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Resumen

En la Gltima década, las nanoparticulas han captado la atencion por sus propiedades antibacterianas,
antifingicas, cataliticas, conductoras y dpticas. Estas caracteristicas han permitido su aplicacién en
diversas areas como la medicina, el tratamiento de aguas y la agricultura. Sin embargo, los métodos
tradicionales de sintesis de NPs, aunque efectivos, presentan desafios ambientales y econdmicos
significativos, debido al uso de reactivos toxicos y costosos. Esto ha impulsado la busqueda de
métodos de sintesis mas sostenibles, destacando los métodos biogénicos que utilizan
microorganismos y plantas como agentes reductores y estabilizadores. En este contexto, se evalud
la sintesis de AgNPs utilizando extractos del hongo filamentoso Rhizopus stolonifer. El objetivo
fue identificar las condiciones oOptimas para la formacion de AgNPs mediante el uso de
biomoléculas producidas por el hongo, como proteinas y polifenoles. Estas biomoléculas actian
como agentes reductores y estabilizantes durante la sintesis, proporcionando una cubierta que
mejora la estabilidad de las nanoparticulas. Los resultados mostraron que los hongos responden de
manera independiente al estrés, y su produccion de biomoléculas no depende exclusivamente del
tiempo o condiciones especificas. Entre el tercer y undécimo dia de cultivo, se observaron
diferencias significativas en la estructura y madurez del hongo. EI hongo de mayor madurez (dia
once) mostré mayor estabilidad en la produccion de biomoléculas, lo que resulté en una menor
variabilidad entre réplicas. Aungue no se encontraron diferencias significativas en la sintesis de
nanoparticulas entre los distintos dias de cultivo, las condiciones de sintesis se pudieron
estandarizar basandose en la concentracién adecuada de proteinas y polifenoles. La proporcién
Optima para una sintesis eficiente fue de 5 a 33 veces mas proteinas que polifenoles. Las
nanoparticulas resultantes mostraron tamafios y morfologias similares, a pesar de ligeras
variaciones en los espectros UV-vis. Las pruebas de desinfeccién demostraron que las AgNPs
fueron altamente efectivas contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus, logrando una
eliminacion bacteriana del 100% incluso con factores de dilucion de 4 y 8, respectivamente, sin
que las diferencias en las nanoparticulas afectaran significativamente su eficiencia. En conclusion,
la sintesis biogénica de AgNPs con extractos de R. stolonifer es un método prometedor para la
produccion de nanoparticulas antimicrobianas sostenibles, debido a su capacidad para producir
resultados consistentes y eficientes en la desinfeccion bacteriana.

Palabras clave: sintesis biogénica, hongos filamentosos, nanoparticulas de plata, biomoléculas.



Abstract

In the last decade, nanoparticles have garnered attention for their antibacterial, antifungal, catalytic,
conductive, and optical properties. These characteristics have enabled their application in various
fields such as medicine, water treatment, and agriculture. However, traditional methods of NP
synthesis, while effective, present significant environmental and economic challenges due to the
use of toxic and costly reagents. This has driven the search for more sustainable synthesis methods,
with biogenic methods emerging as promising alternatives that utilize microorganisms and plants
as reducing and stabilizing agents. In this context, the synthesis of silver nanoparticles using
extracts from the filamentous fungus Rhizopus stolonifer was evaluated. The objective was to
identify the optimal conditions for AgNP formation through the use of biomolecules produced by
the fungus, such as proteins and polyphenols. These biomolecules act as reducing and stabilizing
agents during synthesis, providing a coating that enhances the stability of the nanoparticles. The
results showed that fungi respond independently to stress, and their biomolecule production does
not exclusively depend on time or specific stress conditions. Between the third and eleventh day of
cultivation, significant differences in the structure and maturity of the fungus were observed. The
more mature fungus (day eleven) exhibited greater stability in biomolecule production, resulting
in less variability between replicates. Although no significant differences were found in
nanoparticle synthesis across different cultivation days, the synthesis conditions could be
standardized based on the appropriate concentration of proteins and polyphenols. The optimal ratio
for efficient synthesis was found to be 5 to 33 times more proteins than polyphenols. The resulting
nanoparticles displayed similar sizes and morphologies despite slight variations in UV-vis spectra.
Disinfection tests demonstrated that AgNPs were highly effective against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, achieving 100% bacterial elimination even with dilution factors of 4 and
8, respectively, without significant differences in nanoparticle performance. In conclusion, the
biogenic synthesis of AgNPs with R. stolonifer extracts is a promising method for producing
sustainable antimicrobial nanoparticles, as it consistently yields efficient results in
bacterial disinfection.

Keywords: Biogenic synthesis, filamentous fungi, silver nanoparticles, biomolecules
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1 Introduccion y Objetivos
1.1 Antecedentes

En la ultima década, las nanoparticulas (NPs) han capturado la atencion de la comunidad cientifica
y de diversas industrias gracias a sus extraordinarias propiedades quimicas y fisicas. Estas incluyen
capacidades antibacterianas, antifungicas, magnéticas, cataliticas, conductoras, Opticas y de
transporte, que abren un vasto abanico de aplicaciones potenciales. Para evitar el riesgo generado
por la contaminacion bioldgica, se han desarrollado diversos tratamientos de desinfeccion, los
cuales han mostrado altas eficiencias. Sin embargo, gran parte de estos procesos de desinfeccion
son poco sustentables y peligrosos para el ambiente, debido a que algunas sustancias como el cloro,
cloramina u 0zono generan subproductos toxicos como cloro residual libre o trihalomentanos [1].
Dichos subproductos, se han reportado como un riesgo para la salud humana y medio ambiente,
debido a que son promotores de cancer y generan problemas ambientales como golpes de calor y
aumento en la intensidad de fendmenos hidrometeoroldgicos como inundaciones y sequias [2].
Tomando en cuenta lo anterior, se ha demostrado que las NPs pueden mejorar la eficiencia en
industrias como la medicina, el tratamiento de aguas y la agricultura, contribuyendo al tratamiento
de enfermedades y a la reduccion de costos en fertilizacion. Sin embargo, a pesar de sus numerosas
ventajas, la produccion a gran escala de nanoparticulas enfrenta desafios significativos. Los
métodos tradicionales de sintesis requieren reactivos y condiciones que no solo tienen un alto costo,
sino que también presentan un impacto negativo considerable en el ambiente. Esta situacion ha
llevado a los investigadores a explorar métodos de sintesis ecol6gicos, que se consideran
alternativas no toxicas que permitan sustituir los productos quimicos téxicos por productos
naturales que actien como agentes reductores, recubrimiento y estabilizadores durante la sintesis
de materiales.

Entre los métodos de sintesis verde, los métodos de sintesis biogénica se destacan por su uso de
compuestos naturales, como microorganismos y plantas, para obtener biomoléculas. Estas
biomoléculas, que incluyen polifenoles, vitaminas, aminoacidos e hidratos de carbono, se emplean
como reactivos para sintetizar nanoparticulas; ademas, proporcionan una cubierta que mejora la
estabilidad de las NPs. A pesar de su potencial, los métodos biogénicos aln no se comprenden
completamente, en parte porgue no se ha determinado la interaccion precisa entre las biomoléculas
y los materiales metalicos o el impacto de estas biomoléculas en las propiedades quimicas y fisicas
de las nanoparticulas. Por lo tanto, en la presente tesis se pretende caracterizar el método biogénico



con hongos filamentoso R. stolonifer para identificar las mejores condiciones enfocado en las
biomoléculas para la formacion de nanoparticulas de plata (AgNPs) y su caracterizacion para la
aplicacion como desinfectante de bacterias presentes en agua.

1.2Definicion del problema

La contaminacién biologica del agua y la mala gestion de las aguas residuales promueven la
proliferacion de microorganismos patdgenos, como las bacterias E. coli, S. typhi, Shigella spp., y
Vibrio cholerae. Estos patdgenos representan una grave amenaza para la salud humana, ya que son
causantes de diversas enfermedades intestinales [3,4]. Tradicionalmente, para abordar esta
problematica se han utilizado tratamientos de desinfeccion convencionales, como la cloracion y la
ozonizacion. Sin embargo, estos métodos suelen generar subproductos toxicos, como el cloro
residual libre y los trihalometanos, que son perjudiciales tanto para la salud humana como para el
medio ambiente [1]. Por ello, las NPs emergen como una solucién innovadora y prometedora
debido a sus propiedades Unicas, como alta reactividad y superficie especifica, asi como un
potencial para mejorar los procesos de desinfeccion de agua. Ademas, se ha demostrado que ciertas
NPs poseen propiedades antibacterianas y antifingicas, lo que las hace efectivas contra una amplia
gama de patdgenos; generando una alternativa segura y eficiente (e.g., minimizar la generacion de
subproductos toxicos). No obstante, la implementacion de nanoparticulas en tratamientos de agua
enfrenta desafios, como la produccién a gran escala de NPs con métodos tradicionales debido a
que estos son costosos y ambientalmente dafiinos. Por ello, la investigacion se ha centrado en
métodos de sintesis biogénica, que utilizan compuestos naturales para crear nanoparticulas de
manera sostenible, es decir, reducen el impacto ambiental y mejoraran la estabilidad y efectividad
de las NPs mediante el uso de biomoléculas como agentes estabilizadores y reductores.

1.3Justificacion

La desinfeccion mediante el uso de nanoparticulas metalicas, especialmente nanoparticulas de
plata, oro, cobre, zinc y hierro, ha emergido como una alternativa viable por sus destacadas
propiedades quimicas y fisicas (e.g., tamafio, forma, conductividad eléctrica, propiedades
antimicrobianas y estabilidad) que las convierten en eficaces agentes antimicrobianos. Las NPs de
plata, en particular, han demostrado ser efectivas en la inactivacion de microorganismos, ya que
pueden interactuar directamente con las células microbianas, causando alteraciones fisicas en la
membrana celular y generando productos como especies reactivas de oxigeno o iones metalicos



disueltos que resultan en dafio celular. Ademas, su uso puede evitar la generacion de subproductos
toxicos tipicos de los métodos de desinfeccion convencionales. Sin embargo, la sintesis de estas
nanoparticulas plantea problemas ambientales significativos, dado que a menudo se utilizan
productos quimicos toxicos como el hidréxido de sodio, 1-octadeceno, yoduro de germanio (I1'y
IV) y metanol. Por ello, el desarrollo de métodos biocompatibles, como la sintesis biogénica de
nanoparticulas metélicas, se ha convertido en una necesidad urgente para superar estas desventajas
ambientales.

La sintesis biogénica, que utiliza agentes bioldgicos para la produccion de nanoparticulas, ofrece
numerosas ventajas, incluyendo biocompatibilidad, baja toxicidad y una mayor actividad
antibacteriana y antifingica. Ademas, se ha reportado que las nanoparticulas sintetizadas mediante
métodos biogénicos pueden adquirir propiedades medicinales de los agentes bioldgicos utilizados,
aumentando asi su efectividad. Asimismo, este puede llevarse a cabo a través de dos mecanismos
principales: la sintesis intracelular y la sintesis extracelular. En la sintesis intracelular, el precursor
del metal se introduce en el cultivo micelial y se internaliza en la biomasa, requiriendo
posteriormente la extraccion de las nanoparticulas mediante tratamientos quimicos, centrifugacion
y filtracion; mientras que, para la sintesis extracelular, el precursor del metal se afiade al filtrado
acuoso de biomoléculas fungicas, resultando en la formacion de nanoparticulas libres en la
dispersion.

Entre los diferentes métodos de sintesis biogénica, el uso de hongos ha sido el méas reportado debido
a su gran tolerancia a los metales, facilidad de manipulacion y cultivo, y su capacidad para segregar
grandes cantidades de enzimas extracelulares que reducen las sales metélicas a nanoparticulas.
Estos organismos, ademas de ser féciles de cultivar en condiciones de laboratorio, presentan una
alta eficiencia en la biosintesis de nanoparticulas con caracteristicas especificas. En particular,
hongos como el Rhizopus stolonifer han mostrado un gran potencial en este campo. Este hongo,
conocido por su rapida proliferacion y capacidad para tolerar ambientes con altos niveles de
metales, ha demostrado ser efectivo en la produccion de nanoparticulas de diversos metales,
incluyendo plata, oro y cobre. Ademas, el uso de hongos no solo es una alternativa mas ecoldgica
y sostenible en comparacién con los métodos quimicos tradicionales, sino que también permite la
produccién de nanoparticulas con propiedades Unicas, derivadas de la naturaleza bioldgica del
proceso de sintesis. Por lo tanto, el presente trabajo se centra en la caracterizacion y analisis del
método de sintesis biogénica extracelular de nanoparticulas de plata utilizando diferentes hongos
del que destaco el hongo R. stolonifer. Se investigara la relacion entre las biomoléculas o
metabolitos segregados por este hongo y la formacion de nanoparticulas de plata, cuantificando
proteinas y polifenoles y caracterizando las AgNPs mediante diversos métodos. Posteriormente, se



evaluara la eficacia de las AgNPs sintetizadas en la desinfeccion de microorganismos, con el
objetivo de demostrar su viabilidad como una alternativa ecolégica y eficiente para la
desinfeccion del agua.

1.40Dbjetivos
1.4.1 Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando un método biogénico extracelular a partir de hongos
fitopatdgenos aislados de la costa para su aplicacion en la desinfeccion de bacterias modelo.

1.4.2  Objetivos especificos

» Seleccionar los hongos fitopatdgenos aislados de la costa atil para la sintesis de
nanoparticulas de plata a partir de la sintesis biogénica extracelular.

» Caracterizar el extracto acuoso del hongo seleccionado para identificar algunas de los
biomoléculas implicadas en la sintesis biogénica.

» Determinar las caracteristicas estructurales de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir del hongo seleccionado.

» Relacionar la cantidad de biomoléculas con la formacion de nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir del hongo seleccionado.

» Determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir
del hongo seleccionado contra una bacteria modelo gram negativa y una gram positiva.

1.5Hipotesis

Las biomoléculas segregadas en medio acuoso por diferentes hongos fitopatdgenos mezcladas con
nitrato de plata (AgNO3) podrian logran reducir los iones de plata de esta sal metalica en
nanoparticulas de plata con propiedades derivadas de las biomoléculas, y se pueden aplicar para la
desinfeccion de bacterias gram negativa y gram positiva.



2 Marco Teorico

2.1Sintesis biogénica

La sintesis biogénica de nanoparticulas se ha convertido en un tema de interés porque los reactivos
de sintesis (e.g., agentes reductores, agentes de recubrimiento y estabilizadores) se obtienen a partir
de biomoléculas o metabolitos (e.g., proteinas, polifenoles, flavonoides y taninos) producidos a
partir de compuestos naturales (e.g., plantas, hongos, bacterias y algas) [5]. Ademas, se ha descrito
como sencillo y rentable en comparacion con las técnicas de sintesis mas tradicionales [6]. Por lo
tanto, los métodos biogénicos podrian dividirse principalmente en dos basados en el compuesto
natural utilizado, a base de plantas y a base de microorganismos.

2.1.1 Uso de plantas como agente biologico

La sintesis biogénica con plantas se divide en preparacion del extracto (Tabla 1) y sintesis de
nanoparticulas (Tabla 2). La preparacion del extracto se destaca como el paso principal para la
sintesis de nanoparticulas porque se obtienen diferentes compuestos de extraccion dependiendo de
los procesos realizados, y cada una de las diferentes biomoléculas afecta a los procesos de sintesis
[7]. Por ejemplo, los procesos de extraccion con disolventes afectan a los fitoquimicos extraidos
porque se solubilizaran biomoléculas especificas dependiendo de la polaridad del disolvente
utilizado [8,9].

La Tabla 1 muestra que los procesos de infusion son los procesos de extraccién mas reportados
debido a que la adicion de calor reduce el tiempo de extraccion necesario [10,11] en comparacion
con la temperatura ambiente [12,13]. También, se muestra que las infusiones a base de agua son
las mas utilizadas porque se buscaba evitar el uso de reactivos, pero algunos autores afiadieron
solventes como liquidos idnicos y etanol para incrementar biomoléculas especificas como los
flavonoides y compuestos fendlicos, respectivamente [8,9,14,15]. Sin embargo, la adicion de
disolventes al proceso de extraccion reduce el objetivo del método biogénico, que es evitar
reactivos para el método de sintesis. Por lo tanto, mejorar el método de infusion utilizando otras
alternativas de calentamiento es una linea de investigacion a desarrollar ya que algunos autores han



reportado que tecnologias como los procesos asistidos por microondas reducen el riesgo de pérdida
de componentes bioactivos viables en comparacion con el calentamiento convencional [14,16].

De ahi se destaca que se consiguen diferentes tipos y concentraciones de biomoléculas en el
extracto dependiendo de los procesos de extraccion, y para cada extracto se producen diferentes
nanoparticulas. Por ejemplo, De Lima Barizo et al. [17] reportaron extractos de tallos de
remolacha y hojas de calabaza para la produccion de nanoparticulas de 6xido de hierro. Los autores
determinaron la concentracion polifendlica de cada extracto y observaron que las hojas de calabaza
tenian una concentracion mayor que los tallos de remolacha. Esta informacién se comparé con las
caracteristicas de las nanoparticulas, y se observd que el material generado con el extracto de hoja
tenia forma redondeada y mayor tamafio que las sintetizadas utilizando extracto de remolacha,
concluyendo que mayores dosis de polifenoles conducen a particulas de mayor tamafio. Ademas,
comparando los informes, se determina que algunos compuestos fitoquimicos, como los
polifenoles, tienen mas de una interaccién, ya que, dependiendo del extracto producido, se ha
informado de que actiian como agentes reductores [18], estabilizadores de terpenoides o saponinas
[19] o incluso no participan en la sintesis directa [20]. Destacando que ninguna biomolécula
especifica tiene un Unico propdsito en la sintesis, podria haber grupos funcionales mas especificos
(e.g., grupo carbonilo o hidroxilo) que permitan la sintesis de nanoparticulas [21]. Sin embargo,
pocos autores han informado sobre la caracterizacion de los extractos y su efecto en el proceso de
sintesis [9,15,17,18,22-27]. Esto muestra una importante laguna de informacién que debe ser
subsanada, ya que, si no se comprende la interaccidn del extracto, no es posible replicar el método
biogénico y no se puede conseguir el escalado.

