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Resumen

Tanto la nanotecnologia como la nanociencia tratan sobre el estudio de
materiales y objetos a escala nanométrica. Los nanoobjetos y nanomateriales estan
constituidos por nanoparticulas (NPs). Las NPs son aquella parte diminuta de la materia
que presentan una 0 mas dimensiones externas en el intervalo de tamafios comprendido
entre 1 nm y 100 nm. La sintesis de NPs se puede llevar a cabo mediante métodos
fisicos, quimicos o bioldgicos. Estos ultimos son respetuosos con el medio ambiente y
evitan la produccion de quimicos toxicos que en la mayoria de los casos resultan
perjudiciales para la salud. Ademas los métodos bioldgicos son ventajosos en cuanto a
su rentabilidad y bajo consumo energético. Las NPs pueden ser sintetizadas por
distintos tipos de microorganismos incluyendo bacterias, levaduras, hongos y virus. Los
microorganismos son capaces de sintetizar NPs metélicas, NPs compuestas por éxidos,
y NPs con propiedades semiconductoras. En el ambito de la microbiologia, las NPs
presentan aplicaciones en areas muy diversas tales como el tratamiento de aguas
(inhibiendo el crecimiento de microorganismos y la formacion de biofilms), la
microbiologia alimentaria (evitando el desarrollo de microorganismos causantes de
contaminacion alimentaria), la deteccién de microorganismos (a través de ensayos
inmunoldgicos basados en reacciones especificas antigeno-anticuerpo se puede detectar
la presencia de microorganismos en distintas muestras de analito), entre otras. Las NPs
se emplean también en el campo clinico como antimicrobianos y para combatir la
resistencia a antibioticos debido a su mecanismo de accién particular que difiere de los
antibioticos convencionales. Los mecanismos de accion a través de los cuales las NPs

actan como antimicrobianos son muy variados.

Palabras clave: nanociencia, nanotecnologia, nanoparticulas (NPs), aplicaciones
microbioldgicas, accidn antimicrobiana.



1 Introduccion

La nanotecnologia es la disciplina cientifica que se encarga de controlar y
caracterizar los &tomos y moléculas en el rango dimensional de 1 a 100 nm, con el fin
de obtener materiales, dispositivos, y sistemas con nuevas propiedades y funciones
debido a su reducida dimension. Los objetos de tamafio nanométrico son de cien a diez

mil veces mas pequefios que las células de los mamiferos.

La nanotecnologia es uno de los campos que despierta mayor interés en la
investigacion mundial del siglo XXI. Gracias a sus avances se han desarrollado
productos a partir de nanomateriales cuyo objetivo es sustituir materiales y reactivos
quimicos que puedan resultar costosos o dafiinos para el ambiente. Por lo general, son
estructuras elaboradas artificialmente a base de carbono y metales como oro, plata,

cadmio y selenio, entre otros.

Dentro de un contexto multidisciplinario, uno de los objetivos principales de la
nanotecnologia es promover el desarrollo humano y mejorar la calidad de vida. La
nanotecnologia presenta aplicaciones en diversas areas que incluyen ingenieria,
electronica, medicina, industria farmacéutica, microbiologia y medio ambiente, entre
otras. Esta nueva disciplina cientifica proporciona nuevas soluciones en el diagnéstico y

prevencion del crecimiento de microorganismos, el tratamiento de enfermedades, etc.

La revision bibliografica se propuso debido al interés cientifico que ha
despertado la nanotecnologia en estos ultimos afios. Las nanotecnologias juegan un
papel fundamental a la hora de abordar los retos identificados en la estrategia de
Horizonte 2020 (proyecto de investigacion e innovacién de la union europea) para un
crecimiento inteligente, sostenible e inclusivo. La financiacion para la investigacién
mundial de nanotecnologias se ha duplicado en los dltimos afios, pasando de 6.500
millones de euros en 2004 a aproximadamente 12.500 millones de euros en 2008. La
participacion de la Union Europea en este dato global ha sido de aproximadamente un

cuarto



2 Objetivos

En la ultima década se han producido enormes avances en el campo de la
nanotecnologia, de las nanoparticulas (NPs) producidas por microorganismos, y sus
potenciales aplicaciones. En esta revision bibliogréafica se han planteado los siguientes
objetivos especificos:

1. Definir los conceptos de nanotecnologia, nanociencia, y NPs.
2. Describir los distintos tipos de NPs biosintetizadas por microorganismos.
3. Exponer las principales aplicaciones potenciales de la nanotecnologia

relacionadas con el area de microbiologia.

3 Metodologia

Para llevar a cabo este trabajo de revision bibliogréfica que tiene como titulo
“Nanotecnologia y sus potenciales aplicaciones en microbiologia” se ha llevado a cabo
inicialmente una estrategia de busqueda actualizada en la literatura cientifica a través
del portal web de la biblioteca de la universidad de Sevilla (http://fama.us.es)/. Las
fuentes utilizadas han sido fundamentalmente bases de datos y motores de blsqueda

bibliogréfica.

A continuacion se indica el listado de los recursos empleados para dicho trabajo:

- Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed); es un sistema de blsqueda que

ha sido desarrollado por el centro nacional de investigacion biotecnolégica
(NCBI) en la libreria nacional de medicina (NLM). Es una base de datos de libre
acceso que contiene literatura sobre biomedicina y ciencias de la vida.

- ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com/); es una base de datos revisada

por expertos que contiene libros electronicos, revistas y titulos que abarcan los
campos de la ciencia, tecnologia, y medicina.

- Scopus (https://www.scopus.com/); es una de las mayores bases de datos de

resumenes. Esta especializada en los campos de ciencia, tecnologia, medicina,

ciencias sociales, artes y humanidades.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.sciencedirect.com/)
https://www.scopus.com/

- Mendeley (https://www.mendeley.com/); es a la vez un gestor de referencias

bibliografias, un lector de PDF, un sistema para almacenar y organizar
documentos, un buscador de informacion cientifica y una red social académica
en la que compartir citas bibliograficas y publicaciones.

