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Resumen

En los ultimos afios, las nanoparticulas (NPs) han despertado un creciente interés
debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, que dependen de su tamano, forma,
composicion y estabilidad. Por ejemplo, en la medicina son utilizadas para mejorar el
diagndstico y tratamiento de enfermedades, mientras que en la agricultura son
empleadas para optimizar la eficacia de los pesticidas y herbicidas. Entre ellas, las
nanoparticulas de plata (AgNPs) se destacan por su efecto antimicrobiano y por la baja
probabilidad de desarrollar resistencia bacteriana, lo que ha favorecido su implantacién
en dispositivos médicos, textiles, entre otros.

La sintesis biolégica de AgNPs a partir de bacterias, hongos, algas y plantas se
ha convertido en una alternativa eficiente, econémica y amigable con el medio ambiente
en comparacién con los métodos tradicionales. Particularmente en la sintesis mediada
por hongos, los metabolitos producidos actian como agentes reductores y
estabilizantes (capping), proporcionando a las AgNPs estabilidad coloidal, una mayor
actividad antimicrobiana y menor citotoxicidad. En este contexto, los microorganismos
extremofilos de la Antartida representan una fuente valiosa para la obtencién de
nanomateriales, debido a sus adaptaciones fisiolégicas y morfoldgicas que les permiten
sobrevivir en condiciones de bajas temperaturas. Estas caracteristicas los convierten en
una valiosa herramienta tanto para la investigacion cientifica como para el desarrollo de
tecnologias innovadoras. Ademas, se ha demostrado que el uso de las bajas
temperaturas puede mejorar el rendimiento de la sintesis y estabilidad de las NPs en
comparacion con los procesos realizados a temperaturas mas altas.

En este trabajo se evalud la capacidad de cuatro cepas de hongos filamentosos
provenientes de la Antartida: Cadophora sp. (E404), Talaromyces stolli (D361),
Talaromyces radicus (D204) y Antarctomyces pellizariae (F121) para sintetizar AgNPs.
Se evalud la influencia de las condiciones de reaccidén (concentracion de AgNQ,
temperatura y tiempo) sobre la sintesis, asi como también la estabilidad coloidal de las
AgNPs frente a las variaciones del pH, fuerza id6nica y procesos de purificacion por
centrifugacion. Las AgNPs obtenidas fueron caracterizadas mediante espectroscopia
UV-visible, DLS, NTA, HR-TEM, EDS y potencial zeta. Los resultados demostraron que
los hongos de la Antartida son capaces de sintetizar eficazmente AgNPs, con un mayor
rendimiento a 20°C y utilizando una concentracién de 10 mM de AgNQGs como precursor
en la mayoria de los casos. Las AgNPs sintetizadas por distintas cepas fungicas
mostraron variaciones en concentracion, tamano, polidispersidad, carga superficial y
composicion elemental; destacandose las obtenidas con la cepa E404 a 20 °C, que
presentaron la mayor concentracion (2,1 x 10" particulas/mL), menor indice de
polidispersidad (0,017), tamafo promedio de 53,3 + 22,7 nm (HR-TEM) y una carga
superficial de -17,4 £ 0,21 mV. La composicidén determinada por  EDS confirmé la
presencia de Ag (6,46 %), junto a carbono, oxigeno y trazas de otros elementos.
Ademas, las AgNPs mostraron buena estabilidad frente a variaciones de pH y fuerza
i6nica, y luego del proceso de la centrifugacion.

Estos resultados demuestran que la sintesis bioldgica de AgNPs mediada por
hongos antarticos permite obtener nanoparticulas estables y en grandes cantidades, sin
necesidad de emplear reactivos toxicos ni requerir de elevados consumos energéticos,
lo que refuerza la viabilidad de este enfoque como una alternativa sostenible.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Sintesis biolégica, Hongos, Antéartida.



1. Introduccion

1.1. Generalidades y aplicaciones de nanomateriales

La nanociencia estudia los fendmenos y la manipulacion de los materiales a escala
nanomeétrica. Por su parte, la nanotecnologia se ocupa del disefio, la caracterizacion y
la aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control de la
forma, tamano y propiedades de materiales que presentan, al menos en una de sus
dimensiones, una medida menor o igual a 100 nm, como por ejemplo las nanoparticulas
(NPs) (Mendoza y Rodriguez, 2007).

Las NPs pueden ser amorfas, cristalinas, esféricas, triangulares, etc. Debido a su
pequefio tamafio, son capaces de alterar las propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas
de los materiales, influyendo en su comportamiento 6ptico, eléctrico o magnético. Estas
caracteristicas distinguen a las NPs de las de mayor tamafio de un mismo material,
incluidas las particulas de metales, 6xidos metalicos, no metales y ceramicos (Santos
et al.,, 2017). Podemos apreciar que la nanotecnologia es una disciplina que esta
estrechamente ligada a la quimica, la fisica, la biologia, la medicina, la ingenieria, las
industrias quimicas y farmacéuticas, entre otras (Mendoza y Rodriguez, 2007).

Las aplicaciones de las NPs también dependen de su tamafio, forma y estabilidad.
En medicina su uso ha permitido mejorar el diagnéstico y tratamiento de algunas
enfermedades, asi como el marcaje de biomoléculas. Por otra parte, en cuanto al
suministro de farmacos, su pequefio tamafio permite una accién terapéutica mas
adecuada y un facil desplazamiento a través de la sangre y los tejidos para llegar a las
células blanco y atravesar las barreras hematoencefalica y epiteliales (Santos, et al.,
2017). En el area agricola, también se han utilizado como nano pesticidas y nano
herbicidas. En este sentido, Santos et al. (2017) sefialaron que algunas industrias han
desarrollado formulaciones basadas en nanoparticulas, con tamafos que oscilan entre
100 y 250 nm, utilizando nanoemulsiones que permiten obtener suspensiones uniformes
de pesticidas o herbicidas en forma nanoparticulada.

La obtencién de nuevos productos nanotecnolégicos representa un desafio para
enfrentar la diseminacioén y adaptacion de bacterias resistentes a antibioticos. A lo largo
del tiempo, ademas, el uso indiscriminado o incompleto de los antibiéticos ha favorecido
la resistencia a los efectos esperados, dando lugar a la apariciéon de enfermedades
producidas por microorganismos que ya no responden a los tratamientos. Este hecho
se ha convertido en un problema para la salud publica a nivel mundial, con impactos
econdmicos y sociales, para lo cual la nanotecnologia representa una respuesta eficaz.
(Elizondo et al., 2021).

Gracias a la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata (AgNPs), la
probabilidad del desarrollo de la resistencia bacteriana a los antibiéticos es baja, por lo
que se ha propuesto implementar su uso sobre los distintos dispositivos de uso médico
(valvulas, catéteres y vendas), a través de la modificacion de sus superficies para inhibir
la formacién de los biofilm bacterianos. Esta estrategia ha sido aplicada también en las
cremas tépicas, pinturas y textiles (Elizondo et al., 2021; Flores, 2014).

Del tamafio y forma de las NPs depende su capacidad antimicrobiana, asi como
también de su elevada relacion area/volumen, la cual favorece una mayor interaccién
con los microorganismos. Se ha demostrado que las de menor tamafo presentan una
mayor actividad, y que las de forma triangular son mas efectivas que las NPs esféricas
y las nanovarillas (Elizondo et al., 2021; Flores, 2014). Las AgNPs, 6xido de zinc, cobre
y los 6xidos de hierro son las que han demostrado tener propiedades antimicrobianas
(Flores, 2014). Sin embargo, las AgNPs resultaron ser las mas eficaces frente a
bacterias, hongos y virus. Por este motivo, se considera que la nanotecnologia podria
abrir nuevas vias para combatir y prevenir enfermedades (Elizondo et al., 2021).



1.2. Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de NPs se clasifica en dos enfoques principales: top-down y bottom-up.
Los métodos fop-down consisten en la reducciéon del tamafo de un material a escala
nanométrica mediante procesos fisicos, como la molienda, que suelen requerirun
elevado consumo energético. En cambio, los métodos bottom-up implican la formacién
de NPs a partir de la agregacion de moléculas dispersas en soluciéon, como ocurre en
los procesos quimicos en medios coloidales o en la precipitacion controlada de
particulas desde una solucién (Leyva Gémez, 2013).

Asimismo, otro criterio de clasificacion distingue entre métodos fisicos y quimicos.
Segun Leyva Gomez (2013), los métodos fisicos permiten la produccién a gran escala
de NPs; sin embargo, ofrecen un control limitado sobre el tamafio de las particulas, lo
que genera distribuciones heterogéneas y efectos poco controlables en los sistemas
biolégicos. Mientras que, Guilger-Casagrande y Lima (2019) describen que los métodos
quimicos se basan en la reduccion de los iones metalicos en solucion, lo cual favorece
la formacién de pequefios grupos o agregados metdlicos. De acuerdo a Santos et al.
(2017), la sintesis quimica puede llevarse a cabo con varios métodos. Por ejemplo, la
sintesis sol-gel, la reduccién quimica, la tecnologia aerosol, la litografia, entre otros.
Estos métodos permiten generar grandes cantidades de NPs, aunque pueden requerir
de un gran gasto energético, ademas del uso de sustancias quimicas peligrosas y
reactivos altamente contaminantes (Santos et al., 2017). La sintesis quimica de las
AgNPs se desarrolla en dos etapas principales: nucleacion y crecimiento. La nucleacion
se lleva a cabo cuando los iones de plata (Ag *) se reducen a Ag®, permitiendo que los
atomos se agrupen entre si y se organicen en forma de particulas, dando lugar a la
formacion de los nucleos. Luego, durante el crecimiento, los atomos de plata adicionales
se agregan a los nucleos preexistentes. La forma en que suceden estos procesos define
la distribucién del tamafio y la forma de las NPs. Por ejemplo, para obtener NPs
monodispersas es fundamental que todas las particulas inicien su nucleacion con la
minima diferencia de tiempo y que durante su crecimiento se evite la aglomeracion, lo
cual aumentaria el tamafio promedio (Elizondo et al., 2021).

Para mantener el tamafo deseado de las NPs se emplean agentes estabilizantes
(capping), los cuales interactian con su superficie, reduciendo la probabilidad de
colision y coalescencia entre ellas. De esta manera, se logra que sean estables durante
varios meses a temperatura ambiente y que mantengan sus propiedades Opticas,
fisicas, caracteristicas de los nanomateriales y sus aplicaciones (Elizondo et al., 2021).

Por consiguiente, para la sintesis quimica de las AgNPs se requiere de tres
componentes fundamentales: un precursor metalico, un agente reductor y un agente
estabilizante. El nitrato de plata (AgNO 3), es el precursor metalico mas utilizado. Los
agentes reductores son capaces de donar los electrones para la reduccion de los iones
Ag*a Ag®. Algunos de los mas utilizados son el borohidruro de sodio (NaBH.), el citrato
trisédico, el poli etilenglicol (PEG), y los polisacaridos como la glucosa, almidon
modificado, ciclodextrina, entre otros. Por otro lado, los agentes estabilizantes mas
empleados para evitar la aglomeracion de las NPs son la poli-vinilpirrolidona (PVP), poli-
vinilalcohol (PVA), PEG, y el citrato de sodio (Elizondo et al., 2021).

Como alternativa a los métodos fisicos y quimicos descritos anteriormente,
surgieron los métodos bioldgicos. Si bien algunos métodos fisicos y quimicos permiten
obtener nanoparticulas con caracteristicas controladas, suelen requerir condiciones
extremas de temperatura y presion, asi como el uso de reactivos toxicos y costosos. Por
otro lado, la sintesis bioldgica, emplea organismos o extractos biolégicos para reducir y
estabilizar los iones metalicos, ofreciendo una alternativa mas sostenible, econdmica y
ambientalmente amigable (Alborés et al., 2023; Santos et al., 2017).



1.3. Sintesis de nanoparticulas biogénicas

En los dltimos tiempos, la sintesis bioldgica de las AgNPs se ha convertido en una
alternativa viable a los métodos convencionales; ya que es facil, rapida, rentable y
amigable con el medio ambiente (no se requiere de altas presiones ni de altas
temperaturas, por lo tanto, no precisa de un gran gasto energético) (Alborés et al., 2023;
Santos et al., 2017). Ademas, proporciona estabilidad coloidal y es util para controlar el
tamano y la forma de las AgNPs.

La sintesis biolégica puede llevarse a cabo a partir de diversos organismos, tales
como algas, plantas, microorganismos, entre otros, que actian como la fuente del
agente estabilizante (capping) que constituye la superficie de las AgNPs biogénicas. En
el caso de la sintesis microbiana de NPs, este agente de proteccion proporciona
estabilidad y también puede presentar actividad bioldgica, incluida la actividad
antimicrobiana o citotoxicidad (Alborés et al., 2023; Rupanshi et al., 2025).

