and after treatment with silver
nanoparticles were carried out using confocal Raman microscopy as previously described for
antibiotics [28]. The cell suspensions were deposited on an aluminum support and dried at room
temperature. The measurements were made using a 532 nm laser focused through a 100× objective.
The data processing and statistical analysis was performed by principal component analysis (PCA)
using a script of the research group. The Raman spectra (phenotypic profile) of the cells treated with
the nanoparticles were compared to those of the untreated cells (control).

3.4. Antibiofilm Activiy of PchNPs

Assays against E. coli and C. albicans biofilms were carried out in a 96-well plate (sterilized, 300 µL
capacity, MicroWell, NUNC), with six replicates.

A cell suspension of E. coli ATCC 25922 (1 × 107 cells/mL) was prepared and diluted to 1/10 in
Nutrient Broth. Suspension was deposited in the 96-well plate and incubated 24 h at 37 ◦C. Control
wells contained only Nutrient Broth. For C. albicans assay, plates were pretreated with 50% Fetal Bovine
Serum (FBS) in Potato Dextrose Broth (PDB) at 37 ◦C for 30min and washed with 10mM PBS (pH 7.2).
Then, a cell suspension of C. albicans ATCC 101231 (1 × 106 cells/mL) was prepared and diluted to 1/10
in culture broth. Suspension was deposited in the 96-well plate and incubated 24 h at 37 ◦C. Control
wells were pre-treated with FBS and contained only PDB.

Then, supernatant was removed and the PchNPs solutions were added. Fresh culture broth was
added to the basal biofilm wells. The plate was incubated 48 h at 37 ◦C. Supernatant was removed, the
wells were washed with distilled water and dried at 50 ◦C for 40 min. Crystal Violet was added to each
well and left at room temperature for 3 min. The contents of the wells were washed with water and
resuspended in ethanol:acetone (70:30). The biofilm was quantified by measuring the absorbance at
560 nm and statistical analysis was carried out by Variance Analysis and Tukey Test.

Supplementary Materials: The following are available online, Figure S1. Raman spectra for E. coli cells, control
and treated cells with PchNPs, Figure S2. Raman spectra for C. albicans cells, control and treated cells with PchNPs.
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Infectious diseases are one of the most important health problems worldwide, one of
the main causes being the development of multi-resistant microorganisms. Likewise,
the zoonotic potential of some pathogens and their ability to transfer resistance
mechanisms, reduce the therapeutic options in both humans and animals. Salmonella
enterica is an important pathogen that affects a wide range of animal species and
humans, being Salmonella Typhimurium one of the most frequent serotypes affecting
cattle, causing enteritis, diarrhea, and septicemia. The search for alternative therapeutic
approaches has gained importance since the emergence of multidrug resistance to
antibiotics and periodic outbreaks of salmonellosis. In this sense, the discovery of new
drugs and the development of new strategies, such as the use of nanoparticles with
antimicrobial activity, are very promising. The aim of this work was the extracellular
production of biogenic silver nanoparticles using fungal extracts and the evaluation of
their antimicrobial activity against resistant and multi-resistant Salmonella Typhimurium
strains. We here demonstrated the potential of the biogenic nanoparticles as effective
bacteriostatic and bactericidal agents for use in biomedical applications. In addition,
Confocal Raman Microscopy and Atomic Force Microscopy were used to advance the
understanding of the antimicrobial mechanism of biogenic nanoparticles against these
pathogenic strains, the results of which suggested that the nanoparticles produced
damage in several bacterial cell structures.

Keywords: antimicrobial, biogenic nanoparticles, Salmonella Typhimurium, multi-resistance, Confocal Raman
Microscopy
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INTRODUCTION

Salmonella enterica is a causal agent of foodborne diseases with a
significant impact on public health, affecting both humans and
a wide range of animal species. Foodborne diseases cause 33
million deaths a year, affecting 10% of the world’s population. In
particular, the pathogenic bacterium Salmonella enterica serovar
Typhimurium represents a significant threat worldwide, both
for food safety and for public health, due to the emergence of
multidrug-resistant strains (Wang et al., 2019).

Although more than 2,500 serotypes of Salmonella spp.
have been reported, only a few affect livestock. In this species,
Salmonella Typhimurium is one of the most frequent serotypes
and etiological agent of enteritis, diarrhea and septicemia
(Casaux et al., 2019). In calves, salmonellosis is treated with
antibiotics, recommending ß-lactams and sulfonamides in cases
of septicemia. Quinolones are used as an alternative treatment
when resistance to these antibiotics is confirmed or suspected
(Wang et al., 2019). However, the emergence of resistance to
quinolones has also been documented (Pribul et al., 2017). In
addition, the indiscriminate use of antibiotics, even as food
additives for animals, has promoted the appearance and selection
of resistant and multi-resistant microorganisms, affecting the
efficacy of antibiotic therapy in both humans and animals (Tang
et al., 2017). Multi-drug resistance is an emerging problem
throughout the world. The misuse of antibiotics is one of
the factors responsible for multi-drug resistance in several
pathogenic bacteria, such as Salmonella Typhimurium (Wang
et al., 2019). In South America, this serotype has been isolated
from foodborne cases and resistance to beta-lactams has been
reported (Cordeiro et al., 2013). In Uruguay, it was shown
that Salmonella Typhimurium was the most frequent serotype
isolated from samples obtained from calves in commercial dairy
farms (Casaux et al., 2019). This report included fecal samples
from diarrheal calves and organ samples from calves that had
succumbed to salmonellosis. This serotype presented the highest
resistance patterns and has also been reported in humans,
highlighting its zoonotic potential (Casaux et al., 2019).