Como se ha descrito, la identificacion de biomoléculas es un paso primordial para comprender los
métodos biogénicos. A pesar de los pocos informes en los que se realizo un analisis de extractos,
muchos de ellos tienen el inconveniente de que el analisis se realizo principalmente utilizando el
infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) identificando las biomoléculas y las posibles
interacciones entre las biomoléculas y las nanoparticulas debido a los desplazamientos de sefiales
especificas [18,28,29]. No obstante, las sefiales podian proceder de multiples biomoléculas, por lo
gue no se podia realizar una identificacion adecuada. Por lo tanto, una linea de investigacion
relevante a desarrollar es una caracterizacion mas amplia de los fitoquimicos. Por ejemplo, deberia
utilizarse la cromatografia de gases o la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), ya que
identifica los compuestos fitoquimicos especificos [19,30]. También, técnicas espectroscopicas
como el método de Folin-Ciocalteu, el ensayo de Bradford, la cuantificacion de taninos usando
cloruro férrico, o la cuantificacion de flavonoides usando cloruro de aluminio podrian ser utilizadas
porque permiten en un amplio para una mejor comprensién de la cantidad de compuestos



fitoquimicos en el extracto y de eso generar una via de mecanismos de sintesis de hipdtesis
[24,26,31].



Tabla 1. Produccién de extractos para el método biogénico basado en plantas para la sintesis de nanoparticulas.

Metal Materia prima/Especie Z;?f:s;gr? Condiciones de extraccién Referencia
[Biomasa]=0.1 g mL™*
Hojas/ L T=70°C
o-Fez0s Laurus nobilis Infusion t=10 min [10]
500 rpm
. [Biomasa]=0.02 g mL*
a-Fe203 Car!igjazla a Infusion T=80°C [11]
papay t=30 min
[Biomasa]= 0.066 g mL™*
g-Fe:0s _Frutos/ Infusion T=100°C [32]
Ficus carica _
t=1h
Frutos/ . _ 1
Fez0s Cynometra ramiflora Infusion [Biomasa]=0.1g mL [33]
Hoias/ [Biomasa]=0.1 g mL™*
FeO _Hojasi Infusion T=80°C [34]
Moringa oleifera t=1h
FeO _ Flores/ Infusion [Biomasa]=0.05 g mL? [35]
Avicennia marina t=5min
. [Biomasa]=0.06 g mL*
magherr_uta/ Tallo/ _ Infusion T = 80°C [17]
goethita Beta vulgaris t=2h
. : [Biomasa]=0.06 g mL*
maghemita / Hojas/ Infusion T=80° C [17]
goethita Cucurbita moschata t=2h
Hojas/ [Biomasa]=0.1 g mL™*
FesOs y a-Fe203 Mentha Pulegium Infusion ‘It':=2254 hC [12]
. . Biomasa]=0.125 g mL*
Hojas/ Maceracion / [ 2
Fes0sy a-Fez0s Pheonix dactylifera Metanol Vagugi[/\:/”f;”ﬁ;_l's [36]
a-Fe;03 y y-Fe203 Hojas/ Infusion [Biomasa]=0.1 g mL™* [37]




a-Fe;03 y y-Fe203

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Au

Au

Au

Platanus orientalis

Hojas/
Ficus carica

Hojas/
Azadirachta indica

Hojas/
Azadirachta indica
Fruta/

Allium cepa
Raices/
Chlorophytum comosum

Raices/
Chlorophytum comosum

Semillas/
Linum usitatissimum

Raices/
Helicteres isora

Hojas/
Jasminum auriculatum

Hojas/
Alpinia nigra

Hojas/
Oil palm

Infusion

Infusién

Maceracion /
Etanol

Infusion

Infusion

Maceracion /
Etanol

Extraccion por
microondas

Maceracion /
Etanol

Infusién
Infusién
Maceracion /

Liquido idnico
(con temperatura)

T=70°C
t =30 min
[Biomasa]=0.05 g mL*
T =80°C
t=1h
[Biomasa]=0.1 g mL™*
T=70°C
t =10 min
[Biomasa]=0.1 g mL™
t=12h
[Biomasa]=0.5 g mL™
t=8 min
[Biomasa]=0.1 g mL™
T=70°C
t=10 min

[Biomasa]=0.1 g mL™
t=12h*

[Biomasa]=0.05 g mL*
t=5min

Solucién de etanol = 70% v/v

[Biomasa]=0.01 g mL™
t=12h
120 rpm
T=80°C
t =30 min
[Biomasa]=0.028 g mL™!
T =50°C
t =30 min
[Biomasa]=0.05 g mL™*
Liquido ionico = 2% w/v
T=70°C
t=15 min

[38]

[8]

[8]
[39]

[8]

[8]

[16]

[13]

[29]

[18]

[9]




Au

ZnO

Zn0O

ZnO

Frutos/
Prunus nepalensis

Hojas/
Thymbra spicata

Hojas/
Citrus limon

Semillas/
Nigella sativa

Infusion

Infusién

Infusion

Infusion

[Biomasa]=0.05 g mL*
T=60°C
t=10 min
[Biomasa]=0.2 g mL™*
T =80°C
t=15min
[Biomasa]=0.266 g mL™*
T =60°C
t=4h

[Biomasa]=0.2 g mL™*
T=80°C
t =20 min
100 rpm

[24]

[40]

[28]

[41]
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La Tabla 2 muestra que la mayoria de las sintesis con plantas de nanoparticulas metalicas y
de Oxidos metalicos se realizan preparando una solucion precursora de 1 mM y 0,1 M,
dependiendo del material utilizado. Esto muestra un vacio de informacién importante en la
interaccion entre la solucion de extracto y el precursor, ya que algunos autores, como Ifran
et al. [9], informaron de que la concentracidn inicial de extracto para las NPs de oro tiene un
rango en el que se podria producir debido a la concentracion mas baja (0.76 mM), el proceso
de sintesis no se pudo iniciar, pero el aumento de la concentracion inicial (es decir, 3.81 mM)
genera un mayor rendimiento de reaccion se logrd. Otros, como Abdullah et al. [36],
discutieron que las concentraciones de precursores para nanoparticulas de 6xido de hierro
solo se logran variaciones morfoldgicas (es decir, un aumento en la concentracion que resulta
en la disminucién del tamafio medio de las nanoparticulas) y no el rendimiento.

La modificacion de la temperatura para mejorar la produccion de NPs se ha reportado para
procesos de sintesis quimica porque reduce los tiempos de sintesis y permite algunas vias de
reaccion [42-44]. Lo mismo se observa para la sintesis biogénica con plantas (ver Tabla 2)
en la que se ha reportado que las altas temperaturas (>50° C) para NPs de oro aumentaron el
valor de absorbancia, ya que ayuda en el proceso de reduccién utilizando extracto de flores
de L. japonicay de frutos de kokum [45,46]. Asimismo, la sintesis de NPs de plata utilizando
extracto de hoja de R. cordifolia requiere un minimo de 60° C [27]. Sin embargo, como se
ha descrito, el calor modifica la estructura quimica de una biomolécula, lo que pone de
manifiesto que la alta temperatura podria tener dos vias para el método biogénico: aumentar
las reacciones (e.g., la reduccién) y cambiar la estructura de la biomolécula, permitiendo la
reaccion. Por lo tanto, entender el efecto de la temperatura en ambas vias evitando una se
muestra como una linea de investigacion a desarrollar. Por ejemplo, el calentamiento por
microondas no modifica las biomoléculas en el extracto [14,16], y algunos autores reportaron
que la asistencia por microondas mejord la generacion de NPs (e.g., Au 'y Pd) [9,47].

Como paso final para la sintesis biogénica con plantas, varios autores reportaron que
realizaron un lavado, ya sea con agua o alcohol, y dejaron secar o calcinaron la muestra con
la materia organica y las NPs [21,33,48]. Este ultimo paso tiene como objetivo conseguir una
NP sin materia organica, y podria ser utilizado. Sin embargo, la calcinacion podria ser una
desventaja para el método porque se ha reportado que la calcinacién modifica las propiedades
quimicas y fisicas (e.g., tamafio y estado de oxidacion, respectivamente) [49], evitando que
se obtenga la NP original sintetizada. Por lo tanto, la investigacion deberia centrarse en el
desarrollo de métodos que eliminen o degraden la materia organica sin modificar las NP.
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Tabla 2. Sintesis de nanoparticulas biogénicas de origen vegetal.

Metal Materia prima/Especie Condiciones de sintesis Referencia
[FeClz*6H.0] = 0.1 M
- 11 Vprecursor/ Vextracto
0-Fe203 oS! T=RT [48]
papay t =30 min
pH=11
[FeCls]=0.1 M
Cascara / 1:1 Vprecursor/ Vextracto
o-Fe20s Banana T=80°C [12]
t=1h
g-Fe203 Fruto / 1'[566:'3] - 3&4 M 30
Ficus carica . prl‘-ec_urszorh extracto [ ]
[FeCls] =0.01, 0.04,0.07and 0.1 M
) Hojas / 10:1 Vprecursor/ Vextracto
Fes0sy a-Fe20s Mentha Pulegium T=75°C [12]
t=1h
[FeCls] = 0.01, 0.02 and 0.03M
. 11 Vprecursor/ Vextracto
Fes0sy a-Fez0s Pheonﬁocjigf:t/ lifera [HCI] = 0.01M [36]
y T=70°C
t=1h
Hojas / Fe(NO3)3*9H0 = 0.25 M
0-Fe203y y-Fea0s Platanus orientalis T t::Zf hC [37]
[FeCl3*6H20] = 0.01M
. 5:2 Vprecursor/ Vextracto
a-Fes03 y y-Fes03 _Hojas/ T=70°C [38]
Ficus carica -
pH =11

t=1h




[AgNO3] =1 mM

Hojas / 9:1 Vprecursor/ Vextracto
Ag Azadirachta indica T=RT L8]
t=48h
[AgNOs] = 0.1 mM
Ag Ani:mé . 10:1 Vprecursor/ Vextracto [39]
P T = 60-65°C
Raices / [AGNOs] = 1 mM
Ag Chlorophytum comosum 91 foFC:sg{F/EXtra"tO [8]
t=48h
[AgNOz] =1 mM
A HOj as/ 9:1 Vprecursor/ Vextracto [15]
g Gardenia thailandica T=RT
t=12 h*
[AgNO3] = 0.9 mM
A Semillas / [EXtraCtO] =20% Vextracto/Vagua [16]
g Linum usitatissimum T=75°C
t =2 dias
[HAUCI4*3H20] =1 mM
Hojas / 9:1 Vprecursor/ Vextracto
Au Jasminum auriculatum T=RT [29]
t=1h
[HAuUCI4] =0.76 — 3.81 mM
Hojas / 2:1 Vprecursol/Vextracto
Al Oil palm t=90s (9]
Microondas = 2450 MHz, 800W
2n0 Hojas / [Zn(OzCCHs)z/] =1mM -
. 5:1 Vprecursor/ Vextracto 40
Thymbra spicata T=RT
ZnO Hojas / [Zn(NO3),*6H.0] = 0.448 M [28]
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Citrus limon

Hojas /

Zn0 Thymbra spicata

Semillas /
ZnO Nigella sativa

Hojas /
Amaranthus tricolor

Semillas /
Lantana trifolia
Pd
Semillas /
Lantana trifolia

3:8 Vprecursor/ Vextracto
t=25min
300 rpm
T=70°C
t=3h
[Zn(0>-CCHs)] = 1 mM
5:1 Vprecursor/ Vextracto
T=RT
[an03)2] =0.05M
10:1 Vprecursor! Vextracto
t =20 min
[Mg(NO3);] = 0.001M
T=60°C
pH=3-11
t =10 min
[PACI;] = 10 mM
2:9 and 1:9 Vprecursor/ Vextracto
Microondas = 700 W
Tagitacion = 2h
tmicroondas = 2 MiN

[40]

[40]

[28]

[47]

*12 h : Una noche de espera.
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2.1.2 Uso de microorganismos como agentes
biologicos

Como la sintesis biogénica con plantas, la sintesis biogénica basada en microorganismos no
utiliza reactivos toxicos, y se ha informado de que las NPs tienen propiedades como
biocompatibilidad, baja toxicidad y mayor actividad antibacteriana y antifungica [50,51]. Las
sintesis con microorganismos se basan en el uso de diferentes aislados de microorganismos
unicelulares o multicelulares (e.g., levaduras, bacterias, hongos y algas) de varios entornos
(e.g., suelo, agua, aire, plantas y humanos) [52-54]. Ademas, se han descrito dos vias de
produccidn, la intracelular y la extracelular. EI mecanismo intracelular utiliza la biomasa de
los microorganismos, haciendo que los iones interactien con la pared celular microbiana
utilizando proteinas y enzimas como mediadores para producir nanoparticulas (es decir, los
iones se reducen dentro de la célula). En cambio, en el mecanismo extracelular no interviene
el propio microorganismo, sino sélo enzimas y proteinas secretadas desde la superficie de la
célula microbiana; la sintesis tiene lugar fuera de la célula utilizando un sobrenadante con
metabolitos secretados extracelularmente para reducir los iones y producir nanoparticulas
[50,55-57].

Los microorganismos utilizados para la produccion de NPs son importantes porque a pesar
de que todos ellos tienen propiedades que les permiten generar metabolitos interna y
externamente, el mecanismo de reduccidén de iones para sintetizar NPs depende de la
capacidad del microorganismo para secretar eficientemente enzimas y proteinas. Por
ejemplo, las bacterias secretan una baja concentracion de biomoléculas, generando que éstas
sean utilizadas principalmente para métodos intracelulares [52]. Los hongos liberan
importantes concentraciones y cantidades de biomoléculas, destacando la aplicacion del
método extracelular [58,59]. Sin embargo, pocos informes realizaron un analisis profundo de
la via de produccién de las NPs, ya que la mayoria de ellos informaron de que, si existe
biomasa, se trata Unicamente de un mecanismo intracelular. No obstante, Gopinath et al. [60]
reportaron la sintesis de AgNP utilizando sobrenadante y biomasa (es decir, extra e
intracelular, respectivamente) de Pseudomonas putida MVP2 aislada del suelo, destacando
que las AgNP se sintetizaron principalmente en la membrana externa de la bacteria
mostrando que, a pesar de la presencia de biomasa, su mecanismo es solo extracelular. Por
lo tanto, se debe realizar un analisis mas profundo de los mecanismos de la via intra y
extracelular. Hasta ahora, se ha informado de que la via extracelular utiliza un sobrenadante
y la via intracelular utiliza biomasa, pero no se ha podido realizar un efecto sinérgico o ningun
proceso intracelular.
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La Tabla 3 muestra los diferentes microorganismos (MO) y condiciones utilizadas para la
sintesis con microorganismo. Se muestra que las bacterias (e.g., P. stewartii, P. putida
MVP2, B. paramycoides) son las méas utilizadas porque son MO modelo con una condicion
de crecimiento estandarizada y corta (e.g., menos de 24 h) [52,56, 61-63]. Sin embargo, tiene
la desventaja de que muchos son patégenos humanos (e.g., P. aeruginosa) cuyo uso es
peligroso [64] Por lo tanto, los hongos se destacan en la sintesis de microorganismos porque
el utilizado tiene menos efectos negativos para la salud humana. Ademas, tiene una variedad
importante de especies peligrosas que las bacterias (e.g., levaduras y hongos) que se pueden
aislar, conservar y manipular facilmente [59,65]. Sin embargo, como muestra la Tabla 3, se
han desarrollado pocos informes. Por lo tanto, aumentar la investigacion de sintesis biogénica
con microorganismos basada en hongos es una linea de investigacion importante.

Se ha informado de que el mecanismo intracelular es un método interesante de sintesis de
NPs, pero tiene desventajas importantes, como que la MO debe aislarse y purificarse debido
a que la sal metélica interactGa directamente con la MO. La biomasa se prepara (e.g., el
preindculo) seleccionando las condiciones dptimas para el crecimiento del microorganismo
(e.g., el agar apropiado). Por ejemplo, la seleccion del agar nutriente debe realizarse porque
se debe utilizar un agar haldfilo si se quiere aislar la actinobacteria S. xinghaiensis OF1 [66].
Ademas, si se quiere realizar una liberacion selectiva de metabolitos a partir de la levadura
P. pastoris, se utiliza un medio de complejo metanol tamponado con un 0,5% de metanol
para promover la expresion de proteinas [67]. Por Gltimo, el mecanismo intracelular tiene un
paso de purificacion y liberacién de las NPs de la célula (e.g., la calcinacion), lo que aumenta
el coste del método intracelular [50]. Por lo tanto, como muestra la Tabla 3, el mecanismo
extracelular es el mas reportado. Sin embargo, la mejora del proceso del mecanismo
intracelular es una linea de investigacion a desarrollar porque esto también podria ser una
ventaja a pesar de las desventajas criticas, como la MO aislada. Después de todo, el escalado
mediante la generacion de un biorreactor utilizando una MO aislada ha sido profundamente
reportado [68-70].

Los mecanismos extracelulares son mas reportados que los intracelulares (ver Tabla 3)
debido a los cortos tiempos de reaccion y a la facilidad de los métodos [57]. Sin embargo, la
metodologia del extracto muestra una desventaja importante para la replicacion porque pocos
estudios describen la produccidn del extracto centrandose en la biomasa utilizada, como por
ejemplo si se realiza para la preinoculacion y las dosis de biomasa. La falta de informacién
reduce el posible proceso de escalado y determina si utilizando el mismo método, pero con
diferentes MOs se obtienen NPs similares.
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Para la produccion de extractos, la MO debe someterse a condiciones de estrés (e.g., cultivada
en una solucion libre de nutrientes) para inducir la formacién de biomoléculas especificas y
evitar la formacion de otras [71-73]. Por ejemplo, un pH diferente activa las reductasas entre
las enzimas oxidorreductasas [63]. Asimismo, un medio acuoso inerte (e.g., agua destilada)
genera biomoléculas como lipidos al promover un estado de estrés en el microorganismo
[54,61,63,66]. Ademaés, se producen diferentes biomoléculas a diferentes concentraciones
utilizando el mismo microorganismo porque cada uno tiene un metabolismo diferente
[58,74]. Por lo tanto, debe realizarse un analisis de las biomoléculas producidas en las
diferentes condiciones de estrés para identificar las biomoléculas (e.g., enzimas, proteinas,
azucares y carbohidratos) en el extracto. Sin embargo, pocos estudios han intentado
cuantificar y correlacionar las biomoléculas producidas para la formacion de nanoparticulas
sintetizadas biogénicamente, evitando determinar el mecanismo de produccién para poder
detectar las principales biomoléculas implicadas y, a partir de ahi, utilizar condiciones de
estrés especificas para estandarizar la produccion de NPs.

