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ABSTRACT: One of the main applications of silver nanoparticles is their antimicrobial activity. The 
development of drug resistance, as well as the adverse effects that drugs cause, make it neces-
sary to search for alternative strategies for the treatment of these infectious diseases. In the 
present work, the synthesis of silver nanoparticles by extracts from the fungus Punctularia atro-
purpurascens was carried out. Different synthesis reaction conditions were studied and the an-
timicrobial potential of the biogenic nanoparticles was evaluated against microorganisms of 
interest in health and agriculture areas. 

KEYWORDS: nanoparticles, fungi, antimicrobials. 

RESUMEN: Una de las principales aplicaciones de las nanopartículas de plata es su actividad 
antimicrobiana. La resistencia a drogas, así como los efectos adversos que ocasionan hacen 
necesaria la búsqueda de estrategias alternativas para el tratamiento de enfermedades infec-
ciosas. En el presente trabajo se realizó la síntesis de nanopartículas de plata por extractos 
provenientes del hongo Punctularia atropurpurascens. Se estudiaron diferentes condiciones de 
reacción de síntesis y se evaluó el potencial antimicrobiano de las nanopartículas biogénicas 
frente a microrganismos de interés en las áreas de salud y agroalimentaria. 

PALABRAS CLAVE: nanopartículas, hongos, antimicrobianos. 

Introducción 

Las nanopartículas de plata poseen propiedades particulares que les atribu-
yen aplicaciones muy promisorias y novedosas en diversos campos de la 
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ciencia, tales como el desarrollo de biosensores, el diagnóstico y tratamiento 
de cáncer, la liberación controlada de fármacos, y el potencial antimicrobia-
no (Sripriya et al., 2013; Boca-Farcau et al., 2014; Liu et al., 2014). 

La síntesis biológica de nanopartículas es de gran interés sobre otros 
métodos (físicos y químicos) porque se evita el uso de químicos tóxicos y 
condiciones drásticas de reacción. Además, algunas nanopartículas de plata 
sintetizadas por hongos han presentado amplia actividad antimicrobiana 
contra bacterias Gram negativas, Gram positivas y hongos patógenos de hu-
manos y plantas (Rodrigues et al., 2013; Sanguiñedo et al., 2018), así como 
actividad citotóxica contra células cancerosas (Gurunathan et al., 2013).

Para el monitoreo de la biosíntesis el método más utilizado por su sim-
plicidad y sensibilidad es la espectroscopía de absorción UV–visible, me-
diante la aparición de la banda correspondiente a la resonancia de plasmón 
de superficie de las nanopartículas de plata (Kora et al., 2010). 

Es importante el análisis de las condiciones de reacción que permitan una 
mayor producción de nanopartículas, así como el control del tamaño y la 
forma, pues se ha demostrado que condiciones como pH, temperatura, con-
centración de nitrato de plata, agitación, etc., pueden afectar las caracterís-
ticas de las nanopartículas sintetizadas (Korbekandi et al., 2013). Para la carac-
terización de las nanopartículas biosintetizadas además de la espectroscopía 
UV–visible, se utilizan diversas técnicas como difracción de rayos X y micros-
copía electrónica de transmisión (TEM) que permiten caracterizar tamaño, 
forma y distribución.

Una de las principales aplicaciones de las nanopartículas de plata es su 
actividad antimicrobiana. Las enfermedades infecciosas son aún una de las 
principales causas de muerte en el mundo. El desarrollo de resistencia a 
drogas, así como los efectos adversos que ocasionan hacen necesaria la bús-
queda de estrategias alternativas para el tratamiento de dichas enferme-
dades (OMS, 2014). En el área agrícola, a pesar de las mejoras en la capa-
cidad de diagnóstico y disponibilidad de tecnologías para el control de 
enfermedades, ellas aún son capaces de causar enormes pérdidas de cose-
chas (Vurro et al., 2010). El potencial antimicrobiano de las nanopartículas 
de plata es muy promisorio; se ha demostrado su efectividad para el trata-
miento de enfermedades infecciosas, frente a bacterias resistentes a antibió-
ticos, en estudios in vitro y en modelos animales (Hajipour et al., 2012; 
Shanthi et al., 2016), en la conservación de alimentos (Becaro et al., 2016) y 
en el control de fitopatógenos (Jo et al., 2015; Elgorban et al., 2016). 