Particularmente, la sintesis de NPs mediada por hongos puede ser ventajosa
debido a la gran cantidad de metabolitos que se producen y que aumentan la
productividad. Estos organismos son muy usados como agentes reductores y
estabilizantes, debido a su tolerancia a los metales pesados y a su capacidad para
internalizar y bioacumular metales. Por ejemplo, se ha informado que Trichoderma
harzianum y Trichoderma asperellum tienen la capacidad de metabolizar metales
pesados y sintetizar nanoparticulas metalicas (Sanguifiedo et al., 2023). Los hongos
también tienen ventajas para aplicaciones industriales debido a la produccién de
grandes cantidades de proteinas y enzimas extracelulares, facilidad en el manejo de la
biomasa, buena dispersion de las AgNPs y facil manejo en produccién a gran escala.
Ademas, proporcionan el agente de proteccion que da estabilidad coloidal a las AQNPs
(Alborés et al., 2023). Segun el tipo de hongo, el recubrimiento también puede tener
actividad bioldgica, actuando en sinergia con el efecto del ndcleo de las AgNPs.
También, se ha demostrado que aparte de proporcionar una mayor actividad
antimicrobiana, el agente estabilizante seria el responsable de una menor citotoxicidad
y genotoxicidad. Este es un factor a ser considerado para su uso como agente
terapéutico en la salud humana y animal (Guilger-Casagrande et al., 2021).

Actualmente, los microorganismos se consideran como potenciales bio
sintetizadores de varios tipos de NPs, cualidad que se asocia directamente a la
capacidad de algunas especies de ser resistentes al estrés oxidativo (causado por la
produccién de radicales libres, H 2O, etc.). Cuando la presencia de estos compuestos
es excesiva, se generan consecuencias negativas porque alteran, por ejemplo, la
funcionalidad de la membrana (Franco, 2021; Santos et al., 2017).

Las caracteristicas de las NPs biogénicas dependen de las condiciones de
reaccion, tales como temperatura, tiempo, concentracion de extracto, etc. Una de las
principales ventajas de la sintesis por microorganismos radica en la disponibilidad de
aminoacidos, proteinas y metabolitos secundarios liberados, los cuales pueden actuar
tanto como agentes estabilizantes como reductores durante la formacién de las NPs.
Otra ventaja es por lo tanto la eliminacién del paso adicional de estabilizacién requerido
para prevenir la agregacion de particulas. Mediante el uso de distintas condiciones o
distintos extractos es posible controlar la forma, el tamafio y la dispersion de las NPs.
Otras ventajas son la disponibilidad de una amplia gama de recursos bioldgicos, un
menor requerimiento de tiempo, estabilidad y facil solubilidad de las NPs preparadas en
agua (Duran et al., 2023; Zhang et al., 2016).

La sintesis biogénica de las NPs puede clasificarse en dos tipos: sintesis
intracelular y extracelular. En la sintesis intracelular, las NPs son producidas dentro de
las células microbianas, incorporadas a la biomasa. Se postula que el proceso comienza
con el atrapamiento de los iones metalicos mediante la atraccidn electrostatica dada por
los grupos funcionales electroatrayentes presentes en la pared celular. Luego, se da la
biorreduccién a través de proteinas intracelulares y cofactores para producir las NPs.



Mientras que en la sintesis extracelular la reduccion de los iones metalicos ocurre en
ausencia de biomasa mediante la accion de enzimas, proteinas, componentes
exudados o liberados por los microorganismos (Lahiri et al., 2021; Rai et al., 2021).

La sintesis extracelular de las AgNPs es la que ha recibido mayor atencion porque
elimina los pasos posteriores de procesamiento en cuanto a la recuperacion de las NPs
intracelulares como, por ejemplo, la sonicacion para alterar la pared celular, multiples
centrifugaciones y los pasos de lavado necesarios para la purificacion de NPs, entre
otros (Alborés et al., 2023).

1.4. Sintesis de nanopatrticulas a partir de microorganismos
antarticos

Los microorganismos extremdfilos son capaces de crecer y prosperar en
condiciones ambientales extremas tales como pHs muy acidos o alcalinos, temperaturas
altas o bajas, entre otras. Estas condiciones adversas exigen que tengan caracteristicas
fisiolégicas y enzimaticas unicas, convirtiéndolos en una fuente prometedora para
diversas aplicaciones biotecnolédgicas. Dentro de los extremdfilos, se encuentran los
microorganismos adaptados al frio, que pueden clasificarse en psicrofilos (cuya
temperatura 6ptima de crecimiento es < 15-20°C) y psicrotroficos (crecen y exhiben
actividad a temperaturas cercanas al punto de congelacion del agua y, también, pueden
crecer a temperaturas de entre 20 y 30°C) (Carrasco et al., 2012; Kobashigawa et al.,
2023).

La Antartida alberga una diversidad de microorganismos adaptados al frio en sus
condiciones morfolégicas y fisioldgicas que les permiten sobrevivir a las bajas
temperaturas. Si bien ese continente es una regién poco explorada y que la mayor parte
de la microbiota es desconocida, representa un recurso valioso tanto para la
investigacion cientifica como para el desarrollo de tecnologias innovadoras
(Kobashigawa et al., 2023).

Santos et al. (2017) demostraron que el uso de microorganismos antarticos en la
sintesis de NPs ofrece varias ventajas. En particular, observaron que el empleo de las
bajas temperaturas puede mejorar la eficiencia de la sintesis y estabilidad de las NPs,
resultando en la obtencion de NPs mas pequefias y en mayores cantidades que las
obtenidas a temperaturas elevadas. Ademas, estos microorganismos, asi como sus
proteinas, presentan una notable capacidad de adaptacion a diversas condiciones
(como las bajas temperaturas), lo que permite cierta flexibilidad en el entorno industrial,
ya que pueden continuar produciendo NPs incluso fuera de sus condiciones 6ptimas
(Kobashigawa et al., 2023).

Las enzimas adaptadas al frio, son componentes clave para la adaptacion de los
microorganismos antarticos. Estas enzimas exhiben una mayor eficiencia catalitica con
respecto a sus contrapartes mesdfilas a temperaturas inferiores a 20°C y muestran
especificidades inusuales de sustrato. Asimismo, permiten flexibilidad en el entorno
industrial, ya que los organismos sobrevivirian y continuarian produciendo NPs fuera de
las condiciones 6ptimas, aunque con un menor rendimiento. Algunos ejemplos de estas
enzimas incluyen las amilasas, celulasas, proteasas, lipasas, isomerasas, entre otros;
utilizadas en las industrias alimenticias, biocombustibles y detergentes (Carrasco et al.,
2012; Kobashigawa et al., 2023). Como resultado, existe un mayor interés en la
busqueda y caracterizacion de este tipo de enzimas para aplicaciones biotecnoldgicas
(Salwoon et al., 2019).

De acuerdo a la capacidad de algunos hongos antarticos para sobrevivir en
condiciones extremas y a su capacidad de adaptacién, Salwoon et al. (2019), sefialan
que para que los procesos celulares de los psicrofilos sean eficientes, es fundamental
que todos los componentes celulares estén adaptados. Esto incluye el mantenimiento
de las membranas funcionales, la evolucion de enzimas adaptadas al frio y estructuras
proteicas altamente flexibles que mantengan el sitio activo, la alta eficiencia catalitica a



bajas temperaturas, el alto grado de termolabilidad y una energia de activacién mas
baja. Por ejemplo, las lipasas (CLP), desarrollaron caracteristicas estructurales
especificas que proporcionan flexibilidad térmica alrededor del sitio activo y una alta
actividad especifica a bajas temperaturas. Estas propiedades han facilitado su
incorporacion en diversas aplicaciones industriales, como el procesamiento del cuero,
las preparaciones médicas y farmacéuticas, la sintesis quimica fina, entre otros.

Asimismo, Miao et al. (2016), destacan que las glucosidasas (BGs) (grupo de
enzimas que rompen enlaces en oligosacaridos, alquil y aril -glucdsidos) han ganado
importancia debido a su aplicacién biotecnolégica en procesos relacionados con la
preparacion de alimentos de origen vegetal. Las BGs derivadas de los microorganismos
adaptados al frio exhiben una alta constante catalitica, una temperatura éptima baja y
un alto grado de termolabilidad, especialmente en su centro activo, con respecto a las
BGs de los microorganismos mesdfilos y terméfilos. Un ejemplo representativo es la
enzima BglU, que ha sido clonada a partir de la bacteria antartica Micrococcus
antarcticus. Esta enzima muestra las propiedades tipicas de las enzimas adaptadas al
frio, incluida una alta eficiencia catalitica a bajas temperaturas y una inestabilidad
relativa a altas temperaturas. Su temperatura 6ptima es de 25°C y su actividad
disminuye considerablemente en 30 minutos a temperaturas mas altas.

1.5. Efectos de las condiciones de reaccion en la sintesis
biologica de nanoparticulas

Si bien la sintesis de AQNPs mediada por microorganismos es simple y efectiva,
los parametros utilizados en el procedimiento deben optimizarse para lograr un buen
rendimiento, monodispersidad, estabilidad y biocompatibilidad de las NPs, asi como la
reproducibilidad de la sintesis. Por lo que, el estudio de las condiciones de la sintesis
biolégica es muy importante para el desarrollo de procedimientos consistentes, ya que
las caracteristicas de las AgNPs obtenidas determinaran las propiedades de las NPs, y
también sus aplicaciones. El control del tamafio y la forma de las NPs requiere de un
ajuste de los pardmetros utilizados en el crecimiento microbiano, y en la reaccién de
sintesis; como lo son el pH, la temperatura, la concentracion de nitrato de plata (AgNe),
la agitacion, entre otros. Estos parametros deben ser evaluados y estandarizados para
cada proceso de sintesis desarrollado, ya que pueden influir tanto en la tasa de sintesis
como en el tamafo y en la estabilidad de las NPs producidas (Alborés et al., 2023).

La temperatura utilizada en la sintesis de AgQNPs mediante hongos puede afectar
parametros como la velocidad de sintesis, el tamafio y la estabilidad de las NPs. Sin
embargo, no siempre un incremento en la temperatura acelera la sintesis de
nanoparticulas. Por ejemplo, Elamawi et al. (2018) sintetizaron AgNPs mediante el
hongo Trichoderma longibrachiatum, siendo probada con tres temperaturas (23, 28 y
33°C), y cinco cantidades de biomasa flingica, sin agitacion, en presencia de AgNO 3 1
mM. La temperatura de 28°C ha sido la mas favorable para la produccion de AgNPs
donde el color cambié después de 72 h de incubacion con AgNO 3; y la espectroscopia
de absorcion UV-visible ha mostrado una absorbancia maxima a 385 nm. Sin embargo,
la incubacién a 23 y 33°C no ha mostrado cambios de color cuando se incubaron en las
mismas condiciones; por lo que la temperatura de reaccién ha tenido un efecto
importante sobre la actividad enzimatica. En el mismo trabajo, los autores citaron los
estudios de Mohammed-Fayaz et al. (2009) quienes encontraron que el tamafio de las
AgNPs biosintetizadas por Trichoderma viride oscilaba entre 10 y 40 nm a 27°C;
mientras que, a 10°C, el tamafio oscilaba entre 80 y 100 nm. Por lo tanto, estos hallazgos
contrastan con aquellos estudios que mostraron que un aumento en la temperatura de
reaccion ha resultado en una disminucion en el tamafio de las NPs; mientras que, en
este estudio, una disminucion en la temperatura ha resultado en un aumento del tamafio
(Guilger-Casagrande y Lima, 2019).



Ademas de influir en la velocidad de sintesis, la temperatura también puede
afectar el tamafio y la estabilidad de las NPs. Por ejemplo, en el trabajo de Abdel-Rahim
et al. (2017), el cual sintetizan AgNPs usando el hongo Rhizopus stolonifer, se
obtuvieron NPs con tamanos significativamente diferentes, a temperaturas de 20, 40 y
60°C, observandose que el tamafio mas pequefo fue a 20°C. El aumento del tamafo
se debe a la baja actividad de las enzimas involucradas en la biogénesis de las AgQNPs
como resultado de una temperatura inadecuada; por lo que se concluye que una
incubacién a temperaturas mas altas provoca la desnaturalizacién de las enzimas,
conduciendo a un aumento en el tamafo de las particulas de acuerdo con la pérdida de
actividad enzimatica. Guilger-Casagrande y Lima (2019) respaldan esta explicacion al
indicar que el aumento de la temperatura, incrementa la energia cinética de las AgNPs
en solucion, al igual que la frecuencia de colision entre las particulas, resultando en una
mayor tasa de aglomeracion.

Por su parte, Shahzad et al. (2019) sintetizaron AgNPs utilizando Aspergillus
fumigatus BTCB10, obteniéndose un tamaio de 322,8 nm a 25°C; y que a medida que
se incrementaba la temperatura, el tamafio también aumentaba, alcanzandose 1073,45
nm a 55°C; atribuido a la agregacion de las NPs a mayor temperatura. Sin embargo,
Husseiny et al. (2015) reportaron que el tamano de las NPs producidas por Fusarium
oxysporum disminuia a medida que se aumentaba la temperatura, siendo que el tamafio
mas pequeno (30,24 nm) se obtuvo a 50°C (Guilger-Casagrande y Lima, 2019).