17



Tabla 3. Sintesis biogénica basada en microorganismos.

Condiciones de

Condiciones para

Metal Microorganismo/Especie Mecanismo preinoculacion preparacion de Referencia
extracto
Levadura / . -
. Agua destilada estéril
R. glutinis MGYP [Biomasa] = 50 g L.
Ag Extracelular T=25°C N g [65]
_ T=25°C
Levadura / t=72h. _
o t=48h
R. mucilaginosa
Levadura / BMMY Agua Milli-Q
Ag P nastoris Extracelular T=28°C [Biomasa] = 4g L* [67]
P t=48h pH=9
Bacteria / . .
.. Medio de cultivo
Pantoea stewartii (H2) Anaerébico
Ag Bacteria / Intracelular T :_ 37°C NA [63]
- . t=48h
Priestia aryabhattai 200 rom
(H3) P
Medio de cultivo .
. e Agua destilada
Ag Bact_erlq/ Pseudomonas Extracelular T —_36 C T=34°C [56]
indica S. Azhar t=48h _
t=24h
120 rpm
LB
Bacteria / Pseudomonas T=37°C
Ag outida MVP2. Extracelular NA t=24h [60]
160 rpm
LB
Bacteria / T=37°C
Ag P. aeruginosa Extracelular NA t=24nh [64]
130 rpm
Ag Bacteria / Extracelular NA MRS [75]
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L. pentosus S6

Bacteria /
L. crustorum F11

Bacteria /
L. plantarum F22

T=37°C
t=24h

Bacteria /
L. paraplantarum KM1
Zeta/
Agarl(glljgnk():lgf orus Agua destilada
Ag Extracelular NA [Biomasa] =10 g L™ [58]
Zeta/ t=24h
Agaricus bisporus (café)
Agua Milli-Q
; — -1
Ag G ?ueé? d/um Extracelular NA [Blorq_aiaéaolgg L [68]
t=3h
MGYP
Hongo / T=40°C Agua desionizada
Ag R. stolonifer Extracelular t = 3 days t=72h [76]
180rpm
H Caldo de extracto de
ongo /
. . malta
T. ljubarskyi T=32°C
Ag Extracelular NA o [77]
pH=6.0
Hongo / L
G. enigmaticum t=5dias
- €nig 200 rpm
Ag:0 Alga marina / Extracelular NA Agua desionizada [53]
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Ulva lactuca

[Biomasa]=10g L*
t=1h
Caldo en nutrientes

Antinobacteria / haldfilos Agua destilada
Ag S. xinghaiensis OF1 Extracelular T= 37 ¢ T=27°C [66]
pH=8.5 _
_ t=48h
t = una semana
150 rpm
Agua milli-Q
. . . . 4
Al Micro alégizi\ a{t;:lymama Extracelular NA [Blomraiaéaozg gL [78]
t =20 min
Levadura / Medio aerébico
Au Magnusiomyces ingens Intracelular [Biomasa] =2.2 g L NA [59]
LH-F1 T=30°C
Alga marina / Agua desionizada
CuO Ulva lactuca Extracelular NA [Biomasa] =60 g L [53]
t=1h
Agua desionizada
: estéril
CuO Micro aI?_a(IjA_\nabaena Extracelular NA [Biomasa] =50 g L [79]
cylindrica T=50°C
t =30 min
Agua desionizada
esteéril
MGYP [Biomasa] =200 g L-
MgO Bacteria / Actinomycetes Extracelular T=30°C 1 [71]
t=72h T=30°C
t=72h
150 rpm
MgO Bacteria / Extracelular NA Caldo nutritivo [52]
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TiO>

Zn0O

Ag-Cu

B. paramycoides

Bacteria /
Bacillus subtilis ATCC-
6633

Bacterial /
Shewanela sp.

Alga marina /
Ulva lactuca

Extracelular

Intracelular

Extracelular

NA

Medio de cultivo
t=24h

NA

T=35°C
t=48h
Caldo nutritivo
T=28°C
t=24 h
150 rpm

NA

Agua desionizada
[Biomasa]=10 g L
t=1h

[62]

[61]

[53]
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La Tabla 4 muestra las condiciones de sintesis de las NPs utilizando los diferentes
mecanismos de MO (es decir, extra e intracelular). Se observa que se ha utilizado una amplia
gama de condiciones experimentales; por ejemplo, la concentracion del precursor (es decir,
la sal metalica) oscila entre 0.1 y 10 mM, los tiempos de reaccion entre 20 min 'y 168 h, y
con o sin foto asistencia (es decir, bajo luz u oscuridad). A partir de esto, se genera que no se
pueden determinar condiciones estrechas para producir una NP con propiedades especificas
(e.g., tamafio de particula y morfologia), y se podria lograr una falta de método estandarizado
para la sintesis biogénica con microorganismos.

En la Tabla 4, observamos el siguiente paso de la sintesis, que seria la adicién de la sal
metalica precursora, que, en interaccion con las biomoléculas secretadas o la biomasa,
permitira una reaccién ascendente para formar nanoparticulas metalicas mediante procesos
de oxidacion/reduccion. Para el mecanismo extracelular, la interaccion entre las
biomoléculas y el precursor es un efecto clave a identificar, ya que biomoléculas como
enzimas, azlUcares Yy carbohidratos contienen grupos quimicos (e.g., grupos amino,
sulfhidrico y carboxilo) que generan la formacion y estabilizacion de las NPs [71] y otras
reducen y generan agentes de recubrimiento para estabilizar las NPs (e.g., polifenoles y
proteinas) [80]. Por ejemplo, Gudikandula et al. [77] informaron de una enzima especifica
dependiente del nitrato de a-NADPH en la sintesis in vitro como la principal biomolécula
responsable de la formacién de nanoparticulas. Sin embargo, pocos informes identifican y
cuantifican las biomoléculas, destacando el informe de Adeeyo & Odiyo [51], donde los
autores utilizaron el proceso de mutagénesis (es decir, irradiacion UV) durante un maximo
de 14 dias como condicion de estrés en un cultivo en crecimiento activo del hongo L. edodes
silvestre en una placa de PDA para promover la formacién especifica de exopolisacaridos
(EPS). Los autores cuantificaron la cantidad de EPS e identificaron los diferentes EPS, como
arabinosa (50.65%), manosa (19.20%), manitol (15.58%), fructosa (7.96%), trehalosa
(6.49%), y otros (e.g., glucurdnico, xilosa, galactosa y glucosa) en porcentajes bajos (< 0.11).
Se confirmé que el EPS era el responsable de la formacion de nanoparticulas de plata, ya que
solo el EPS logro la formacion éptima en los experimentos con y sin el proceso de
mutagénesis. Por lo tanto, la identificacion y cuantificacion de biomoléculas es un
experimento importante para entender en qué condiciones (e.g., cantidad y tipo de metabolito
0 biomolécula) se consigue la produccion de NPs, principalmente para el proceso de
escalado.

A pesar de las diferentes NPs producidas por procesos quimicos, como muestra la Tabla 4,
las nanoparticulas de plata son las méas reportadas para la sintesis biogénica con
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microorganismos, lo que podria atribuirse a la gran cantidad de conocimiento y comprension
de este metal, ya que permite un seguimiento mas fiable de la reaccion mediante diferentes
técnicas cuantitativas y casi todas las AgNPs han sido discutidas a fondo [81,82]. Sin
embargo, se han desarrollado pocos informes para otras NPs metalicas (e.g., oro, cobre, zinc,
puntos cuanticos, titanio y magnetita) y algunas NPs bimetéalicas (e.g., Ag-Cu) [53], pero se
informa de la falta de informacidén sobre el mecanismo de sintesis, el proceso y las
condiciones. Por lo tanto, aumentar la sintesis de NPs metalicas utilizando MO es una
importante linea de investigacion a desarrollar, asi como las aplicaciones que éstas podrian
tener (e.g., tratamiento de aguas).
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Tabla 4. Sintesis de nanoparticulas biogénicas a partir de microorganismos.

Metal Microorganismo/Especie Mecanismo Condicion de sintesis Referencia
Levadura / R. glutinis [Q%N(\?a] 7\/1 ml;/l
Ag Extracelular = :Eétso gec' [65]
Levadura / R. mucilaginosa =168 h
[AgNO3] =2 mM
Ag Levadura / P. pastoris Extracelular T=80°C [67]
t =120 min
Bacteria / Pantoea stewartii [AgNOs3] =1 mM
(H2) [Biomasa] =20 g L*
Ag Intracelular T=60°C [63]
Bacteria / Priestia pH =10
aryabhattai (H3) Sin luz
[AgNO3z] =1 mM
Extracto = 100 mL
Bacteria / Pseudomonas T=36°C
Ag indica S. Azhar Extracelular t=24h [56]
150 rpm
Sin luz
Bacteria / Pseudomonas AgNOz] =1 mM
Ag outida MVP2. Extracelular L gt _ ;%) i [60]
[AgNO3] =10 mM
2:1 (V ext/V prec.)
Ag Bacteria / P. aeruginosa Extracelular T=37°C [64]
t=72h
Sin luz
Bacteria / L. pentosus S6 [AgNO3] =0.1 mM
1:9 (V ext/V prec.)
Ag Bacteria / L. crustorum F11 Extracelular T=37°C [75]
t=72h
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Bacteria / L. plantarum F22 Sin luz
Bacteria / L. paraplantarum
KM1

Zeta / Agaricus bisporus

(blanco) [AgNOs] =5 mM
Ag Extracelular T=924nh [58]
Zeta / Agaricus bisporus
(café)
[AgNOs] =1 mM
[EPS]=200¢gL*
Ag Zeta / L. Edodes Extracelular 1:5 (V ext/V prec) [51]
T=28°C
t=24 h
[AgNO3z] =5 mM
. 11 (V Ext,/V Prec,)
Ag Zeta/ G. lucidum Extracelular T=60°C [68]
t=24 h
[AgNO3z] =1 mM
) T=40°C
Ag Hongo / R. stolonifer Extracelular t=48h [76]
180 rpm
[AgNO3z] =1 mM
Hongo / T. ljubarskyi 1 (V_EXt'/c\,/ Prec)
T=32°C
Ag _ _ Extracelular t=12h [77]
Hongo / G. enigmaticum 200 rpm
Sin luz
[AgNO3] =1 mM
Ag20 Alga marina / Ulva lactuca Extracelular 3:7 (V ext/V prec.) [53]
t =10 min
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Ag

Au

Au

CuO

CuO

MgO

Antinobacteria / S.
xinghaiensis OF1

Micro alga / Halymania
dilatata

Levadura / Magnusiomyces
ingens LH-F1

Alga marina / Ulva lactuca

Micro alga / Anabaena
cylindrica

Bacteria / Actinomycetes

Bacteria / Bacillus
paramycoides

Extracelular

Extracelular

Intracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

[AgNOz] =1 mM
t =3 dias

[HAUCIs]=1M
T=60°C
t=9al2h

[HAUCls] =1 mM
[Biomasa] =2.2 g L
T=30°C
t=24h
[CuSO4] =9 MM
3:7 (V ext/V prec.)
[NaOH] =0.2 M
t=2h
[CuSO4*5H20] =1 mM
T=60°C
t=24h
pH =8.2
900 rpm
[Mg(NOs)26H.0]1 =1 M
9:1 (V ext/V prec.)
T=80°C
pH=5
t=24h
[MgSO4] =4 mM
1:1 (V ext/V prec.)
0.2% isopropanol
0.2% Polivinilpirrolidona

[66]

[78]

[59]

[53]

[79]

[71]

[52]
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TiO2

Zn0O

Ag-Cu

Bacteria / Bacillus subtilis
ATCC-6633

Bacteria / Shewanela sp.

Alga marina / Ulva lactuca

[Ti(OH)2] = 0.025 M
8:2 (V Ext/V Prec.)
T=60°C
t =20 min
[ZnSO47H20] = 10 mM
Intracelular t=24h
37 rpm
[CuSO4]=9 mM
[AgNO3]=1 mM
4:6 (V Ext/V Prec.)
[NaOH]=0.2 M
t=2h

Extracelular

Extracelular

[62]

[61]

[53]
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2.2 Aplicacion de las nanoparticulas
sintetizadas biogenicamente

2.2.1 Procesos de desinfeccion

Las NPs sintetizadas por métodos biogénicos han sido reportadas con alta eficiencia
antimicrobiana (e.g., antibacteriana y antiflingica) a bajas concentraciones en comparacion
con agentes antibacterianos comerciales (e.g., antibioticos) debido al efecto sinérgico de las
NPs y los compuestos orgéanicos unidos a ellas (e.g., proteinas y polifenoles) [64,83,84]. Por
lo tanto, se analizd el proceso de desinfeccion, pero se destacd que las principales
aplicaciones reportadas son la actividad antibacteriana (Tabla 5) y fangica (Tabla 6). Para
ello, se muestra poca informacion sobre otros estudios de MO, como los virus [85], los cuales,
tras la pandemia de COVID-19, la generacion de nuevas tecnologias para su tratamiento es
una importante linea de investigacion a desarrollar.

Para la cuantificacion de la eficiencia de eliminacion bacteriana, se han descrito dos metodos
para determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas: i) la zona de inhibicion
(ZOl) y ii) las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) y bactericidas (CBM) mediante
el método estandar de microdilucién en caldo [75]. Sin embargo, para generar datos que
puedan mostrar una mejor actividad antibacteriana, se informa principalmente del método de
microdilucion, segun el protocolo M27-A3 del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) [65] para obtener la CIM y la CBM. La CMI es la concentracion minima de
nanoparticulas necesaria para que no haya crecimiento bacteriano visible [41], mientras que
la CBM es la concentracion minima de nanoparticulas necesaria para inactivar o eliminar la
mayoria de los indculos de una cepa bacteriana especifica [53]. Por lo tanto, la Tabla 5
muestra los informes en los que las NPs fueron sintetizadas por el método biogénico, y la
eficiencia de desinfeccion fue reportada por MC y MBC. Sin embargo, se identifico que el
uso de la ZOlI fue principalmente en los que se utilizaron NPs por con plantas, mostrando que
la aplicacion de la desinfeccion utilizando NPs por plantas debe realizarse por el método de
microdilucién para comparar justamente con las NPs por MO y determinar el efecto del
compuesto organico en la eficiencia de la desinfeccion [6,8,10,19,28,29,34,40,48,86,87].

Para la aplicacion antibacteriana (Tabla 5), se destaca que las NPs metalicas mas reportadas
fueron las de plata, lo cual es de esperar porque se ha reportado que tienen una alta eficiencia
antibacteriana a bajas concentraciones. Sin embargo, comparando con las Tablas de sintesis
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(Tablas 1a4)y el profundo estudio sobre las NPs de plata (AgNPs), se destaca que las AgNPs
fueron un modelo de NPs para demostrar si diferentes extractos de plantas y microorganismos
podrian ser utilizados para la sintesis biogénica debido a la bien reportada y definida via de
produccion, métodos de cuantificacion y eficiencia del proceso de desinfeccion [81,82]. No
obstante, deberian sintetizarse otras NPs metalicas de menor coste (e.g., Fe) para poder
ampliar el proceso de desinfeccion, ya que, como se ha sefialado, el efecto sinérgico de la
materia organica y las NPs metélicas mejora las propiedades antimicrobianas [50,51].

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas influyen significativamente en su eficacia
antibacteriana, por ejemplo, Mansoor et al. [62] observaron que las lineas celulares absorbian
mas facilmente las NPs pequefias de forma irregular que las grandes de forma esférica,
mientras que Al-Dbass et al. [58] observaron que las NPs de forma triangular tendian a
interactuar mejor con la membrana bacteriana que las NPs de forma esférica o de barra. No
obstante, en el caso de las NPs producidas por el método biogénico, los componentes
bioactivos derivados de la sintesis biogénica estan implicados porque las NPs estan
recubiertas por las biomoléculas que poseen o mejoran las propiedades antibacterianas
[29,48]. Como ejemplo, se observé en la Tabla 5 que las bacterias son mas sensibles a las
NPs sintetizadas utilizando microorganismos que a las que utilizan extracto de plantas, lo
que demuestra que las biomoléculas de los microorganismos podrian tener una mayor
interaccion con las NPs para mejorar la actividad antibacteriana. Sin embargo, no existen
informes que comparen cdmo las diferentes biomoléculas (es decir, procedentes de plantas o
de microorganismos) afectan a las propiedades antibacterianas por sinergismo o
modificacion del tamafio y la morfologia, lo que sigue siendo una importante laguna por
cubrir.

