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ABSTRACT: Silver nanoparticles (NPs-Ag) are of great interest due to the potential applications in
different areas. In order to find methodologies that not represent human health risk and also an
ecofriendly one, biosynthesis of these nanoparticles has been a viable option. It is known that
diverse biomolecules present in microorganisms can function as an oxidative, reductor and/or
stabilizer agents, thanks to that silver nanoparticles synthesis could be favored. In this work the
main objectives were the biosynthesis, characterization, and evaluation of antibacterial activity
of NPs-Ag. Biosynthesis was made using the culture supernatant of Pseudomonas aeruginosa.
The NPs-Ag were characterized using UV-Vis spectroscopy, scanning electron microscopy, X-ray
diffraction and the antimicrobial effect was evaluated by dilution assays in Muller Hinton broth
and the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)
were determined against Gram-positive and Gram-negative bacteria. A mixture containing 20%
of supernatant and 3 mM AgNO; was the best way to obtain silver nanoparticles. Nanoparticles
with mixed morphology were observed. The NPs-Ag showed antibacterial activity over Gram-
positive and Gram-negative bacteria with MIC of 1to 2 ug/mland MBC of 2 to 4 pg/ml. In conclu-
sion, culture supernatant of P. aeruginosa is a viable pathway for the synthesis of NPs-Ag with
antibacterial activity.

KEYWORDS: Pseudomonas aeruginosa, biosynthesis, nanoparticles, antibacterial activity, Gram
positives, Gram negatives.

RESUMEN: Las nanoparticulas de plata (NPs-Ag) son de gran interés debido a las aplicaciones
potenciales en diferentes areas. En busca de metodologias que no presenten riesgos a la salud y
sean amigables con el ambiente, la biosintesis de nanoparticulas ha sido una opcion viable. Se
sabe que diversas biomoléculas presentes en los microrganismos pueden tener las funciones de
agente oxidante, reductor y estabilizador, favoreciendo la formacion de nanoparticulas. En el
presente trabajo se tuvo como objetivo la biosintesis, caracterizacion y evaluacion de la actividad
antibacteriana de NPs-Ag. La biosintesis se realizd a partir de sobrenadante de un cultivo de
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Pseudomonas aeruginosa, las nanoparticulas se caracterizaron mediante espectroscopia UV-VIS,
microscopia electronica de barrido y difraccion de rayos X, y la actividad antibacteriana se evalué
con ensayos de dilucion en caldo Mueller Hinton, se determind la concentracion minima inhibito-
ria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) sobre bacterias Gram positivas y negativas. Se
encontrd que la mejor sintesis fue con una mezcla de 20% de sobrenadante conteniendo 3 mM de
AgNO;, observando nanoestructuras con morfologias mixtas. Presentaron actividad contra bacte-
rias Gram positivas y negativas con CMI de 1a 2 pg/mly CMB de 2 a & pg/ml. En conclusion, el
sobrenadante de cultivos de P. aeruginosa es una alternativa viable para la sintesis de NPs-Ag con
actividad antibacteriana.

PALABRAS CLAVE: Pseudomonas aeruginosa, biosintesis, nanoparticulas, actividad antibacte-
riana, Gram positivas, Gram negativas.

Introduccion

La sintesis y aplicacién de materiales a nanoescala (1-100 nm) es un area
emergente de las nanociencias, los nanomateriales representan soluciones
tecnolégicas y ambientales en dreas como la conversion de energia, catalisis,
tratamiento de aguas y medicina (Sharma et al., 2009). Por sus propiedades
fisicoquimicas Unicas, las nanoparticulas (NPs) han mostrado diversas aplica-
ciones en el drea médica, por ejemplo, en la liberacién de agentes terapéuti-
cos, deteccién de patégenos, reparacion de tejidos e inmunoensayos, destruc-
cién de tumores, entre otras (Khan et al., 2017; Huq et al., 2022). Ademas, la
creciente resistencia a los antibidticos por diferentes microrganismos patége-
nos ha impulsado en la comunidad cientifica la busqueda de alternativas para
su control. Por esto, en los dltimos afios se ha potenciado el uso de la nanotec-
nologia para el desarrollo de materiales con actividad antimicrobiana. De
esos materiales, las nanoparticulas han demostrado actividad antimicrobia-
na efectiva contra una gran gama de bacterias tanto Gram positivas como ne-
gativas (Rudramurthy et al., 2016; Wang et al., 2017). Con este propésito, se
han sintetizado NPs de varios metales, entre las mas estudiadas se encuen-
tran las de plata (Ag), oro (Au) y cobre (Cu); de igual forma, se han sintetiza-
do NPs de 6xidos de metales como 6xido de plata (Ag,0), 6xido de zinc (ZnO)
y 6xido de cobre (CuO) (Rudramurthy et al., 2016).