The appearance of multi-resistance to antibiotics and the
periodic outbreaks of salmonellosis are promoting an intense
search for new alternative therapeutic developments against
pathogenic bacteria. In particular, an important part of this
effort is focused on discovering new antimicrobial drugs and
new potential alternative strategies to control animal and
human diseases (Schäberle and Hack, 2014), such as the use
of nanotechnology.

It has been reported that the development of antimicrobials
in nanoparticle systems allows to increase the therapeutic
effect and overcome side effects, therefore they are considered
excellent alternative delivery systems for the treatment of
microbial diseases (Youssef et al., 2019). Thus, in recent years
the application of nanoparticles for the microbial control has
expanded considerably in the area of human and animal health.
Different nanoparticles have been effective for the treatment
of infectious diseases against antibiotic-resistant bacteria, both
in vitro studies and in animal models (Hajipour et al., 2012;
Shanthi et al., 2016; George et al., 2019; Thorat et al., 2021). In the

area of infection control of veterinary medicine, nanotechnology
has a promising role in the prevention or treatment of infections
(Youssef et al., 2019).

The mechanisms of antimicrobial action of nanoparticles
depend on several factors, including the type of microorganism
and the physicochemical characteristics of the nanoparticles
(Hajipour et al., 2012). The small size is an important
property that influences the nanoparticles uptake and their
antimicrobial effect. In particular, the potential application of
silver nanoparticles in the treatment of microbial diseases has
been reported (Otari et al., 2016). Some silver nanoparticles
synthesized by fungi, such as those previously synthesized by
our group, presented broad antimicrobial activity against bacteria
(Gram negative and Gram positive) and fungi (Rodrigues et al.,
2013; Sanguiñedo et al., 2018).

The objective of this work was the extracellular production
of biogenic silver nanoparticles using fungal extracts and
the evaluation of the antimicrobial activity against resistant
and multi-resistant strains of Salmonella Typhimurium. In
addition, the morphological changes produced in bacterial cells
after treatment with nanoparticles and in the phenotypic
profile (changes in cellular components) were studied
through Atomic Force Microscopy and Raman Confocal
Microscopy, as an approach to advance in the knowledge of the
antimicrobial mechanism of the biogenic nanoparticles against
multi-resistant bacteria.

MATERIALS AND METHODS

Biological Material
For the synthesis of nanoparticles (NPs) the strain of the fungus
Phanerochaete chrysosporium CCMG 12G from the Cátedra de
Microbiología General Collection CCMG, Facultad de Química,
Montevideo, Uruguay was used. Previous studies carried out by
the group showed the production of stable and high-yield NPs
using this strain (Sanguiñedo et al., 2018).

The Salmonella Tiphymurium strains used in the evaluation
of antimicrobial activity were previously isolated from calves
with diarrhea, septicemia and mortality in Uruguay and
characterized for their antibiotic-resistance profile (Table 1;
Casaux et al., 2019).

Biological Synthesis of NPs
Cultures were performed by inoculating two plugs of 0.9 cm in
diameter of mycelium (grown in Potato Dextrose Agar medium,
BD Difco) in flasks with 100 mL of Potato Dextrose Broth liquid
medium (BD Difco). Fermentation was carried out at 28 ◦C
with agitation on an orbital shaker operating at 150 rpm for
72 h. The fungal mycelium from cultures was filtered and then
washed extensively with sterilized distilled water to remove any
remaining media components.

The NPs biosynthesis assay was performed as previously
described (Sanguiñedo et al., 2018). Incubation of wet mycelium
in sterile distilled water (0.1 g / mL) was carried out with
agitation on an orbital shaker (150 rpm). Then, the cell-free
filtrate was collected by filtration through membrane filter with
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TABLE 1 | Antibiotic-resistance profile of Salmonella Typhimurium strains.