- Google Scholar (https://scholar.google.es/); es una pagina web que proporciona

acceso a articulos, tesis, libros y resimenes de las editoriales académicas,

sociedades profesionales, depo6sitos en linea, universidades y otros sitios webs.

- Hindawi Publishing Corporation (http://www.hindawi.com/); es una editorial
comercial de revistas especializadas que cubren una amplia gama de disciplinas

académicas.

Como criterios generales de seleccion de articulos y/o informes, se ha tenido en cuenta
la fecha de publicacion de los mismos, evaluandose asi la bibliografia mas reciente y

actualizada.

Para ello se han utilizado las siguientes palabras clave: “Nanotechnology; Nanoscience;
Nanoparticles;  Antimicrobial  nanoparticles;  Microbiology;  Microorganisms;

Nanosensor; Nanoparticle biosynthesis; y Applications of nanoparticles”.

Se han seleccionado inicialmente los documentos que aportaban una vision general
sobre el tema. Para ir profundizando en las aplicaciones mas especificas se consultd

ademas la bibliografia citada por los autores en los trabajos originales.

Los documentos consultados en la busqueda bibliografica fueron ensayos clinicos,
articulos y revisiones publicadas en los ultimos 10 afios. Ademas se han consultado tesis

doctorales y libros.


https://www.mendeley.com/
https://scholar.google.es/
http://www.hindawi.com/

4 Resultados y discusion

4.1 Introduccién a la nanotecnologia y nanociencia

4.1.1 Breve historia, concepto y definicion de la nanotecnologia y nanociencia

La nanotecnologia trata sobre las diferentes estructuras de la materia con
dimensiones del orden de una milmillonésima parte de un metro. No queda claro en qué
momento los humanos comenzaron a aprovechar las ventajas de los materiales de
dimensiones nanométricas. Se sabe que en el siglo IV a.C. los vidrieros romanos
fabricaban cristales que contenian metales nanometricos. En el Museo Britanico de
Londres se puede ver un utensilio de ese periodo, llamado la ‘copa de Licurgo’, que
contiene nanoparticulas (NPs) de oro y plata (Figura 1). El color de la copa varia de
verde a rojo intenso cuando se le introduce una fuente luminosa en el interior. También
la gran variedad de colores de las vidrieras de las catedrales se deben a la presencia de
NPs metalicas en el vidrio. En 1857, Michael Faraday publico un articulo en la revista
transacciones filosoficas de la sociedad real (Philosophical Transactions of the Royal
Society), en el que tratd de explicar cdmo las NPs metalicas influyen en el color de las

ventanas de las iglesias (Faraday, 1857).

Figura 1. Fotografia de la ‘copa de licurgo’ situada en el museo britanico de Londres. Se
pueden apreciar diferentes colores en funcion de la iluminacion (a) externa o (b) interna
(Horikoshi and Serpone, 2013).

En los afnos 60 se desarrollaron fluidos magnéticos denominados ferrofluidos, que
consisten en NPs magnéticas dispersadas en fluidos. EI concepto de nanotecnologia fue

propuesto en 1974 por el japonés Norio Taniguchi, profesor de la universidad de
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ciencias en Tokio. No fue hasta los afios 80, con la aparicién de los métodos apropiados
para fabricar nanoestructuras, cuando tuvo lugar un crecimiento notable de la actividad
de investigacion. En esta misma década, G. K. Binning y H. Roher, en el laboratorio de
investigacion de IBM en Zurich, desarrollaron la microscopia de barrido efecto de tunel,
por lo recibieron el premio nobel en 1986 (Poole and Owens, 2003). La microscopia de
barrido efecto de tlnel permitié en su época observar la estructura de la materia en
dimensiones nanométricas. En los afios 90, lijima obtuvo nanotubos de carbono y
descubrio las propiedades de superconductividad y ferromagnetismo. En esta misma
década, se demostro el efecto de campo en un transistor basado en nanotubos de
carbono. La produccion industrial de nanomateriales vio sus origenes a inicios del siglo
XX. Las NPs de negro de carb6n o negro de humo que se obtienen del petréleo, se
emplearon para sintetizar neumaticos de caucho en la industria automovilistica debido a
diversas propiedades, entre ellas, la reduccion en peso, resistencia al impacto, y
estabilidad térmica. En 1996 varias agencias gubernamentales, bajo la direccion de la
‘Organizacion Nacional de Ciencias’ (National Science Foundation), organizaron un
estudio para evaluar el estado actual de la nanotecnologia. A partir de este estudio se
concluyé que era necesaria una mayor financiacion para que la investigacion
nanotecnoldgica siga siendo fructifera. En el afio 2000 se cred en Estados Unidos la
iniciativa nacional nanotecnoldgica (National Nanotechnology Initiative). Las altas
perspectivas que se empezaron a generar en torno a la nanotecnologia dieron lugar al
anuncio de una inversion de 497 millones de dolares por el gobierno de los Estados
Unidos en 2001 (Horikoshi and Serpone, 2013).

El premio nobel en fisica Richard Feynman es considerado el padre de la
nanotecnologia. En 1959 present6 en la Sociedad Americana de Fisica una conferencia
titulada “Hay bastante espacio en el fondo” (“There is a plenty of room at the bottom”)
donde especuld sobre las posibilidades de los materiales nanométricos. Feynman
explord la posibilidad de manipular el material en la escala de atomos individuales y
moléculas, introduciendo la capacidad creciente de examinar y controlar el material a

escalas nanométricas (Feynman, 1960).

La nanotecnologia se puede definir como el disefio, creacion, sintesis,
manipulacion y aplicacién de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del

control de la materia a escala nanométrica (Dowling et al., 2004).
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La nanociencia es el estudio de la materia a nivel del nanémetro, escala en la cual
las propiedades fisicas y quimicas de los sistemas difieren de las de los sistemas
macroscopicos, convirtiéndolas en Unicas (Dowling et al., 2004).