En suma, estos resultados muestran que el efecto de la temperatura sobre el
tamano y la estabilidad de las NPs sintetizadas pueden variar de acuerdo a la especie
de hongo utilizada. Segun Husseiny et al. (2015), trabajar a temperaturas inadecuadas
conducen a un aumento del tamafio de las NPs y a la pérdida de la estabilidad, debido
a la baja actividad de las enzimas involucradas durante la sintesis (Guilger-Casagrande
y Lima, 2019).

También puede ajustarse el pH en la sintesis, de manera de poder controlar las
caracteristicas de las NPs. Nayak et al. (2011) propusieron que la concentraciéon de
protones en el medio de reaccion podria afectar los cambios conformacionales de las
enzimas nitrato reductasa, lo que llevaria a la alteracion de la morfologia y del tamafio
de las AgNPs. Sintubin et al. (2009) senalaron que, al aumentar el pH, aumenta la
competencia entre los protones y los iones metalicos para establecer enlaces con
regiones cargadas negativamente, resultando en un mayor éxito de la sintesis a un pH
alcalino. Qian et al. (2013) también observaron que el pH alcalino favorecia la sintesis
de AgNPs al agregarse AgNO:s, al filtrado del hongo Epicoccum nigrum. Du et al. (2015)
encontraron que un pH mas alcalino daba como resultado un tiempo de sintesis mas
corto, y valores mas pequefos de distribucién del tamano de NPs y del indice de
polidispersidad. Estas caracteristicas indican una estabilidad mejorada, debido a la
repulsion electrostatica de los aniones presentes en la dispersiéon. Sin embargo,
Husseiny et al. (2015), que utilizé Fusarium oxysporum para la sintesis de NPs,
encontraron que la tasa de sintesis disminuia a medida que aumentaba el pH; sugiriendo
que se debia a una menor actividad de las reductasas responsables de la sintesis a pH
mas alto (Guilger-Casagrande y Lima, 2019).

Algunos estudios han informado sintesis de NPs exitosas a pH neutro o
ligeramente alcalino. En el caso del hongo Isaria fumosorosea a pH 8,5, la sintesis de
NPs han mostrado mejores caracteristicas fisicoquimicas, en comparacion con las NPs
sintetizadas a pH 4,5y 6,5 (Banu y Balasubramanian, 2014). En la sintesis utilizando
Guignardia mangiferae por Balakumaran et al. (2015) no se observé cambio de color
entre pH 1y 4, y la agregacion de las NPs se observé a pH 3 y 4; mientras que la
coloracion aparece a pH 5 y 6. A medida que se aumento el pH, la intensidad de la
dispersion también aumentd, presentando las NPs monodispersas y con mayor
estabilidad a pH 7 (Guilger-Casagrande y Lima, 2019).

En cuanto a la concentracion de precursor, varios estudios de sintesis
extracelular de AgNPs por hongos, emplearon AgNO 3 en una concentracion de 1 mM



(Saxena et al., 2016; Xue et al., 2016). Kaviya et al. (2011) informaron que, en algunos
casos, una concentracion mas baja del precursor metalico ha resultado en un tamafio

de NP mas pequeio y una dispersién mejorada. Sin embargo, otros estudios obtuvieron
tamafnos mas pequenos al utilizar concentraciones intermedias de AgNQ:;. En el trabajo

de Abdel-Rahim et al. (2017), obtuvieron el tamafio de NP mas pequefio (2,86 nm) a 10
mM de AgNOs, mientras que se obtuvieron tamarios de 54,67 y 14,23 nma 100y 1 mM,
respectivamente, a una temperatura de 40°C. Se observo que el agregado excesivo de
iones metdlicos con una concentracion de 100 mM, da como resultado la formacién de
particulas muy grandes con forma irregular; debido al alto consumo de las enzimas
celulares para la reduccién de particulas (Guilger-Casagrande y Lima, 2019).

Por otro lado, Phanjom y Ahmed (2017) estudiaron la sintesis de NPs utilizando
Aspergillus oryzae a concentraciones de AgNO 3 entre 1y 10 mM. Se observé que a
concentraciones de hasta 8 mM, las NPs presentaron tamafos entre 7,22 y 17,06 nm,
en el cual los picos de absorbancia mostraron un desplazamiento hacia el rango UV
(longitudes de onda menores); mientras que el tamafio aumenté a 45,93 y 62,12 nm a
concentraciones de 9 y 10 mM, respectivamente y los picos de absorbancia han
mostrado un desplazamiento hacia la region visible (longitudes de onda mayores). Por
lo tanto, el aumento de la concentracion del metal ha resultado inicialmente en la
obtencién de particulas mas pequefias debido a la disponibilidad de los diferentes
grupos funcionales para la reaccion; sin embargo, al aumentar la concentraciéon del
metal se formaron particulas mas grandes, lo que puede deberse a la no disponibilidad
de los grupos funcionales responsables de la reaccion de reduccién (Guilger-
Casagrande y Lima, 2019).

Ademas del efecto sobre el tamafio de las NPs, la concentracién del agente
reductor esta relacionada con la cantidad de NPs producidas. En el estudio realizado
por Birla et al. (2013), que emplearon Fusarium oxysporum; encontraron que la cantidad
de NPs aumentaba a medida que aumentaba la concentracion del precursor entre 0,1y
1,5 mM; mientras que no se han observaron diferencias a concentraciones mas altas
(Guilger-Casagrande y Lima, 2019). Estos hallazgos sugieren que existe un limite en la
concentracion de AgNOs; utilizada, con el fin de obtener NPs con caracteristicas
fisicoquimicas satisfactorias. Segun Shahzad et al. (2019), a medida que aumenta la
concentracion de AgNOs, la competencia entre los iones de plata y los grupos
funcionales da lugar a NPs de gran tamafio acompainado de inestabilidad y agregacion.
Por otra parte, a medida que aumenta la concentracién del precursor metalico, también
aumenta la intensidad del color de la dispersion (Ahluwalia et al., 2014; Phanjom y
Ahmed, 2017); y una mayor concentracion de AgNO; puede provocar una mayor
toxicidad (Balakumaran et al., 2015; Guilger-Casagrande y Lima, 2019).

1.6. Caracterizacion y estabilidad

Segun Zhang et al. (2016), la espectroscopia UV-Vis es una técnica muy util y
fiable para monitorear la sintesis y la estabilidad de las AgNPs. Esta técnica es rapida,
facil, sencilla, sensible y selectiva para diferentes tipos de NPs, requiere un corto periodo
de tiempo para la medicion y, no requiere de calibracion para la caracterizacion de
particulas en suspensiones coloidales. Ademas, describen que las AgNPs poseen
propiedades dpticas Unicas que les permiten interactuar fuertemente con longitudes de
onda de luz especificas. En estas NPs, la banda de conduccién y la banda de valencia
estan muy préximas entre si, en las cuales los electrones se mueven libremente, dando
lugar a una banda de absorcion de resonancia plasmoénica superficial (SPR/RPS),
producida por la oscilacion colectiva de los electrones de las AgNPs en resonancia con
la onda de luz. La absorcion de las AQNPs depende del tamafo de particula, del medio
dieléctrico y del entorno quimico. La observacion de este pico, asignado a un plasmén
de superficie, se encuentra bien documentada para diversas NPs metalicas con
tamanos que oscilan entre 2 y 100 nm.



De acuerdo con Estevez et al. (2020), las propiedades plasmoénicas de las
AgNPs proporcionan un método sencillo para controlar la sintesis y la estabilidad
coloidal a través de los espectros UV-visible. Tanto el cambio de color en la mezcla de
reaccion, asi como también la aparicion de una banda de absorcién entre 400 y 450 nm
que corresponde a la resonancia de plasmén superficial (SPR/RPS) son indicativos de
que hay formacién de AgNPs. Para ello se mide el espectro de absorbancia en el rango
de 250-800 nm y se determina el pico maximo, a lo largo de diferentes tiempos de
reaccion.

Ademas, en los espectros UV-vis, un pequefio desplazamiento hacia la izquierda
(desplazamiento al azul) o hacia la derecha (desplazamiento al rojo) en la longitud de
onda maxima del pico de la SPR podria estar relacionado con la obtenciéon de AgNPs
de diversas formas, tamanos; o también con dependencias del disolvente de las AQNPs
formadas (Darroudi et al., 2011).

La estabilizacion de las NPs puede lograrse mediante repulsién electrostatica o
estérica. La estabilizacion electrostatica es realizada a través de moléculas cargadas,
que son capaces de aumentar la resistencia de la barrera de carga. En la sintesis
quimica de nanoparticulas, esto se logra mediante la coordinacion de especies
aniodnicas (como haluros, carboxilatos o poli oxoaniones), con particulas metalicas,
resultando en la formaciéon de una doble capa eléctrica (en realidad una multicapa
eléctrica difusa); provocando la repulsion couldmbica entre las NPs. Generalmente se
utilizan surfactantes iénicos; como el surfactante aniénico dodecil sulfato de sodio (SDS)
en la que se puede emplear en el caso de particulas con una carga superficial negativa,
o también el cloruro o bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAC, CTAB) para el caso de
particulas con una carga superficial positiva. Por otra parte, la estabilizacion estérica se
puede lograr mediante la adsorcién de polimeros sobre las superficies de las particulas,
debido a las capas superficiales que poseen los polimeros. Puede lograrse mediante la
presencia de materiales voluminosos, tipicamente organicos, en los que, debido a su
volumen, impiden que las NPs se difundan entre si. Los polimeros (como PVAs, PEGs,
PVPs, quitosano, polisacaridos, etc.) y cationes grandes como el alquilamonio son
algunos ejemplos. La eleccion del estabilizador también permite ajustar la solubilidad de
las NPs (Guilger-Casagrande y Lima, 2019; Sivera et al., 2014).

Es importante destacar que la aplicacion de las AgNPs se encuentra limitada por
el problema de la inestabilidad de la dispersion frente a la agregacion, resultando en la
formacion de agregados grandes y disminuyendo el area de superficie activa; por lo
tanto, se da una disminucion significativa de sus propiedades unicas, como por ejemplo
sus actividades antimicrobianas o cataliticas. En consecuencia, para mejorar la utilidad
de las AgNPs y facilitar su uso en nuevas aplicaciones, estas particulas deben
estabilizarse (Sivera et al., 2014).

Existen mecanismos de agregacion basados en la inestabilidad coloidal
producida por un aumento de la fuerza idnica. Ademas, al tratarse de NPs provenientes
de sintesis bioldgica, su estabilidad podria depender de la naturaleza bioquimica de la
envoltura de la NP, que es la que la estabiliza (Alborés et al., 2023). Por ejemplo, se ha
demostrado en estudios de Sivera et al. (2014) que cuando se utiliza gelatina como
agente estabilizante a pH acido, se pierde estabilidad debido a la protonacion de la
proteina presente en la superficie, llevando a la agregaciéon. Por lo tanto, las
modificaciones en la reaccién de sintesis alteran las caracteristicas de la superficie de
las AgNPs, incluyendo su estabilidad coloidal. Se modifica la formacion del capping y
por tanto también sus propiedades (Alborés et al., 2023; Korbekandi et al., 2013).

Se han demostrado casos de agregacion de AgNPs después de la purificacion
por centrifugacion, por lo que los espectros UV-vis son Utiles para controlar la estabilidad
coloidal, siendo un método sencillo y directo que permite evaluar la estabilidad, tanto
para monitorear su calidad a lo largo del tiempo, asi como también para evaluar la
integridad de la solucion coloidal al realizar los pasos de purificaciéon o modificaciones
de la superficie. La agregacioén de las AgNPs va a provocar que la SPR de las particulas



individuales se acoplen, generando una disminucién en la intensidad de la banda SPR,
asi como también va a generar un desplazamiento del espectro visible hacia el infrarrojo
y un ensanchamiento de los picos de adsorcion. Por ejemplo, Sanguifiedo et al. (2018)
informaron el desplazamiento y ampliacion de la banda SPR hacia el infrarrojo después
de la centrifugacion de algunas AgNPs flngicas. Aunque aun se desconoce el
mecanismo de biosintesis y el agente estabilizante, estas diferencias en la estabilidad
de las diferentes NPs biosintetizadas (de diferentes cepas de hongos) podrian atribuirse
a las capas organicas unidas al nucleo inorganico de una manera menos 0 mas
estable (Sanguifiedo et al., 2018). Ademas, Estevez et al. (2019) informaron sobre la
purificaciéon y concentracion de AgNP estables sintetizadas por Penicillium expansum
(PeNP). Aqui el espectro UV-vis mostré un aumento significativo en la banda SPR a 439
nm luego de la purificacién y resuspension de las AgNPs en agua. También se evalu6

la estabilidad coloidal de las PeNP a diferentes pH (3-9) y fuerza ionica (concentraciones
de NaCl de 10 a 500 mM). De acuerdo a los resultados, no se produjeron cambios
relevantes en los espectros UV-vis, demostrando que las NPs eran estables en
condiciones relativamente amplias de pH y fuerza i6nica (Estevez et al., 2019).