Strain Resistance Intermediate susceptibility

16-025M4 Cefotaxime, streptomycin, tetracycline –

16-045M5 Ciprofloxacin, enrofloxacin, streptomycin, tetracycline –

16-058M4 Ampicillin, amoxicillin- clavulanic acid, trimethoprim-sulfamethoxazole streptomycin, tetracycline –

16-078M4 Amoxicillin- clavulanic acid, streptomycin, tetracycline Ampicillin

17-032M21A Enrofloxacin, gentamicin, streptomycin, tetracycline Ciprofloxacin

17081M3A Ampicillin, nalidixic acid, ciprofloxacin, streptomycin, tetracycline Clavulanic acid

17-197M1 Nalidixic acid, streptomycin, tetracycline Gentamicin, nitrofurantoin, ciprofloxacin

17-210M7B Cefotaxime, streptomycin, gentamicin, tetracycline, azithromycin Trimethoprim-sulfamethoxazole, ciprofloxacin

19-027M2A Ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole, clavulanic acid, streptomycin, tetracycline, azithromycin Amoxicillin- clavulanic acid, ciprofloxacin

16-073M11 Tetracycline –

0.45 µm pore size and 50 mL of a 5 mM AgNO3 solution were
added to 50 ml of filtered solution. After incubation in dark the
absorbance spectrum was measured in the range of 250–800 nm
and the maximum peak was determined until no increase in the
maximum absorption peak of silver nanoparticles was detected.
The remaining cell-free filtrate was used as control.

Purification of NPs
The synthesized NPs were centrifuged, washed and resuspended
in sterile distilled water. Then, the absorption spectroscopy was
performed. The absorbance band corresponding to the purified
NPs was measured and their concentration was estimated as
described by Paramelle et al. (2014).

Characterization of NPs
Transmission Electron Microscopy (TEM)
An aliquot of NPs was placed onto a copper grid coated with
a carbon film and dried for several hours at room temperature.
TEM analysis was carried out in a TECNAI T20 electron
microscope (FEI) working at 200 kV. Several micrographs using
an automatic image analyzer (Image J Software) were analyzed to
determine the average size of the NPs.

Confocal Raman Microscopy
For analysis by Confocal Raman Microscopy an aliquot of NPs
was deposited on an aluminum support and dried at room
temperature. An Alpha 300 RA WITec Raman Microscope using
a 532 nm excitation laser focused through a 100 X objective was
used for measurements.

Dynamic Light Scattering (DLS) and ζ Potential
The hydrodynamic diameter by Dynamic Light Scattering (DLS)
and the measurement of the ζ potential of the NPs were

determined using a Zetasizer from Malvern Instruments. The
samples were prepared in Milli-Q water at pH 6. For the
determination of DLS, each sample was measured 10 times,
combining 5 runs per measurement, at 25◦C. In the case of
potential ζ, each sample was measured 3 times, combining 10
runs per measurement, at 25◦C. Malvern’s Zetasizer software was
used for processing the results.

Antimicrobial Activity
Determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
Both MIC and MBC were determined by standardized methods,
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2015). The initial solutions of the NPs were prepared
in sterilized distilled water. MIC of the nanoparticles was
determined by the broth microdilution method in a 96-
well plate (300 µL capacity, sterilized, MicroWell, NUNC,
Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA), against Salmonella
Typhimurium strains (Table 1). The MIC was determined
as the lowest concentration of NPs that inhibited the visible
bacterial growth after 24 h of incubation. Then, the broths
used for MIC determination were subcultured onto fresh
agar plates. After incubation, the number of viable cells
was estimated by determining the number of colony-forming
units (cfu). Based on this, the MBC was determined as the
concentration of antimicrobial agent that causes the death
of 99.9% of the initial inoculum, as previously reported
(Díaz-García et al., 2020).

Confocal Raman Microscopy
The comparison of the phenotypic profiles of bacterial cells
before and after treatment with NPs were performed using
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FIGURE 1 | UV-Vis absorption spectrum after 24 h reaction.

Confocal Raman Microscopy, according to the methodology
previously reported for antibiotics by Athamneh et al. (2014).
The bacterial cell suspensions were deposited on an aluminum
support, dried at room temperature, and then measured using
a 532 nm laser focused through a 100 X objective. The data
processing and statistical analysis were performed, using a script
of the research group, by principal component analysis (PCA)
(Estevez et al., 2019). The phenotypic profiles (Raman spectra)
of the bacterial cells treated with the NPs were compared to those
of the untreated cells (control).

Atomic Force Microscopy
Bacterial Cells without treatment (control) and treated with
NPs were observed by Atomic Force Microscopy (AFM), based
on Borowik et al. (2018). Samples were analyzed using a
WITec Alpha 300-RA AFM Microscope (WITec GmbH, Ulm,
Germany), in the AC (tapping) mode. AFM measurements were
obtained by placing a droplet of the bacterial suspensions on a
silicon wafer substrate, dried at room temperature. AFM sensors
had a force constant of k = 42 N/m, nominal resonance frequency
of 285 kHz, mean width 45 µm, length 160 µm and thickness
of 4.6 µm.

RESULTS

Biological Synthesis of NPs
After Phanerochaete chrysosporium biomass was harvested,
incubated in water, and filtered, the cell-free filtrate was added

FIGURE 2 | TEM image of the NPs.

to a silver nitrate solution and the mixture was incubated in
dark. The synthesis of the silver NPs was monitored through
changes in the absorbance spectra over time in the range of
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FIGURE 3 | (A) DLS and (B) ζ-potential measurements of NPs in solution.