En el presente trabajo se realizó la síntesis de nanopartículas de plata 
por extractos provenientes del hongo Punctularia atropurpurascens. Se estu-
diaron diferentes condiciones de reacción de síntesis y se evaluó el potencial 
antimicrobiano de las nanopartículas biogénicas frente a microrganismos de 
interés en las áreas de salud y agroalimentaria.
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Materiales y métodos

Material biológico
Se utilizó la cepa fúngica Punctularia atropurpurascens H2126, perteneciente 
a la Colección de Cepas de la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Quí-
mica, proveniente de un aislamiento a partir de muestras de madera colecta-
das en Uruguay. Para los ensayos de actividad antimicrobiana se utilizaron 
las cepas de colección Staphyloccocus aureus ATCC6538P, Escherichia coli ATCC 
25922, y Candida albicans ATCC 101231. 

Cultivo del hongo y obtención de micelio
Primeramente se realizó un cultivo del hongo en medio sólido Potato Dextro-
sa Agar (PDA, BD Difco). Se extrajeron discos de micelio de dicho cultivo y se 
inocularon dos discos en 100 mL de medio líquido Potato Dextrose Broth 
(PDB, BD Difco). Se incubó a 28 ºC, con agitación constante (150 rpm) en un 
periodo adecuado para obtener suficiente biomasa para continuar con los 
ensayos. Finalizado el periodo de incubación en medio líquido, se separó el 
micelio del medio de cultivo por filtración con papel estéril. El micelio rete-
nido en el filtro se lavó con agua destilada estéril y se secó con toallas de pa-
pel estériles. Se determinó el peso húmedo del micelio obtenido.

Biosíntesis de nanopartículas
El ensayo de biosíntesis de nanopartículas (NPs) se realizó con base en el rea-
lizado por Rodrigues et al. (2013) con algunas modificaciones. El micelio se 
incubó en agua destilada estéril (0.1 g/mL) durante 72 horas, con agitación 
constante (150 rpm) a 28 °C. Luego de la incubación, se separó el micelio del 
caldo extracelular mediante filtración por membrana 0.22 μM (Millipore). El 
extracto extracelular filtrado se dividió en dos fracciones, una oficiando 
como control mientras que a la otra fracción se le agregó igual volumen de 
solución estéril de AgNO3. Las dos fracciones se incubaron a temperatura 
ambiente en oscuridad. Se realizó el seguimiento de la biosíntesis mediante 
realización de espectros de absorción (incluyendo el control) entre 250 y 800 
nm, en un espectrofotómetro UV–visible (Jenway 6715), y midiendo el in-
cremento de absorción en el pico de longitud de onda máximo, correspon-
diente a la resonancia de plasmón de superficie de las NPs sintetizadas, a lo 
largo del tiempo. 

Evaluación de condiciones de reacción de biosíntesis
Para evaluar la incidencia de las variables de la reacción en la biosíntesis de 
las NPs se estudiaron individualmente las siguientes condiciones experi-
mentales: tiempo de incubación del micelio en agua (24, 48 y 72 horas), tem-
peratura (28 °C y 37 °C) y concentración de AgNO3 en la reacción de síntesis 
(1 y 5 μM). Cada variable fue evaluada por duplicado, midiendo la absorban-
cia a λ = 440 nm en función del tiempo. Además, se realizó análisis de va-
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rianza (ANOVA) en el tiempo final de la síntesis para determinar si existían 
diferencias significativas en las distintas condiciones evaluadas (p < 0.05).

Purificación de las NPs
Las NPs sintetizadas fueron centrifugadas (centrífuga refrigerada SOR-
VALL–Thermo Scientific), lavadas y resuspendidas en agua destilada estéril, 
obteniendo así la solución de NPs a utilizar en los siguientes ensayos. Se rea-
lizó el espectro de absorción, se midió la banda de absorbancia correspon-
diente a las NPs purificadas y se estimó su concentración según lo descrito 
por Paramelle et al. (2014). 

Caracterización de las NPs sintetizadas
Para la caracterización de las NPs biosintetizadas, además de la espectrosco-
pía UV–visible se utilizaron otras metodologías. Mediante microscopía elec-
trónica de transmisión (TEM) y difracción de rayos X a bajos ángulos (SAXS) 
se determinó el tamaño, distribución y morfología de las NPs. 