Para la caracterizacion de las AgNPs, ademas de la espectroscopia UV-visible,
se utilizan varias metodologias. Algunas de ellas son: la Microscopia Electronica de
Transmision (TEM) y de Barrido (SEM), Microscopia de Fuerza Atomica (AFM),
Dispersion Dinamica de Luz (DLS), Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), Difraccién de
Rayos X (XRD) y el Potencial Zeta. Estas técnicas se utilizan para determinar el tamafio,
la distribucion, la carga superficial y la morfologia de las particulas (Alborés et al., 2023;
Shanthi et al., 2016).

1.6.1. DLS

Una de las técnicas de caracterizacion es la Dispersién Dinamica de Luz (DLS),
el cual permite medir la distribucion del tamafio de las NPs en solucion o en suspension.
El principio de medida consiste en que cuando las particulas son irradiadas con luz laser,
la luz que se dispersa produce fluctuaciones de acuerdo al coeficiente de difusion,
cuando las particulas experimentan un movimiento browniano (Ashizawa, 2019).

El movimiento browniano que experimentan las NPs es tal que las particulas que
son mas grandes, se mueven lentamente; pero las que son mas pequefias se mueven
rapidamente, observandose como fluctuaciones. Es decir que, la propiedad de
dispersion de la luz (parpadeo) debido al movimiento browniano de las NPs depende de
la difusién de las mismas, por lo que se aqui se detecta la fluctuacion de la luz
dispersada que refleja el coeficiente de difusion y el diametro de la particula se calcula
utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein (Ashizawa, 2019).

it
“=gem (0

d: didmetro de particula (nm), k: constante de Boltzmann (1,38x10% J K'), T:
temperatura absoluta (K), h: viscosidad (mPa s), D: coeficiente de difusion ((m? s)™).

De acuerdo a Zhang et al. (2016), el DLS mide la luz dispersada por un laser que
pasa a través de un coloide, basandose en la dispersién de Rayleigh de las NPs
suspendidas. Luego se analiza la modulacién de la intensidad de la luz dispersa en
funcion del tiempo, permitiendo determinar el tamafo hidrodinamico de las particulas.

El tamafo obtenido suele ser mayor que en TEM, lo que puede deberse a la influencia
del movimiento browniano. EI DLS es un método no destructivo utilizado para obtener

el diametro promedio de NPs dispersas en liquidos, asi como el indice de
polidispersidad (PDI). Presenta la ventaja de que es capaz de analizar una gran cantidad
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de particulas en simultaneo; sin embargo, presenta varias limitaciones especificas de la
muestra.

1.6.2. NTA

Otra técnica de caracterizacion que es similar al DLS es el NTA (Nanoparticle
Tracking Analysis), que proporciona una variedad de informacion a partir de una Unica
técnica, como tamano, distribucién de tamafo, concentracion, biomarcadores de
superficie, etc. Este método también rastrea el movimiento browniano de las NPs en
una solucidn utilizando un rayo laser, utilizando una camara de alta sensibilidad para
capturar la luz dispersa de las NPs en tiempo real. Al analizar las trayectorias de las NPs
cuadro por cuadro en un periodo determinado, se calcula el coeficiente de difusion de
cada particula a partir de su movimiento y luego, se calcula el diametro hidrodinamico
utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein. Actualmente, existen dos modos de medida
que se basan en la deteccion de sefiales de las luces dispersas de las NPs y en la
emision fluorescente de  las NPs enlas que son marcadas con fluorescencia
(Kowkabany y Bao, 2024).

A pesar de que el principio de funcionamiento respecto al DLS es el mismo, hay
ciertas diferencias entre ambos meétodos. Por ejemplo, mientras que en el DLS se
proporciona informacién acerca del tamano y la distribucidon del tamafio analizando las
intensidades de luz dispersada; el NTA genera un tamafio y una distribucién de tamafio
basados en nimeros mediante visualizacién. Ademas, el DLS no ofrece informacion
relacionada con la concentracion, ya que analiza todas las particulas en solucién
simultaneamente, y tiene desafios en cuanto al analisis de las muestras polidispersas,
en donde las luces dispersas de los objetos mas grandes dominan sobre los mas
pequefios. Una ventaja del DLS sobre el NTA es que el umbral de deteccion es superior
(es de alrededor de 6 um frente a 1 um para NTA). Normalmente, el modo de dispersion
de luz de NTA proporciona informacién precisa sobre el tamafo y la concentracion en
solucién (Kowkabany y Bao, 2024).

Un ejemplo aplicado, puede verse en el trabajo realizado por Kowkabany y Bao
(2024); en el que los tamarios de las vesiculas extracelulares (EV) medidos por NTA
han coincidido con los tamafnos obtenidos en TEM. Sin embargo, las condiciones de la
muestra afectan en gran medida las mediciones de NTA, como la dilucion de la muestra,
la pureza de EV, la temperatura de medicion; ademas de la configuracion del
instrumento, la adquisicion del video y la configuracién del analisis de datos que
requieren calibracion y optimizacion para obtener resultados consistentes.

1.6.3. Potencial Zeta

El potencial zeta posee varias definiciones segun el autor. Por ejemplo, Tibaquira
et al. (2007), menciona que esta definida por la fuerza de repulsidn entre particulas; y
que es una medida de la fuerza eléctrica que existe entre atomos, moléculas, particulas
y células en un liquido. De acuerdo a Dinger (2006), lo define como el potencial
electrostatico en el plano de corte de una particula. El plano de corte se define como la
distancia a partir de la superficie de la particula, en la cual la capa de fluido adherida a
dicha superficie puede ser cortada cuando la particula se mueve a través del fluido. La
capa de fluido en el plano de corte siempre viaja con la particula, y todo el fluido que
esté por fuera del plano de corte, se corta durante el movimiento de la particula, y se
reorganiza cuando se detiene dicho movimiento.

Mayoral et al. (2014), define al potencial zeta como la diferencia de potencial
entre el medio de dispersion y la capa estacionaria unido a la particula dispersada. El
valor de la diferencia de potencial puede medirse de una manera muy sencilla, sin
embargo, la carga de la superficie y su potencial, no pueden ser medidos en los fluidos.
También lo define como una propiedad fisica que tiene cualquier particula que se
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encuentra en una suspension. Si alguno de los estados fundamentales de la materia se
encuentra finamente disperso en otro, se tiene un sistema coloidal. Por lo tanto, el valor
del potencial zeta se encuentra relacionado con la estabilidad de las dispersiones
coloidales, indicando el grado de repulsion entre las particulas adyacentes, cargadas en
una dispersion. Algunos ejemplos de sistemas coloidales son el agua, la sangre y
muchos productos farmacéuticos (Tibaquira et al., 2007).

Para las particulas que son lo suficientemente pequefias, un alto potencial zeta
le otorga estabilidad, es decir que la solucién o dispersién se va a resistir a la agregacion
(se estabilizan desde el punto de vista eléctrico); pero cuando el potencial es bajo, hay
atraccion entre las particulas que superan a la repulsion, formandose fléculos o
coagulos. Por lo tanto, la estabilidad de las dispersiones también dependera del balance
entre las cargas electrostaticas repulsivas en la particula coloidal y de las fuerzas de
atraccion de Van der Waals (Mayoral et al., 2014).

En el trabajo realizado por Villafuerte et al. (2008) sobre la revision de los
aspectos de la estabilidad fisica y de caracterizacion de las “nanoparticulas lipidicas
solidas” (SLN), establecen que el potencial zeta se encuentra relacionada con la carga
sobre la superficie de una particula e influye en las propiedades de los materiales
coloidales, tales como: su estabilidad, la interaccién con electrolitos y la reologia de las
suspensiones. En una particula dispersa que es sometida a un campo eléctrico, se
denomina superficie hidrodinamica de corte a aquella superficie que separa el medio
estacionario de una particula en movimiento, de sus iones y solvente enlazados; y su
potencial es el potencial zeta. Consecuentemente, el potencial zeta se determina
midiendo la velocidad de deslizamiento de la particula en un campo eléctrico de fuerza
conocida. Generalmente, las particulas con valores elevados de potencial zeta no
presentarian una tendencia a la aglomeracion, debido a las fuerzas de repulsién
eléctrica. Este hecho se ha observado en las SLNs de tripolide (es un principio activo
extraido de la hierba Tripterygium wilfordii Hook F., con actividad anti cancerigena en
las células de cancer de préstata humano) (Nowak, 2017), las cuales fueron preparadas
con el fin de promover la penetracion a través de la piel. Se obtiene que la absorcion
acumulada después de 12 horas fue del 73.5% mientras que la de un gel convencional
fue de 45.3%. Estas SLNs mostraron un tamafio de particula de 123 nm y un potencial
zeta de -45 mV. Por lo tanto, las SLNs conservan su estructura al ser dispersadas en un
hidrogel, evitando asi su aglomeracién y fenémenos de gelificacion (Villafuerte et al.,
2008).

Segun Nie et al. (2023), el potencial zeta, es el potencial de una NP coloidal entre
la superficie de cizallamiento y la solucion, pudiéndose determinar la carga superficial
de la NP, por lo tanto, es un indicador de gran importancia acerca de la estabilidad de
las AgNPs. Cuanto mas pequefa sea la particula dispersa, mayor va a ser el valor
absoluto del potencial zeta, por lo tanto, mas estable sera el sistema (Estevez, 2024).

El pH es un factor clave en cuanto a la carga superficial y a la estabilidad de las
AgNPs. Cuando cambia el pH, cambia la cantidad de grupos basicos o acidos en la
superficie de las AgNPs, provocando un cambio en la carga superficial (es decir, en el
potencial zeta) de la particula. Cuando las cargas son cercanas a la neutralidad, la
repulsion es baja por lo que las AgNPs se aglomeran o floculan; mientras que cuando
la densidad de la carga superficial de la NP es alta (en valor absoluto), la repulsion
electrostatica es mayor y por lo tanto la suspension de las AQNPs mantiene una alta
estabilidad (Estevez, 2024; Nie et al., 2023).

1.6.4. TEM

La microscopia electronica de transmision (TEM) es una técnica valiosa, muy
utilizada e importante para la caracterizacion de nanomateriales, en la que permite
obtener medidas cuantitativas del tamano de particula, la distribucion del tamafo y la
morfologia. Esta técnica proporciona una buena resolucion espacial y la posibilidad de
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realizar mediciones analiticas adicionales (Zhang et al., 2016). También permite obtener
imagenes (como, por ejemplo, de campo claro u oscuro, en barrido, con contraste de
namero atémico y de difraccion, tanto de amplitud como de fase), espectros (para la
caracterizacion quimica, los espesores y los estados de oxidacién) y patrones de
difraccion (para analisis estructural, incluyendo celdas unitarias, distancias interplanares
y grupos espaciales, entre otros) (Mendoza y Avalos, 2020).

Para su analisis, las muestras deben tener espesores menores a 100 nm y
tolerar la radiaciéon ionizante de los electrones o ser sometidas a una preparacion
especial mediante metales pesados y ultramicrotomia, especialmente en las muestras
bioldgicas; por lo que la preparacion de la muestra requiere mucho tiempo (Mendoza y
Avalos, 2020; Zhang et al., 2016).

En la sintesis de AgNPs a partir del extracto acuoso de hojas de Annona
reticulata, Parthiban etal. (2019) emplearon TEM de alta resoluciéon (HR-TEM) para
obtener una mayor informacién acerca de los tamafos y de la forma de las AgNPs.
Obtuvieron las AgNPs esféricas, con formacion de dispersiones claras de pocos
aglomerados, y que el tamafio promedio obtenido era de 7,67 + 1,2 nm, 8,02 + 0,59 nm
y 8,34 £ 0,18 nm.

Por otro lado, Hassan et al. (2023) utilizaron HR-TEM para caracterizar la
morfologia de la superficie y el tamaio de las AgNPs, depositando una suspension
acuosa sobre las rejillas de cobre cubiertas con carbon y evaporando el solvente a
temperatura ambiente. A partir de las micrografias TEM obtenidas con una resolucion
de 100 nm, se observo la distribucion del tamafio de las NPs en las que se obtuvieron
NPs esféricas de aproximadamente 50 nm; mientras que a través de las imagenes HR-
TEM se confirmo la estructura cristalina de estas NPs, con un espaciamiento interplanar
de 0,25 nm, correspondiente a los planos (111) de plata. Estos hallazgos indican que
las NPs presentan una estructura cubica centrada en la cara (FCC), con distancias
interplanares de 0,23-0,25 nm, tipicas de dicha configuracion.