La Tabla 5 muestra que el método de sintesis biogénica mas utilizado es el basado en
microorganismos. El microorganismo utilizado no sélo afecta al tamafio y la morfologia, sino
también a las propiedades quimicas, como la actividad antibacteriana, ya que, como
informaron Tufail et al. [64], utilizando NPs de la misma bacteria (e.g., P. aeruginosa
MN900691) la eficacia antibacteriana (es decir, MIC y MBC) es similar. Sin embargo, las
NPs de diferentes MO (e.g., P. aeruginosa MN900691 y E. coli MT448673) modificaron la
actividad antibacteriana, requiriendo una mayor o menor concentracién de NPs. Por lo tanto,
es preciso colmar una importante laguna de informacién identificando el efecto del agente
biolégico en los procesos de desinfeccion y el efecto sinérgico con las NPs. Asimismo,
determinar los agentes bioldgicos que alcanzaron las mejores condiciones antibacterianas
para estandarizar y escalar el proceso. Ademas, para la aplicacion antibacteriana (Tabla 5),
destaca que la mayoria de las bacterias modelo eran para la salud humana y patdgenas para
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las plantas debido al impacto en el nexo agua-alimentacion. Sin embargo, para la
desinfeccion, el modelo bacteriano debe seleccionarse por la composicion quimica de la
pared celular (es decir, las bacterias son grampositivas 0 gramnegativas) [71] porque las
grampositivas tienen capas externas adicionales de lipopolisacaridos y peptidoglicanos que
dificultan el paso de las nanoparticulas a la membrana citoplasmatica, lo que les permite
resistir mas dafios. Por el contrario, los gramnegativos no tienen [18,68] generando una
interaccion eficiente de las NPs.

La Tabla 5 muestra que algunas nanoparticulas son eficaces para bacterias gramnegativas y
grampositivas porque algunos autores informaron de cargas superficiales opuestas entre la
nanoparticula generada (producida por el material y el agente de recubrimiento) y la pared
celular de las bacterias modelo, lo que a su vez permite una interaccion 6ptima [16,25,71].
No obstante, existe un importante vacio de informacion sobre los mecanismos que implican
la actividad antibacteriana de las nanoparticulas sintetizadas biogénicamente, ya que se
centran en la interaccion de las NPs con las proteinas y las membranas celulares bacterianas
[58]. Por ejemplo, la permeacion de la pared celular, en la que las nanoparticulas se unen a
la superficie de las bacterias, normalmente por afinidad electrostatica, lo que le permite
alterar la permeabilidad de la membrana celular y finalmente atravesarla, provocando la
muerte celular [16,25,29,39,66,71,77]; o las especies reactivas de oxigeno (ROS) por sus
siglas en ingles producidas por las nanoparticulas inducen estrés oxidativo y causan dafios en
la pared celular y los lipidos, al tiempo que afectan a la sintesis de ADN y proteinas y
producen la apoptosis [48,58,64,65]. Por lo tanto, comprender la via de desinfeccion de las
NPs producidas mediante un método biogénico analizando el sinergismo de las NPs y los
compuestos organicos (e.g., el ndcleo) es una laguna que hay que cubrir.
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Tabla 5. Actividad antibacteriana de nanoparticulas sintetizadas biogénicamente.

Método de . MIC, MBC, .
Metal sintesis biogénica Bacteria Gram mg mLt mg mL-! Referencia

Ag Microorganismo B. cereus + 6 6 [67]

[P. pastoris spent
medium

Ag Microorganismo E. coli O157:H7 - 0.19 1.52 [67]

[P. pastoris spent
medium

Ag Microorganismo / P. aeruginosa - 7.5 9 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo / E. coli - 6.75 8 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo / S. aureus + 9 125 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo / B. cereus + 10.25 14 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo / H. pylori J99 - 15 18.5 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo/  H. pylori NCTC 11673 - 25 25 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo/ H. pylori UM66 - 145 18 [60]
P. putida MPV2

Ag Microorganismo/ P. aeruginosa - 3.6 4.3 [64]

P. aeruginosa MN900691
MN900691
Ag Microorganismo / E. coli MT448673 - 3.3 4.6 [64]

P. aeruginosa
MN900691
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Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Ag

Microorganismo /
P. aeruginosa
MN900691
Microorganismo/
P. aeruginosa
MN900691
Microorganismo /
E. coli
MT448673
Microorganismo /
E. coli
MT448673
Microorganismo/
E. coli
MT448673
Microorganismo/
E. coli
MT448673
Microorganismo /
B. subtilis
MN900684
Microorganismo /
B. subtilis
MN900684
Microorganismo /
B. subtilis
MN900684
Microorganismo /
B. subtilis
MN900684

B. subtilis MN900684

B. licheniformis
MN900686

P. aeruginosa
MN900691

E. coli MT448673

B. subtilis MN900684

B. licheniformis
MN900686

P. aeruginosa
MN900691

E. coli MT448673

B. subtilis MN900684

B. licheniformis
MN900686

3.3

2.6

8.6

6.7

6.3

5.6

4.6

5.6

4.6

4.6

11.6

10.3

8.3

6.6

6.3

5.6

6.6

[64]

[64]

[64]

[64]

[64]

[64]

[64]

[64]

[64]

[64]
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Ag

Ag

Ag

Ag

Ag
Ag
Ag
Ag

Ag

Ag

Ag

Microorganismo /
B. licheniformis
MN900686
Microorganismo /
B. licheniformis
MN900686
Microorganismo /
B. licheniformis
MN900686
Microorganismo /
B. licheniformis
MN900686
Microorganismo /
G. lucidum
Microorganismo /
G. lucidum
Microorganismo /
G. lucidum
Microorganismo /
G. lucidum
Microorganismo /
S. xinghaiensis
OF1
Microorganismo /
S. xinghaiensis
OF1
Microorganismo /
S. xinghaiensis
OF1

P. aeruginosa
MN900691

E. coli MT448673

B. subtilis MN900684

B. licheniformis
MN900686

S. aureus
B. cereus
E. coli

P. aeruginosa

E. coli ATCC 8739

K. pneumoniae ATCC

700603

P. aeruginosa ATCC

10145

+ >1,000
+ 250
- 250

- 500

- 256

8.7

7.3

6.5

5.6

>1,000
500
1,000
<500

64

256

32

[64]

[64]

[64]

[64]

[68]
[68]
[68]
[68]

[66]

[66]

[66]
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Ag

Ag

Ag
Ag

Ag
Ag
Ag20
Ag0
Ag.0
Ag0
Ag.0
Ag0
Ag.0

Ag20

Microorganismo /
S. xinghaiensis
OF1
Microorganismo /
S. xinghaiensis
OF1
Planta/ F.
assafoetida
Planta/ F.
assafoetida
Planta/ F.
assafoetida
Planta/ F.
assafoetida
Microorganismo /
U. lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo/
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca

S. aureus ATCC 6538

B. subtilis PCM 2021

S. aureus ATCC 25923
E. faecalis ATCC 25922
E. coli ATCC 11700

S. typhimurium ATCC

13311

S. mutans ATCC 25175
L. acidophilus CH-2
S. aureus ATCC6538

S. aureus ATCC 25923

S. epidermidis ATCC

12228

K. pneumoniae

KY856924
Acinetobacter
KY856930

E. coli KY856932

+

256

64

10

50

50

10

0.062

0.062

0.5

0.25

0.125

0.5

0.5

384

64

10

50

100

100

0.125

0.125

0.25

0.25

0.125

0.5

0.5

[66]

[66]

[25]
[25]
[25]
[25]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]

[53]
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Ag20
Ag20
Ag20
Au
Au
CuO
CuO
CuO
CuO
CuO
CuO
CuO
CuO
CuO

CuO

CuO

Microorganismo/
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. lactuca
Planta/ A. nigra
Planta/ A. nigra
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo/
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo/
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo/
U. Lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. lactuca
Microorganismo /
U. Lactuca
Microorganismo /
U. lactuca

E. coli KY856933

Enterobacter
KY856934

E. aerogenes

B. subtilis
E. coli
S. mutans ATCC 25175

L. acidophilus CH-2
S. aureus ATCC6538
S. aureus ATCC 25923

S. epidermidis ATCC
12228
K. pneumoniae
KY856924
Acinetobacter
KY856930
E. coli KY856932

E. coli KY856933
Enterobacter

KY856934
E. aerogenes

0.062

0.062

0.5

350

300

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.125

0.125

600
400
0.5

[53]
[53]
[53]
[18]
[18]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]

[53]
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MgO

Zn0O
Zn0O
Ag-CuO
Ag-CuO
Ag-CuO
Ag-CuO

Ag-CuO

Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo/
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Microorganismo /
Actinomycetes
Planta/ N. sativa
Planta/ N. sativa
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica

E. coli
E. coli
P. vulgaris
S. typhimorium
S. flexneri
K. pneumonia
S. aureus
S. pneumonia
B. cereus

L. monocytogenes
E. coli

S. mutans ATCC 25175
L. acidophilus CH-2
S. aureus ATCC6538

S. aureus ATCC 25923

S. epidermidis

20

25

20

25

24

20

15

40

25

512

256

0.25

0.25

0.25

0.125

0.125

40

50

55

50

40

45

35

50

45

0.5

0.25

0.5

[79]
[71]
[71]
[71]
[71]
[71]
[71]
[71]
[71]
[41]
[41]
[53]
[53]
[53]
[53]

[53]
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Ag-CuO
Ag-CuO
Ag-CuO
Ag-CuO
Ag-CuO
Ag-CuO

Ag-Zn0O

Ag-ZnO
Ag-Zn0O
Ag-ZnO
Ag-ZnO
Ag-ZnO
Ag-ZnO

Ag-ZnO

Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Microorganismo /
A. cylindrica
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna
Planta/ C.
monogyna

K. pneumoniae
Acinetobacter
E. coli KY856932
E. coli KY856934
Enterobacter

E. aerogenes

P. aeruginosa ATCC

27853

K. pneumoniae ATCC

9997

S. typhimurium ATCC

14028

P. vulgaris ATCC 6380
S. mitis ATCC 6249

S. salivarius ATCC

1448

S. faecalis ATCC 15753

S. aureus ATCC 16538

0.25

0.25

0.125

0.25

0.25

0.25

200

50

125

50

12.5

100

12.5

200

200

100

50

100

25

200

50

400

[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[88]
[88]
[88]
[88]
[88]
[88]
[88]

[88]
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La Tabla 6 muestra los informes de actividad antifungica. Se observa que se ha notificado
una amplia variedad de hongos. Sin embargo, los més notificados fueron Aspergillus spp y
Candida spp porque Candida spp suelen ser levaduras inofensivas que se encuentran en la
microbiota humano, pero desarrollan resistencia a los tratamientos antifungicos
convencionales (e.g., fluconazol voriconazol) [89-91]; mientras que Aspergillus spp son
hongos patogenos filamentosos [90,92]. No obstante, deben utilizarse informes que incluyan
otros hongos patégenos de plantas, animales y humanos (e.g., R. microsporus, P.
aphanidermatum, M. racemosus, S. racemosum y P. crustosum) para identificar la posible
resistencia de los hongos al tratamiento de desinfeccion con NPs. También, a pesar del mismo
informe que utiliz6 diferentes hongos con las mismas NPs [19,29], tal como fue reportado
por Alowaiesh [19], donde los autores sintetizaron nanoparticulas de Ag utilizando extracto
de Oliva y probaron varias cepas fungicas. La zona de inhibicion (ZOI) méas baja se mostro
contra C. glabrata (es decir, levadura), mientras que la mayor se observo contra A. flavus (es
decir, hongos filamentosos); ninguno realizé un analisis que describiera el efecto de las NPs
sobre los distintos hongos, lo cual es relevante porque tienen morfologia, metabolismo y
reproduccion diversos, lo que los hace mas o menos resistentes a los antibiéticos [93-95]. Por
ejemplo, los hongos filamentosos son hongos multicelulares con estructuras visibles, lo que
les permite cubrir grandes areas y descomponer la materia orgéanica rapidamente o infectar
las plantas durante la cosecha y post-cosecha de frutos, generando que, aunque el antibiético
pueda atacar efectivamente a los hongos filamentosos, estos poseen diversos mecanismos de
defensa que reducen su eficacia [94,96]. A su vez, las levaduras son hongos unicelulares que
se reproducen por division celular y s6lo son capaces de crecer en lugares con nutrientes
disponibles en solucidn, lo que constituye un mecanismo mas efectivo contra los antibi6ticos
en comparacién con otros hongos y actualmente representa un desafio clinico, principalmente
debido a su adaptabilidad genética y mutaciones [97-99].

La Tabla 6 muestra que, a pesar de varios experimentos, estos son de pocos reportes
resaltando un vacio critico de informacion sobre aplicaciones de desinfeccién de hongos. Por
ejemplo, se utilizaron las NPs metalicas porque, como muestra la Tabla 6, destaca que sélo
se informo de Au, Fe y Ag, evitando otros metales con propiedades desinfectantes, como Cu
y Zn. Por lo tanto, las NPs metalicas y de dxidos metalicos deben ser sintetizadas utilizando
un método biogénico y aplicadas para la actividad antifangica para llenar el vacio. Ademas,
a partir de las NPs ya reportadas, se muestra que no se pudo realizar una comparacion justa
debido a que se realizaron diferentes procesos de sintesis para generarla. Por ejemplo, se ha
informado de que la actividad antifingica éptima esta relacionada con el tamafio de las NPS
debido a que las nanoparticulas de menor tamafio permiten una mejor interaccion con la
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membrana celular [37,75]. Ademas, los procesos de sintesis modificaron las propiedades
quimicas, como el recubrimiento biolégico que mejor6 la unién entre las proteinas y la
membrana celular [87,100] o aumentd la eficacia antimicrobiana de las nanoparticulas [29].
Por lo tanto, el mecanismo de la actividad antifingica de las nanoparticulas sintetizadas
biogénicamente es una laguna importante que hay que cubrir porque, como se ha descrito,
las teorias propuestas tienden a parecerse a las de la actividad antibacteriana de las
nanoparticulas (e.g., penetracion en la membrana celular, produccién de ROS) [65,75,87] o
los autores atribuyen la actividad antimicrobiana a la capacidad de las nanoparticulas para
interferir en la bomba proteica de células fungicas especificas [18,56].
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Tabla 6. Actividad antiflngica de nanoparticulas sintetizadas biogénicamente.

Método de sintesis

-1 -
Metal biogénica Hongo [NP], pg mL Z0l, mm Referencia
Microorganismo/ .
Ag P indica R. microsporus 400 38 [56]
Ag Mlcroo_rga_nlsmo/ M. racemosus 400 19 [56]
P. indica
Ag Mlcroo_rga_nlsmo/ S. racemosum 400 24 [56]
P. indica
Ag Planta/ Olive C. rugosa 100 31 [19]
Ag Planta/ Olive C. albicans 100 31 [19]
Ag Planta/ Olive P. crustosum 100 35 [19]
Ag Planta / Olive A. flavus 100 34 [19]
Ag Planta / Olive C. glabrata 100 26 [19]
Ag Planta / Olive A. niger 100 30 [19]
Au P'?”ta’ J A. fumigatus 100 4 [29]
auriculatum
Au Plgnta/ J. C. albicans 100 4 [29]
auriculatum
Au Planta / J. T. viride 100 5 [29]
auriculatum
Au Planta / J. L. lecanii 100 5 [29]
auriculatum
Iron oxide Plant_a/ P. C. tropicalis 50,000 15 [87]
guajava
Iron oxide Planta/P. C. albicans 50,000 13 [87]
guajava
FesOq Planta / E. herita A. fumigatus 30,000 21.67 [100]
Fe304 Planta / E. herita A. niger 30,000 18.67 [100]
FesOq Planta/E. herita  Arthogrophis cuboida 30,000 25.33 [100]
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Planta /

a-Fe203 y y-Fe203 P orientalis M. piriformis 100 26 [37]
Planta / .
a-Fe203 y y-Fe203 P orientalis A. niger 100 16 [37]
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3 Metodologia de
Investigacion

3.1Aislamiento y purificacion del hongo
fitopatogenos

A partir de un trozo fruto enfermo de yaca (Artocarpus heterophyllus), carambolo (Averrhoa
carambola), tomate roma (Solanum lycopersicum '‘Roma’) y mango Manila (Mangifera
indica) se aislaron diferentes hongos en agar papa-dextrosa (PDA) con antibiotico
(amperamida) para evitar la contaminacion por bacterias y se incubo a temperatura ambiente
(28 £ 1° C). Para su purificacién se hizo un seguimiento con microscopio Labomed Lx-400
y se realizaron resiembras cada tercer dia hasta observar una cepa pura. El hongo aislado se
almaceno a -40° C con glicerol al 10% para mantener la pureza.

3.2Preparacion de extracto de hongo

Se prepararon los extractos en tubos con tapa Falcon de 50 mL estériles con 45 mL de agua
destilada estéril y se saturaron con cada hongo (biomasa), para ello se raspo la superficie del
agar sin romper el mismo para logar extraer la méxima cantidad de biomasas pura y se dejé
en agitacion a 120 rpm de 2 a 96 h. Por ultimo, se filtraron con membrana milipore de 0.45
um y equipo de filtracién con bomba de vacio en condiciones estériles conservando el
sobrenadante. La biomasa recolectada durante la filtracion se utiliz6 para la cuantificacion
de peso seco. El filtrado resultante se almaceno a 4° C.

3.3Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de AgNPs, al extracto de hongo (sobrenadante) se le afiadio nitrato de plata
(AgNO3) a una concentracion final de 1 mM y se dejé en agitacion a 120 rpm a temperatura
ambiente (28 + 1° C) durante un maximo 24 h, o hasta que se presentd un cambio de color
visible. Una vez terminada la sintesis se almaceno la solucion a 4° C.
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3.4Pruebas de desinfeccion

Para determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas se
utilizé la técnica de microdiluciones para determinar el MIC, segun el protocolo M27-A3 del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [65] utilizando de bacteria modelo gram
negativa E. coli ATCC 8739 y bacteria modelo gram positiva S. aureus ATCC 6538 incubada
por 4 0 5 horas en caldo nutritivo. Para ello, en una microplaca de 96 pocillos se realizaron
columnas diluciones seriadas de cada muestra afiadiendo en los pozos de la columna nimero
uno 200 pL de cada solucién con AgNPs por triplicado, desde la columna dos hasta la
columna diez se diluyo cada solucion con AgNPs con caldo nutritivo con un factor de
dilucion de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 y 512, respectivamente, la columna once y doce se
utilizaron para controles negativo y positivo de la prueba. Por Gltimo, se afiadieron 100 pL
de inoculo bacteriano y se afiadio a los pozos desde la columna uno hasta la columna once.
Las microplacas se incubaron por 24° C y se determing la actividad antimicrobiana segun la
turbidez de cada dilucidn en comparacion con los controles negativos y positivos.