En definitiva, los términos nanotecnologia y nanociencia engloban un conjunto de
conocimientos y tecnologias comunes en varias disciplinas cientificas tradicionales
(quimica, fisica, tecnologia, medicina, ciencias bioldgicas y ciencias ambientales).
Todas ellas tienen en comun la dimension nanométrica de los objetos estudiados. A

estos objetos de dimension nanometrica se les denomina nanoparticulas (NPs).

4.1.2 Concepto de nanoparticula

El prefijo nano- procede del latin “nanus” y significa enano. En la ciencia y
tecnologia se utiliza el sistema internacional de unidades (SI) que emplea el término
nano para indicar un factor de 10°. Un nanémetro (nm) es la milmillonésima parte de
un metro, lo que equivale a un tamafio de decenas de miles de veces mas pequefio que el

didmetro de un cabello humano.

Las NPs son particulas nanoscopicas compuestas por atomos y moléculas cuyas
dimensiones son inferiores a 100 nm (Figura 2). Incluyen nanocristales, dendrimeros y
puntos cuanticos. A su vez, se pueden dividir en NPs de primera generacion (entre 100
y 10 nm) y las de segunda generacion (entre 10 y 1 nm). El interés que presentan las
NPs se basa en que la reduccién de tamafio lleva aparejada nuevas propiedades no
presentes normalmente en sus homodlogos macroscopicos. Entre estas nuevas

propiedades son las siguientes:

- Al reducir el tamafio se permite sintetizar estructuras con mayor relacion
superficie-volumen, es decir hay mayor cantidad de atomos o moléculas superficiales

por unidad de volumen.

- Aparecen propiedades propias de sistemas de tamafio reducido, efecto del
tamafo cuantico, ya que estan constituidos por un pequefio nimero de atomos o
moléculas. Los efectos cuanticos dominan el comportamiento de la materia a escala

nanométrica, afectando a sus propiedades Opticas, eléctricas y magnéticas.
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- La forma en la que se distribuyen las moléculas da lugar a diferencias

importantes en cuanto a las propiedades mecanicas.

- Las NPs presentan mayor area superficial en comparacion con su analogo
macroscopico en volumen, por lo que se considera que al disminuir el tamafio se obtiene

un nuevo material. Esto hace, que el material sea méas reactivo.

Escala nanomeétrica

10 nm 10 nm 100 nm 1000 nm 10‘ nm 10°nm  10°vm  10'nm  10°nm  10°nm

1 | | 1
® I- 1 T 1 ®

: fff“ » \ 2 "
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| Formiga 7

decarbong /.
& o Bactéria (P Fio de cabelo -}
VIRUS  NANOPARTICULAS N ‘a

1-100 nm

Proteinas Células sanguineas e e
Crianca

Figura 2. Diferentes estructuras con su tamafio caracteristico y rango de dimensiones que
trabaja habitualmente la nanotecnologia, entre los 0,1-100 nm. (Imagen editada de

(http://enigmacuantico.com/2015/07/06/como-nos-controlan-nanotecnologia-parte-3/))

4.2 Biosintesis de nanoparticulas por microorganismos

Las nanoparticulas (NPs) se pueden sintetizar mediante diferentes métodos que se
pueden clasificar en dos grandes grupos: métodos de sintesis basados en enfoques
“bottom-up” y métodos de sintesis basados en enfoques “top-down” (Figura 3). Por una
parte, en los denominados métodos “bottom-up” se construyen estructuras complejas a
partir de otras mas simples mediante, por ejemplo, técnicas de autoensamblado. Por otra
parte, en los métodos “top-down” se parte de sistemas de complejidad o tamafio
mayores y éstos se van reduciendo hasta alcanzar las dimensiones deseadas. Los
métodos mas usados, por su rapidez, simpleza y por la calidad de las nanoestructuras

obtenidas, son los métodos “bottom- up” (Flores, 2014; Trepiana, 2015).



Sintesis de nanoparticulas
| Métodos bottom-up | Meétodos top-down |

Reduccion quimica | Aleacion mecanica
Co-precipitacién | Molienda mecanica
Hongos Sintesis solvotermal | Ablacién por laser
Sintesis verde
Pirolisis con laser

Figura 3. Métodos empleados para la sintesis de NPs (Makarov et al., 2014).

Los métodos utilizados para la obtencidén de NPs se pueden clasificar también en
métodos quimicos (reduccion del metal, sintesis electroquimica, micelas y micro
emulsiones), fisicos (condensacion con un gas inerte, corte por laser, pirolisis),
bioldgicos (uso de microorganismos como factorias para la sintesis de NPs), o hibridos

(una mezcla de los métodos anteriores).

En la literatura se describen un gran nimero de métodos fisicos, quimicos,
bioldgicos e hibridos que permiten sintetizar distintos tipos de NPs (Pal et al., 2011).
Los métodos fisicos y quimicos son los mas empleados en la sintesis de NPs debido a su
potencial para controlar adecuadamente el tamafio, la distribucién de tamafio y la forma
de las NPs. En los métodos quimicos de sintesis de NPs se utilizan agentes reductores y
estabilizadores que en ocasiones resultan toxicos y contaminantes peligrosos que son
perjudiciales tanto para el medio ambiente como para la salud humana lo que limita en
gran medida sus aplicaciones biomédicas (Zhang et al., 2011). Por lo tanto, el desarrollo
de métodos fiables, no toxicos y respetuosos con el medio ambiente para la sintesis de
las NPs es de suma importancia para ampliar sus aplicaciones biomédicas (Li et al.,
2011). Una de las opciones para alcanzar este objetivo es el uso de microorganismos
para sintetizar NPs mediante procesos enzimaticos (Bhattacharya and Mukherjee,
2008).

En estos ultimos afios se estan empleando los métodos bioldgicos de sintesis de
NPs como alternativa a los métodos clasicos debido a las enormes ventajas que ofrecen

(Makarov et al., 2014). Numerosos estudios han descubierto que muchos



microorganismos pueden producir NPs (Tabla 1) (Li et al., 2011; Moghaddam et al.,
2015; Zhang et al., 2011).