TEM
Se depositaron 10 μL de la solución de NPs en una rejilla de cobre recubierta 
de carbono (Electron Microscopy Sciences). Se dejó secar la muestra a tempe-
ratura ambiente. El análisis se llevó a cabo en el microscopio electrónico 
TECNAI T20 (FEI) a 200 kV. El procesamiento de las imágenes fue realizado 
con el software Image J. 

SAXS
Se utilizó un difractómetro de polvo Rigaku, model Ultima IV, utilizando radia-
ción generada por un ánodo de Cu con CuKalpha = 1.5418 Å. Las medidas se 
hicieron a bajo ángulo, en geometría Bragg–Brentano, con un offset de 0.2 Å 
sobre depósitos de NPs sobre sustrato de silicio. El rango de medida de q = 0.05 
Å-1 a 1.50 Å-1.

Evaluación de actividad antimicrobiana in vitro.  
Determinación de concentración inhibitoria mínima (CIM)

Se determinó mediante la técnica de dilución descrita por el Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI 2012), en microplacas de titulación de fondo 
plano (NUNC–Thermo Scientific). Se sembraron suspensiones de los microrga-
nismos en caldo Mueller–Hinton (Himedia) con diluciones seriadas de la solu-
ción de NPs. Como controles se sembraron el caldo de cultivo, suero fisiológico 
(igual volumen que la solución de NPs) con y sin la suspensión del microrganis-
mo. Luego de la incubación a temperatura y tiempo adecuados para cada mi-
crorganismo se determinó la mínima concentración que causó inhibición visi-
ble del crecimiento microbiano. Además, se incluyeron como controles positivos 
algunos antimicrobianos (antibióticos, solución de nitrato de plata).
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Resultados

Biosíntesis de NPs de plata
Durante el seguimiento de la reacción de síntesis, se constató un aumento de 
la absorbancia en la región 420-460 nm, el cual se corresponde con la reso-
nancia de plasmón de superficie (RPS). Asimismo, se observó un notorio 
cambio de color en el medio de reacción de las NPs, no así con la fracción em-
pleada como control (figura 1). 

Evaluación de la incidencia de condiciones de reacción  
en la biosíntesis de NPs
En el estudio de la incidencia del cambio de variables en la reacción de bio-
síntesis, se observó que la misma era más favorable al incubar el micelio en 
agua destilada durante 24 horas (figura 2a). Asimismo, se obtuvieron resul-
tados correspondientes a una mayor síntesis de NPs cuando la temperatura 
de reacción fue de 37 °C (figura 2b) y también cuando se empleó AgNO3 
5mM (figura 2c). Además, el análisis de varianza a tiempo final de reacción 
mostró que existían diferencias significativas en la absorbancia a 440 nm (p 
< 0.05) para las distintas condiciones evaluadas.

FIGURA 1. Color observado: (a) al iniciar la reacción (0 horas), y, (b) luego de 72 horas de reacción; a la 
izquierda el control y a la derecha la síntesis de NPs. 

Fuente: Elaboración de los autores. 

FIGURA 2. Efecto de diferentes condiciones de reacción en la síntesis de NPs (medida por absorbancia 
a 440 nm) en el tiempo (las barras indican la desviación estándar): (a) distintos tiempos de incubación, 
(b) distintas concentraciones de nitrato de plata, (c) distintas temperaturas. 

Fuente: Elaboración de los autores. 

(b) (c)(a)

(a) (b)
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Purificación de NPs de plata 
Las muestras fueron centrifugadas y las NPs en el pellet fueron lavadas para 
obtener las NPs aisladas. Para estudiar la estabilidad coloidal de las NPs pu-
rificadas se utilizó espectroscopía UV–vis. Después de la centrifugación y re-
suspensión las NPs presentaron una alta banda de absorción por encima de 
400 nm correspondiente a la RPS de las NPs de plata (figura 3). Esto demues-
tra que en estas condiciones de centrifugación las NPs pudieron separarse 
sin perder estabilidad coloidal (no agregaron).