3.5Caracterizacion

3.5.1 Cinetica de crecimiento y reproduccion de
biomasa del hongo R. stolonifer

Se realizo la curva de cinética de crecimiento y produccion de biomasa del hongo Rhizopus
Stolonifer para reportar el aumento de la biomasa respecto al tiempo. Para ello, se realizo la
cinética de crecimiento mediante el aumento de diametro cada 24 h hasta alcanzar el maximo
de diametro de la caja Petri. Para la produccion de biomasa se utilizo la técnica de peso seco,
donde se recolecto una muestra de hongo en papel filtro en diferentes dias de crecimiento y
se dejaron secar a 100° C por 24 h. Los experimentos se hicieron por cuadruplicado. Por otra
parte, se realizd la misma técnica de peso seco para cuantificar la biomasa recolectada
después de la preparacion del extracto del hongo con 3y 11 dias de crecimiento.
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3.5.2 Cuantificacion de proteinas de los
extractos de hongo por el método de Kjeldahl
Gunnig-Arnold

Se utilizo 1 ml de muestra por duplicado en matraces Kjeldahl. En los matraces con la
muestra se afiadié 0.1 g de sulfato clprico, 2.5 g de sulfato de potasio y 5 mL de &cido
sulfarico concentrado. EI matraz se colocé en el digestor Kjeldahl y se calentd hasta que
presento un cambio de color a verde y posteriormente, se deja enfriar a temperatura ambiente.

Una vez que las muestras estuvieron a temperatura ambiente, se agregaron 200 mL de agua
destilada, 25 mL de NaOH al 40% y 5 mL de sulfuro de sodio al 10%. Posteriormente, se
conectd al sistema de destilacion del digestor Kjeldahl, junto con un matraz Erlenmeyer de
400 mL con 75 mL de &cido borico al 4%. A la solucién se le agregaron tres gotas del
indicador rojo de metilo y se dej6 destilar hasta que la solucion cambiara de color morado a
verde. Por ultimo, se titulo el destilado contenido en el matraz con una solucion de HCl a 0.1
N hasta que hubo un cambio de color de verde a morado.

3.5.3 Cuantificacion de Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) de los extractos de hongo

Se utilizé 2.5 mL de muestra por duplicado en tubos de ensayo de 10 mL y se incluye una
muestra de agua destilada estéril como blanco. Se afiadio en cada tuvo 3.5 mL de solucion
acida 'y 1.5 mL de solucién digestora de rango alto, se cerraron todos los tubos y se agitaron.
Se colocaron todos los tubos con muestra incluyendo el blanco en el reactor a 150°C por dos
horas. Pasadas las dos horas, se dejo enfriar la muestra y se midi6 la absorcion en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm.

3.5.4 Cuantificacion de proteinas de los
extractos de hongo con el método Bradford

Se cuantificd con el método Bradford con algunas modificaciones. Se toman 10 pL de
muestra mezclado con 200 pL de solucion Bradford 1:4, la deteccidn de proteinas se mide
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en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 595 nm y se utiliza como curva de
calibracion la proteina Albumina de suero bovino (BSA).

3.5.5 Cuantificacion de polifenoles de los
extractos de hongo con el meétodo Folin-
Ciocalteu

Se utiliz6 el método Folin-Ciocalteu con algunas modificaciones. Se tomaron 3 pL de cada
extracto mezclado y se adicionan 237 uL de agua destilada, 15 pL del reactivo de Folin al
10% y finalmente 45 pL de carbonato de sodio (Na2COs) al 15%. La deteccién de polifenoles
se mide en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 760 nm y se utiliza como curva
de calibracién un compuesto fendlico simple como lo es el &cido gélico.

3.5.6 Caracterizacion de los extractos de hongo
y seguimiento de la produccion biogénica de
AgNPs por espectroscopia IR

Se caracterizaron los extractos antes y después de la adicion de AgNOs, para ello, se
liofilizaron 3 mL de cada muestra para la obtener de un polvo fino, los cuales se
caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo codificado por transformada de Fourier
(FT-IR) en un equipo Thermo Scintific, NICOLET 1S10. Los espectros fueron adquiridos
empleando la técnica de atenuacion total de reflexion (ATR) con 16 barridos y una resolucién
de 2 cmL. Por otra parte, se le dio seguimiento a la produccion de AgNPs mediante un barrido
de absorcion (200 a 700 nm) utilizando un espectrofotometro ultravioleta-visible (Thermo
scientific, evolution 300 UV-vis). Se tomaron 3 mL de muestra en celdas de cuarzo
previamente esterilizadas con una solucién de etanol al 70 % de todos los extractos antes y
después de 24 h de la adicién de AgNO:s.
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3.5.7 Analisis estadistico de correlacion

Una vez obtenidos los resultados de la cuantificacion de proteinas y polifenoles de los
extractos preparados y los resultados del seguimiento a la sintesis de AgNPs, se utilizd un
andlisis de correlacion Pearson lineal y un andlisis de correlacién Sperarman no paramétrico
con el objetivo de buscar si existe una relacion entre las proteinas y polifenoles de los
extractos, dicho analisis se realizé en el programa STATGRAPHICS. Posteriormente, para
comprobar los resultados del andlisis de correlacion se prepararon diez extractos mas
utilizando siete y tres hongos con tres y once dias de crecimiento respectivamente en tubos
Falcon de 50 mL estériles con 45 mL de agua destilada estéril y se saturaron con el hongo R.
Stolonifer como se describe previamente y se dejaron en agitacion a 120 rpm de 30 min a 46
h. Transcurridos los primeros 30 min se tomaron 8 mL del sobrenadante con jeringa estéril y
se filtr6 con filtro milipore de 0.45 um para jeringa y se almaceno en tubos con tapa de 5 mL
a 4° C, se tomaron muestras de la misma manera a las 20, 24, 27 y 46 h. Los filtrados se
almacenaron a 4° C.

3.5.8 Caracterizacion de morfologia, tamafno y
composicion de las AgNPs biogenicamente
sintetizadas

La composicién elemental de las AgNPs se determind mediante microscopia electronica en
un equipo JEOL para microandlisis JSM-7610F operando con un voltaje de 2kV y un
espectro de energia dispersiva de rayos X (EDS) acoplado. Mientras que la morfologia y
tamafio se analizaron por microscopia electrénica de transmision (TEM Hitachi 7700, Tokio,
Japén) operada a 100 kV. Las muestras analizadas fueron dispersadas en agua en la superficie
de una rejilla de cobre con soporte de carbono formvar lacey, tamafio de malla 200, usando
escalas de 100, 50 y 20 nm.
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4 Resultados

4.1 Aislamiento y purificacion de hongos

El hongo Aspergillus spp. (figura 1.a) se aisld de un fruto infectado de tomate roma (Solanum
lycopersicum 'Roma’), el hongo Penicillum spp. (figura 1.b) se aisl6 de un carambolo enfermo
(Averrhoa carambola). Ambos hongos fueron caracterizados por su morfologia
macroscopica y microscopica caracteristica. Por ultimos a partir del fruto infectado de yaca
(Artocarpus heterophyllus) (Figura 1.a) se aislé el hongo R. Stolonifer (figura 1.d) el hongo
fitopatdgeno de la familia del Rhizopus fue identificado por Contreras et al., (2022) [101].
Por otra parte, se consiguié del cerapio de hongos del Instituto Tecnoldgico de Tepic el hongo
P. italicum (figura 1.c). Todos los hongos fueron incubados en agar papa-dextrosa a 25°C,
con un crecimiento de 5-7 dias en promedio para cubrir toda el area de la placa Petri.

Figura 1. Cultivos purificados de hongos aislados de frutos enfermos; a) Aspergillus spp., b)
Penicillum spp., ) P. italicum y d) R. Stolonifer.
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4.2Pruebas preliminares con los diferentes
hongos

Con el objetivo de seleccionar un extracto de hongo adecuado para la formacion de
nanoparticulas de plata (AgNPs), se prepararon 200 mL de extracto de cada hongo, siguiendo
la metodologia descrita para la preparacion de extractos, y se sometieron a agitacion
constante durante 72 horas. Posteriormente, se tomaron muestras de los extractos para la
cuantificacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y proteinas. Al volumen restante
de cada extracto se le afiadio una solucion de AgNOz con una concentracion de 3 mM,
dejandolo en reposo en condiciones de oscuridad por 48 horas, con el fin de observar un
cambio de color caracteristico de la formacion de AgNPs, que indicaria un tono naranja.

Los resultados preliminares se presentan en la Tabla 7. En cuanto al DQO, se observo una
similitud entre los extractos, con la excepcion del hongo Rhizopus stolonifer, donde podemos
atribuir una baja produccién de biomasa en comparacion con los demas hongos para explicar
esta diferencia. Sin embargo, en términos de contenido de proteinas, Penicillium italicum
presento el valor mas bajo (0.10%), mientras que el extracto de R. stolonifer registrd un
0.28% similar a la mayoria, lo que podria estar parcialmente relacionado con la actividad
enzimatica y otras actividades metabdlicas relacionadas con las condiciones aplicadas.

Tabla 7. Resultados de las pruebas preliminares para la formacion de AgNPs biogénicamente
sinterizadas con diferentes extractos de hongo.

Honao Tiempo de DQO, Proteinas, Respuesta a la
g agitacion, h mgO; L % biosintesis de AgNPs
Aspergillus spp. 173,600 0.26 Ligero cambio de

color a amarillo
Ligero cambio de

Penicillum spp., 185,266.67 0.25 )
72 color a amarillo
P. italicum 205,600 0.10 Sin cambios
R. Stolonifer 58,933.33 0.28 Cambio de color a

naranja

Al proceder con la sintesis de AgNPs, no todos los hongos mostraron ser efectivos. Los
extractos de Aspergillus spp. y Penicillium spp. presentaron un ligero cambio de color,
mientras que R. stolonifer mostrd el cambio de color mas intenso, lo que se puede atribuir a
la formacion de AgNPs. Este comportamiento indica que los extractos de R. stolonifer son
los mas eficientes para la formacion de AgNPs utilizando una metodologia simple y bajo
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condiciones ambientales. Por lo que, se selecciono el hongo R. stolonifer para continuar
trabajando la sintesis de nanoparticulas de plata.

4.3Cinética de crecimiento y produccion de
biomasa del hongo R. stolonifer

Una vez seleccionado el hongo se realiz6 una cinética de crecimiento del hongo y se
determind por medio de dos experimentos, en el primero se cuantifico el crecimiento radial
del hongo en caja de Petri. Para ello, primero se midio el diametro de la muestra cultivaba,
es decir, se determin0 un diametro inicial conocido para posteriormente observar el aumento
del didmetro. Se alcanzé el méximo del diametro en dos dias debido al crecimiento radial de
las hifas. Como segundo método para la determinacion de cinética de crecimiento, se realizé
la cinética de biomasa (Tabla S1 y figura 2). En la Tabla S1 y la figura 2 se muestra un
comportamiento no lineal con respecto del tiempo, resaltando que el maximo de biomasa
registrado fue en el dia tres con 0.180 g; posteriormente la cantidad de biomasa oscilo entre
0.10y 0.17 g aproximadamente, esto se atribuye a que el hongo crece en una superficie finita
por lo que tiene un punto maximo de crecimiento y produccién de biomasa.
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Figura 2. Cinética de produccion de biomasa del hongo R. stolonifer cultivado en PDA.
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La biomasa obtenida del dia tres se relaciona con la aparicion de los esporangios, conocidos
por ser las partes portadoras de esporas para su reproduccion lo que marca el inicio de la fase
crecimiento exponencial, mostrando un maximo de biomasa correspondiente a un rapido
crecimiento y expansion micelial, por lo tanto después del dia tres se puede asumir que
empieza la produccidn de esporas representando otra fase de crecimiento, ademas en la figura
2 se puede observar cdmo hay dias de produccidn de biomasa que presentan una gran barra
de erros, este tipo de comportamiento se atribuye principalmente a la reaccion del hongo
como individuo a las condiciones y medios de incubacion asi como a su fase de crecimiento.
Ademas, si consideramos que la fase exponencial de un hongo filamentoso suele durar desde
el dia tres hasta el dia cinco, y se considera que de los dias seis al once el hongo esta en su
fase estacionaria, se puede relacionar a lo observado desde el dia siete hasta el dia once donde
se observo un polvo negro fino presente en la superficie correspondiente a la madurez o
saturacion de los esporangios gque suelen romperse liberando las esporas en forma de un polvo
negro. A partir de lo anteriormente descrito, para la preparacion de extractos se selecciono el
hongo del dia tres y el dia once que corresponden al inicio de la fase exponencial, lo que
significa que tanto la estructura y morfologia esta casi completa; mientras que el dia 11, al
ser el dltimo dia de la fase estacionaria, la biomasa contiene los esporangios que estan llenos
de esporas, lo que permitira evaluar dos variables, la madurez del hongo y la influencia de la
esporas en la produccién de AgNPs asi como su reaccion a las condiciones de estrés para la
preparacion de los extractos. Es decir, podemos indagar en si existe diferencias entre la
presencia y ausencia de esporas en la preparacion de extractos, asi como la edad del hongo y
si este tiene alguna relevancia para la 6ptima formacion de AgNPs.

4.3.1 Caracterizacion por infrarrojo de los
extractos de hongo R. stolonifer con tres dias
de crecimiento

Todos los extractos de hongos preparados fueron caracterizados para la identificacion de
biomoléculas mediante métodos espectroscopicos UV-Vis y FT-IR, Todas las muestras
analizadas se mantuvieron en estado liquido, excepto para el analisis por espectrofotometria
de FT-IR, para el cual se requirié separar 3 mL del extracto y someterlo a un proceso de
liofilizacion, obteniendo asi un polvo. En esta primera parte, se abordan exclusivamente los
extractos preparados con un hongo con tres dias de crecimiento. En este punto, ya hemos
determinado que se observa una estructura casi completa antes de la produccion de esporas.
Este analisis es fundamental para entender el desarrollo y comportamiento del hongo en esta
fase de su ciclo de vida y su reaccion a las condiciones de estrés sometidos.
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En la Figura 3 se muestran las muestras liofilizadas de extractos de hongo R. stolonifer,
resaltando que estas presentaron espectros parecidos. Ademas, se identificaron 9 sefiales
presentes en todos los espectros. Alrededor de los 3,280 cm-1 (a) se observa una banda ancha
que se puede atribuir a los enlaces N-H de aminas o enlaces peptidicos. En las lineas b, cy d
que van desde 2,960 a 2,850 cm-1 se presentan varios tipos de sefiales que se suelen atribuir
a las vibraciones asimétricas y simétricas de los enlaces C-H de los grupos metilo y metileno.
Las lineas e y f, que estan alrededor de 1,400 cm-1 también se atribuye a vibraciones de
deformacion de los enlaces C-H de los grupos metilo y metileno y a la deformacion simétrica
de los grupos carboxilatos (COO-), ademas de atribuirse a vibraciones de los enlaces C=0
de los grupos carbonilo y carboxilatos asimétricos. La linea g, ubicada alrededor de 1,250
cm-1 se puede atribuir al estiramiento de los enlaces C-O en fosfatos o esteres. La linea h
ubicada alrededor de los 1,070 cm-1, se suele atribuir tanto a estiramientos de los enlaces C-
Oy C-C, asi como a vibraciones de los enlaces C-N, por ultimo, la linea i ubicada alrededor
de los 650 cm-1 atribuido a las vibraciones fuera del plano de los enlaces N-H y C=0. la
recopilacion de estas sefiales en especial las de las lineas a, b, ¢, e, g, h e i, son relacionados
a los grupos funcionales presentes en muchas proteinas, acidos grasos y lipidos [102] por lo
que se puede asumir que los extractos contienen algunas de estas tres biomoléculas en
concentraciones abundantes.

51



d
[
|
|
[

80

s 60 1 I
s I I
= . I
= 55 I
g R'l o I
z 40 1f T I
J - (N A ) B I
= I N Y g I
I Il ——E32h ) R I

I 1 A TR I

20 T d 5 T atlr |

I 1 —E3-48 h O |

I N E M % I

| 1 E3-72h TR [ |

I 111  ——E3-96h E 13 % I

| B | L

0 —
4000 3500 30

I LI 71 [N | " 1

T T
) 2500 2000 1500 1000 500

—
-

)

Numero de onda (cm'l)

Figura 3. Espectros FT-IR de los diferentes extractos de hongo R. stolonifer con tres dias de
crecimiento.

Para la caracterizacion mediante espectroscopia de UV-vis se hizo un barrido de 190 nm a
350 nm (Figura 4). La Figura 4 muestra una sefial en comun alrededor de 260 nm que va
aumentando de intensidad desde las 2 hasta las 48 h, a partir de las 72 h se observan dos
sefiales que van aumentando de intensidad hasta las 96 h. La sefial Unica presente en 260 nm
aproximadamente se atribuye a compuestos fenélicos simples ya que presentas una Unica
sefial entre 220 y 280 nm [103] que contienen 7 sistemas conjugados con grupos
hidroxifendlicos, dicha sefial se modifica respecto al tiempo a partir de las 72 h lo que sugiere
que estos grupos fenolicos se estan teniendo un cambiando de transiciones electrénicas lo
que indica la oxidando o modificacion a compuestos derivados de grupos fendlicos simples.
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Figura 4. Espectros UV de los diferentes extractos de hongo R. stolonifer con tres dias de
crecimiento.

4.3.2 Cuantificacion de proteinas y polifenoles
de los extractos de hongo R. stolonifer con tres
dias de crecimiento

La Tabla S2 muestra que los resultados entre réplicas presentan una gran variabilidad por los
valores de desviacion estandar reportados. Ademas, en la Figura 5 se observa que las barras
de error son tan grandes como el mismo valor promedio y se superponen, indicando que no
hay diferencias significativas entre las concentraciones obtenidas en los diferentes tiempos
de estrés. Esta variabilidad entre réplicas esta relacionada con la respuesta individual del
hongo a las condiciones de estrés, es decir, los polifenoles se producen en los hongos
filamentosos como respuesta a condiciones de estrées ambiental, por ejemplo, la
disponibilidad de nutrientes; esto con la finalidad de que estos compuestos actuen como
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antioxidantes y protejan a las células fungicas del dafio oxidativo causado por estas
condiciones [104]. Ademas, los polifenoles confieren ventajas adaptativas en situaciones
especificas, ayudando a los hongos a adaptarse a condiciones ambientales particulares y a
protegerse de amenazas externas [105]. Por lo tanto, tomando en cuenta los resultados
observados en la Figura 5y Tabla S2, se sugiere que la cantidad de polifenoles producidos
no esta definida directamente por el tiempo de estrés.
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Figura 5. Concentracion de polifenoles cuantificada de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento.