Tabla 1. Principales tipos de microorganismos productores de NPs (Zhang et al., 2011).

Microorganismos Nanoparticulas Tamario (nm)

Bacillus subtilis Oro 5-25
Plata 5-60
Pseudomonas stutzeri Plata 35-46
Clostridium thermoaceticum Sulfuro de cadmio 20-200
Idiomarina sp Plata 26
Pseudomonas sp. Plata 20-100
Halomonas salina Oro 30-100
Candida glabrata Sulfuro de cadmio 2-12
Schizosaccharomyces pombe Sulfuro de cadmio 1-2
MKY3 Plata 2-5
.
Verticillium sp. Plata 25
Fusarium oxysporum Aleacién oro-plata 8-14

4.2.1 Nanoparticulas sintetizadas por bacterias

Las bacterias son las que mas se han usado para la biosintesis de nanoparticulas
(NPs). Los primeros estudios revelan que Bacillus subtilis 168 es capaz de reducir iones
de oro (Au®") para producir intracelularmente NPs de oro con un tamafio que oscila
entre 5y 25 nm por incubacion de las células bacterianas con cloruro de oro (AuCls)
(Southam and Beveridge, 1996).

La plata es un mineral altamente tdxico para la mayoria de las células
microbianas. Sin embargo, se ha descubierto que varias cepas bacterianas son
resistentes a la plata e incluso son capaces de acumular hasta un 25% de plata en la
pared celular respecto a su peso en seco, lo que sugiere su uso para la recuperacion
industrial de plata a partir del mineral en si (Silver, 2003). La cepa bacteriana
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Pseudomonas stutzeri AG259, aislada de minas de plata, acumula NPs de plata en la
célula con un tamafio medio que oscila entre 35 y 46 nm. También se ha descrito la
sintesis de NPs de plata en bacterias halofilas tales como Idiomarina sp, que sintetiza
intracelularmente NPs de plata con un tamafio medio de 26 nm. Pseudomonas sp.
591786 también es capaz de sintetizar NPs de plata con un rango de tamafo que varia
entre 20 y 100 nm. Halomonas salina produce NPs de oro de manera extracelular con
morfologia variante en funcion de si se encuentra en medios acidos o basicos. Esta
sintesis, como también ocurre en otras NPs metalicas, es dependiente de cofactores, en

este caso, NADH y la enzima nitrato reductasa.

Las NPs se depositan dentro del espacio periplasmico de las bacterias. El
crecimiento celular y las condiciones de incubacion de metal pueden ser las razones de
la formacién de diferentes tamafios de particulas. Aln no se han elucidado los
mecanismos de reaccion que conducen a esta especie bacteriana a la formacién de NPs.
La capacidad de los microorganismos para crecer en presencia de concentraciones altas
de metal podria ser el resultado de mecanismos especificos de resistencia, tales como
los sistemas de flujo de salida, la alteracion de la solubilidad y toxicidad por los
cambios en el estado redox de los iones metalicos, formacién de complejos
extracelulares o precipitacion de los metales. Recientemente se ha descubierto que las
NPs de plata producidas por P. stutzeri pueden ser tratadas térmicamente y producir un
nanomaterial denominado ‘“cermet” con propiedades Opticas interesantes para su
aplicacion en la creacién de lentes para microscopios, sensores, entre otros instrumentos
(Joerger et al., 2000).

Clostridium thermoaceticum es capaz de sintetizar NPs de sulfuro de cadmio en la
superficie celular, en presencia de cloruro de cadmio (CdCl,) y cisteina en el medio de
crecimiento (Mandal et al., 2006). Ademas de las NPs de oro y plata, hay mucha
atencion puesta en el desarrollo de protocolos para la sintesis de semiconductores (los
[lamados puntos cuanticos), tales como sulfuro de cadmio (CdS), sulfuro de zinc (ZnS)
y sulfuro de plomo (PbS). Estos puntos cuanticos luminiscentes estan surgiendo como
una nueva clase de materiales para la deteccién bioldgica (se conjugan puntos cuanticos
semiconductores con moléculas de biorreconocimiento) y la creacion de imagenes
celulares (Chan et al., 2002).
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4.2.2 Nanoparticulas sintetizadas por levaduras

Las cepas de levadura presentan varios aspectos positivos que favorecen la
sintesis de NPs. Ademas de su rapido crecimiento en medios de cultivo, son capaces de
producir gran cantidad y variedad de enzimas. Estas enzimas permaneceran dentro de la
célula o seran expulsadas al exterior y seran las que llevaran a cabo la reduccién de los
sustratos a NPs. Algunas levaduras son conocidas por su capacidad para producir NPs
semiconductoras (Mandal et al., 2006). Entre ellas destaca Candida glabrata y
Schizosaccharomyces pombe, que al ser expuestas a iones de cadmio (Cd?*), producen

NPs de sulfuro de cadmio (CdS) intracelulares.

Recientemente se ha descubierto una cepa de levadura tolerante a iones de plata
(Ag"), MKY3, capaz de sintetizar NPs de plata de manera extracelular. La aplicacion de
estas NPs estd pendiente de exploracion debido a su particular forma hexagonal
(Moghaddam et al., 2015). Pichia capsulta es una de las pocas levaduras hal6filas capaz

de sintetizar NPs de plata de manera extracelular (Srivastava and Kowshik, 2015).

4.2.3 Nanoparticulas sintetizadas por hongos

Los hongos presentan varias caracteristicas que resultan ventajosas para la sintesis
bioldgica de NPs metalicas. Son organismos muy tolerantes y presentan una gran
capacidad de bioacumulacién metalica. Ademas son secretores eficaces de enzimas
extracelulares. Por otra parte, varias especies de hongos crecen rapidamente y por tanto
el cultivo y la produccion en el laboratorio resultaria muy simple. Se ha demostrado que
los hongos son capaces de sintetizar NPs por las dos vias, intracelular y extracelular, a

través de la reduccion por enzimas (Moghaddam et al., 2015).