Las nanoparticulas de metales se sintetizan generalmente mediante pro-
cesos fisicos, quimicos y biolégicos. Entre las ventajas que ofrece la sintesis
bioldgica se encuentran que es amigable con el ambiente, econdmica y ficil-
mente escalable, por lo cual, en las dltimas décadas, se ha fomentado el desa-
rrollo de nuevos métodos de la llamada “sintesis verde” (Huq et al., 2022). Para
ello se han empleado plantas o sus extractos, algas, hongos, levaduras y bacte-
rias (Thakkar et al., 2010). Debido a las ventajas que presentan las bacterias
como son abundancia en el ambiente, facilidad para adaptarse, crecimiento ra-
pido, econémico y manipulacién de las condiciones de crecimiento, esos mi-
crorganismos se han utilizado muy frecuentemente con buenos resultados
para la sintesis de NPs de diversos metales (Iravani, 2014; Pantidos y Horsfall,
2014). Para el caso particular de la sintesis de NPs de plata (NPs-Ag) se han
utilizado bacterias de los géneros Aeromonas, Bacillus, Corynebacterium, Entero-
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bacter, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Nocardiopsis y Pseudomonas (Ira-
vani, 2014). Sin embargo, aunque existen diversos organismos capaces de sin-
tetizar NPs tanto intracelular como extracelularmente, hay interés en la
btsqueda de microrganismos y condiciones que permitan obtener las NPs de
acuerdo con las caracteristicas deseadas (Thakkar et al., 2010). Los compo-
nentes celulares asociados con la sintesis bacteriana de NPs-Ag son muy va-
riados e incluyen a surfactantes, enzimas, exopolisaciridos, flagelina, ramno-
lipidos, celulosa, pigmentos, esporas y polisacaridos (Singh et al., 2016).

En el presente trabajo se describe la sintesis de NPs-Ag utilizando sobre-
nadantes de cultivos de un aislado ambiental de P. aeruginosa. También se des-
cribe la caracterizacién de las NPs-Ag y su actividad antibacteriana contra bac-
terias patdgenas tanto Gram negativas como positivas.

Materiales y métodos

Sintesis de nanoparticulas

Para la sintesis de NPs-Ag se utilizé el sobrenadante de un cultivo de Pseudo-
monas aeruginosa J3, la cual fue aislada de una muestra de suelo contamina-
do con hidrocarburos (Flores-Pantoja et al., 2022). La bacteria se crecié a 37
°C por 24 h en estatico en 50 ml de caldo nutritivo (BD), después, el cultivo
se centrifugé a 7,000 rpm a 4 °C, el sobrenadante se filtré en una membrana
de 0.22 pm de tamafio de poro (Millex®-GV, Merk Millipore). Se mezclaron
20 ml de sobrenadante bacteriano filtrado y 80 ml de agua destilada estéril,
a la mezcla se le adicion6 3 mM de AgNO; (Sigma Aldrich). La mezcla se in-
cubd a 37 °C en estéatico por 20 h, transcurrido ese tiempo la sintesis de na-
noparticulas se monitored observando el cambio de coloracién y midiendo la
absorbancia de 300 a 800 nm en un espectrofotémetro Lambda 25 (Perkin
Elmer). Posteriormente, la purificacion se realizé de acuerdo con lo descrito
en la literatura, para lo cual la mezcla de sintesis se centrifugé a 8,000 rpm
por 15 min, se retir6 el sobrenadante, el sedimento se lavé una vez mas con
agua bidestilada estéril y las nanoparticulas resultantes se resuspendieron
en agua estéril (Gul et al., 2016). La concentracién fue determinada centrifu-
gando por duplicado 2 ml de la mezcla de NPs-Ag a 14,000 rpm por 15 min
en un tubo de 2 ml previamente pesado, el sobrenadante fue retirado con
ayuda de una micropipeta y la pastilla resultante se secé a 65 °C. Se determi-
no nuevamente el peso del tubo con las nanoparticulas y la concentracién se
estimé por diferencia de peso del tubo (Hug, 2020).