Como se puede observar en la Tabla S3 y Figura 6, los resultados entre réplicas presentan de
nuevo una considerable variabilidad como lo visto anteriormente. Indicando que no hay
diferencias significativas entre las concentraciones obtenidas en los diferentes tiempos de
estrés, excepto a las 48 horas, donde se registr6 la mayor concentracion de proteinas. La
variabilidad de las proteinas entre réplicas, al igual que los polifenoles, esta relacionada con
la respuesta individual del hongo a las condiciones de estrés. No obstante, particularmente el
Rhizopus, como muchos hongos, produce proteinas de respuesta al estrés que ayudan a la
célula a sobrevivir bajo condiciones adversas; por ejemplo, neutralizan los radicales libres y
previenen el dafio oxidativo [106]. Entre estas proteinas se incluyen las proteinas HSP (Heat
Shock Proteins) que ayudan a proteger otras proteinas de la desnaturalizacion y asisten en el
correcto plegamiento de proteinas bajo condiciones de estres térmico [107]. Ademas, las
proteinas involucradas en la produccion de metabolitos secundarios pueden tener funciones
defensivas o de comunicacion [104]. Esto sugiere que la cantidad de proteinas producidas
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varia de manera significativa segun el tiempo de exposicion al estrés. Sin embargo, en la
figura 6 los tiempos de 2, 24, 72 y 96 horas de estrés, presentan barras de error sin diferencias
significativas en la produccion de proteinas. Tomando en cuenta lo descrito anteriormente,
se determina que el tiempo de exposicion al estrés puede influir en la produccion de proteinas
y polifenoles en el hongo Rhizopus, es decir, la respuesta es variable y depende de la
condicion especifica del estrés y del hongo. Esto subraya la importancia de considerar tanto
las respuestas individuales como las condiciones ambientales al estudiar la produccion de
metabolitos en hongos filamentosos.
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Figura 6. Concentracion de proteinas cuantificada de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento.

4.3.3 Caracterizacion por infrarrojo de los
extractos de hongo R. stolonifer con once dias
de crecimiento

En esta parte, se abordan exclusivamente los extractos preparados con un hongo con once
dias de crecimiento, momento en el cual el hongo alcanza su méaximo punto de esporulacion,
donde ya contiene esporas en comparacion con el dia tres. El andlisis se enfoca en identificar
las diferencias entre estos dos momentos de crecimiento y después poder ver su
impacto en la sintesis.
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Al igual que en los extractos con tres dias de crecimiento (Figura 7), en la Figura 7 se observa
una sefal Unica presente alrededor de 260 nm, la cual se atribuye a compuestos fendlicos
simples. Segun Geana et al. (2019) [103], estos compuestos presentan una Unica sefial entre
220y 280 nm debido a los sistemas m conjugados con grupos hidroxifendlicos. A diferencia
de los extractos del dia 3 (Figura 3), la sefial en los extractos no se modifica con el tiempo,
sino que solo aumenta en intensidad, lo que sugiere una mejor estabilidad de estos grupos
fenolicos simples.
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Figura 7. Espectros UV de los diferentes extractos de hongo R. stolonifer con tres dias de
crecimiento.

4.3.4 Cuantificacion de proteinas y polifenoles
de los extractos de hongo R. stolonifer con
once dias de crecimiento
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En la Tabla S4 se muestran los datos recopilados de la cuantificacion de polifenoles con
extractos del hongo R. stolonifer con once dias de crecimiento. Se observa la ausencia de
datos para las réplicas de 2 horas de estrés debido a la gran cantidad de datos procesados.
Pero, aun asi, se realiz6 una comparacion entre los resultados obtenidos del dia tres y el dia
once. Como se observa en la Figura 8 la produccion de polifenoles es mayor en los extractos
preparados con hongos de tres dias de crecimiento, sugiriendo que el efecto del estrés afecta
mas a este tipo de hongo en sus etapas tempranas. Los extractos de hongos con once dias de
crecimiento presentan menos variabilidad, lo que indica una respuesta mas consistente bajo
las mismas condiciones de estrés. Ademas, la tendencia de los datos sugiere que los extractos
de hongos con once dias de crecimiento sugieren una mejor adaptacion a las condiciones de
estrés a las que son sometidos. Este analisis refuerza la idea de que los extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento (E3) y los extractos del hongo R. stolonifer con once
dias de crecimiento (E11) responden de manera diferente al estrés, con E3 mostrando
mayores efectos y variabilidad en comparacion con E11.

0.300

0.250

' mE3
0.100 I I ] Ell
0.000 j

2 24 48 72 96

Tiempo de estrés (h)

ot
o
S
S

Polifenoles [mg/mL]
o]
=S

=]
o
h
[

Figura 8. Comparacion entre las concentraciones de polifenoles obtenidas de los extractos
E3y E1l.

En la Tabla S5 se muestran los datos recopilados de la cuantificacion de proteinas de los
extractos del hongo R. stolonifer con once dias de crecimiento con la misma variabilidad
observada en las demas cuantificaciones. En la Figura 9, se observa que los E3 tienen
mayores niveles de proteinas en la mayoria de los tiempos de estrés, con la excepcion de las
2 'y 96 horas, donde E11 presenta valores superiores. Esto indica que el grupo E3 tiene una
mayor produccion de proteinas en respuesta al estrés. Sin embargo, E3 tiende a tener barras
de error méas grande que E11 en la mayoria de las horas de estrés, lo que indica una mayor
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variabilidad en su respuesta al estrés esto se relacionado con la fase de crecimiento y madurez
del hongo, donde los hongos en un estado mas maduro tienen una respuesta mas uniforme.
La excepcion se encuentra a las 24 horas, donde E3 tiene una desviacion estandar
significativamente menor, sugiriendo una respuesta mas estable en este punto en particular.
En general, los extractos E3 muestran un aumento en la produccion de proteinas con respecto
al tiempo y el estrés, mientras que los extractos E11 presentan una produccion mas constante
destacando su adaptabilidad.
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Figura 9. Comparacion entre las concentraciones de proteinas obtenidas de los extractos de
hongo con tres dias (E3) y once dias (E11) de crecimiento.

4.4Sintesis de AgNPs con extractos del hongo R.
stolonifer con tres y once dias de crecimiento

Para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs), a todos los extractos E3 y E11 se les
afiadié nitrato de plata para obtener una concentracion final de 1 mM. Una vez transcurridas
24 horas de reaccion, se observo un cambio de color en algunas de las muestras, siendo esto
indicado en las Tablas 8 y 9, para el E3 y E11 respectivamente. Este cambio de color, en
tonos naranjas o amarillos, fue una sefial preliminar de la formacion de nanoparticulas de
plata. Las soluciones se analizaron mediante espectroscopia UV-Vis, y como se muestra en
ambas Tablas, todas las soluciones que mostraron un cambio de color (sefialadas en verde)
presentaron un Plasmon en el rango de 490 a 430 nm. Esto confirma parcialmente la
formacion de nanoparticulas de plata [51,68,77]. Ademas, revela la falta de uniformidad en
las réplicas, ya que la formacion de nanoparticulas no dependi6 del tiempo de reaccion, sino
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de las caracteristicas de cada extracto, influyendo en la formacion de las nanoparticulas.
Tomando en cuenta lo anterior, se determind que existe una relacion entre los diferentes
parametros, es decir, las caracteristicas del extracto sometido al estrés (i.e., concentracion de
polifenoles y proteinas) y su efecto en la formacién y caracteristicas de AgNPs.

Tabla 8. Resultados de la sintesis de AgNPs con extractos de hongo R. stolonifer con tres
dias de crecimiento después de 24 h de reaccion.

Cadigo de Polifenoles Proteinas UV después de 24 h
muestra [mg/mL] [mg/mL] Longitud de onda (nm)
E3-2a 0.133 0.512 0
E3-2b 0.109 1.069 0
E3-2c 0.046 0.943 434
E3-2d 0.024 0.788 495
E3-24a 0.150 0.863 454
E3-24b 0.226 1.567 0
E3-24c 0.096 0.879 457
E3-24d 0.074 0.863 0
E3-48a 0.065 1.476 452
E3-48b 0.167 1.094 0
E3-48c 0.181 1.375 0
E3-48d 0.070 1.271 0
E3-72a 0.087 0.856 453
E3-72b 0.117 1.270 455
E3-72c 0.259 1.048 0
E3-72d 0.232 1.608 0
E3-96a 0.172 1.133 0
E3-96b 0.190 0.552 0
E3-96¢ 0.160 0.627 0
E3-96d 0.065 0.580 0

Tabla 9.Resultados de la sintesis de AgNPs con extractos de hongo R. stolonifer con tres
dias de crecimiento después de 24 h de reaccion.

Caodigo de Polifenoles Proteinas UV después de 24 h
muestra [mg/mL] [mg/mL] Longitud de onda (hm)
Ell-2a - 1.181 0
E11-2b - 0.757 0
El1-2c - 0.906 0
E11-2d 0.131 1.243 0
El1-24a 0.093 0.769 442
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E11-24b 0.113 0.728 443

E11-24c 0.081 0.899 451
E11-24d 0.069 0.947 447
E11-48a 0.054 0.815 441
E11-48b 0.074 0.713 445
E11-48c 0.073 - 448
E11-48d 0.109 0.660 445
El1-72a 0.084 0.833 0

E11-72b 0.114 0.868 450
E11-72c 0.109 0.672 440
El1-72d 0.097 0.718 456
E11-96a - 0.688 444
E11-96b 0.061 0.893 442
E11-96¢ 0.134 0.720 442
E11-96d 0.101 0.754 441

4.5Analisis de correlacion estadistica entre los
polifenoles y las proteinas cuantificadas de
los extractos del hongo R. stolonifer con tres
y once dias de crecimiento

Una vez obtenidos los resultados de la cuantificacion de polifenoles y proteinas de todos los
extractos, asi como la respuesta positiva 0 negativa a la formacion de AgNPs, se realiz6 un
analisis estadistico para evaluar la correlacion entre estas dos biomoléculas y la respuesta a
la formacién de AgNPs. Estos datos fueron cargados en el programa Statgraphics analisis de
correlacion Pearson lineal y un andlisis de correlacion Sperarman. Debido a la considerable
correlacion de Pearson existente entre polifenoles y proteinas, con un coeficiente
significativo de 0.5841 basado en una muestra con el total de datos, se obtuvieron valores de
nivel de significancia por debajo de (p < 0.05) con un nivel de confianza del 95% en los
datos. Esto se puede aprovechar para pronosticar intervalos de concentracion de polifenoles
entre 0.120 y 0.024, y de proteinas entre 0.947 y 0.399. Ademas, se observo que existe un
rango de relacion proteina/polifenol varia entre 33 y 5 en los que lograron la formacion de
AgNPs. Esto describe que existe mayor concentracion de proteinas con respecto a los
polifenoles.

Tabla 10. Resultados seleccionados para el andlisis de correlacion de correlacion en el
programa statgraphics.
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- Polifenoles Proteinas
Caodigo de muestra

[mg/mL] [mg/mL]
E3-24c 0.096 0.879
E3-72a 0.087 0.856
E3-24c 0.096 0.879
E3-24d 0.074 0.863
E3-72a 0.087 0.856
E3-72d 0.232 1.608
El1-24a 0.093 0.769
E11-24b 0.113 0.728
E11-24c 0.081 0.899
E11-48b 0.074 0.713
E11-48d 0.109 0.660
E11-72a 0.084 0.833
E11-72b 0.114 0.868
E11-72d 0.097 0.718
E11-96¢ 0.134 0.720
E11-96d 0.101 0.754
E11-24a 0.093 0.769
E11-24b 0.113 0.728
E11-24c 0.081 0.899
E11-48b 0.074 0.713
E11-48d 0.109 0.660
E11-72a 0.084 0.833
E11-72b 0.114 0.868
E11-72c 0.109 0.672
E11-72d 0.097 0.718
E11-96b 0.061 0.893
E11-96¢ 0.134 0.720
E11-96d 0.101 0.754

Finalmente, se seleccionaron solo 28 datos (Tabla 10) mayormente con resultados positivos
a la formacion de AgNPs con la que se logré proponer dos ecuaciones (Ec. 1y 2) con las que
se pueden pronosticar intervalos de concentracion de polifenoles a partir de proteinas, y
proteinas a través de polifenoles. Ambas ecuaciones presentan una R? del 74 y 82% indicando
una alta confiabilidad de prediccion.
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Polifenoles= 0.374195-0.610793(proteinas) + 0.324682(proteinas)?2 Ec. (1)

Proteinas= 1.54738-13.979(polifenoles) + 61.1819(polifenoles)2 Ec. (2)

Una vez obtenidas las ecuaciones se procedio a determinar valores con ambas ecuaciones,
esto con la finalidad de para comparar las predicciones calculadas y los valores reales
cuantificados (Figura 10). En la Figura 10.a, se observan los valores obtenidos para la
ecuacion 1 los valores se adaptan casi al 75% de los datos, mientras que para la Ecuacion 2
(Figura 10.b), el prondstico se adapta al 83% aproximadamente del total de los datos. A partir
de estos datos, se confirmd la confiabilidad de la prediccién para polifenoles y proteinas de
los extractos de hongo con tres y once dias de crecimiento.
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==Prediccion ===Polifenoles

Proteinas ====Prediccion

Figura 10. Comparacion entre la prediccion y el valor real de a) polifenoles con la ecuacion
(1) y b) Proteinas con la ecuacion (2).

Una vez obtenidas las ecuaciones para la prediccion de la concentracion de proteinas y
polifenoles, estas fueron utilizadas para completar los datos faltantes de la cuantificacion de
proteinas de los extractos E11 (Tabla S6). A partir de los datos obtenidos de las ecuaciones
se incremento el analisis de la concentracion de proteinas y polifenoles en funcion de las
diferentes horas de estrés.
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En la Figura 11 se observa los datos completos para la comparacion entre E3 y E11 con
respecto a la produccion de polifenoles. La discusion no varia mucho con respecto a lo
discutido en el apartado anteriormente., indicando que, en E3 se obtienen mayores
concentraciones de polifenoles y una mayor variabilidad en comparaciéon con E11, lo que
sugiere que el efecto del estrés sobre la acumulacion de polifenoles es méas pronunciado en
E3. Mientras que E11 mantiene niveles de polifenoles con menor variabilidad, esto
posiblemente debido a diferencias en las condiciones experimentales o en la respuesta del
sistema al estrés. Asimismo, al comparar los datos, se observd que no existen diferencias
significativas entre las horas de estrés para el dia once. Esto puede atribuirse a que el hongo
se encuentra en una fase de crecimiento estable, generando que la respuesta al estrés sea
menos variable. Ademas, en el caso de las proteinas, el dato faltante no altero el valor
promedio calculado lo que habla de la confiabilidad de las ecuaciones de correlacion

utilizadas.
o mE3
0.100 I I I I [ Ell
0.050
0.000
2 24 18 72 96

Timpo de estrés (h)

Polifenoles [mg/mL]
o]
=

Figura 11. Comparacion entre las concentraciones de polifenoles obtenidas de los extractos
de hongo con tres dias (E3) y once dias (E11) de crecimiento utilizando la Ec. (1).

4.5.1 Validacion de las Ecuaciones de
correlacion para la prediccion de proteinas y
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polifenoles de los extractos de hongo R.
stolonifer con tres y once dias de crecimiento

Como ultimo paso para la validacion de las ecuaciones obtenidas mediante el analisis
estadistico de correlacion fue necesario tener nuevos datos para analizar el comportamiento
de las ecuaciones en los nuevos resultados. Ademas, el andlisis de relacion entre proteinas/
polifenoles hechos previamente revelo que las relaciones optimas son de 33 a 5. Tomando en
cuenta ello se modificé la metodologia , en la cual se prepararon nuevos extractos utilizando
45 mL de agua destilada estéril con 7 hongos de tres dias de crecimiento y otros tres extractos
con hongos de once dias de crecimiento. La modificacion de la metodologia se atribuye a
que se busco gue se obtuvieran mejores relaciones entre polifenoles y proteinas.

Para la nueva metodologia se realizé un muestreo en diferentes intervalos de tiempo, es decir,
se extrajeron 8 mL de cada uno de los 10 extractos, se filtraron, y se cuantificaron los
polifenoles y proteinas en tiempo real para identificar las mejores relaciones entre estos
compuestos. Los 5 mL restantes se almacenaron a 4°C para analisis posteriores. En la Tabla
11 se muestran los valores obtenidos con la hueva metodologia. Se observa una variabilidad
entre replicas con relacion al tiempo de estrés como ya habiamos estado observado en
resultados previos.

Tabla 11. Concentracién de polifenoles y proteinas cuantificados de 10 extractos de hongo
R. stolonifer con tres y once dias de crecimiento a diferentes tiempos de estres.