1.6.5. SEM y EDS

Por otro lado, la Microscopia Electronica de Barrido (SEM) es una técnica que
consiste en irradiar la muestra con un haz de electrones, generando imagenes a partir
de los electrones secundarios emitidos. Este método permite determinar los diferentes
tamanos, las distribuciones de tamafio, las formas y la morfologia superficial de las
particulas sintetizadas a escala micro y nanométrica. De manera similar a lo que ocurre
con la TEM, la SEM permite estudiar la morfologia de las particulas y obtener
histogramas a partir de las imagenes obtenidas, ya sea mediante el conteo y medicion
manual de las particulas, o utilizando un software especifico (Naito et al., 2018; Zhang
et al., 2016).

La limitacion del SEM radica en su incapacidad de esta técnica para resolver la
estructura interna, pero puede proporcionar informacion valiosa acerca de la pureza y
del grado de agregacion de las particulas (Zhang et al., 2016).

Tanto el SEM como el TEM pueden complementarse con el uso de un
Espectrémetro de Energia Dispersiva (EDS), herramienta que permite realizar analisis
elementales de la muestra. Esta técnica proporciona informaciéon cualitativa y
cuantitativa sobre los elementos presentes, ademas de mapear su distribucion
superficial (Naito et al., 2018).
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Generales

e Sintesis bioldégica de nanoparticulas de plata a partir de hongos aislados de la
Antartida, caracterizacion y estabilidad.

2.2. Objetivos Especificos

e Evaluar la capacidad de sintetizar nanoparticulas de plata a partir de cuatro
cepas de hongos provenientes de la Antartida.

e FEvaluar la incidencia de las condiciones de reaccién (temperatura, tiempo,
concentracion de nitrato de plata) en la produccién de nanoparticulas de plata.

e Caracterizar las nanoparticulas de plata biogénicas.

e Evaluar la estabilidad de las nanoparticulas de plata biogénicas.

3. Materiales y Métodos

3.1. Sintesis y purificacion de nanoparticulas de plata a partir
de hongos de la Antartida

3.1.1. Material Fungico

Se evalud la sintesis de nanoparticulas metalicas a partir de cuatro cepas de
hongos provenientes de la Antartida, denominada en esta tesis F121, D361, E404 y
D204. Estos hongos fueron aislados a partir de muestras de suelo y madera colectadas
en la Antartida (Isla Rey Jorge, Base Antartica Gral. Artigas) y depositadas en la
colecciéon de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica. Asimismo, las
cepas fueron identificadas previamente por el grupo como Cadophora sp. CCMGE404
(madera de Isla Ardley), Talaromyces stolli CCMGD361 (madera de Collins
Bay), Talaromyces radicus CCMGD204 (suelo de Isla Ardley), Antarctomyces
pellizariae CCMGF121 (madera de Mar de Drake) (Alborés et al., 2018, Clavijo, 2018).
Con el objetivo de facilitar la lectura y el seguimiento de los resultados, a partir de este
punto se emplearan las siguientes denominaciones simplificadas para cada cepa:
Cadophora sp. CCMGE404 sera identificada como E404, Talaromyces stollii
CCMGD361 como D361, Talaromyces radicus CCMGD204 como D204, y
Antarctomyces pellizariae CCMGF121 como F121.

3.1.2. Crecimiento del hongo

Las cepas mencionadas anteriormente se cultivaron en el medio de cultivo PDA
(Potato Dextrose Agar) a una temperatura de 20°C. Una vez crecido el micelio, se
transfirieron dos discos en 100 mL del medio de cultivo PDB (Potato Dextrose Broth),
previamente esterilizado en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente,
crecieron a 20°C con agitacion constante (150 rpm) durante 10 dias.
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3.1.3. Sintesis de nanoparticulas de plata

Una vez crecido el micelio, se lo separé mediante filtracion con filtro de papel
estéril, y luego se lavé dos veces con agua destilada estéril de manera de eliminar todo
el excedente de medio en el micelio. Al micelio humedo, se le agregoé la cantidad
suficiente de agua destilada estéril de manera de que la concentracion sea de 0,1 g/mL
y luego se lo incubd a 20°C por 24 h con agitacion constante (150 rpm).

Posteriormente, se separé el micelio del exudado extracelular mediante filtracion
con filtro de papel y posterior filiro de membrana estéril de 0,45 um, en la que se obtuvo
un filtrado libre de células. Al filtrado obtenido, se colocé para la reaccion de la sintesis
de nanoparticulas igual volumen de solucion 5 mM de AgNO:. Dicha reaccion se realizé
por triplicado, ademas, se utilizé filtrado sin adicion de AgN® como control de la
reaccion. Tanto las muestras como el control se incubaron en la oscuridad a 37°C.

Se procedié al seguimiento de la sintesis de las nanoparticulas de plata mediante
la determinacion de espectros de absorcion UV visible entre 200 y 800 nm y midiendo
el incremento de la absorcion en el pico correspondiente a la RPS (Resonancia de
Plasmoén de Superficie) a distintos tiempos (0, 24, 48 y 72 hs). Para cada caso se
registraron los espectros y se determinaron las absorbancias de los picos
correspondientes a una longitud de onda de 421 nm.

Ademas, se estudid el efecto del cambio de las condiciones de reaccion en la
produccion de nanoparticulas y en su estabilidad. Para ello el procedimiento
mencionado se repitié para las cuatro cepas a concentracién de AGNGO; de 10 mM en la
reaccion. Luego, en base a los resultados obtenidos se seleccion6 una de las dos
concentraciones para cada cepa, repitiendo el protocolo de sintesis de las
nanoparticulas a una temperatura de incubacién de 20°C.

3.1.4. Purificacién de las nanoparticulas

Una vez finalizada la sintesis, se dio lugar a la purificacion de las muestras, en
donde se separaron las NPs obtenidas del medio de reacciéon en la que fueron
sintetizadas (filtrado extracelular). Esto se realizé6 mediante centrifugacion a 4°C durante
10 minutos, a una velocidad de 10000 rpm. Se quitd el sobrenadante y las NPs
contenidas en el pellet fueron resuspendidas en 5 mL de agua destilada, y se centrifugd
nuevamente en las condiciones mencionadas anteriormente (lavado). El lavado se
realiz6 dos veces. Una vez finalizado el lavado se suspendieron las NPs en agua
destilada, y se midieron en el espectro de absorcion, observando la banda de
absorbancia correspondiente a la RPS de las NPs purificadas.

3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas

3.2.1. Espectroscopia UV-visible

Esta técnica permitié caracterizar las NPs de Ag biogénicas mediante la
deteccion de la banda correspondiente a la RPS a 400-450 nm, con el objetivo de
monitorear la formacion de las NPs y su estabilidad. Para ello, se emple6 el
espectrofotémetro UV/Visible Jenway 6715, en el rango de 250-800 nm.

15



3.2.2. Dispersion de Luz Dinamica (DLS) y Electroforesis Doppler
Laser (Potencial Z)

El diametro hidrodinamico y las cargas de las nanoparticulas, se determinaron
mediante DLS y dispersion de luz electroforética (ELS), respectivamente, utilizando un
analizador de tamaiio de particula/potencial zeta. Para ello, se empled el equipo Nano-
Zetasizer, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK. Las muestras se prepararon a
pH 6 en agua desionizada y los analisis se realizaron a 25°C, viscosidad de 0,8872 cP,

Rl de 1,33 y un angulo de retrodispersién de 173°. Las muestras se analizaron por
triplicado y los resultados del tamano de particula y del potencial zeta se expresaron

como media * desviaciones estandar (DE). Los resultados fueron tratados utilizando el
software Malvern Zetasizer.

3.2.3. Analisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA)

Permitié determinar el tamafio y la concentracién de las nanoparticulas de plata
utilizando el equipo ViewSizer™ 3000. Para ello, las muestras fueron dispersadas en un
medio liquido adecuado y, en caso necesario, diluidas hasta alcanzar una concentracion
optima (10%-10° particulas/mL). El andlisis se llevé a cabo empleando un sistema de
iluminacion con multiples laseres (450 nm, 520 nm y 635 nm) que permite una deteccion
optimizada de particulas de diferentes tamafos. La medicién se realizé registrando
videos del movimiento browniano de las nanoparticulas, cuyos coeficientes de difusion
fueron determinados mediante el software del equipo. Posteriormente, se calculo el
tamano de las particulas aplicando la ecuacién de Stokes-Einstein y se obtuvo la
distribucion de tamanos y la concentracion en la muestra. Las mediciones se realizaron
bajo condiciones controladas de temperatura para minimizar variaciones en los
resultados.

3.2.4. Microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HR-
TEM) y Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

La Microscopia Electrénica de Transmision de alta resolucion permitio visualizar
las morfologias y medir la distribucion de los tamarfios de las nanoparticulas. Para ello
se resuspendié la muestra en etanol 95% y se secd. Posteriormente se observd con un
microscopio electrénico de alta resolucion (HR-TEM) JEOL JEM 2100 de 200 kV de
tension de aceleracion (servicio de Microscopia de CURE Rocha, UDELAR), empleando
una rejilla de cobre. Ademas, se estudié la composicion quimica elemental con una
sonda EDS de rayos X en la superficie de las nanoparticulas. Luego, los tamarios de las
nanoparticulas se determinaron mediante analisis de las imagenes por ambas
microscopias electrénicas utilizando el software Image J.

3.3. Estabilidad coloidal a diferentes condiciones de pH y
fuerza idnica

Una vez sintetizadas todas las NPs, se llevd a cabo la evaluacion de la
estabilidad coloidal. El objetivo de este ensayo es evaluar qué tan estables son las NPs
al variar el pH y la fuerza iénica del medio en el cual se encuentran. Para ello, primero
se prepar6 una dilucion de la solucién de nanoparticulas en agua destilada y se analizé
su espectro de absorcién en un rango de 250 a 800 nm mediante el espectrofotdmetro
UV-vis ya mencionado. Luego, se realizaron diluciones de las nanoparticulas en un
buffer MES a diferentes valores de pH (3, 5 y 9) y se registraron los espectros de
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absorcion en el mismo rango. Posteriormente, se efectuaron las diluciones en las
soluciones de NaCl (475 yL H .O con NaCl mas 25 pL de las NPs)  con distintas
concentraciones (10, 50, 100 y 500 mM) para evaluar la influencia de la fuerza iénica
sobre la estabilidad de las nanoparticulas, midiendo nuevamente los espectros en el
espectrofotémetro UV-vis. Finalmente, se compararon todos los espectros obtenidos
para determinar el efecto de las variaciones de pH y fuerza iénica con respecto al
espectro inicial.

4. Resultados y Discusion

4.1. Sintesis de Nanopatrticulas de Plata

4.1.1. Sintesis de Nanoparticulas a diferentes concentraciones de
AgNO3

Se realizd la sintesis de las AgNPs para las cepas F121, D204, E404 y D361
evaluando distintas concentraciones de AgNO 3 (se evalu6 a 5y a 10 mM) para cada
cepa. El seguimiento fue realizado mediante la obtencién de los espectros de absorcién
UV-visible, en la que se observa un pico caracteristico que corresponde a la Resonancia
de Plasmon de Superficie (RPS) en un determinado rango de longitud de onda entre
400-450 nm (Figura 1). Las sintesis fueron monitoreadas al inicio de la reaccién, a las
24,48 y alas 72 hs de la sintesis.

D204 D361

(a) A (b)

Absorbancia

F121 E404

©— | 1N~ (@

Figura 1. Espectros de la sintesis de AgNPs luego de 72 h a 37°C. (a) D204 (b) D361 (c) F121 y (d)
E404.
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Los maximos de absorcién para estas NPs, se establecieron a una longitud de
onda de 419 nm, los cuales fueron utilizados para monitorear la sintesis en funcién del
tiempo. En las Figuras 2 a 5 se muestran las graficas de los maximos de absorcién a
419 nm en funcién del tiempo para las cuatro cepas sintetizadas a 5 y 10 mM de AgNO
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24 13 72
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Figura 2. Grafica de Absorbancia a 419 nm en funcion del tiempo correspondiente a la sintesis de
AgNPs para la cepa E404 al utilizar 5 mM de AgNOs (naranja) y 10 mM de AgNOs (azul).
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Figura 3. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis para la cepa F121 al utilizar 5
mM de AgNOs (azul) y 10 mM de AgNOs (naranja).
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Figura 4. Gréfica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis para la cepa D204 al utilizar 5
mM de AgNOs (azul) y 10 mM de AgNOs (naranja).
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Figura 5. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis para la cepa D361 al utilizar 5
mM de AgNOs (naranja) y 10 mM de AgNOs (azul).

De acuerdo con las graficas, se observa que para las cepas F121 (Figura 3),
D204 (Figura 4) y D361 (Figura 5), la sintesis de NPs con 10 mM de AgNOQO 3, resultd en
valores de absorbancias mayores en comparacion con la sintesis realizada a 5 mM de
AgNO3s; mientras que para las NPs de E404, se registraron absorbancias mas elevadas
al emplear 5 mM de AgNO:; (Figura 2). Esto sugiere que hubo una mayor produccién de
AgNPs al emplear una concentracion de 10 mM del agente precursor, con la excepcion
de la cepa E404.