250–800 nm, as well as color change in the reaction mixture.
The appearance of an absorption band (maximum peak) at
400 nm corresponding to the surface plasmon resonance (SPR)
and visible color change were indicative of the formation of
NPs (Figure 1).

After a 24 h period the reaction mixture was centrifuged and
the pellet containing NPs was washed with and resuspended
in water. The UV-vis spectra after centrifugation showed an
absorption band at 400 nm, corresponding to the SPR band of
the purified NPs.

Characterization of NPs
Transmission Electron Microscopy (TEM)
The TEM characterization showed that the NPs were spherical
and the image analysis using the Image J program resulted in an
average size of NPs of 22 ± 6 nm (Figure 2).

Dynamic Light Scattering (DLS) and ζ Potential
Size characterization of NPs by DLS showed a single population
with a hydrodynamic diameter of 47.64 ± 17.42, PDI 0.264,
showing a slightly polydisperse distribution (<0.4), consistent
with previously reported by Sanguiñedo et al. (2018).

Measurements of ζ-potential showed that NPs had a high net
negative surface charge, −20.7 ± 5.89 mV (Figure 3).

Antimicrobial Activity
Determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
Table 2 shows the MIC values obtained for the NPs and
the AgNO3 solution against the different strains of Salmonella
Typhimurium. Although the strains were sensitive to the AgNO3
solution (39–78 µM), the MIC values obtained for the NPs were
much lower (8–16 picomolar, pM). This difference is even greater
when comparing the MBC values of the nanoparticles and the
silver nitrate solution. The MBC values of the AgNO3 solution
were greater than or equal to 830 µM, compared to the MBC
values (16 pM) of the NPs.

NPs-Bacterial Interactions
The strains with the highest antimicrobial activity (the lowest
MIC and MBC) were used for the Confocal Raman Microscopy
studies (strains 16-045M5, 16-058M4, and 17-197M1). Raman
band profiles previously reported for Salmonella spp. were
compared to those obtained for the three strains. The presence
of 11 coincident bands was observed. These bands were assigned
to the corresponding biological molecules, as previously reported
by other authors (Assaf et al., 2014; Witkowska et al., 2017;
Table 3). Phenotypic changes in Salmonella Typhimurium cells
treated with NPs were analyzed. Differences in Raman spectra
due to phenotypic changes of cells treated with NPs versus
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TABLE 2 | Minimum inhibitory and minimum bactericidal concentration of NPs and AgNO3 solution against Salmonella Typhimurium strains.

STRAIN MIC NPs MBC NPs MIC AgNO3 MBC AgNO3

16-025M4 7.8 pM (0.3 ppm) >15.6 pM 39 µM >830 µM

16-045M5 7.8 pM (0.3 ppm) 15.6 pM (0.6 ppm) 39 µM 830 µM

16-058M4 15.6 pM (0.6 ppm) 15.6 pM (0.6 ppm) 39 µM 830 µM

16-078M4 7.8 pM (0.3 ppm) >15.6 pM 39 µM 830 µM

17-032M21A 15.6 pM (0.6 ppm) >15.6 pM 78 µM >1,250 µM

17081M3A 15.6 pM (0.6 ppm) >15.6 pM 78 µM 1,250 µM

17-197M1 15.6 pM (0.6 ppm) 15.6 pM (0.6 ppm) 39 µM 1,250 µM

17-210M7B 15.6 pM (0.6 ppm) >15.6 pM 39µM >830 µM

19-027M2A 15.6 pM (0.6 ppm) >15.6 pM 78 µM 1,250 µM

16-073M11 15.6 pM (0.6 ppm) >15.6 pM 78 µM >1,250 µM

TABLE 3 | Raman band assignment of bacterial cells (control).

RAMAN SHIFT (cm−1) ASSIGNMENT

16-045M5 16-058M4 17-197M1

557 556 545 Carbohydrates

709 745 713 DNA, RNA

757 761 796 DNA, RNA

800 810 807 RNA

935 970 934 Lipids

1,098 1,079 1,092 Carbohydrates

1,234 1,248 1,243 RNA

1,350 1,353 1,354 Proteins

1,444 1,448 1,462 Lipids

1,554 1,512 1,510 Proteins

1,594 1,575 1,579 DNA, RNA

The band assignment was made based on previously published spectral data for
strains of Salmonella spp. (Assaf et al., 2014; Witkowska et al., 2017).

untreated cells were determined (Figure 4), mainly based in the
change of the intensity of the Raman bands. The data processing
and statistical analysis were performed by principal component
analysis (PCA). In all cases, it was observed that the interaction
of NPs with Salmonella Typhimurium cells generates changes in
the bands (particularly in their intensities), which were previously
assigned to proteins, lipids, carbohydrates and nucleic acids. In
addition, in order to offer a complementary study based on
Raman, hyperspectral images were obtained with the purpose of
visualizing the main characteristics of the interaction between
the bacteria and NPs (Figure 5). For that reason we selected
one characteristic Raman band from the bacterial cells and one
from the NPs, these correspond to the C-H stretching and Ag-
N stretching modes, respectively. Then we obtained an image in
which the intensity of the C-H and Ag-N bands are integrated
(total number of counts), then showing the more representative
regions (topography) of the bacterial cells (in pink, Figures 5a,b)
and NPs (in green, Figure 5b). Thus, we are providing a chemical
image based in the chemical signature of both bacterial cells
and NPs. Additionally, the Atomic Force Microscopy images
indicate changes to cell morphology and loss of integrity of the
cell envelope and of cytoplasmic content after exposure to the
NPs (indicated by arrows) (Figure 6).