Cadigo de Horas de No. De Polifenoles Proteinas Pro/Pol
muestra estrés muestra [mg/mL] [mg/mL] Relacion
E3-130 1 0.058 0.412 7.1
E3-230 2 0.047 0.410 8.6
E3-330 3 0.065 0.402 6.2
E3-430 4 0.064 0.403 6.3
E3-530 05 5 0.048 0.414 8.6
E3-630 ' 6 0.068 0.407 6.0
E3-730 7 0.051 0.399 7.9
E11-830 8 0.052 0.412 8.0
E11-930 9 0.052 0.412 8.0

E11-1030 10 0.074 0.402 5.4
E3-120 20 1 0.100 0.402 4.0
E3-220 2 0.065 0.406 6.2
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E3-320 3 0.076 0.406 5.3
E3-420 4 0.059 0.403 6.8
E3-520 5 0.077 0.411 5.3
E3-620 6 0.104 0.410 4.0
E3-720 7 0.051 0.412 8.1
E11-820 8 0.055 0.405 7.3
E11-920 9 0.061 0.404 6.6
E11-1020 10 0.063 0.409 6.5
E3-124 1 0.084 0.411 4.9
E3-224 2 0.077 0.419 5.4
E3-324 3 0.086 0.412 4.8
E3-424 4 0.083 0.406 4.9
E3-524 24 5 0.083 0.429 5.1
E3-624 6 0.074 0.418 5.6
E3-724 7 0.054 0.417 7.7
E11-824 8 0.084 0.414 4.9
E11-924 9 0.082 0.427 5.2
E11-1024 10 0.074 0.432 5.9
E3-127 1 0.155 0.426 2.7
E3-227 2 0.090 0.423 4.7
E3-327 3 0.062 0.418 6.7
E3-427 4 0.049 0.412 8.4
E3-527 97 5 0.060 0.423 7.0
E3-627 6 0.057 0.418 7.4
E3-727 7 0.048 0.410 8.5
E11-827 8 0.051 0.418 8.2
E11-927 9 0.061 0.400 6.5
E11-1027 10 0.054 0.423 7.8
E3-146 1 0.090 0.412 4.6
E3-246 2 0.057 0.417 7.3
E3-346 3 0.105 0.405 3.9
E3-446 4 0.043 0.414 9.7
E3-546 46 5 0.053 0.422 8.0
E3-646 6 0.064 0.427 6.7
E3-746 7 0.041 0.424 10.3
E11-846 8 0.035 0.414 11.8
E11-946 9 0.041 0.421 10.3
E11-1046 10 0.061 0.419 6.9
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En la Figura 12 se muestran los valores de polifenoles obtenidos, donde se resalta que los
producidos por el hongo E3 son mas grandes que los E11; asimismo, que los valores del
hongo E11 muestra una tendencia a disminuir a medida que aumenta el tiempo de estres.
Finalmente, se muestra que para los hongos E3 obtuvieron barras de error méas grandes, es
decir, que existe una mayor variabilidad en estos datos en comparacion con los obtenidos por
el hongo E11. A partir de ello se confirma que que E11 tiene una menor variabilidad y mayor
adaptabilidad al estrés. Como ya lo observamos anteriormente.

0.090

0.080
= 0.070
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—0.050
0.040
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mg/mL

mE3
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Polifenoles

2 24 48 72 96
Timpo de estrés (h)

Figura 12. Comparacion entre las concentraciones de polifenoles obtenidas de extractos de
hongo E3 y E11 a diferentes tiempos de estrés.

Para el caso de las proteinas (Figura 13) los resultados de los nuevos experimentos
presentaron un comportamiento diferente a lo antes observado en la Figura 9, es decir, se
muestra que las concentraciones de proteinas en E3 y E11 son similares y no presentan
diferencias significativas entre los tiempos de estrés evaluados. Ademas, ambos hongos
muestran un incremento en la concentracién de proteinas bastante parecido, lo que sugiere
que la respuesta del sistema a estrés es relativamente estable durante ambos periodos de
crecimiento, la menor variabilidad reportada se puede atribuirse a que se trabajé con los
mismos hongos para los diferentes extractos obtenidos con respecto al tiempo. Una vez
obtenidos los nuevos datos, se procedié a insertar los valores en las ecuaciones antes
desarrolladas.
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Figura 13. Comparacion entre las concentraciones de proteinas obtenidas de extractos de
hongo E3 y E11 a diferentes tiempos de estrés.

En la Figura 14 muestran que las ecuaciones no se comportan adecuadamente, es decir, los
valores predichos no ajustan a los valores experimentales. Esto se debe principalmente a los
valores reales de proteinas, ya que los estos son tan parecidos al utilizarlos en la ecuacion se
comportan como un valor constante (Figura 14.b) que al aplicar la ecuacion (1) para la
prediccion de polifenoles, los valores calculados se comportan como un valor contante
(Figura 14.a).
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=Prediccion =—=Polifenoles

Proteinas ==Prediccion

Figura 14. Comparacion entre la prediccion y el valor real de a) polifenoles con la ecuacion
(1) y b) Proteinas con la ecuacién (2) utilizando los resultados obtenidos con los nuevos
extractos.

Pese a los resultados negativos para la validacion de las ecuaciones de prediccion, a los
extractos preparados se les afiadio AgNOs para obtener una concentracion final de 1 mM
para continuar con el analisis de relacion optimo observado previamente. En la Tabla 12 se
muestran en verde los nuevos extractos que presentaron un cambio de color y la presencia de
un plasmon caracteristico. Ademés, como se observa en la Tabla 12 se reordeno segun su
relacion Proteina/Polifenol por lo que se puede observar que en las relaciones mas grandes
registrada desde 12 veces hasta casi 5 lograron la formacion de AgNPs, mientras que las
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relaciones mas bajas no muestran formacion de AgNPs. Confirmando lo antes mencionado
en el analisis estadistico.

Tabla 12. Resultados de la sintesis de AgNPs con extractos E3 y E11 a diferentes tiempos
de estrés después de 24 h de reaccion.

Cddigode  Polifenoles Proteinas Pro/Pol UV después de 24 h
muestra [mg/mL] [mg/mL] Relacion Longitud de onda (nm)
E11-846 0.035 0.414 11.8 450
E3-746 0.041 0.424 10.3 450
E11-946 0.041 0.421 10.3 450
E3-446 0.043 0.414 9.7 0
E3-230 0.047 0.410 8.6 434
E3-530 0.048 0.414 8.6 437
E3-727 0.048 0.410 8.5 451
E3-427 0.049 0.412 8.4 446
E11-827 0.051 0.418 8.2 437
E3-720 0.051 0.412 8.1 443
E3-546 0.053 0.422 8.0 450
E11-830 0.052 0.412 8.0 446
E11-930 0.052 0.412 8.0 443
E3-730 0.051 0.399 7.9 429

E11-1027 0.054 0.423 7.8 450
E3-724 0.054 0.417 7.7 449
E3-627 0.057 0.418 1.4 446
E11-820 0.055 0.405 7.3 435
E3-246 0.057 0.417 7.3 0
E3-130 0.058 0.412 7.1 434
E3-527 0.060 0.423 7.0 470

E11-1046 0.061 0.419 6.9 450
E3-420 0.059 0.403 6.8 446
E3-327 0.062 0.418 6.7 0
E3-646 0.064 0.427 6.7 0
E11-920 0.061 0.404 6.6 437
E11-927 0.061 0.400 6.5 450

E11-1020 0.063 0.409 6.5 434
E3-430 0.064 0.403 6.3 429
E3-220 0.065 0.406 6.2 446
E3-330 0.065 0.402 6.2 425
E3-630 0.068 0.407 6.0 437

E11-1024 0.074 0.432 5.9 435
E3-624 0.074 0.418 5.6 0
E3-224 0.077 0.419 54 451
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E11-1030 0.074 0.402 5.4 446

E3-320 0.076 0.406 5.3 444
E3-520 0.077 0.411 5 451
E11-924 0.082 0.427 5.2 440
E3-524 0.083 0.429 5.1 459
E11-824 0.084 0.414 4.9 435
E3-424 0.083 0.406 4.9 446
E3-124 0.084 0.411 4.9 0
E3-324 0.086 0.412 4.8 464
E3-227 0.090 0.423 4.7 451
E3-146 0.090 0.412 4.6 0
E3-120 0.100 0.402 4.0 0
E3-620 0.104 0.410 4.0 443
E3-346 0.105 0.405 3.9 0
E3-127 0.155 0.426 2.7 0

4.6 Analisis de concentraciones Yy relaciones
optimas de proteinas y polifenoles para la
formacion de AgNPs con extractos de hongo
de los extractos del hongo R. stolonifer con
tres y once dias de crecimiento

Una vez recopilados todos los datos de cuantificacion y los resultados de la sintesis de AgNPs
y tomando en cuenta los rangos de relacion éptimos estos fueron ordenados de la mayor a la
menor segln su relacion proteina/polifenol (Tabla 13). En la Tabla 13 se observa que, en
algunos casos, aunque la relacién fuera optima los resultados fueron negativos, por lo que se
realiz6 un anélisis mas profundo, en el cual se determind que existen otras condiciones
Optimas a tomar en cuenta. Se establecieron tres condiciones necesarias para la formacion de
AgNPs con extractos de hongo R. stolonifer, las cuales fueron que las concentraciones
optimas de polifenoles deben estar en un rango de 0.120 a 0.024 mg/mL, para el caso de las
proteinas, estas deben estar en el rango de 0.947 a 0.399 mg/mL.
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Tabla 13. Recopilacion de todos los resultados de la sintesis de AgNPs con extractos de
hongo R. stolonifer con tres y once dias de crecimiento a diferentes tiempos de estrés
después de 24 h de reaccion.

Codigo de muestra  Polifenoles Proteinas Relacion Plasmon en 24 h
E3-2d 0.024 0.788 32.7 +
E3-48a 0.065 1.476 22.7 +
E3-2c 0.046 0.943 20.4 +
E3-48d 0.070 1.271 18.0 -
E11-48a 0.054 0.815 15.0 +
E11-96b 0.061 0.893 14.7 +
E11-24d 0.069 0.947 13.8 +
E11-846 0.035 0.414 11.8 +
E11-48c 0.073 0.854 11.7 +
E3-24d 0.074 0.863 11.6 -
El1-2a 0.106 1.181 11.2 -
E11-24c 0.081 0.899 11.1 +
E3-72b 0.117 1.270 10.8 +
E11-2c 0.087 0.906 10.4 -
E3-746 0.041 0.424 10.3 +
E11-946 0.041 0.421 10.3 +
E11-72a 0.084 0.833 9.9 -

E3-2b 0.109 1.069 9.8 -
E3-72a 0.087 0.856 9.8 +
E3-446 0.043 0.414 9.7 -
E11-48b 0.074 0.713 9.6 +
El1-2d 0.131 1.243 9.5 -
E3-24c 0.096 0.879 9.2 +
E3-96d 0.065 0.580 9.0 -
E3-230 0.047 0.410 8.6 +
E3-530 0.048 0.414 8.6 +
E3-727 0.048 0.410 8.5 +
E3-427 0.049 0.412 8.4 +
E11-24a 0.093 0.769 8.3 +
E11-827 0.051 0.418 8.2 +
E3-720 0.051 0.412 8.1 +
E3-546 0.053 0.422 8.0 +
E11-830 0.052 0.412 8.0 +
E11-930 0.052 0.412 8.0 +
E3-730 0.051 0.399 7.9 +
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E11-1027
E11-2b
E3-724

E11-72b
E3-48c
E11-96d
El1-72d
E3-627
E11-820
E3-246
E3-130
E3-527
E3-24b
E3-72d

E11-1046
E3-420
E3-327
E3-646
E3-96a

E11-920
E3-48b
E11-927
E11-1020
E11-24b
E11-96a
E3-430
E3-220
E3-330
E11-72c
E11-48d
E3-630

E11-1024
E3-24a
E3-624
E3-224

E11-1030

E11-96¢
E3-320
E3-520

E11-924
E3-524

0.054
0.098
0.054
0.114
0.181
0.101
0.097
0.057
0.055
0.057
0.058
0.060
0.226
0.232
0.061
0.059
0.062
0.064
0.172
0.061
0.167
0.061
0.063
0.113
0.108
0.064
0.065
0.065
0.109
0.109
0.068
0.074
0.150
0.074
0.077
0.074
0.134
0.076
0.077
0.082
0.083

0.423
0.757
0.417
0.868
1.375
0.754
0.718
0.418
0.405
0.417
0.412
0.423
1.567
1.608
0.419
0.403
0.418
0.427
1.133
0.404
1.094
0.400
0.409
0.728
0.688
0.403
0.406
0.402
0.672
0.660
0.407
0.432
0.863
0.418
0.419
0.402
0.720
0.406
0.411
0.427
0.429

7.8
7.7
7.7
7.6
7.6
7.4
7.4
7.4
7.3
7.3
7.1
7.0
6.9
6.9
6.9
6.8
6.7
6.7
6.6
6.6
6.6
6.5
6.5
6.4
6.4
6.3
6.2
6.2
6.2
6.1
6.0
5.9
5.8
5.6
54
5.4
5.4
5.3
5.3
5.2
5.1

+ +

+ + + + + + + +

+

+ + + + + 4+ + + + + + +

+ + + + + + +
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E11-824 0.084 0.414 4.9

+

E3-424 0.083 0.406 4.9 +
E3-124 0.084 0.411 4.9 -
E3-324 0.086 0.412 4.8 +
E3-227 0.090 0.423 4.7 +
E3-146 0.090 0.412 4.6 -
E3-72c 0.259 1.048 4.0
E3-120 0.100 0.402 4.0 -
E3-620 0.104 0.410 4.0 +
E3-96¢ 0.160 0.627 3.9 -
E3-346 0.105 0.405 3.9 -
E3-2a 0.133 0.512 3.8 -
E3-96b 0.190 0.552 2.9 -
E3-127 0.155 0.426 2.7 -

Por ultimo, debe existir un rango de relacion de proteina/polifenol de 5 hasta 33 veces. En la
Tabla 14 se puede observar que al recopilar todos los datos que no cumplen estas tres
condiciones, son los valores que no lograron la formacion de AgNPs.

Tabla 14. Resultados de sintesis de AgNPs con extractos de hongo con tres y once dias de
crecimiento fuera del rango viable.

Codigo de No. de Polifenoles Proteinas  Relacion  Plasmon en 24 h
muestra muestra
E3-48a 67 0.065 1.476 22.661 +
E3-48d 70 0.070 1.271 18.031 -
El11-2a 55 0.106 1.181 11.173 -
E3-72b 76 0.117 1.270 10.815 +
E3-2b 52 0.109 1.069 9.791 -
E11-2d 58 0.131 1.243 9.474 -
E3-48c 69 0.181 1.375 7.594 -
E3-24b 60 0.226 1.567 6.940 -
E3-72d 78 0.232 1.608 6.935 -
E3-96a 83 0.172 1.133 6.591 -
E3-48b 68 0.167 1.094 6.555 -
E3-24a 59 0.150 0.863 5.769 +
E11-96¢ 89 0.134 0.720 5.361 +
E3-72c 77 0.259 1.048 4.046 -
E3-120 11 0.100 0.402 4.018 -
E3-620 16 0.104 0.410 3.953 +
E3-96¢ 85 0.160 0.627 3.905 -
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E3-346 43 0.105 0.405 3.870 -

E3-2a Ol 0.133 0.512 3.841 -
E3-96b 84 0.190 0.552 2.910 -
E3-127 31 0.155 0.426 2.747 -

4.7Analisis de los espectros UV-vis de las
AgNPs biogénicamente sintetizadas con
extractos del hongo R. stolonifer con tres y
once dias de crecimiento

Al tener una gran cantidad de resultado positivos a la formacion de AgNPs con extractos de
hongo se hizo una clasificacion basada en la ubicacion del plasmoén de cada muestra, la
caracterizacion por espectroscopia UV-vis es una de las técnicas fundamentales para observar
la formacion de nanoparticulas, esto se debe a que cuando la Resonancia de Plasmén
Superficial (SPR) esta presente y a una determinada longitud de onda, alrededor de 450 nm
para AgNPs [67,68]. Ademas, dependiendo de la longitud de onda, absorbancia y &rea bajo
la curva que presenta el plasmén se puede ayudar a predecir el tamafio y forma de las
nanoparticulas de plata. Esto se atribuye a que el tamafio de las nanoparticulas influye en la
intensidad y posicion del SPR debido a la relacion entre el volumen y la superficie, mientras
que la forma afecta como los electrones responden al campo electromagnético incidente, lo
que resulta en diferentes modos de resonancia dependiendo de la geometria [108]. Como se
muestra en la Figura 15, las sefiales no solo comparten el mismo rango con diferentes
absorbancias, incluso se sobreponen lo que indica que deben ser morfolégicamente
parecidas, para su caracterizacion se seleccionaron algunas muestras por cada rango, del
rango 1 (Figura 15.a) que va del intervalo de 435 a 425 nm se selecciond la muestra S3-524,
del rango 2 (Figura 15.b) del intervalo de 455 a 446 nm se seleccionaron las muestras S3-
24a, S11-24c, S11-48cy S3-72a, del rango 3 (Figura 15.c) del intervalo de 445 a 437 nm se
seleccionaron las muestras S3-320, S11-48d, E11-96d y S11-827 y del rango 4 (Figura 14.d)
que van de 435 a 425 nm se seleccionaron las muestras S3-430 y S11-824, estas muestras
seleccionadas se utilizaran para la caracterizaciones por HRTEM, EDS para asi relacionar su
morfologia y tamafio con la forma del plasmon reportada.
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Figura 15. Rangos de espectros UV-vis de las AgNPs sintetizadas; a) Rango 1: 435-425 nm, b) Rango 2: 455-446 nm, ¢) Rango 3:
445-437 nm y d) Rango 4: 435-425 nm
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4.7.1 Caracterizacion de las AgNPs
biogénicamente sintetizadas con extractos de
hongo R. stolonifer con tres y once dias de
crecimiento
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Figura 16. Espectros FT-IR de los extractos del hongo R. stolonifer y las AgNPs
biogénicamente sintetizadas.