Estos resultados se alinean con el estudio de Birla et al. (2013), el cual
encontraron que la cantidad de las AQNPs obtenidas aumenta a medida que aumentaba
la concentracion del agente reductor entre 0,1 y 1,5 mM; sin embargo, no se observaron
diferencias a concentraciones mas altas (Guilger-Casagrande y Lima, 2019). Estos
hallazgos sugieren que existe un limite en la concentracion de AgNO; empleada, con el
fin de obtener NPs con caracteristicas fisicoquimicas satisfactorias. Segun Shahzad et
al. (2019), a medida que aumenta la concentracién de AgNOs, la competencia entre los
iones de plata y los grupos funcionales da lugar a NPs de gran tamafio junto con la
inestabilidad y agregacion.

Para el caso de la cepa E404, coincide con lo observado por Estevez et al. (2019,
2020); quienes también reportaron que una concentracion de AgNO 3 5 mM fue la que
proporciond un mayor rendimiento para la biosintesis de NPs. En el trabajo de Xue et
al. (2016), evaluaron distintas concentraciones de AgNOs; determinando que la
concentracion de 1,5 mM ha sido la mas adecuada para una sintesis eficiente. Sin
embargo, al aumentar la concentracion a 5 mM, se redujo la eficiencia de la biosintesis,
volviéndose inestable y generando agregados, asi como precipitados en el fondo del
recipiente de reaccion.

Al comparar la sintesis de las AgNPs entre las cuatro cepas utilizando 5 mM de
AgNO:s (Figura 6), se observo que la cepa E404 presenta la mayor concentracion de
AgNPs, registrando en todos los tiempos evaluados (24, 48 y 72 h) valores mas altos de
absorbancia. La cepa D204 también logré sintetizar AQNPs, pero en menor cantidad en
comparacion con E404; mientras que para las cepas D361 y F121, la sintesis no fue
eficiente.

En cuanto a la sintesis con AgNOs 10 mM (Figura 7), no se observaron
diferencias importantes entre las cepas. No obstante, cabe destacar que las cuatro
cepas lograron sintetizar AQNPs, mostrando un mayor valor de absorbancia para F121
y D204, a las 24 y 72 h, respectivamente.
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Figura 6. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis al utilizar 5 mM de AgNOs para
las cepas D204 (azul), E404 (naranja), D361 (gris) y F121 (amarillo).
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Figura 7. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis al utilizar 10 mM de AgNOs
para las cepas D204 (azul), E404 (naranja), D361 (gris) y F121 (amarillo).
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4.1.2. Sintesis de Nanoparticulas de Plata a 20°C

La sintesis de AgNPs a 20°C se realizé de manera analoga que para la sintesis
a 37°C, pero solamente para aquellas concentraciones de AgN®@ue mostraron un
mejor resultado. En funcién de este andlisis, se evalud la sintesis por las cepas D204,
F121 y D361 utilizando 10 mM AgNOs y la cepa E404 con 5 mM de AgNOs.

El seguimiento de la reaccion a 20°C fue realizado de manera similar que para
la sintesis de AgNPs a 37°C.

En las Figuras 8 a 11 se muestran las graficas de los maximos de absorcién a
449 nm en funcion del tiempo obtenido para las cuatro cepas a 20°C de reaccion,
comparando con la sintesis realizada a 37°C.

D204 con AgNO3 10 mM 20°C vs 37°C

449 nm
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Figura 8. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis para la cepa D204 a 20°C (azul)
y a 37°C (naranja).
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Figura 9. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis para la cepa D361 a 20°C (azul)
y a 37°C (naranja).
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E404 con AgNO3 5 mM 20°Cvs 37°C

Absorbancia A= 449 nm

0 24 48 72

Tiempo de reaccion (h)

Figura 10. Grafica de la absorbancia en funcién del tiempo de sintesis para la cepa E404 a 20°C (azul)
y a 37°C (naranja).
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Figura 11. Grafica de la absorbancia en funcion del tiempo de sintesis para la cepa F121 a 20°C (azul)
y a 37°C (naranja).

Al observar estas graficas, se destaca que la sintesis a 20°C, luego de 72 h, fue
mas efectiva que a 37°C para las cepas D204, D361 y F121 (Figuras 8, 9 y 11,
respectivamente); a excepcion de la cepa E404, que mostré un comportamiento inverso
(Figura 10). Esta diferencia sugiere que las biomoléculas involucradas en la sintesis de
AgNPs podrian presentar una mayor actividad o estabilidad a 20 °C, algo esperado al
tratarse de provenir de hongos psicrotolerantes como los de la Antartida. En el estudio
realizado por Abdel-Rahim et al. (2017), demostraron que tanto temperaturas muy bajas
como muy elevadas pueden inhibir la produccion de AgNPs debido a la inactivacion de
enzimas y otras biomoléculas. Si bien en nuestro trabajo no se utilizaron temperaturas
extremas, la diferencia observada a 37°C podria atribuirse a una menor eficiencia de las
biomoléculas secretadas o a una disminucién de la actividad enzimatica. Por ejemplo,
en la sintesis de AgNPs mediante Trichoderma longibrachiatum, Elamawi et al. (2018)
observaron que la produccion de AgNPs fue maxima a 28 °C, mientras que a 23°Cy
33°C no se detectaron cambios significativos. A partir de estos resultados, los autores
sugieren que la temperatura de reacciéon ha tenido un efecto importante sobre la
actividad enzimatica. Ademas, a mayor temperatura, aumenta la energia cinética de las
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AgNPs en la solucién y la frecuencia de colision entre las particulas, resultando en una
mayor tasa de aglomeracién (Abdel-Rahim et al., 2017).

Para la cepa E404, diversos estudios han demostrado que a medida que
aumenta la temperatura de reaccion, también lo hace la absorbancia. Esto se traduce
en un incremento en laintensidad de los picos de la RPS, indicando una constante
reduccion de los iones de plata. Asimismo, el aumento de la absorbancia con la
temperatura indica una mayor concentracion de AgNPs formadas durante la reaccion
(Birla et al., 2013; Darroudi et al., 2011). Por otra parte, Estevez et al. (2019), observaron
que el mayor rendimiento de la biosintesis de la AgNPs fue a 37°C con un tiempo de
incubacién de 72 horas, mientras que en su estudio posterior (Estevez et al., 2020), la
mayor produccion de NPs también fue a 37°C, pero con 41 h de incubacion.

En la sintesis realizada por Balakumaran et al. (2015) utilizando el hongo
Guignardia mangiferae, encontraron que a 30°C era la temperatura 6ptima para la
formacion de AgNPs estables. Por el contrario, Singh et al. (2014) observaron una
producciéon maxima de AgNPs a 25°C utilizando Penicillium sp.; ademas de observar
que, a 40°C, la sintesis de AgNPs se enlentece debido a la disminucién de la actividad
enzimatica.

En suma, en todas las sintesis de AgNPs realizadas, se ha observado la
formacion del pico caracteristico correspondiente a la RPS con un maximo de
absorbancia establecido a longitudes de onda de 419 nm (para la sintesis a 37°C) y 449
nm (para la sintesis a 20°C) (Figuras 1 y 12). Este comportamiento se ha manifestado
en todos los tiempos de sintesis evaluados (0, 24, 48 y 72 h), lo que evidencia la sintesis
exitosa de AgNPs.

Estos resultados son consistentes con lo reportado por Birla et al. (2013),
quienes observaron una fuerte absorcién en el rango visible debido a la RPS, con un
pico de absorbancia a una longitud de onda de alrededor de 420 nm. De manera similar
ocurre en la sintesis de AgNPs a partir de Penicillium expansum realizada por Estevez
et al. (2019), observaron la aparicion de las bandas de absorcion entre 400 y 450 nm,
también correspondientes a la RPS, lo que indica la produccion de las AgNPs.

En la sintesis realizada por Abdel-Rahim et al. (2017) utilizando el hongo
Rhizopus stolonifer; al igual que en el presente trabajo, los espectros de absorcion UV-
visible mostraron un pico de absorcidn caracteristico a 420 nm atribuido a la RPS que
presentan las AgNPs. Los autores sefialaron que la RPS se debe a la interaccion de los
electrones libres confinados en pequerios objetos esféricos metalicos con episodios de
ondas electromagnéticas. Ademas, evaluaron el efecto del tiempo de reaccion,
midiendo los espectros UV-Vis a diferentes tiempos (6, 12, 24, 36 y 48 h),
encontrandose que la absorbancia a 420 nm habia aumentado con el tiempo de
incubacién del AgNO 3 junto con el extracto de micelio, siendo la mayor produccién de
las AgNPs después de las 48 h de incubacién. De forma similar, Khalil (2013) observé
un aumento de la absorbancia hasta las 24 h, seguido de una estabilizacion o leve
disminucion a las 48 h en las cuatro especies de Aspergillus analizadas, lo que podria
atribuirse a una reduccién de la actividad de enzimas como la nitrato reductasa o a la
disponibilidad limitada de cofactores.
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Figura 12. Espectros de la sintesis de NPs Ag a 20°C a las 72 hs: (a) cepa D204 con AgNO 310 mM,
(b) cepa E404 con AgNO3 5 mM, (c) cepa D361 con AgNO3 10 mM y (d) cepa F121 con AgNO3; 10 mM.

4.2. Purificacion y Estabilidad Coloidal

Una vez culminada la sintesis de las NPs, se llevo a cabo la purificacion de ellas,

en las que fueron sometidas a la centrifugacion y al lavado de las NPs. Con la
purificaciéon se evalué si la estabilidad coloidal de las NPs se mantuvo durante dicho

proceso. La evaluacién fue realizada mediante espectrofotometria UV-visible, con la
deteccion del pico caracteristico correspondiente a la RPS entre 400-450 nm.

En la mayoria de las NPs sintetizadas, se ha observado un aumento en la

intensidad del pico correspondiente al RPS con respecto al pico del espectro a las 72
hs de sintesis, y que la banda correspondiente a la RPS se mantuvo (Figura 13, 14y

16).

Absorbancia

AgNPs F121 10 mM 372C

t=72h

Purificada

Longitud de onda (nm)

Absorbancia

AgNPs F121 20°C

—t=72h

Purificada

(diluida 1/5)

(b)

350

400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm})

Figura 13. Espectros superpuestos de la sintesis de NPs a las 72 hs y sus respectivas purificaciones
de la cepa F121 con AgNOs3 10 mM: (a) a 37°C, (b) a 20°C.
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Figura 14. Espectros superpuestos de la sintesis de NPs a las 72 hs y sus respectivas purificaciones
de la cepa D361 con AgNO3 10 mM: (a) a 37°C, (b) a 20°C.

Esta observacion es consistente con lo reportado por Sanguifiedo et al. (2019),
la cual indica que en las condiciones dadas durante la centrifugacion las NPs se
pudieron separar sin perder la estabilidad coloidal (no agregaron). También explican que
esta estabilidad luego de la centrifugacion es indicativo de la formacién de una capa
organica fuertemente unida al core inorganico de la NP metalica.

De acuerdo con los estudios de Estevez et al. (2019, 2020, 2021) sobre la
sintesis de las AgNPs a partir de diferentes especies de hongos, al purificar dichas NPs
por centrifugacion y al analizarlas posteriormente mediante espectroscopia UV-Vis, se
observaron las bandas de absorcién correspondientes a la RPS de las AgNPs; indicando
la estabilidad de las AgNPs.

Sin embargo, para el caso de la sintesis de NPs a partir de la cepa D204 usando
10 mM de AgNOQOs, al comparar los espectros correspondientes a 20°C, se observa una
disminucién de la intensidad en el pico de la RPS con respecto al de la sintesis a 72 hs,
lo que indicaria que una proporcién de las AgNPs pierden su estabilidad (se agregan) o
no se recuperan totalmente con el proceso de centrifugacion (Figura 15b).
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Figura 15. Espectros superpuestos de la sintesis de NPs a las 72 hs y sus respectivas purificaciones
de la cepa D204 con AgNO3 10 mM: (a) a 37°C, (b) a 20°C.

De acuerdo a lo reportado por Sanguifiedo et al. (2018) y Alborés et al. (2023),
se ha demostrado que en algunos casos puede observarse agregacion de AgNPs
después de la centrifugacion para la purificacion. La agregacion de las AgNPs, provoca
que la RPS de las particulas individuales se acople, generando una disminucion en la
intensidad de la banda RPS, asi como también va a producir un desplazamiento del
espectro visible hacia el infrarrojo y un ensanchamiento de los picos de adsorcion.
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Por otra parte, la purificacion de las AgNPs obtenidas de la cepa E404 ha
mostrado un aumento en la intensidad del pico de RPS tanto en las sintesis realizadas
a 37°C como a 20°C. Si bien la sintesis a 37°C fue mas favorable (Figura 10), la
concentracion de las NPs obtenidas a 20°C, alcanzada luego de la purificacion, fue
aproximadamente 5 veces mayor que la obtenida en la sintesis (Figura 16). Teniendo
en cuenta las ventajas de obtener un producto biotecnologico a 20 °C, se seleccionaron
estas nanoparticulas para los estudios posteriores de estabilidad coloidal vy
caracterizacion.
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Figura 16. Espectros superpuestos de la sintesis de NPs a las 72 hs y sus respectivas purificaciones
de la cepa E404 con AgNOs 5 mM: (a) a 37°C, (b) a 20°C.