DISCUSSION

The silver nanoparticles synthesized with Phanerochaete
chrysosporium extracts were stable after their purification
by centrifugation, as previously reported by our group
(Sanguiñedo et al., 2018).

The size of the NPs was determined by Transmission Electron
Microscopy (TEM) and Dynamic Light Scattering (DLS). The
average size of the NPs by Transmission Electron Microscopy
(TEM) was 22 ± 6 nm. In addition, the characterization
by DLS showed a larger average size (47.64 ± 17.42 nm),
which is expected since the DLS measures the hydrodynamic
diameter of the particles. Dispersity Parameter (PDI) showed
a moderate polydisperse distribution (<0.4) from DLS results,
consistent with that previously reported (Sanguiñedo et al., 2018).
ζ-potential measurements demonstrate the colloidal stability of
the NPs since they had a high net negative surface charge. The
electrostatic repulsive forces between surface charges of NPs
play an important role in the stability. Nanoparticle suspensions
that show net potential close to zero, thus close to neutrality,
probably add, losing their properties as nanomaterials due to the
possibility of precipitation or aggregation (Joseph and Singhvi,
2019). Furthermore, the NPs used here were stable for at least
6 months at 4◦C. The surface functional groups, capping of
the silver nanoparticles, were characterized by Confocal Raman
Microscopy. As previously reported, the presence of the band
positioned at 230 cm−1 and Raman bands positioned at the
fingerprint region can be attributed to the Ag-N stretching mode
and to the presence of amino acids, respectively, suggesting
that proteins from the fungal extract are part of the capping
(Estevez et al., 2020).

The application of biogenic NPs as antimicrobial agents
against resistant and multi-resistant Salmonella Typhimurium
strains previously isolated from calves with diarrhea, septicaemia,
and mortality was evaluated. The in vitro antimicrobial activity
assays showed interesting results. In the MIC determination
test, in addition to the strains under study, a reference strain
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 was used. However,
no growth inhibition of this strain was observed at the
concentrations evaluated. Therefore, we did not include it
in subsequent trials where our objective was to evaluate the
strains where growth inhibition was observed at these low
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FIGURE 4 | Comparison of average Raman spectra corresponding to Salmonella Typhimurium 17–197 M1 cells without treatment (pink) and treated with NPs
(green). The intensity (in arbitrary units, AU) was normalized with respect to the signal intensity of the C-H band (2,900 cm−1 region). The decrease in the bands
corresponding to RNA, carbohydrates and lipids after NPs treatment is shown.

FIGURE 5 | Confocal Raman images obtained by selecting the stretching C-H bands from the bacterial cells (pink) and the stretching Ag-N bands from the NPs
(green). (a) Untreated cells. (b) NPs treated cells.

concentrations. Perhaps this strain was sensitive to higher
concentrations or it could have some particular resistance
mechanism, as reported in other studies carried out with

Salmonella spp. (Losasso et al., 2014). Results of antimicrobial
activity against resistant Salmonella Typhimurium bacteria
showed MIC and MBC values lower than silver nitrate solution.
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FIGURE 6 | Topographic and phase contrast AFM images of changes in the cell morphology after exposure of Salmonella Typhimurium to NPs (indicated by arrows).
(A) Untreated cells (control). (B) NPs treated cells.

Although the resistance of Salmonella Typhimurium to silver
ions has been reported (Randall et al., 2015), the properties
of the biogenic silver NPs evaluated here would provide new
antimicrobial advantages. Antibacterial activity of silver ions
has been recognized since ancient times and although the
antimicrobial action mechanism of silver ions is known, in
the case of nanoparticles these mechanisms depend on the
characteristics of the nanoparticles (Hamad et al., 2020). The
intrinsic properties of metal nanostructures depend on their
size, shape, composition, crystallite which is strongly correlated
to their synthesis conditions (Hamad et al., 2020). In addition
to the properties of the nanometric scale, that can confer
higher penetration and larger surface area, capping agent of
biogenic nanoparticles used here could provide stability and new
antimicrobial properties. Although all strains are resistant to at

least one antibiotic, all were sensitive to biogenic silver NPs.
These results are particularly promising for the application of
nanoparticles as an alternative treatment for fluoroquinolone
resistant strains. Despite the use of fluoroquinolones was
recommended for Salmonella Typhimurium in a recent work
carried out with more than 11,000 strains (Wang et al., 2019), it
would not be effective for the treatment of some strains isolated
in Uruguay (Casaux et al., 2019). Furthermore, the nanoparticles
showed high bactericidal activity (MBC 16 pM) against three
multi-resistant Salmonella Typhimurium strains. Then, these
strains were used for Confocal Raman Microscopy and Atomic
Force Microscopy studies.