En la Figura 16 se observa el espectro infrarrojo de las muestras de extracto de hongo y de la
sintesis de AgNPs. A pesar de que el espectro muestra diversas sefiales, las sefiales denotadas
con a, b y c resaltan debido a lo siguiente: la sefial a) que es a 1580 cm™, que generalmente
se asocia con las vibraciones de elongacion del enlace C=C en anillos aromaticos o con las
vibraciones del grupo amida (C=0). Dado que los extractos de hongos contienen proteinas y
compuestos aromaticos, esta banda sugiere que estos componentes podrian estar
involucrados en los procesos de reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas de plata.
Otra sefial b) aparece a 1472 cm™, la cual puede atribuirse a la deformacion angular de los
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enlaces CH:z o CHs presentes en los lipidos, o a las vibraciones de los grupos metil y metileno
en los polisacaridos. Estos grupos funcionales son comunes en los extractos de hongos, y su
presencia en el espectro FTIR confirma que los lipidos y polisacaridos del extracto fungico
estan involucrados en la formacién y estabilizacion de las nanoparticulas [109]. Por ultimo,
la banda ¢) a 1072 cm™ se puede atribuir a las vibraciones de estiramiento C-O en alcoholes,
éteres, o posiblemente a las vibraciones de estiramiento C-N en aminas. Los metabolitos
secundarios presentes en los extractos fungicos, como los carbohidratos y proteinas, exhiben
estos tipos de enlaces. La presenciay el aumento de esta sefial indican que estos componentes
organicos del extracto fingico participan activamente en la sintesis de las nanoparticulas de
plata [110]. En conjunto, la combinacion del aumento en estos picos en el espectro FTIR
confirma la implicacion de los compuestos organicos del extracto de hongo en el proceso de
sintesis de las nanoparticulas de plata.

Tabla 15. Resultados de sintesis de AgNPs con extractos de hongo con tres y once dias de
crecimiento fuera del rango viable.

Cadigo de Polifenoles  Proteinas Relacién Andlisis Elemental
muestra/ Rango %C %Ag %0
S11-24c¢/ 1 0.081 0.899 11 15 60 5
S11-48d/ 3 0.109 0.660 6 80 7 10
S3-72a/ 2 0.087 0.856 10 4 95 1
S11-96d/ 3 0.101 0.754 7 60 28 8

La Tabla 15 muestra el analisis elemental de las nanoparticulas de plata sintetizadas, donde
en esta se observa una notable variabilidad en los porcentajes de plata (%Ag) y oxigeno (%0)
entre las distintas muestras. Los valores de %Ag varian de 4% a 80%, lo que indica una
extensa gama de concentraciones influenciadas probablemente por las condiciones de sintesis
y los pardmetros experimentales utilizados. Por otro lado, el contenido de oxigeno es
considerablemente alto en todas las muestras, con un rango que va de 1% a 95%. Este alto
porcentaje de oxigeno podria deberse a procesos de oxidacion o a la formacion de éxidos
durante la sintesis [111-113].Al analizar la relacion entre los porcentajes de plata y oxigeno,
se observa una tendencia inversa. Las muestras con mayor contenido de plata tienden a tener
menores concentraciones de oxigeno. Este patron sugiere que una mayor concentracion de
plata en las nanoparticulas podria estar asociada con una menor formaciéon de Oxidos,
posiblemente debido a la competencia entre la plata y el oxigeno durante la sintesis [114].
Esta relacion inversa entre %Ag y %0 ofrece informacién crucial para el ajuste de la
composicion y las propiedades de las nanoparticulas, en funciéon de las condiciones
experimentales empleadas.
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Figarg 17. HRTEM de la muestra seleccionada del rango 1; S3-524.
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Figura 18. HRTEM de la muestra seleccionada del rango 1; a) S3-24a, b) S11-24cy c¢) S11-
48c.
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Figura 19. HRTEM de la muestra seleccionada del rango 2; a) S11-827 y b) S3-320.

Figura 20. HRTEM de la muestra seleccionada del rango 2; a) S11-824 y b) S3-430.

Como se puede observar en las figuras 17, 18, 19 y 20 se obtuvieron nanoparticulas con
forma esférica en todos los rangos, ademas en todas las imagenes se puede observar la amplia
dispersion de tamafios. Ademas, se resalta la presencia de un biofilm de materia orgénica que
envuelve las particulas, esto se relaciona con los analisis obtenidos anteriormente.

Tabla 16. Resultados de sintesis de AgNPs con extractos de hongo con tres y once dias de
crecimiento fuera del rango viable.
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Rango  Cddigo de muestra  Polifenoles  Proteinas  Relacion ~ Tamafio, nm

1 S3-524 0.083 0.429 5 21+4
S3-24a 0.150 0.863 6 31+27
2 S11-24c 0.081 0.899 11 71+15
S11-48c 0.073 0.854 12 50 + 25
3 S3-320 0.076 0.406 5 19 +9
S11-827 0.051 0.418 8 25+ 10
4 S3-430 0.064 0.403 6 20+4
S11-824 0.084 0.414 S) 30+38

Como se muestra en la Tabla 16, se observa que el Rango 1 presenta una mayor variabilidad
en el tamafio de las particulas y una relacién mas alta entre polifenoles y proteinas. En este
rango, los tamafios més grandes tienden a asociarse con relaciones mas elevadas entre estos
componentes, lo que sugiere que el tamafio podria influir en la concentracion relativa de
polifenoles respecto a proteinas. Por otro lado, los Rangos 2 y 3 exhiben tamafios menores y
medianos de nanoparticulas, con relaciones entre polifenoles y proteinas significativamente
mas bajas en comparacién con el Rango 1. En el Rango 2, los tamafios mas pequefios se
correlacionan con relaciones méas bajas, mientras que en el Rango 3, a pesar de los tamafios
intermedios, no se identifica un patrén claro en la relacion entre polifenoles y proteinas.

Este analisis indica que el tamafio de las nanoparticulas puede tener un impacto considerable
en la relacion entre polifenoles y proteinas, especialmente en tamafios mayores. Sin embargo,
la influencia del tamafio en esta relacién no sigue un patrén uniforme en todos los rangos, lo
que sugiere que otros factores también pueden estar en juego. Adicionalmente, en el caso de
las nanoparticulas sintetizadas con microorganismos, se han observado algunas
complicaciones adicionales. EI méximo de absorcién depende de la especie microbiana
utilizada y de las proteinas o metabolitos presentes [65]. Esto puede dificultar la prediccion
del tamafio y forma a partir de los espectros UV-vis debido a la interferencia de compuestos
organicos en las nanoparticulas. Aunque frecuentemente se reporta un maximo de absorcion
alrededor de los 420 nm, las morfologias y tamafios pueden variar significativamente [56,
58,66], lo que aumenta la complejidad de estandarizar la biosintesis. Por lo tanto, es crucial
realizar caracterizaciones especificas para evaluar el tamafio, la morfologia y la dispersion
de las nanoparticulas sintetizadas biogénicamente. Y como se observa en los resultados
obtenidos no hay diferencia entre rangos con respecto al tamafio, morfologia y dispersién de
tamanos.
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4.8Pruebas de desinfeccion por microdiluciones
de AgNPs biogenicamente sintetizadas por el
hongo R. stolonifer con tres y once dias de
crecimiento

Para las pruebas de desinfeccion, se seleccionaron muestras de cada rango y se evaluaron en
diferentes concentraciones contra E. coli ATCC 8739 y S. aureus ATCC 6538. Todas las
pruebas mostraron una eficacia del 100% hasta el factor de dilucion 4 para E. coli y hasta el
factor de dilucion 8 para S. aureus cdmo se puede observar en la Figura 21. A partir del factor
de dilucidn 8, la eficacia contra E. coli disminuy¢ drasticamente por debajo del 50%, lo cual
es comun debido a la mayor resistencia estructural de E. coli en comparacion con S. aureus.
Sin embargo, incluso en el factor de dilucion 512, la mayoria de las nanoparticulas
mantuvieron una eficacia del 10%, lo que sigue impidiendo el crecimiento 6ptimo de estas
bacterias. Se observaron excepciones en el caso de S. aureus, donde algunas muestras del
Rango 2 y Rango 3, especificamente S11-824, S3-320, S11-827 y S11-830, mostraron un
incremento en el crecimiento bacteriano a diluciones de 128 y 512. Esto sugiere que, en
concentraciones extremadamente bajas, ciertas formulaciones de nanoparticulas de plata
podrian estar actuando como un nutriente para S. aureus, 0 que no generan suficiente estrés
oxidativo para inhibir su crecimiento, permitiendo que las bacterias se adapten. Es necesario
realizar una caracterizacion exhaustiva de las nanoparticulas para comprender
completamente estos mecanismos y optimizar su uso en la desinfeccion bacteriana.
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Figura 21. Resultados de las pruebas de desinfeccion de las AgNPs sintetizadas con extractos de hongo R. stolonifer ; a) Rango 1-
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84



5 Conclusiones y
Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Con los resultados obtenidos de la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) con extractos
del hongo Rhizopus stolonifer y las caracterizaciones realizadas tanto al extracto como a la
sintesis, se llegaron a las siguientes conclusiones: Los hongos actian de manera individual,
lo que implica que su respuesta al estrés y la produccion de biomoléculas no dependen
directamente del tiempo o de condiciones especificas de estrés. Las diferencias en la
estructura y madurez de los hongos entre los dias tres y once son significativas; el hongo en
el dia once muestra mayor estabilidad y mejor adaptacion a las condiciones de estrés, lo que
permite la produccion de biomoléculas con menos variabilidad entre réplicas. Durante la
sintesis de nanoparticulas de plata, no se observan diferencias significativas entre los hongos
de esos dias, lo que sugiere que las condiciones de sintesis pueden estandarizarse para obtener
resultados consistentes basados en la produccién de biomoléculas. Las condiciones dptimas
para la sintesis de nanoparticulas de plata con extractos del hongo Rhizopus stolonifer se
deben a la concentracién adecuada de proteinas y polifenoles, y a la fuerte interaccion entre
estos componentes, favoreciendo una sintesis eficiente cuando la proporcion de proteinas es
de 5 a 33 veces mayor que la de los polifenoles. Las nanoparticulas sintetizadas muestran
coincidencias en rangos especificos de absorcion UV con diferentes absorbancias, lo que
sugiere que se obtienen nanoparticulas de tamafios y morfologias similares sin embargo las
caracterizaciones por HRTEM sugieren que la variabilidad de longitud de onda donde
absorbe el plasmén esta mes relacionada a la interaccion de las biomoléculas. Todas las
nanoparticulas demostraron ser eficientes en la desinfeccion de E. coli y S. aureus
independientemente de su rango UV-vis, logrando una desinfeccion del 100% con factores
de dilucion de hasta 4 y 8, respectivamente, sin discriminar entre las diferencias de las
nanoparticulas de plata. Por lo tanto, aunque la respuesta de los hongos al estrés puede variar
dependiendo de su madurez, las condiciones Optimas para la sintesis de nanoparticulas de
plata se centran en la proporcion y concentracion de proteinas y polifenoles. Las
nanoparticulas resultantes son altamente eficientes en la desinfeccion bacteriana, a pesar de
las diferencias morfologicas presentes, lo que subraya la viabilidad de esta metodologia para
producir agentes antimicrobianos efectivos.
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5.2 Recomendaciones

A partir de las conclusiones obtenidas, se pueden hacer las siguientes recomendaciones:
Estandarizacion de las condiciones de sintesis: Dado que no se observaron diferencias
significativas en la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) entre los hongos en diferentes
dias, es recomendable estandarizar las condiciones de sintesis basadas en la madurez del
hongo y la concentracion de biomoléculas. Esto garantizara la obtencidén de resultados
consistentes y reproducibles. Optimizacion de la proporcion de biomoléculas: La relacion
entre proteinas y polifenoles es clave para la sintesis eficiente de nanoparticulas. Se
recomienda ajustar esta proporcion para mantener una relacion de 5 a 33 veces mas proteinas
que polifenoles, maximizando la eficiencia de la sintesis y la uniformidad de las
nanoparticulas. Monitoreo de la madurez del hongo: Aunque las diferencias en la sintesis de
nanoparticulas no fueron significativas entre los dias tres y once, la madurez del hongo si
afecta la estabilidad y la produccién de biomoléculas. Se recomienda monitorear y controlar
la etapa de crecimiento del hongo para optimizar la produccién de biomoléculas.
Caracterizacion detallada de las nanoparticulas: Aunque las AgNPs mostraron eficacia en la
desinfeccion de E. coli y S. aureus a pesar de las diferencias morfoldgicas, es importante
continuar realizando caracterizaciones detalladas (como tamafio y forma) para comprender
mejor las interacciones entre las nanoparticulas y los microorganismos. Aplicacion en
desinfeccion bacteriana: Dado que las nanoparticulas demostraron una alta eficacia en la
desinfeccion bacteriana, se recomienda explorar su aplicacién en contextos industriales y
médicos, especialmente en la lucha contra patdégenos como E. coli y S. aureus. Investigacion
sobre el impacto de las nanoparticulas en bajas concentraciones: Aunque se observo una alta
eficiencia en la desinfeccion con factores de dilucion de hasta 4 y 8, seria Util investigar el
comportamiento de las nanoparticulas en concentraciones mas bajas, para determinar su
efectividad a largo plazo y optimizar su uso en aplicaciones donde se requiera una
dosificacion minima. Estudio de otros tipos de hongos o microorganismos: Si bien Rhizopus
stolonifer demostrd ser efectivo para la sintesis de AgNPs, se recomienda estudiar otros
hongos o microorganismos para identificar si pueden ofrecer ventajas adicionales en cuanto
a la estabilidad, rendimiento o eficiencia en la sintesis de nanoparticulas.
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6. Anexos

Tabla S1.Cinética de produccién de biomasa del hongo R. stolonifer cultivado en PDA.

Tiempo (Dias) Biomasa (g) Desviacion estandar

0 0 0

1 0.016 0.004
2 0.119 0.007
3 0.180 0.016
4 0.161 0.023
5 0.133 0.008
6 0.169 0.015
7 0.136 0.010
8 0.121 0.019
9 0.132 0.018
10 0.159 0.016
11 0.125 0.008

Tabla S2. Concentracion de polifenoles cuantificada de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento.

Cadigo de Horas de . Polifenoles : Desviacion
muestra estrés Replica [mg/mL] Promedio estandar
E3-2a a 0.133
E3-2b b 0.109
E£3-9¢ 2 c 0.046 0.078 0.051
E3-2d d 0.024
E3-24a a 0.150
E3-24b b 0.226
£3-24c 24 c 0.096 0.136 0.067
E3-24d d 0.074
E3-48a a 0.065
E3-48b b 0.167
E£3-48¢ 48 c 0.181 0.121 0.062
E3-48d d 0.070
E3-72a a 0.087
E3-72b 72 b 0.117 0.174 0.084
E3-72c C 0.259
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E3-72d d 0.232
E3-96a a 0.172
E3-96b b 0.190
E3-96¢ 96 c 0.160 0.147 0.056
E3-96d d 0.065

Tabla S3. Concentracion de proteinas cuantificada de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento.

Cadigo de Horas de No. De Proteinas : Desviacion
3 Promedio 3
muestra estrés muestra [mg/mL] estandar
E3-2a a 0.512
E3-2b b 1.069
£3.0¢ 2 c 0.943 0.828 0.240
E3-2d d 0.788
E3-24a a 0.863
E3-24b b 1.567
E3-24c 24 c 0.879 1.043 0.349
E3-24d d 0.863
E3-48a a 1.476
E3-48b b 1.094
E£3-48c 48 c 1375 1.304 0.163
E3-48d d 1.271
E3-72a a 0.856
E3-72b b 1.270
£3-72¢ 72 c 1,048 1.195 0.323
E3-72d d 1.608
E3-96a a 1.133
E3-96b b 0.552
E£3-96¢ 96 c 0.627 0.723 0.275
E3-96d d 0.580

Tabla S4. Concentracion de polifenoles cuantificada de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento.

Cadigo de Horas de : Polifenoles : Desviacion
muestra estrés Replica [mg/mL] Promedio estandar
El1-2a a -
E11-2b ’ b - ) )
El1-2c c -
Ell-2d d 0.131
El1-24a a 0.093
E11-24b 24 b 0.113 0.089 0.02
E11-24c c 0.081
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E11-24d d 0.069

E11-48a a 0.054

E11-48b b 0.074

E11-48C 48 c 0.073 0.078 0.02
E11-48d d 0.109

E11-72a a 0.084

E11-72b b 0.114

E11-72¢ 72 c 0.109 0.101 0.01
E11-72d d 0.097

E11-96a a -

E11-96b b 0.061

E11-96¢ % C 0.134 0.099 0.04
E11-96d d 0.101

Tabla S5. Concentracion de proteinas cuantificada de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con tres dias de crecimiento.

Cddigo de Horas de No. De Proteinas . Desviacion
, Promedio .

muestra estres muestra [mg/mL] estandar
El1-2a a 1.181

E11-2b b 0.757

El1-2c 2 C 0.906 1022 0.23
E11-2d d 1.243

El1-24a a 0.769

E11-24b b 0.728

E11-24c 24 c 0.899 0.836 0.10
El11-24d d 0.947

E11-48a a 0.815

E11-48b b 0.713

E11-48¢ 48 c ] 0.730 0.08
El11-48d d 0.660

El1-72a a 0.833

E11-72b b 0.868

E11-72c 72 c 0.672 0.773 0.09
El1-72d d 0.718

E11-96a a 0.688

E11-96b b 0.893

E11-96¢ % C 0.720 0.764 0.09
E11-96d d 0.754
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Tabla S6. Concentracion de polifenoles y proteinas de los diferentes extractos de hongo R.
stolonifer con once dias de crecimiento completa utilizando los valores calculados con la
ecuacion (1) y (2) respectivamente.

Caodigo de Horas de estrés  No. De muestra Polifenoles Proteinas
muestra [mg/mL] [mg/mL]
Ell-2a a 0.106 1.181
E11-2b ) b 0.098 0.757
E11-2c c 0.087 0.906
El1-2d d 0.131 1.243
Ell-24a a 0.093 0.769
E11-24b o4 b 0.113 0.728
E11-24c C 0.081 0.899
E11-24d d 0.069 0.947
E11-48a a 0.054 0.815
E11-48b 48 b 0.074 0.713
E11-48c C 0.073 0.854
E11-48d d 0.109 0.660
El1-72a a 0.084 0.833
E11-72b 79 b 0.114 0.868
E11-72c C 0.109 0.672
E11-72d d 0.097 0.718
E11-96a a 0.108 0.688
E11-96b 96 b 0.061 0.893
E11-96¢ C 0.134 0.720
E11-96d d 0.101 0.754
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