Caracterizacion de las NPs por difraccion de rayos X (DRX)

El producto de la sintesis fue centrifugado a 8,000 rpm durante 15 min y el
precipitado obtenido se colocé a 65 °C hasta la completa eliminacién del agua.
Los difractogramas se obtuvieron utilizando un difractémetro de rayos X (D8
Avance A25, Bruker) con radiacién CuKa (0.15405 nm), con angulo de inicio
de 20°, dngulo final de 100°, paso de 0.04°, voltaje de 40 kV e intensidad de
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corriente de 35 mA. La calibracién del equipo se efectué mediante la medi-
cién de un patrén estdndar de alimina.

Caracterizacion de las NPs-Ag por microscopia electronica

de barrido (MEB)

Las NPs-Ag en polvo se colocaron sobre un portamuestra de aluminio y fueron
recubiertas con oro durante 40 segundos. Después, se les realiz6 el analisis de
microscopia electrénica en el equipo JEOL 66-10LV, equipado con espectro-
metria de energia dispersiva de rayos X (EDS) para observar la morfologia y co-
nocer la composicién elemental de la muestra. Las imdgenes se obtuvieron a
distintas magnificaciones utilizando una potencia de 20 kV y una distancia de
trabajo (WD) de 10 mm.

Actividad antibacteriana de las NPs-Ag

Para determinar la actividad antibacteriana de las NPs-Ag se hicieron curvas
de crecimiento con diferentes concentraciones en caldo Mueller Hinton
(CMH) contra bacterias Gram positiva y negativas, representantes de los
principales grupos de patégenos de humanos y animales. Las bacterias que
se estudiaron fueron Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus 183, Lis-
teria monocytogenes ATCC 19115 y Staphylococcus aureus ATCC 27543. Para
ello, se crecieron cultivos bacterianos en CMH por 4 h en agitacién constan-
te de 150 rpm a 37 °C, a partir de esos cultivos se prepararon diluciones
equivalentes al tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml). De
cada cultivo diluido se mezclaron 10 pl con 190 pl de CMH conteniendo 0,
0.25,0.5,1, 2, 4, 8y 16 pg/ml de NPs-Ag. Las placas de Elisa se incubaron
por 20 h a 35 °C. Después, se midié la densidad 6ptica a 630 nm en un lector
de placas de Elisa (H reader 1, HLab). Los valores de densidad éptica obteni-
dos se transformaron a porcentajes, tomando como 100% el valor de la con-
centracién cero de NPs-Ag. El experimento se repiti6 tres veces por triplica-
do y con los datos obtenidos se calcularon los promedios y desviaciones
estandar para cada bacteria y se construyeron las graficas correspondientes
en Excel®.

Determinacion de la concentracidon minima inhibitoria (CMI)

y concentracion minima bactericida (CMB)

Para este experimento se crecieron las bacterias en las mismas condiciones

que en el apartado anterior y la CMI se consider6 como aquella concentracién

en la que ya no se observé crecimiento de bacterias en el medio de cultivo.
Para la determinacién de la CMB, se sembraron 5 pl de cada uno de los

pozos de la placa de Elisa en cajas Petri con AMH. Se incubaron a 37 °C por 24

h yla CMB fue aquella concentracién a la que no se obtuvo crecimiento sobre

el agar. Los experimentos tanto para la CMI como para la CMB se repitieron

tres veces de forma independiente.
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Resultados y discusion

Sintesis de NPs-Ag

La sintesis biolégica de nanoparticulas se ha descrito mediante el uso de bac-
terias, hongos y extractos de plantas, lo cual genera nanomateriales biocom-
patibles con diversas aplicaciones (Singh et al., 2016). Para el caso de bacte-
rias se ha reportado la sintesis de NPs-Ag tanto por Gram negativas como
positivas, dependiendo de la localizacién de la sintesis se puede considerar
como intracelular o extracelular. Para el caso de la sintesis extracelular se ha
logrado sintetizar NPs con diferentes morfologias, para lo cual se han usado
células completas, sobrenadante de cultivos o extractos acuosos libres de cé-
lulas (Singh et al., 2016; Siddiqi et al., 2018). La sintesis de nanoparticulas por
bacterias de forma extracelular o mediante el uso de sobrenadantes de culti-
vos tiene varias ventajas respecto a la sintesis intracelular, entre las que se
destacan la facilidad de recuperacién de las nanoparticulas, bajo costo y, por
lo tanto, representa una buena opcién para la sintesis a mayor escala (Singh
etal., 2016; Siddiqi et al., 2018). También, se ha observado que la sintesis por
este método produce nanoparticulas de menor tamarfio, mas estables, tama-
flo mas uniforme y mayor eficiencia de produccién (Rabiee et al., 2022).