Raman spectroscopy is a powerful vibrational spectroscopic
tool that can provide information on complex systems such
as microbial cultures, through the determination of molecular
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fingerprints on various chemical and biochemical components in
that systems. Compared to other methods that do not require
culture such as the use of fluorescent or magnetic probes,
Confocal Raman Microscopy has the unique potential of being
a technique for phenotypic identification that does not require
any particular treatment of cells (Ho et al., 2019). In this work,
the previously reported Raman band profiles for Salmonella spp.
were compared to those obtained for the three multi-resistant
strains, showing 11 coincident bands, which were assigned to the
corresponding biological molecules.

Moreover, Confocal Raman images of treated cells showed the
colocalization of the NPs and the bacterial cell, by combination
of stretching Ag-N bands assigned to the NPs and C-H stretching
bands assigned to the bacterial cells. This imaging technique
combined with principal component analysis showed that there
are significant changes in the phenotypic profile of the NPs
treated cells compared to the untreated cells (control). These
results suggest that NPs cause changes in cellular composition, in
carbohydrates, lipids, proteins and nucleic acids. These changes
in the profile of the Raman spectra in Salmonella Typhimurium
strains could be associated with damage at the protein, lipid
and nucleic acid level produced by the generation of reactive
oxygen species (ROS) and intermediate nitrogen species (RNI),
since they are extremely toxic, and may be responsible for
the death of bacterial cells (Durán et al., 2016). These results
were complemented by Atomic Force Microscopy. AFM images
showed changes in the cell morphology, loss of integrity of the
cell envelope and of cytoplasmic content. Similar results using
electron microscopy (TEM and ESEM) were recently reported
for Gram negative bacterial cells (E. coli), after exposure to
biogenic silver nanoparticles (Estevez et al., 2020). The properties
of silver nanoparticles are strongly influenced by their size,
distribution, morphological shape, and surface properties which
can be modified by diverse synthetic methods, reducing agents
and stabilizers. In spite of several hypotheses available, the
antibacterial mechanisms of silver nanoparticles so far have not
been established clearly (Lee and Jun, 2019). Some proposed
cytotoxic mechanisms can be: adhesion of silver nanoparticles
onto the membrane surface of microbial cells, modifying the lipid
bilayer or increasing the membrane permeability; intracellular
penetration of silver nanoparticles; nanoparticles-induced
cellular toxicity triggered by the generation of reactive oxygen
species (ROS) and free radicals, damaging the intracellular micro-
organelles (i.e., mitochondria, ribosomes, and vacuoles) and
biomolecules including DNA, protein, and lipids; modulation
of intracellular signal transduction pathways toward apoptosis

(Lee and Jun, 2019). According to our results in this work we
think there would be more than one of the previously proposed
mechanisms involved since we observe several morphological
and structural changes in bacteria and that nanoparticles not only
inhibit microbial growth but also kill them. With these promising
results it would be interesting in future studies to deepen these
mechanisms of action.

In conclusion, the results obtained in this work show the
promising application of biogenic silver nanoparticles as a
potential alternative treatment to fight against multi-resistant
bacteria, relevant to human and animal health.
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Anexo III 
 

 

 

 

 

 

HISTORIAS 

FINALES 
 

Por María Belén Estevez 

 

Selección de cuatro de las veinte Curiosidades Microbianas escritas entre el 2022 y 

el 2023 y publicadas mensualmente en el Boletín de la Sociedad Uruguaya de 

Microbiología.  
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Hans Christian y la microbiología. 

 

Pocas personas deben haber pasado su infancia sin dedicar tiempo a leer alguno 

de los maravillosos cuentos de Hans Christian Andersen, como "El Patito Feo", 

"El Soldadito de Plomo", "La Reina de las Nieves" o "El Nuevo Traje del 

Emperador" (mi preferido). Sin embargo, hay un cuento de Andersen que nos 

identifica más que ningún otro: "La Gota de Agua". En esta historia, un anciano 

mago llamado Crible-Crable observa una gota de agua de un charco a través de 

un cristal de aumento (quizás similares a las lentes de Leeuwenhoek) y descubre 

un "sinfín de animalitos yendo de un lado a otro para otro". El mago pensó que 

para verlos mejor tenía que colorearlos, así que vertió en ellos un líquido similar 

al vino tinto pero que en realidad era sangre de hechicera de la mejor calidad. 

Cuando los miró de nuevo, todos los animalitos quedaron teñidos de rosa 

pareciendo una “ciudad llena de salvajes desnudos”. 