Una de las primeras investigaciones con respecto a la biosintesis de NPs metalicas
por medio de hongos fue llevada a cabo en el hongo filamentoso Verticillium sp. Este
hongo es capaz de sintetizar NPs de plata de forma intracelular con un tamafio medio de
25 nm y resultaron ser esféricas. En presencia de iones de oro (AuCly’) Verticillium sp.
también es capaz de sintetizar NPs de oro. Las NPs presentan la misma forma aunque en
este caso el tamafio medio es de 20 + 8 nm. Para que estas NPs puedan ser utilizadas es

imprescindible que sean extraidas del interior de la biomasa fungica. Para ello se
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emplean técnicas de ultrasonido o detergentes quimicos. No obstante, seria mucho mas
préctico que los iones metalicos sean sintetizados por un método extracelular, debido a
que la extraccion de NPs en solucién es mucho mas econdmica y sencilla (Li et al.,
2011).

El hongo Fusarium oxysporum, ha sido ampliamente utilizado para la biosintesis
extracelular de diversos tipos de NPs metalicas. Asi se evita el empleo de solventes para
la extraccion de las NPs. El extracto acuoso de la biomasa fangica es capaz de reducir
los iones de plata y oro a las NPs correspondientes. Lo méas probable es que la reduccion
de los iones de oro y plata se produce debido a las enzimas reductasas que son liberadas
por el hongo. Ademas de NPs metélicas individuales, F. oxysporum también es capaz de
sintetizar NPs combinadas de oro y plata (Au-Ag). Cuando F. oxysporum se expone a
soluciones equimolares de acido tetracloroaurico (HAUCly) y nitrato de plata (AgNO3),
se obtienen NPs casi esféricas con un tamafio de entre 8-14 nm. Tan solo se ha
reportado la biosintesis de NPs en un nimero reducido de hongos haléfilos, entre ellos
Thraustochytrium sp. y Aspergillus niger, que también sintetizan NPs metalicas, en este
caso de plata (Mandal et al., 2006).

4.2.4 Nanoparticulas sintetizadas por virus

Recientemente se ha descubierto que los virus pueden sintetizar NPs. El virus del
mosaico del tabaco o TMV se ha modificado genéticamente para que exponga en su
superficie un péptido con alta capacidad para unirse y reducir a iones metalicos. Esta
modificacion genética hace que el virus del mosaico del tabaco pueda sintetizar NPs de
oro de 10-40 nm en presencia de iones AuCls. Las NPs sintetizadas resultaron ser

estables y con estructura cristalina (Love et al., 2014).

4.2.5 Mecanismos de biosintesis de nanoparticulas por microorganismos a

nivel de laboratorio

Los microorganismos han demostrado que poseen un inmenso potencial en la
biosintesis de NPs ya que son herramientas rentables y respetuosas con el medio
ambiente, evitando la produccion de quimicos tdxicos y la alta demanda de energia

necesaria para la sintesis fisico-quimica. Los microorganismos tienen la capacidad de
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acumular y detoxificar los metales pesados debido a diversas enzimas reductasas (entre
ellas destaca la nitrato reductasa), que son capaces de reducir las sales de metal a NPs
metalicas con una aceptable distribucién de tamafio (Singh et al., 2016).

Sintesis biologica de las NPs

Produccién
heterogénea de NPs
con bajo
rendimiento

Pardmetros del proceso
1- Tiempo de incubacién
Optimizacién 2- Proporciones de la mezcla
3- Temperatura
4- pH
5- Aireacion

________ é ~, Produccién estable y
O . homogénea de NPs
recublerlas con alto

O O O /  rendimiento

@ Sales metalicas
@ Nanoparticulas metalicas

Figura 4. Esquema de produccion de NPs bioldgicas (Singh et al., 2016).

Los microorganismos son capaces de sintetizar NPs extracelularmente o
intracelularmente. En la biosintesis de NPs extracelular, después de hacer crecer los
microorganismos durante 1-2 dias en un agitador rotatorio bajo condiciones Optimas
(incluyendo el pH, la temperatura, los componentes del medio, etc.), el cultivo se
centrifuga para separar la biomasa. El sobrenadante obtenido se utiliza para sintetizar
NPs mediante la adicién de una solucidon salina metélica a través de un filtro estéril y se
incuba de nuevo. La sintesis de NPs se puede controlar mediante la observacion de un
cambio en el color del medio de cultivo; por ejemplo, para las NPs de oro, el color
cambia a morado. Después de la incubacién, la mezcla de reaccion se puede centrifugar
a diferentes velocidades para eliminar componentes del medio o particulas grandes.
Finalmente, las NPs se centrifugan a alta velocidad y se lavan con agua o etanol (Figura
4).

En la biosintesis intracelular de NPs, después de cultivar el microorganismo
durante un cierto periodo de crecimiento Optimo, la biomasa se recoge por

centrifugacion y se lava con agua esteril. Despues se disuelve en una solucion
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esterilizada por filtracion compuesta por agua y la sal del metal. De manera similar a la
sintesis extracelular, la mezcla de reaccion se controla mediante cambio de color.
Después del periodo de incubacion, la biomasa se elimina mediante ciclos repetidos de
tratamiento con ultrasonidos, lavado y centrifugacion. Estas medidas ayudan a romper
la pared celular y permitir que las NPs sean liberadas. A continuaciéon, se centrifuga la

mezcla, se lava y se recoge (Ramezani et al., 2010).

El mecanismo que subyace a esta sintesis biologica de NPs aun no esta totalmente
elucidado, pero se sabe que es dependiente de enzimas y que los genes de resistencia a
metales, proteinas, péptidos, cofactores reductores, y moléculas orgénicas tienen
papeles significativos al actuar como agentes reductores. Ademas, proporcionan a las
NPs un recubrimiento natural, impidiendo la agregacion y ayudando a que sean estables

durante un largo tiempo.