Aunque los mecanismos de sintesis de NPs pueden variar entre las dife-
rentes bacterias, se ha sugerido que las nanoparticulas pueden formarse prin-
cipalmente por la reduccién enzimatica de los iones metdalicos. De acuerdo
con esto, se ha propuesto que una de las principales enzimas involucrada en
la sintesis de NPs-Ag es la de nitrato reductasa, aunque también se ha des-
crito que participan otras enzimas y diversas moléculas como polisacaridos,
aminodcidos y vitaminas (Singh et al., 2016; Naganthran et al., 2022). Para el
caso particular de P. aeruginosa se sabe que contiene varios sistemas de secre-
cién, a través de los cuales la bacteria secreta al exterior proteinas con fun-
ciones diversas que incluyen lipasas, proteasas, fosfatasas, toxinas, entre
otras (Filloux, 2011).

En este trabajo para la biosintesis de nanoparticulas de plata se utilizé
sobrenadante de un cultivo de un aislado ambiental de P. aeruginosa J3. Ini-
cialmente, se probaron varias concentraciones de AgNO; como material de
partida, proporciones variables de sobrenadante en la mezcla de reaccién y
tiempos de incubacién. Derivado de lo anterior, se encontré que una solu-
cién acuosa con concentraciones de 3 mM de AgNOs, mezclada con 20% de
sobrenadante del cultivo bacteriano crecido a 37 °C en condiciones estaticas
e incubacién de 20 h, mostré los mejores resultados en la sintesis de NPs. Por
lo cual, se decidié continuar el trabajo en esas condiciones, en la figura 1A se
muestran las mezclas de reaccién previa (3mMp) y 20 h después de iniciada
la sintesis de NPs (3mMs). En donde se puede apreciar el cambio en la tona-
lidad de verde claro a café, lo cual es debido a la reduccién de la plata y es ca-
racteristica distintiva de la sintesis de NPs-Ag (Singh et al., 2018). También
se muestran los espectros de absorcién UV-visible antes y después de la sin-

-]



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
17(32), 1e-13e, enero-junio 2024 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2024.32.69721
Rafael Jiménez Mejia, Angel Daniel Ramirez Herrera, Jests Alejandro Orozco Ceja y Martha I. Gonzalez Dominguez

tesis (figura 1B). En estos espectros se puede apreciar el pico de absorcién ca-
racteristico para el plasmon de resonancia superficial de las NPs de Ag alre-
dedor de los 420 nm (Amendola et al., 2010); asimismo, se puede distinguir
un pico cercano a los 380 nm después de la sintesis que es caracteristico para
las NPs de AgCl (Kim et al., 2010), lo cual indica que la formacién de estas
NPs se lleva a cabo a partir de la interaccién del precursor y el sobrenadante.

FIGURA 1. Sintesis de nanoparticulas con sobrenadante bacteriano. A) Mezclas de reaccidn previo a
la sintesis (3mMp) y después de la sintesis (3mMs). B) Espectro de absorcion de 300 a 800 nm de las
mezclas de reaccion antes (linea continua) y después de la sintesis de las nanoparticulas de plata
(linea punteada).
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Caracterizacion por DRX de las NPs
En el anélisis de DRX se obtuvo una mezcla de fases siendo el patrén de di-
fraccién principal el cloruro de plata y el patrén secundario la plata metalica,
los cuales concuerdan con los patrones de difraccién indexados en las cartas
cristalograficas. Para la fase ctibica de AgCl pura (JCPDS: 31-1238) se obtu-
vieron las reflexiones de Bragg en valores de 20 de 27.8°, 32.2°, 46.2°, 54.8°,
57.4°, 67.4°, 74.4° y 76.7° pertenecientes a los planos (200), (220), (311),
(222), (400), (331) y (420), por su parte, la fase cubica de Ag pura (JCPDS: 65-
2871) mostro valores en las reflexiones de Bragg de 38.2°, 44.4°,64.7°y 77.7°
correspondientes a los planos (11 1),(200), (22 0)y (311) (figura 2).