Quizás Hans Christian era un nombre común en la Dinamarca del siglo XIX 

(quizás lo es hasta hoy, no sé mucho de nombres daneses) pero casi 10 años 

después de la muerte de Andersen, otro Hans Christian se inspiró en el mundo 

microscópico. El médico danés Hans Christian Gram desarrolló una técnica para 

teñir bacterias y clasificarlas en dos grupos según la organización de su pared 

celular: las Gram-positivas y las Gram-negativas. Afortunadamente, esta técnica 

no requiere el uso de sangre de hechicera, la cual iba a ser muy difícil de obtener. 

Tal vez Hans Christian Gram era un asiduo lector de los cuentos de Andersen y 

“La Gota de Agua” lo inspiró de algún modo para que desarrollara su técnica. 

También puede que no haya sido otra cosa más que la casualidad lo que hizo que 

estos dos daneses llamados Hans Christian se inspiraran en el mundo 

microscópico y se volvieran inmortales por su creatividad.  

Desconozco si, en la actualidad, los niños suelen leer los libros de Hans Christian 

Andersen tanto como lo hacía yo en mi infancia. Espero que sí, y que muchos de 

ellos, al igual que Hans Christian Gram encuentren fascinación por la 

microbiología y así, de algún modo, se siga entrelazando la literatura con la 

ciencia. 
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Un arma secreta 

 

El 1 de setiembre de 1939 tuvo lugar la invasión de Alemania a Polonia, 

desencadenando el inicio de la II Guerra Mundial. 

Eugene Lazowski y Stanislaw Matulewicz eran dos jóvenes doctores polacos que 

trabajaban en Rozwadów, un pueblo ocupado por los nazis. Muchos polacos 

estaban siendo llevados por los nazis para realizar trabajos forzosos, una 

sentencia de muerte ante las pésimas condiciones y las enfermedades circulantes. 

En aquella época el tifus era una enfermedad endémica en Polonia. Los nazis 

estaban aterrorizados dado que Alemania había estado libre de tifus desde hacía 

más de 25 años y una epidemia podría dar de baja a muchos de sus soldados. La 

infección era diagnosticada mediante el test de Weil-Felix mezclando la sangre 

del paciente con la bacteria Proteus. Matulewicz descubrió que si los pacientes 

eran previamente inyectados con la cepa muerta Proteus OX-19 la prueba arrojaba 

un falso positivo. Ambos sabían que una epidemia de tifus evitaría que más 

polacos fueran llevados por el ejército nazi a los campos de concentración así que 

crearon una falsa epidemia inoculando a las personas con la cepa. Durante un 

tiempo la mentira dio resultado, pero los casos seguían aumentando y nadie se 

moría. Como era esperable, los nazis comenzaron a sospechar y enviaron a un 

equipo médico para que investigase. Lazowski llevó al límite su astucia: organizó 

a un grupo de personas para que fingiera estar gravemente enfermo y recibió a 

la comitiva alemana con un gran banquete. Entre la gran cantidad de alcohol que 

habían ingerido y lo aterrorizados que estaban por el tifus, apenas examinaron a 

los pacientes, solo lo necesario para extraer muestras de sangre y analizarlas. Los 

resultados de la prueba fueron positivos a tifus y se decretó la cuarentena total 

del pueblo.  

La falsa epidemia de tifus duró cerca de 2 años y se estima que salvó la vida de 

unos 8000 polacos y judíos. El truco de Lazowski y Matulewicz continuó sin ser 

descubierto por muchos años más, incluso los propios pacientes ignoraban el 

engaño.  
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En 1991, Lazowski publicó su autobiografía “Private War: memoirs of Doctor-

Soldier 1933-1944” donde relató por primera vez la historia de estos dos médicos 

que consiguieron lo que no había logrado el ejército polaco: mantener aquella 

zona libre de nazis hasta el fin de la guerra.  

Quiso la ironía del destino que una bacteria que salvó tantas vidas haya sido 

responsable de la pérdida de muchas otras en los campos de concentración, entre 

ellas la de Ana y Margot Frank. 

 

Información complementaria:  

Polak, A. et al, 2022, Clinics in Dermatology 

Berger, M. et al, 20201 Anesthesiology, 133:1307-10 

Bozue, J., Cote, C., Glass, P., 2018, Medical Aspects of Biological Warfare 
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Supercalifragilisticoespialidoso. 

 

La poliomelitis (o polio) es una enfermedad infecciosa altamente contagiosa que 

afecta al Sistema Nervioso Central y que es causada por 3 serotipos del 

poliovirus: VP1, VP2 y VP3. En el siglo XX era la enfermedad más temida de 

todas posicionándose como la segunda causa de preocupación en la población 

estadounidense solo por detrás de la Guerra Fría. Y es que la polio llegó a 

paralizar a 1000 niños por día alrededor del mundo. 

La primera vacuna llegó en 1954 de la mano de Jonas Edward Salk. Como las 

personas no estaban convencidas de vacunarse (esta historia ya la he vivido) las 

autoridades crearon una gran campaña de vacunación y recurrieron a Elvis 

Presley para concientizar sobre la importancia de la misma. Una década más 

tarde, en 1964, llegó la vacuna de Albert Sabin con una ventaja: su administración 

era vía oral, muy sencilla, por lo que rápidamente sustituyó a la vacuna de Salk. 