Estos procesos de biosintesis de NPs por microorganismos son lentos y con baja
productividad y la recuperacion de las NPs requiere un procesamiento. Ademas, otros
problemas relacionados con la sintesis de NPs por microorganismos incluyen el
muestreo microbiano, el aislamiento, el cultivo, y el mantenimiento entre otros procesos

complejos (Singh et al., 2016).

4.3 Principales aplicaciones de la nanotecnologia en el campo de la

microbiologia.

Las nanoparticulas (NPs) tienen aplicaciones en &reas muy diversas tales como
la industria automovilistica y aeroespacial (detectores de hielo en las de aeronaves,
neumaticos de mayor durabilidad, y materiales mas ligeros y resistentes), la
agroalimentaria (colorantes, emulsionantes, y aditivos), la electrénica (procesadores
mas pequefios, ordenadores, y celulas solares), la quimica (inhibidores de la corrosion,
catalizadores multifuncionales, y polvos ceramicos), la farmacéutica (medicamentos y
agentes activos, medicamentos de liberacién controlada, vacunas, y radiologia), y
también en el area de la microbiologia (antimicrobianos y componentes de biosensores)
(Dowling et al.,, 2004; Singh et al., 2016). A continuacion, en los siguientes

subapartados se expondran las principales aplicaciones que presentan las NPs en el
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ambito de la microbiologia (Figura 5). Cabe mencionar que en este apartado se han
considerado también aplicaciones de NPs que no han sido sintetizadas biol6gicamente

por microorganismos.
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Figura 5. Principales aplicaciones de las NPs en areas biomédicas (Singh et al., 2016)

4.3.1 Uso de las nanoparticulas como agentes antimicrobianos

La capacidad antimicrobiana de las NPs esta vinculada a -caracteristicas
intrinsecas de las mismas como sus dimensiones nanométricas, que les permite ser
internalizadas con mayor facilidad en microorganismos, y la alta relacion area/volumen
que permite un mayor contacto e interaccion con dichos microorganismos. Las NPs de
plata y de diéxido de titanio presentan propiedades antimicrobianas que han sido
aprovechadas en numerosas aplicaciones, las cuales se detallaran en los siguientes
apartados (Kim et al., 2007).

4.3.1.1 Aplicacion de las nanoparticulas en el tratamiento de aguas

Numerosas sociedades antiguas almacenaban el vino y el agua en recipientes de

plata. La actividad antimicrobiana de amplio espectro de la plata y el relativo bajo costo
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han hecho que sea un candidato como agente desinfectante activo para el agua en los
paises en desarrollo. En 2009, la FDA (Food and Drug Administration) modificé la
normativa sobre aditivos alimentarios para permitir la adicion directa de nitrato de plata
(AgNOs3) como desinfectante para el agua embotellada en concentraciones que no
excedan los 17 pg / kg (Benn and Westerhoff, 2008).

El potencial de las NPs de plata para la desinfeccion del agua estd siendo
explorado ampliamente. Destaca la capacidad de los filtros de polipropileno recubiertos
con NPs de plata para eliminar Escherichia coli del agua. Se hizo pasar agua que
contenia 103 UFC/mL a través de dos filtros, uno de ellos recubierto con NPs de plata y
el otro sin recubrir. Después de 7 horas, el agua filtrada con el filtro recubierto no
presentaba contaminacidn microbiana por E. coli. Ademas no se detecto la presencia de
NPs de plata en el agua. Los resultados obtenidos se atribuyen al tamafio de poro
diminuto del filtro tratado (1,3 um) y a la combinacién del efecto bacteriostatico y
bactericida de las NPs de plata (Heidarpour et al., 2011). En otro estudio (Jain and
Pradeep, 2005) evaluaron la eficacia antibacteriana de pequefios fragmentos de espumas
de poliuretano sumergidos en una suspension acuosa de E. coli (106 UFC/mL). Parte de
los fragmentos de poliuretano presentaban en su estructura NPs de plata. No hubo
crecimiento de bacterias en las muestras expuestas a poliuretano con plata en su
estructura, mientras que las muestras de poliuretano no tratadas con NPs de plata
mostraron un crecimiento sustancial. Ademas, no se detectd el crecimiento de E. coli en

la zona donde se coloco la espuma.

El empleo de NPs de plata para el tratamiento de aguas se esta implantando en
puntos de entrada domésticos en paises desarrollados. Numerosos dispensadores de
agua en oficinas incorporan filtros ceramicos impregnados con NPs de plata para evitar
el crecimiento microbiano y la formacién de biofilms (Dankovich and Gray, 2011; Qu
etal., 2013).

4.3.1.2 Aplicacion de las nanoparticulas antimicrobianas en clinica

Maés alla de las aplicaciones en el tratamiento de aguas, la plata ha sido utilizada
como antiséptico y antimicrobiano. A comienzos del siglo XIX, se usaba nitrato de plata

(AgNOs3) para promover la cicatrizacion de heridas. En los afios 40, en plena época de
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desarrollo de las penicilinas, se usaba la plata para el tratamiento de las infecciones
bacterianas. La principal ventaja que presenta el empleo de NPs de plata como
antimicrobiano en clinica es que muy pocos casos de microorganismos resistentes han

sido reportados (Morones et al., 2005).

La actividad antimicrobiana de las NPs de plata ha sido descrita en numerosos
estudios. Se ha descubierto que las NPs de plata actian frente a numerosas especies de
bacterias de interés clinico: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Vibrio cholerae, Salmonella enterica, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus resistente a vancomicina, S. aureus
resistente a meticilina (Bryaskova et al., 2011; Lok et al., 2007; Morones et al., 2005).

Ademas inhibe el crecimiento del virus VIH (Elechiguerra et al., 2005).