Una vez identificados los compuestos que conformaban las NP’s mediante
el difractograma de acuerdo con la ecuacién de Debye Scherrer (Tada et al.,
2017) se calculé el tamafio de cristalito:
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D = (k A)/BcosB eq. (1)

Donde k es una constante asumida de ser esférica (k = 0.9), A esla longitud
de onda de los rayos X (A = 1.5406 A), [ esla anchura a media altura del pico de
mayor intensidad y 0 es el 4ngulo de difraccién de Bragg, para ello se eligieron
los planos (111) de Ag y (200) de AgCl para realizar el calculo. El tamaiio de
cristalita fue de 8.5 nm parala Agy de 11.9 nm para el AgCl.

FIGURA 2. Difractograma de rayos X de las NPs de plata y cloruro de plata.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Caracterizacion microscopica de las NPs-Ag

Mediante el anélisis de microscopia electrénica de barrido de las nanoparticu-
las sintetizadas se observé que formaron aglomerados de particulas con mor-
fologias cuasi esféricas, cibicas y algunas mas amorfas. Los tamarios estima-
dos oscilaron entre los 50 y 100 nm (figura 3A). La diversidad de morfologias
de las NPs puede ser atribuida a la gran variedad de moléculas presentes en el
sobrenadante del cultivo bacteriano, pues estas biomoléculas interacttian a
nivel fisicoquimico de diversas formas para la reduccién de los iones de plata,
su agregacién y estabilizacién, generando que las NPs-Ag no tengan un creci-
miento equiaxial otorgando diferentes caracteristicas morfolégicas (Kumar
et al., 2010). Por otra parte, la pureza de las nanoparticulas se verificé6 me-
diante el andlisis de EDS validando la presencia de plata (Ag) como compo-
nente principal de las nanoparticulas, también se puede observar cloro (Cl)
confirmando la presencia de NPs de AgCl, corroborando lo observado en el
DRX, asi como también se encontraron elementos como, magnesio (Mg), oxi-
geno (O) y carbono (C), de los cuales algunos pueden ser parte de las biomo-
léculas presentes en el sobrenadante del cultivo utilizado para la sintesis (Ku-
mar et al., 2010), mientras que el aluminio (Al) corresponde al portamuestra

utilizado (figura 3).
&
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FIGURA 3. A) Micrografia de SEM de las NPs-Ag sintetizadas a partir 3 mM de AgNO,, y, B) espectro de
EDS las nanoparticulas de plata sintetizadas con sobrenadante de cultivos de P. aeruginosa.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Actividad antibacteriana

En los dltimos arios las NPs-Ag han atraido la atencién ya que por sus propie-
dades tienen aplicacién en biomedicina y agricultura, asi como en areas am-
bientales y fisicoquimicas (Singh et al., 2016). En este sentido, las NPs-Ag son
consideradas muy atractivas para el desarrollo de nuevos antibacterianos, al
mostrar actividad contra una gran variedad de bacterias Gram positivas y ne-
gativas, tanto susceptibles como multirresistentes a los antibiéticos (Rai et
al., 2012; Franci et al., 2015).