Tanto la vacuna de Salk (inactivada e inyectable) como la vacuna de Sabin 

(atenuada y oral) han sido fundamentales en la lucha contra la poliomelitis. 

Gracias a la inmunización, de las 3 cepas de poliovirus salvaje (tipo 1, tipo 2 y 

tipo 3), el tipo 2 se encuentra totalmente erradicado desde 1999 y la última 

notificación de un caso por tipo 3 fue en 2012. Más aún, está certificada la 

inexistencia de poliomelitis en América desde 1994. 

En el año en que Sabin creo su vacuna, Julie Andrews estaba en pleno rodaje de 

Mary Poppins y había algo que hacía que no estuviese demasiado convencida 

con su papel: la canción principal, “The Eyes Of Love”, no le parecía adecuada 

para su personaje. Ante esto Walt Disney decidió apremiar a los letristas, los 

hermanos Sherman, para que escribieran una nueva canción. Un buen día, Robert 

Sherman llegó a su casa donde su hijo le contó que había recibido la vacuna Sabin 

y cuando Robert le preguntó si le había dolido, el niño dijo que le dieron la 

vacuna en un cubo de azúcar que tomó con mucho gusto. Esto inspiró a Robert, 

quien al día siguiente le comunicó a su hermano Dick la idea de la letra y el título 

de la nueva canción. Los hermanos Sherman compusieron “A Spoonful of Sugar 
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Helps the Medicine Go Down”, una de las canciones más icónicas de la historia 

del cine: 

 

A spoonful of sugar helps the medicine go down 

The medicine go down 

The medicine go down 

Just a spoonful of sugar helps the medicine go down 

In a most delightful way 

 

Información complementaria:  

Poliomelitis. Organización Panamericana de la Salud (OPS).  

Poliomelitis. Organización Mundial de la Salud (OMS) 
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Los pájaros 

 

Difícilmente existe una película de culto tan mítica como “Los pájaros”. Desde el 

misterio que mantiene en vilo al espectador, los planos de rodaje, el traje verde 

de Tippi Hedren y la ausencia de música que dejan al espectador en constante 

tensión hacen de ésta una de las películas de terror y suspenso más icónicas de la 

historia. Aprovechando que este año se cumplen 60 años de su estreno y que 

octubre es el mes del terror, decidí dedicarle este espacio al maestro del suspenso 

y su película más aclamada. Por si algún despistado no sabe de qué estoy 

hablando, “Los pájaros” es una película de 1963 dirigida por Alfred Hitchcock. 

En ella, un montón de aves atacan a las personas y, a medida que avanza la trama, 

la situación se vuelve cada vez peor. Esta película es Hitchcock por antonomasia, 

un continuo "¿y si...?" que cuestiona la seguridad de lo cotidiano provocando 

tensión y angustia sobre algo completamente mundano. Pero ¿y si realmente 

ocurrió algo similar? 

En el verano de 1961, la bahía de Monterrey en California fue testigo de un 

extraño suceso: miles de aves enloquecidas se precipitaban como lluvia sobre los 

tejados y las calles, desplomándose sin razón aparente. Este acontecimiento captó 

la atención de diversas personas, entre ellas Alfred Hitchcock, quien tomó 

inspiración de esta historia (además del libro homónimo de Daphne du Maurier, 

no le quitemos crédito a la escritora). La explicación del fenómeno se encuentra, 

como no podía ser de otra manera, en los microorganismos. Las diatomeas son 

un alga unicelular que constituyen uno de los tipos más comunes de fitoplancton. 

Estas algas liberan una sustancia llamada ácido domoico, tóxica para el sistema 

nervioso. Tras las floraciones de algas, la neurotoxina llega a moluscos y peces y, 

de allí, a las aves que los consumen, explicando su errático comportamiento. En 

1991, este acontecimiento se repitió, esta vez debido a que las aves habían 

consumido el alga Pseudo-nitzschia, también productora del ácido domoico. Fue 

en ese momento cuando los investigadores pudieron dar respuesta al 

comportamiento de las aves, así que es probable que Alfred Hitchcock nunca 
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supiera que detrás de una de sus películas más aterradoras se encontraban las 

diatomeas. 

Más allá de la grandeza de Hitchcock como cineasta y de lo icónico de sus 

películas, la filmación de “Los pájaros” fue extremadamente difícil para Tippi 

Hedren. Hitchcock priorizaba el realismo por encima de la integridad física de 

los actores. Más de una vez durante el rodaje los ataques de los pájaros 

provocaron graves heridas en Hedren, quien acabo hospitalizada. No se puede 

separar al cineasta de la persona, pero la película está ahí como un ícono del cine 

de suspenso y terror que se inspiró en un hecho real causado por un 

microorganismo. Después de todo, las cosas más misteriosas suelen ser aquellas 

que no podemos ver. 

 

Información complementaria:  

Bargu, S. et. al, Mar. Ecol. Prog. Ser. (2002), 237: 209-216 
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