Caracterización de las NPs
Luego de seleccionadas las condiciones de síntesis se realizó la caracterización 
de las NPs. El análisis de las micrografías de TEM usando el software Image J 
mostró que eran de forma esférica con un tamaño promedio de 11(2) nm (fi-
gura 4). Además, estudios de SAXS mostraron dos picos asociados con pobla-
ciones de NPs esféricas. Las distancias características obtenidas del ajuste co-
rresponden a 17(3) nm y 46(1) nm (figura 5). La primera población podría 
atribuirse al tamaño de las NPs, mientras que la segunda podría corresponder 
a una segunda población pero de mayor tamaño, resultado del proceso de se-
cado necesario para realizar el preparado sobre sustrato de silicio.

 

FIGURA 3. Espectros de absorción UV–vis de las NPs antes (a) y después (b) de la centrifugación. 

Fuente: Elaboración de los autores. 

Figura 4. Micrografía de TEM de las NPs.

Fuente: Dras. Grazú y Fratila del Instituto de Nanociencia de Aragón de la Universidad de Zaragoza, 
España. 

(b)(a)
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Actividad antimicrobiana. Determinación de la CIM
Para evaluar su potencial aplicación como antimicrobiano se realizó la deter-
minación cuantitativa de dicha actividad (CIM) frente a los siguientes micror-
ganismos: C. albicans, S. aureus y E. coli. Los resultados se presentan en la ta-
bla 1. Los controles positivos utilizados en los ensayos (antibióticos y solución 
de AgNO3) presentaron valores de CIM superiores (en el orden de μM y ηM).

C. albicans E. coli S. aureus

2.1 pM 2.1 pM 8.5 p M

Discusión

En este trabajo se avanzó en estudios de incidencia de condiciones de reac-
ción, caracterización y de aplicaciones como antimicrobianos de las NPs sin-
tetizadas utilizando el hongo P. atropurpurascens. Con el objetivo de producir 
NPs estables, con un mayor rendimiento en tiempos de reacción más cortos 
para su potencial uso en diversas aplicaciones biotecnológicas, se evaluó la 
incidencia de las condiciones de reacción para la biosíntesis de NPs. Dentro 
de los resultados obtenidos vale la pena destacar el tiempo, el cual fue menor 
que en el protocolo utilizado en estudios previos (Sanguiñedo et al., 2018), lo 
que representa una ventaja teniendo en cuenta ensayos futuros a mayor es-
cala. Se separaron las NPs por centrifugación y se confirmó su estabilidad; 
esta estrategia permite la purificación de las NPs, un paso muy importante 
para las diferentes aplicaciones. Esta estabilidad luego de la centrifugación 
es indicativo de la formación de una capa orgánica fuertemente unida al core 

FIGURA 5. SAXS para un preparado de NPs depositada sobre placa de silicio. Se evidencian dos distan-
cias de correlación en 45-48 y 17nm. 

Fuente: Elaboración de los autores. 

TABLA 1. CIM de las NPs frente a distintos microrganismos. 

Fuente: Elaboración de los autores. 
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inorgánico de la nanopartícula metálica. Las NPs sintetizadas se mantuvie-
ron estables luego de dicho proceso, manteniendo la banda correspondiente 
a la resonancia de plasmón de superficie en el espectro de absorción de la so-
lución de NPs; las propiedades plasmónicas de las NPs de plata proveen un 
método sencillo para este monitoreo: la agregación de las mismas generaría 
una disminución de la intensidad en el pico de resonancia de plasmón de su-
perficie así como un corrimiento en el espectro visible hacia el infrarrojo (Si-
vera et al., 2014; Sharma et al., 2016). 

Los estudios de caracterización por TEM y SAXS permitieron deter-
minar la forma, el tamaño y disposición de las NPs. 

Dentro de las muy diversas aplicaciones de las NPs de plata en este tra-
bajo se abordó su aplicación como agente antimicrobiano. Los resultados de 
actividad antibacteriana fueron similares a los obtenidos previamente con 
nanopartículas biogénicas frente a diferentes especies bacterianas (Quin-
teros et al., 2016). Asimismo, las CIM de las NPs frente a las bacterias utili-
zadas en este trabajo fueron al menos tres órdenes menores que las obte-
nidas para los antibióticos gentamicina, cloranfenicol y ciprofloxacina, así 
como la solución de nitrato de plata, utilizadas como control. 

Todos estos resultados obtenidos en los ensayos de actividad antimicro-
biana in vitro fueron muy promisorios, demostrando el gran potencial anti-
microbiano de las NPs tanto frente a bacterias (Gram positivas y Gram nega-
tivas) como a hongos, de interés en el área de salud o agroalimentaria. 
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