Otra aplicacion de las NPs de plata es el recubrimiento de la superficie de los
implantes de titanio (empleados en protesis dentales u ortopédicas). El recubrimiento de
los implantes con NPs de plata evita que se produzca crecimiento microbiano en su
superficie. Las NPs fueron eficaces evitando la formacién de biofilms (Flores, 2014).
En otro estudio llevado a cabo por Secinti y colaboradores se utilizaron las NPs de plata
para recubrir tornillos de titanio, empleados como dispositivos ortopédicos. Los
tornillos de titanio fueron insertados en conejos. Se observé que las NPs eran capaces de
inhibir la formacion de biofilms. Los conejos que presentaban tornillos sin
recubrimiento nanoparticular si que presentaron desarrollo de biofilm (Secinti et al.,
2011).

Un aspecto importante en esta area es el efecto sinérgico que aparece al combinar
NPs de plata con los antibidticos convencionales debido a que ambos presentan
mecanismos de accion diferentes. Un estudio se llevo a cabo con clindamicina por un
lado y NPs de plata asociadas a clindamicina por otro. Las NPs combinadas con
clindamicina presentaron menor concentracion minima inhibitoria (CMI), lo que
demuestra el efecto sinérgico que resulta de la combinacion. Ademas, la combinacion
de las NPs con antibidticos convencionales mostro efecto antimicrobiano frente a S.

aureus resistente a meticilina y S. epidermidis (Pelgrift and Friedman, 2013).
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Los mecanismos de toxicidad que presentan las NPs de plata no estan del todo
claros, aunque se sabe que son totalmente diferentes a los de los antibidticos
tradicionales. Las NPs atacan a la pared celular bacteriana causando perturbaciones en
las funciones de la membrana celular. Se desacopla la cadena de transporte electronico y
se inhibe la respiracion celular, provocando finalmente la muerte celular (Flores, 2014).
Las NPs una vez en el interior, van a liberar el radical hidroxilo que ataca al ADN muy
cerca del nucleo, lo que genera una alteracion en las funciones de las proteinas y el
ADN (Figura 6).

La hip6tesis mas aceptada entre los cientificos es la de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO intracelulares como el radical superdxido (O2),
peroxido de hidrogeno (H202) van a causar dafios celulares a los lipidos y al ADN,
provocando la lisis y muerte celular (Flores, 2014). No es sencillo realizar un analisis
comparativo bibliografico entre los distintos tipos de NPs ya que la accion bactericida
dependerad de una amplia variedad de factores entre los que se pueden mencionar: el
tamafo y la forma de las NPs, su composicion quimica, el recubrimiento y su carga
superficial potencial y la concentracion de NPs usada. Se ha demostrado una relacion
inversa entre el tamafio de las NPs y su actividad antimicrobiana, donde las NPs en el
rango de tamafio de 1-10 nm han mostrado tener la mayor actividad antibacteriana (Lok
etal., 2007).

K . ® a0 ’
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Figura 6. Esquema de la interaccion entre NPs de plata y células bacterianas (Trepiana, 2015).
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4.3.1.3 Aplicacion de las nanoparticulas en la industria alimentaria

Las propiedades antimicrobianas de NPs compuestas por otros materiales también
han sido descritas en la literatura. Las NPs de diéxido de titanio (TiO2) presentan
propiedades prometedoras, sobre todo en la industria alimentaria. A diferencia de las
NPs de plata, las NPs de TiO> deben ser fotocatalizadas para ejercer su actividad
antimicrobiana y por lo tanto los antimicrobianos basados en TiO2 s6lo ejercen su
actividad antimicrobiana una vez activados por radiacion UV. Por ejemplo, las NPs de
TiO2 son eficaces frente a patdgenos transmitidos por los alimentos comunes, como
Salmonella choleraesuis, Vibrio parahaemolyticus, y Listeria monocytogenes bajo
iluminacién UV pero no en la oscuridad (Kim et al., 2003). Las NPs de TiO. se emplean
en el envasado de alimentos. El propdsito principal del agente antimicrobiano es actuar
contra los microorganismos y extender la vida atil, mantener la calidad y garantizar la
seguridad del alimento. Se ha descrito que NPs de TiO dispersas en peliculas de EVOH
(Etilen-Vinil-Alcohol, conocido también con el nombre de “papel film”) presentaron
propiedades microbicidas eficaces una vez fotoactivadas. La pelicula resultd ser eficaz
frente a nueve microorganismos (entre los que destacan E. coli, S. aureus, Bacillus sp,
Bacillus stearothermophilus) involucrados en el deterioro de alimentos y en
intoxicaciones alimentarias (Kubacka et al., 2009). En otro estudio se demostré que al
envasar lechuga fresca con peliculas de polipropileno recubiertas con NPs de TiO; se
conseguia inhibir el crecimiento de E. coli (Chawengkijwanich and Hayata, 2008). En
principio, el envasado de alimentos con peliculas que incorporan NPs de TiO2 protege
ademas el contenido de los alimentos de los efectos oxidantes de la radiacion UV. Esta
caracteristica fotoprotectora tan solo estd presente a escala nanométrica. Las
microparticulas de TiO2 reflectan la luz visible y UV, sin embargo, a escala
nanomeétrica, el TiO, posee la capacidad de dejar pasar la luz visible y bloquear o
reflectar la radiacion UV (Duncan, 2011).

4.3.1.4 Nanoparticulas para combatir la resistencia a antibioticos

La aparicion de bacterias resistentes a los antibioticos y a multiples farmacos
supone un desafio crucial para la salud publica. La eliminacién de las bacterias
resistentes a los antibioticos requiere multiples medicamentos con un nimero elevado

de efectos secundarios. Como resultado de ello, los tratamientos son costosos Yy
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requieren mas tiempo. Las NPs ofrecen una nueva estrategia para hacer frente a las

bacterias resistentes a multiples farmacos (Pelgrift and Friedman, 2013).