Por otro lado, se evalud la estabilidad coloidal frente a la variacion del pHy de la
fuerza i6nica a partir de las AgNPs purificadas seleccionadas. Estas fueron segun su
sintesis: (1) D204 a 37°C, (2) E404 a 20°C, (3) D361 a 20°C y (4) F121 a 20°C. Para la
evaluacion frente a la variacion del pH, se estudiaron a valores de 3 (medio acido), 7
(medio neutro) y 9 (medio alcalino); mientras que, para la fuerza i6nica, se utilizé6 NaCl
a concentraciones de 10, 50, 100 y 500 mM.

En cuanto a la evaluacion de la estabilidad frente al pH, los espectros obtenidos,
muestran que no se produjeron desplazamientos importantes hacia longitudes de onda
mayores en el pico correspondiente a la RPS para las cuatro cepas, en ninguno de los
tres valores de pH evaluados (Figura 17). Se puede decir entonces que las variaciones
en ese rango de pH no afectan a la estabilidad de las AgNPs sintetizadas a partir de las
cepas analizadas.
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Figura 17. Espectros superpuestos de la evaluacion de la estabilidad coloidal a pH 3 (azul), 7
(naranja) y 9 (gris): (a) cepa F121 a 20°C, (b) cepa D361 a 20°C, (c) cepa E404 a 20°C y (d) cepa D204
a 37°C.
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Mientras que, para la evaluacidon de la estabilidad frente a la fuerza idnica,
tampoco se observaron desplazamientos significativos hacia longitudes de onda
mayores en el pico correspondiente a la RPS para las cuatro cepas, a lo largo de las
cuatro concentraciones de NaCl evaluadas (Figura 18). Esto indica que la fuerza i6nica
no afecté a la estabilidad coloidal de las AgNPs sintetizadas.
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Figura 18. Espectros superpuestos de la evaluacion de la estabilidad coloidal mediante fuerza iénica
con concentraciones de NaCl de 10 (azul), 50 (naranja), 100 (gris) y 500 mM (amarillo): (a) cepa F121
a 20°C, (b) cepa D361 a 20°C, (c) cepa D204 a 37°C y (d) E404 a 20°C.

En conclusién, las AgNPs obtenidas a partir de las cepas estudiadas, son
estables en un amplio rango de pH y de fuerza iénica.  En las sintesis realizadas por
Estevez et al. (2019, 2020), se evaluo la estabilidad coloidal frente a variaciones de pH
y fuerza iénica en condiciones similares a las de nuestro trabajo. Al analizar los cambios
en las longitudes de onda a diferentes pH y concentraciones de NaCl, no se observaron
cambios significativos, lo que demuestra la estabilidad de las AgNPs en un rango
relativamente amplio tanto de pH como de fuerza iénica. Sin embargo, a valores de pH
extremos (pH = 3 y 9), se registré una disminucién en la banda de RPS, lo que sugiere
una leve agregacion de las NPs. Estos resultados podrian atribuirse a la neutralizacion
de las cargas superficiales. La agregacion de las NPs puede generar una disminucion
de la intensidad en la banda de RPS, asi como un desplazamiento del espectro visible
hacia el infrarrojo. En este trabajo, para el caso de las AgNPs D361 a 20°C, a pH 3 se
evidencid un muy leve ensanchamiento del pico, aunque sin disminucién en la
absorbancia (Figura 17 b).

Sanguifiedo et al. (2018) estudiaron la estabilidad coloidal de las AgNPs en
funcion del pH (valores de 5 y 7) y de la fuerza idnica, utilizando el buffer MES a
concentraciones de 10, 50 y 100 mM. Las mediciones se realizaron mediante
espectroscopia UV-visible. Las NPs medidas han mostrado estabilidad en la mayoria de
las condiciones evaluadas. No obstante, observaron una leve disminucion en el pico de
la banda de RPS al utilizar MES 10 mM a pH 5 para las NPs de Phanerochaete
chrysosporium y Penicillium expansum, y con MES 100 mM a pH 7 para las de
Punctularia atropurpurascens. Los autores sugieren que estas diferencias en el rango
de pH en el que se presenta mayor estabilidad coloidal, podrian relacionarse con
diferencias en la composicidon de la capa organica en cuanto al niumero total de los
grupos funcionales COOH y NH..
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4.3. Caracterizacion de las Nanoparticulas de Plata

Las AgNPs seleccionadas previamente se caracterizaron utilizando técnicas
complementarias como NTA, DLS, Potencial zeta, HR-TEM acoplado a EDS para las
muestras D204 a 37°C, E404 a 20°C, D361 a 20°C y F121 a 20°C; con el objetivo de
determinar el tamafio, concentracion, forma, cargas superficiales netas y la composicion
elemental.

4.3.1. NTA

Mediante NTA se determinaron las concentraciones de las AgNPs obtenidas
(Tabla 1). Si bien todas presentaron una concentracion similar, las NPs producidas a
partir de la cepa E404 a 20°C fueron las que presentaron la mayor concentracion de
particulas (Figura 19). Determinar las concentraciones de nanoparticulas por esta
técnica es de gran utilidad para sus diversas aplicaciones. Por ejemplo, para evaluar
efectos de nanoparticulas de distinto origen (como las sintetizadas en esta tesis) a
iguales concentraciones en estudios de actividad antimicrobiana in vitro o ser
administradas a iguales dosis en modelos in vivo.

Tabla 1. Concentraciones de las AgNPs determinadas mediante NTA.

Cepa Conc':entracién
(particulas/mL)
E404 20°C 2,1*101°
D361 20°C 6,8*10°
F121 20°C 1,2*101°
D204 37°C 1,5*101°
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Figura 19. Histograma de la concentracion de las particulas en funcién del tamaiio (izquierda) y
captura del andlisis visual por NTA (derecha) para las AgNPs de la cepa E404 a 20°C.
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4.3.2. DLS

Mediante la técnica de DLS se determinaron los tamafios hidrodinamicos de las
AgNPs obtenidas a partir de las cepas mencionadas, asi como el indice de
polidispersidad (PDI). En la Tabla 2 se presentan los didmetros obtenidos, reportados
como el diametro promedio central de la poblacién o percentil 50 (D50), junto con sus
correspondientes desviaciones estandar y sus respectivos indices de polidispersidad
indicados como “Poly”.

Tabla 2. Diametros (D50) e indices de polidispersidad (Poly) de las AgNPs determinadas por DLS.

Cepa D50 i Desviacion Poly
Estandar (nm)

D361 20°C 49,0 + 10,9 0,437

D204 37°C 57,3+ 13,1 0,475

E404 20°C 478+ 114 0,017

F121 20°C 28,5+ 1,45 0,336

Segun lo observado en la Tabla 2, las AgNPs sintetizadas por la cepa D204
presentaron el mayor PDI, mientras que las AgNPs obtenidas a partir de la cepa F121
mostraron un menor diametro hidrodinamico y las de la cepa E404 presentaron el menor
PDI.

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos por Da Costa et al.
(2025), quienes reportaron tamanos hidrodinamicos promedio de 35,4 + 12,4 nm para
las AgNP@Fo VR039 (AgNPs obtenidas mediante el filirado del secretoma del hongo
Fusarium oxysporum) y de 28,6 + 9,5 nm para las AQNP@Fo 07SD. En cuanto al PDI,
se obtuvieron valores de 0,48 para la cepa VR039 y 0,42 para 07SD; similares a los
obtenidos en el presente trabajo para las cepas D361 y D204. Los autores indican que
un PDI entre 0,42 y 0,48 representa una distribucion de tamafo que, si bien no es
completamente monodispersas, refleja un control razonable. Este grado de uniformidad
se considera aceptable para las NPs biosintetizadas a partir de secretomas fungicos,
teniendo en cuenta la mayor variabilidad en las composiciones de los extractos de origen
bioldégico, comparado con el uso de reactivos puros utilizados en sintesis quimicas
convencionales.

Por otra parte, Sanguifiedo et al. (2023) obtuvieron un diametro hidrodinamico
de 17,5+ 1,1 nm y un PDI de 0,211 en AgNPs sintetizadas a partir de filtrados del hongo
Trichoderma harzianum. Este valor de PDI indica una distribucion ligeramente
polidispersa, ya que se encuentra por debajo del umbral de 0,4. Los autores destacan
que el tamano determinado por DLS fue superior con respecto a otras técnicas de
caracterizacion, lo cual es esperable dado que el DLS mide el tamafo hidrodinamico,
es decir, el tamafo de la NP junto con el agente de recubrimiento y la capa liquida que
rodea la particula.

En comparacion con los estudios mencionados, las AgNPs obtenidas en el
presente trabajo presentaron tamafios hidrodinamicos mayores, con la excepcion de las
sintetizadas por la cepa F121, cuyo tamafo fue similar al reportado por Da Costa et al.
(2025) para las AgNP@Fo 07SD. Cabe destacar que el valor del PDI correspondiente a
las AgNPs de la cepa E404 fue considerablemente menor en relacion con el resto de
las AgNPs estudiadas y a los valores reportados en los trabajos citados, lo que sugiere
una distribucion de tamafio mas homogénea.
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4.3.3. Potencial zeta

Se determinaron las cargas superficiales netas de las AgNPs obtenidas a partir
de las cepas mencionadas, junto con sus correspondientes desviaciones estandar. En
la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos, mientras que en las Figuras 20 a 23
se muestran los diagramas de distribucion correspondientes:

Tabla 3. Potenciales zeta de las AgNPs sintetizadas a partir de las cepas D204 a 37°C, E404 a 20°C,
D361 a 20°C y F121 a 20°C.

Cepa -Pot_gncial ;eta t
Desviacion Estandar (mV)
D361 20°C -13,2+1,12
D204 37°C -15,9 £ 0,00
E404 20°C -17,4 £ 0,21
F121 20°C -17,3+0,15

De acuerdo a lo observado en la Tabla 3, todas las AgNPs obtenidas a partir de
estas cepas presentaron una carga superficial neta negativa. Sin embargo, podemos
destacar que las AgNPs de las cepas E404 y F121 muestran valores mas negativos
(mayor carga superficial) en comparacion con las NPs obtenidas de las cepas D204 y
D361, siendo esta ultima la que exhibe una menor carga superficial. Estos valores son
consistentes con los resultados reportados por El deeb et al. (2025), quienes obtuvieron
un potencial zeta de -18,41 mV, lo cual sugiere una estabilidad moderada,
probablemente atribuida a la presencia de proteinas fungicas que actuan como agentes
estabilizantes, confiriendo carga negativa en la superficie de las AgNPs. Esto genera
fuerzas de repulsion entre las particulas, evitando la aglomeracion. Ademas, los autores
sefalan que las AgNPs con un potencial zeta superior a £+ 30 mV se consideran
altamente estables.

Segun el trabajo realizado por Sanguifiedo et al. (2023), las medidas del
potencial zeta mostraron la estabilidad coloidal de las NPs; las NPs con un potencial
neto cercano a cero pueden agregarse, perdiendo sus propiedades como
nanomateriales; y ademas que las fuerzas de repulsién electrostaticas entre las cargas
superficiales negativas de las AgNPs podrian desempenar un papel importante en la
estabilidad. De manera similar, en las medidas realizadas por Estevez et al. (2019, 2020,
2021), se obtuvieron valores relativamente altos y con carga superficial negativa,
evidenciando la estabilidad coloidal de las NPs. Sin embargo, los autores advierten que
las suspensiones de NPs con valores de potencial zeta cercanas a la neutralidad, no
presentan una repulsion electrostatica suficiente como para mantener la estabilidad en
solucién, por lo que pueden perder sus propiedades como nanomateriales debido a que
se puede favorecer los fendmenos de precipitacion o agregacion (Estevez et al., 2019,
2021).

Por otra parte, Ballottin et al. (2016), registraron el potencial zeta de las AgNPs
a un valor de 8,48 + 0,45 mV, sugiriendo que puede haber superficies con baja carga y,
por lo tanto, AgNPs inestables.
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Figura 21. Diagrama de distribucion del potencial zeta para las NPs de Ag de la cepa D204 a 37°C
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Figura 22. Diagrama de distribucion del potencial zeta para las NPs de Ag de la cepa F121 a 20°C
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Figura 23. Diagrama de distribucion del potencial zeta para las NPs de Ag de la cepa E404 a 20°C

4.3.4. HR-TEM

Mediante HR-TEM se determiné el tamano y la morfologia de las AgNPs
obtenidas a partir de las cepas mencionadas. Las imagenes obtenidas se muestran en
la Figura 24 y el tamafo se determind mediante el uso del software Image J.