De acuerdo con lo anterior, se realizé el anélisis de actividad antibacte-
riana de las NPs-Ag sintetizadas en este trabajo, contra tres bacterias Gram
negativas y tres Gram positivas, representativas de patédgenos de humanos y
animales. Como se puede observar en la figura 4, se obtuvo inhibicién del cre-
cimiento para las seis bacterias en forma dependiente de la concentracién.
Por ejemplo, P. aeruginosa fue la mas susceptible, reduciendo su crecimiento
en 36% a 0.25 pg/ml e inhibiéndose completamente en 1 pg/ml (figura 4A),
mientras que E. coli, B. cereus y S. aureus se inhibieron 42%, 22% y 36% a 0.5
pg/ml y no se observo crecimiento en concentraciones de 2 y 4 ug/ml (figura
4A y 4B). Las bacterias que mostraron mayor tolerancia a las NPs-Ag fueron
K. pneumoniae y L. monocytogenes, las cuales redujeron su crecimiento en 26%
y55% a1 pg/ml de NPs-Agy no crecieron a 4 pg/ml (figuras 4A y 4B).
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FIGURA 4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de las NPs-Ag. A) E. coli (Eco), K. pneumoniae
(Kpn) y P. aeruginosa (Pae); B) B. cereus (Bce), L. monocytogenes (Lmo) y S. aureus (Sau). En el eje y se
indica el crecimiento bacteriano expresado como porcentaje (%) y en el eje x las concentraciones de
NPs-Ag probadas. Los asteriscos indican las CMI para cada una de las bacterias. Las graficas represen-
tan el promedio de tres repeticiones.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)
y minima bactericida (CMB)
La actividad antimicrobiana de nanoparticulas sintetizadas por bacterias o so-
brenadante de cultivos bacterianos pertenecientes al género Pseudomonas ha
sido documentada en la literatura (Kumar et al., 2011). En este sentido, Kumar
y Mamidyala, (2011) encontraron que NPs-Ag sintetizadas con sobrenadante
de P, aeruginosa mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias Gram ne-
gativas y positivas en concentraciones de 4 a 32 pg/ml. En otro estudio, se des-
cribié que la CMI de NPs-Ag biosintetizadas con sobrenadante de Pseudoduga-
nella eburnea MAHUQ-39 contra P. aeruginosa fue de 6.25 pg/mly para S. aureus
de 100 pg/ml, de igual forma en ese trabajo se encontré que la CMB fue de 50
pg/mly 200 pg/ml para esas bacterias (Hug, 2020). También se ha descrito que
las NPs-Ag sintetizadas a partir de ramnolipidos de P. aeruginosa BS-161R fue-
ron activas contra bacterias Gram positivas y negativas con CMI de entre 7.81
y 15.62 pg/ml (Kumar et al., 2010). De acuerdo con lo anterior, las NPs-Ag sin-
tetizadas en este trabajo fueron muy efectivas contra bacterias Gram negativas
y positivas con valores de CMI de entre 1y 4 pg/ml (figura 4). Por otro lado, la
CMB fue de 2 ug/ml E. coli, P. aeruginosa y S. aureus y 4 pg/ml para las restantes
bacterias (figura 5). Tanto los valores de la CMI como de la CMB son menores a
los mencionados anteriormente, lo cual indica que las NPs-Ag sintetizadas en
este trabajo tienen mayor actividad antimicrobiana que las obtenidas en esos
trabajos. La razén especifica de las diferencias en la actividad antimicrobiana
no estd clara, ya que las nanoparticulas sintetizadas en este trabajo tienen un
tamario mayor (50-100 nm), con diferentes morfologias, mientras que las NPs-
Ag descritas en los estudios previamente mencionados tienen tamarios entre 8
y 24 nm y morfologia monodispersa y esférica, principalmente. Sin embargo,
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FIGURA 5. A) Determinacion de la CMB de las nanoparticulas de plata contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Los guiones (-) indican la concentracion minima bactericida (CMB).

Fuente: Elaboracion de los autores.

las diferencias en la actividad antimicrobiana pueden deberse a las variaciones
en los métodos de sintesis o a la composicién de los sobrenadantes utilizados
como agentes reductores, los cuales pueden influir en la composicién de la cu-
bierta, carga y estabilidad de las nanoparticulas y, por tanto, variar su actividad
(Restrepo y Villa, 2021; Madani et al., 2022). Por otro lado, en la literatura algu-
nos autores han encontrado que las bacterias Gram positivas presentan mayor
tolerancia que las Gram negativas a las nanoparticulas de plata y ese efecto se
ha atribuido a diferencias en la pared celular (Hugq, 2020). Sin embargo, en este
estudio no se encontré diferencia en la CMI o de la CMB entre los dos grupos de
bacterias.

El mecanismo especifico de actividad antimicrobiana se desconoce aun,
pero en la literatura se ha descrito que las NPs-Ag presentan actividad va-
riable contra una gran diversidad de bacterias tanto Gram positivas como
negativas. En este sentido, se ha descrito que por sus propiedades fisicas y
quimicas, las NPs-Ag se adhieren a la superficie bacteriana y, debido a que
constantemente liberan iones Ag+, inducen cambios en la estructura y fun-
cién de la membrana y pared celular de las bacterias. Ademds, las nanoparti-
culas de tamafio mas pequeiio pueden ingresar a la célula e inducir la forma-
cién de especies reactivas de oxigeno, que provocan dafios en el ADN, asi
como otras biomoléculas importantes para el funcionamiento celular (Duran
etal., 2016; Yin et al., 2020).

En conclusién, los datos descritos en este trabajo indican que el uso de
sobrenadante de cultivos de P. aeruginosa J3 es una alternativa viable para la
sintesis verde de nanoparticulas de plata, las cuales tienen actividad antibac-
teriana contra bacterias tanto Gram positivas como negativas patégenas de

humanos y animales.
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