100 nm

100 nm

Figura 24. Imagenes obtenidas por Microscopia Electrénica de Transmisién de Alta Resolucién (HR-
TEM) para las AgNPs de las cepas: (a) E404 a 20°C, (b) D204 a 37°C, (c) F121 a 20°C y (d) D361 a 20°C

Con el software, se midieron manualmente 100 AgNPs a partir de las imagenes
mostradas anteriormente. A partir de los valores obtenidos, se construyeron histogramas
que representan la distribucion de tamafos de las NPs. Ademas, se calcul6 el tamafo
promedio ponderado para cada cepa. En las Figuras 25 a 28, se muestran los
histogramas realizados, mientras que en la Tabla 4 se presentan los tamarnos promedio
ponderado junto con sus respectivas desviaciones estandar.
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Figura 25. Histograma de distribucién de tamaio para las AgNPs de la cepa F121 a 20°C
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Figura 26. Histograma de distribucion de tamafo para las NPs Ag de la cepa D361 a 20°C
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Figura 27. Histograma de distribuciéon de tamaio para las NPs Ag de la cepa E404 a 20°C

33



Tamafio NPsAg D204
35
30

25

20
15
10
-1 1 1 1
0

11a20 21a30 31add 46 a 60 B60a7s 76 a 106

N®Particulas

Tamarno (nm)
Figura 28. Histograma de distribuciéon de tamafio para las NPs Ag de la cepa D204 a 37°C

Tabla 4. Rangos de distribucion de tamaiio y tamaios obtenidos por HR-TEM.

c Rango de distribucion Promedio del tamaiio * Desviacion
epa ~ .
de tamafio (nm) estandar (nm)
F121 20°C 12-79 41,44 + 16,28
D361 20°C 15-143 54,14 + 22,95
E404 20°C 16-116 53,32 £ 22,68
D204 37°C 11-106 45,33 £ 20,48

De acuerdo con los histogramas obtenidos y los promedios calculados, se
observo que las AgNPs de la cepa F121 presentaron una distribucién de tamafio mas
estrecha, con NPs que oscilan entre 12 y 79 nm (Figura 25). Este comportamiento se
reflejé en un menor promedio, sugiriendo que estas NPs podrian ser de menor tamafio
en comparacion con las sintetizadas por el resto de las cepas. En contraste, las AQNPs
de la cepa D361 mostraron una distribucién de tamafio mas amplia (NPs entre 15y 143
nm) y un promedio mayor. (Figura 26). En todos los casos, se constatd que el rango de
tamanos con mayor cantidad de AgNPs medidas coincidié con el valor del promedio.

En términos de morfologia, en todas las cepas evaluadas se observaron AgNPs
esféricas, como se muestra en la Figura 29, que presenta las micrografias obtenidas por
HR-TEM con una mayor magnificacion con respecto a las micrografias anteriores,
permitiendo apreciar con mayor detalle la forma y el tamano de las NPs. Los resultados
coinciden con las observaciones reportadas en estudios previos (Balakumaran et al.,
2015; Da Costa et al., 2025; El deeb et al., 2025; Estevez et al., 2021; Sarsar et al.,
2015; Singh et al., 2014; Othman et al., 2019), que describen la obtencion de AgNPs
esféricas utilizando hongos.

Al comparar los resultados del presente estudio con algunos reportes previos, se
observa que las AgNPs obtenidas en este trabajo presentan tamafios promedio
superiores a los informados en la literatura por analisis de TEM. Por ejemplo, Estevez
et al. (2021) reportaron un tamafio promedio de 22 + 6 nm determinado por TEM,;
mientras que Balakumaran et al. (2015) informaron una distribucién de tamafos entre 5
y 30 nm de diametro a partir del andlisis de 150 AgNPs seleccionadas al azar en
imagenes HR-TEM. De manera similar, Singh et al. (2014) reportaron que el tamafio de
particula de las AgNPs sintetizadas por Penicillium sp. oscilaba entre 25y 30 nm; y
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Othman et al. (2019) observaron diametros entre 10 y 34 nm. Las imagenes obtenidas
mostraron algunas particulas de plata individuales, ademas de algunos agregados con
distintos rangos de tamafio, en contacto indirecto para asegurar la estabilizacién de las
NPs mediada por agentes de recubrimiento (Othman et al., 2019).

Por otro lado, el tamafio promedio de AQNP@Fo VR039 medido por TEM fue de
24,5 + 3,7 nm, segun lo reportado por Da Costa et al. (2025). Asimismo, El deeb et al.
(2025) mencionaron que las AgNPs parecen ser discretas y no agregadas, lo que
sugiere una buena estabilidad coloidal.

Figura 29. Imagenes obtenidas por Microscopia Electrénica de Transmisién de Alta Resolucion (HR-
TEM) a mayor escala para las NPs Ag de las cepas: (a) E404 a 20°C, (b) D204 a 37°C, (c) F121 a 20°C
y (d) D361 a 20°C.
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4.3.4.1. EDS

La presencia del elemento plata (Ag) en las NPs sintetizadas fue confirmada a
través del EDS acoplada al HR-TEM. En la Figura 30 se muestran los espectros
correspondientes a las cepas analizadas, mientras que en la Tabla 5 se detallan los
porcentajes de composicién elemental obtenidos.

M spectrum 2
(&
cull

Atomic %

D204

Figura 30. Imagenes obtenidas por Espectroscopia de Dispersion de Energia (EDS) acoplado a HR-
TEM para las NPs Ag de las cepas: (a) D204 a 37°C, (b) D361 a 20°C, (c) E404 a 20°C y (d) F121 a 20°C.

Tabla 5. Composicién elemental de las AgNPs sintetizadas, determinada mediante EDS.

Wt + Wt sigma (%) (porcentaje en peso * desviacion
Elemento estandar)

D204 37°C D361 20°C E404 20°C F121 20°C

Ag 2,74 £ 0,31 53,92 + 0,59 6,46 + 0,26 13,66 £ 0,28

Cc 66,69 + 0,60 18,55 + 0,58 87,38 £ 0,30 64,49 + 0,38

Cl 0,24 + 0,07 6,27 £ 0,17 0,57 £ 0,05 0,15+ 0,04

Cu 30,32 £ 0,54 17,15+ 0,28 544 £0,13 12,39+ 0,16

o 0,73+0,18 5,30+ 0,16

P 2,44 + 0,10
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A partir del andlisis EDX, se confirmé la presencia del elemento plata (Ag) en
todas las NPs obtenidas. La presencia de Cu puede atribuirse a la composicion de la
rejilla utilizada para depositar las muestras. Las cepas D361 y F121 mostraron una
mayor abundancia relativa de Ag en comparacion con D204 y E404. Ademas, se
encontraron otros elementos, como carbono (C), cloro (Cl), fosforo (P) y oxigeno (O).

Estos resultados coinciden parcialmente con lo reportado por Balakumaran et al.
(2015), quienes confirmaron la presencia de picos correspondientes a la Ag en un medio
optimizado, junto con otras sefiales como C, y Cl. De acuerdo con los autores, estas
sefales adicionales podrian deberse a la presencia de enzimas o proteinas presentes
en el extracto fungico. Por otra parte, Chan y Don (2013) demostraron que Pycnoporus
sanguineus tuvo la mayor capacidad para sintetizar AQNPs en comparacion con
Schizophyllum commune, mostrando en el analisis elemental 28,21% y 22,81% de Ag,
respectivamente. Los autores también detectaron sefales de C, O, y Cl en sus
espectros, probablemente atribuido a componentes provenientes de los hongos,
hallazgos consistentes con los observados en el presente trabajo. Asimismo, Da Costa
et al. (2025) realizaron un analisis detallado de los componentes elementales cerca de
la superficie de las AgNPs mediante EDX. Segun sus resultados, el carbono fue el
elemento mas abundante en los coloides, proveniente del extracto fungico utilizado en
la biosintesis de AgNP@Fo.

4.3.5. Comparacion del tamafio de las AgNPs obtenidas mediante
HR-TEM y DLS.

Luego de caracterizar las AgNPs por separado mediante las técnicas de DLS y
HR-TEM, se compararon los valores de tamafio obtenidos para comprender mejor las
razones de las diferencias observadas.

Como puede observarse en la Tabla 6, los tamafios reportados por HRTEM se
encuentran en un rango entre 41,44 y 54,14 nm, con desviaciones estandar moderadas,
lo que indica una poblacion de AgNPs relativamente homogénea. Esta técnica permite
observar el diametro del core de las NPs, sin considerar la capa de recubrimiento
(capping) ni la capa de solvatacion. A pesar de esto, los resultados obtenidos con esta
técnica fueron similares a los obtenidos por DLS, a excepcion de AgNPs de F121 que
presentaron tamafios menores por DLS. Esto puede ser explicado por el procesamiento
de las nanoparticulas para TEM que deben estar totalmente secas; este tratamiento
puede ocasionar aglomeracion de varias hanoparticulas que se visualicen como una
Unica nanoparticula en las micrografias analizadas y por lo tanto resultan en un mayor
tamano que el tamafio real de la nanoparticula biogénica en suspension (como se mide
por DLS). Asimismo, la medida de DLS es representativa de todo el volumen de la
muestra contenida en la celda, mientras que las micrografias obtenidas de TEM
provienen de zonas puntuales (campos) de un depdsito de muestra de volumen muy
menor. Por otro lado, es importante destacar que se aplicaron diferentes criterios para
reportar los tamafos de las AgNPs. En HR-TEM, se calcularon los promedios
ponderados, que asignan distintos grados de importancia de acuerdo a la frecuencia o
relevancia de los datos dentro de un conjunto (Ganti, 2024); mientras que en DLS se
reportd el parametro D50, conocido como el percentil 50 o mediana, que indica el
tamafio al cual se encuentra el 50% de la muestra (Microtrac, s.f.).
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Tabla 6. Comparacion de los tamaios obtenidos de las AQNPs mediante HR-TEM y DLS.

Cepa HR-TEM (nm) DLS (nm)
D204 37°C 45,33 + 20,48 57,3+ 13,1
D361 20°C 54,14 £ 22,95 49,0 + 10,9
E404 20°C 53,32 + 22,68 47,8+ 11,4
F121 20°C 41,44 + 16,28 28,5+ 1,45

En conjunto, estos resultados evidencian que las diferencias en los tamafos
reportados estan relacionadas tanto con los principios fisicos de cada técnica como en
el método utilizado para informar los valores promedio. Por lo tanto, el uso de estas
metodologias complementarias permite una caracterizacion mas completa y precisa de
las AgNPs sintetizadas.
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5. Conclusiones y Perspectivas

Se sintetizaron AgNPs a partir de cuatro cepas de hongos provenientes de la
Antartida, evaluando la incidencia de distintas condiciones de reaccion, tales como el
tiempo (0, 24, 48 y 72 h), la temperatura (20 y 37°C) y la concentracion del AQNO 3 (5 y
10 mM). Todas las cepas demostraron capacidad para producir AQNPs, observandose
mayoritariamente un mayor rendimiento a 20°C y con una concentracion de 10 mM de
AgNO:s.

Luego de la purificacion por centrifugacion, las AgNPsmostraron un aumento en
la intensidad del pico correspondiente a la RPS, en comparacion con el espectro
obtenido a las 72 horas de sintesis, o que evidencia que se logra purificar y concentrar
las nanoparticulas manteniendo su estabilidad coloidal. No obstante, las AgNPs
producidas por la cepa D204 a 20°C presentaron una disminucién de la intensidad en el
pico de la RPS, indicando una pérdida en la estabilidad. Ademas, los analisis de
estabilidad coloidal indicaron que las AgQNPs obtenidas son estables frente a variaciones
de pH y fuerza iénica.

Las técnicas de caracterizacion empleadas permitieron determinar la forma, el
tamano y la carga superficial. Las AgNPs presentaron morfologia esférica, con tamarios
promedio variables segun la cepa utilizada, confirmados mediante HR-TEM y DLS. Los
valores de potencial zeta reflejaron una estabilidad moderada, con cargas superficiales
negativas, y el analisis por EDS permitié confirmar la presencia del elemento Ag, asi
como otros elementos provenientes del filtrado fungico, como lo reportado para AgNPs
biogénicas.

Estos resultados demuestran que la sintesis biolégica de AQNPs mediada por
hongos antarticos permite obtener nanoparticulas estables y en grandes cantidades, sin
necesidad de emplear reactivos téxicos ni requerir de elevados consumos energéticos,
lo que refuerza la viabilidad de este enfoque como una alternativa sostenible.

En futuras investigaciones, se puede ampliar el estudio a otras cepas antarticas
para explorar nuevas capacidades biosintéticas, asi como optimizar otras condiciones
de reaccion, como el pH o la concentracién de la biomasa flngica. También seria
pertinente utilizar otras técnicas de caracterizacion para profundizar en el analisis
estructural y superficial de las AgNPs, asi como evaluar su actividad antimicrobiana y
citotdxica, con el objetivo de valorar su eficacia y seguridad en posibles aplicaciones
biotecnoldgicas.
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