Las NPs compuestas por complejos de carbeno de plata (CCs) tienen una
toxicidad eficaz contra los patdogenos de importancia médica, tales como
Staphylococcus aureus (MRSA), Acinetobacter baumannii multirresistente (MRAB),
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia y Klebsiella pneumoniae (Hajipour et
al., 2012). Las NPs compuestas por CCs resultan eficaces debido a que son capaces de
inhibir los mecanismos de biodefensa de estas bacterias a través de los cuales
desarrollan resistencia. Ademas los CCs en NPs biodegradables se evita la acumulacién
en el tejido diana y también el posible desarrollo de toxicidad a largo plazo (Leid et al.,
2012).

Otra alternativa para combatir la resistencia a antibidticos consiste en dirigir las
NPs bactericidas al tejido infectado o hacia las bacterias causantes de la infeccién. De
este modo se minimizan los efectos secundarios y se mejora la actividad antibacteriana.
En este caso, las NPs multifuncionales pueden ser muy utiles. Por ejemplo, las NPs
magnéticas multifuncionales compuestas por Inmunoglobulinas G (IgG)-Fez04/TiO-
son capaces de dirigirse a bacterias patégenas y tienen actividad antibacteriana eficaz
bajo irradiacion UV. La IgG y TiO. desempefian un papel fundamental en la orientacion
y en las propiedades bactericidas de estas NPs, que resultaron ser toxicas frente a

Streptococcus pyogenes (Chen et al., 2008).

Otra de las posibles estrategias es el empleo de NPs liberadoras de éxido nitrico
(NO). Estas NPs son capaces de inhibir el crecimiento de numerosas bacterias
resistentes a los antibioticos tales como Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa. La toxicidad de
estas NPs depende de la liberacion de NO en el tejido diana. Las NPs liberadoras de NO
generan especies reactivas de nitrogeno, que conducen a la modificacion de proteinas
esenciales para las bacterias y alteracion de la estructura de la pared. Ademas de las NPs
liberadoras de NO, las NPs de 6xido de cinc (ZnO) son tdxicas frente a Streptococcus
agalactiae y Staphylococcus aureus, ambas bacterias resistentes a meticilina. Estas NPs
son capaces de desorganizar y dafiar la pared celular y aumentar la permeabilidad, lo

que conduce a la muerte celular. La toxicidad de las NPs de ZnO es dependiente de la

20



concentracion puesto que a dosis muy bajas estas NPs presentan una toxicidad muy leve
(Huang et al., 2008).

4.3.2 Deteccion de microorganismos mediante biosensores compuestos por

nanoparticulas

En 2011, el centro de control de enfermedades (Centers for Disease Control
(CDC)) estim6 que los patdgenos transmitidos por los alimentos causan
aproximadamente 48 millones de enfermedades en los EE.UU cada afio, 128 000 de los
cuales conducen a la hospitalizaciéon y 3 000 de los cuales resultan en la muerte. Por lo
tanto la capacidad de determinar si los productos alimenticios estan contaminados por
diversas bacterias, hongos o virus que pueden causar enfermedades transmitidas por los
alimentos sigue siendo un objetivo importante en la investigacion. Se requieren métodos
de deteccion que sean rapidos, poco costosos y sensibles. La mayoria de los métodos de
deteccion biologica convencionales se basan en ensayos inmunoldgicos (en
interacciones selectivas antigeno-anticuerpo). Los sensores microbianos basados en
nanomateriales en general, utilizan la misma estrategia, pero debido a que poseen
propiedades Opticas y eléctricas Unicas, ofrecen mejoras significativas en la selectividad,
velocidad y sensibilidad. Este tipo de sensores emplea la separacion inmunomagnética
(IMS), que utiliza NPs magnéticas unidas a anticuerpos selectivos en combinacion con
un iman para separar selectivamente el analito diana de la matriz del alimento antes de
la deteccion. Las NPs resultan especialmente Utiles en este sentido, debido a que poseen
elevada area superficial y permiten unir gran cantidad de antigenos especificos a su
superficie. Los analitos capturados son purificados facilmente y se someten a técnicas
de medicion estandar (Duncan, 2011).
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Figura 7. Deteccién de microorganismos por separacion inmunomagnética mediante uso de

NPs magnéticas (Duncan, 2011).
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Por ejemplo, la union de NPs magnéticas de 6xido de hierro (Fe203) a anticuerpos
selectivos para Listeria monocytogenes se puede utilizar para separar de forma eficaz las
bacterias diana de la leche contaminada y detectarlas en tiempo real usando PCR (Yang
et al., 2007). Un enfoque similar se ha utilizado para aislar E. coli a partir de la carne de
vaca recién picada con eficiencia de captura superior al 94% y sin ninguna interferencia
de otras especies bacterianas ensayadas (Figura 7) (Varshney et al., 2005).
Recientemente se ha descubierto que empleando otros nanomateriales se puede detectar
directamente al analito sin la necesidad de ensayos bioldgicos que consuman tiempo.
Este tipo de sistemas combinan la tecnologia de los inmunoensayos con la deteccion
electroquimica. Es el caso de las NPs de oro (Au), que se emplean en inmunosensores
para la deteccién de L. monocytogenes. El sistema consta de tiras de carbono sobre las
que se inmovilizan las NPs junto con el antigeno (Figura 8). Cuando hay presencia de
contaminacion alimentaria, se produce un flujo de electrones en la superficie de la tira
que es detectado por un transductor y convertido en sefial eléctrica (Davis et al., 2013).
Con este sistema se pueden obtener resultados fiables sobre la presencia de
contaminacion alimentaria en un tiempo inferior a 1 hora. Una tecnologia similar a la
empleada en este inmunosensor se ha utilizado para detectar otro tipo de
microorganismos tales como miembros del género Bacillus (Pal et al., 2007),
Salmonella (Villamizar et al., 2008), Escherichia (Lin et al., 2008), asi como los virus
(Yoon et al., 2008).
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Figura 8. Esquema del inmunosensor compuesto por NPs de oro para la deteccion de L.

monocytogenes (Davis et al., 2013).
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Una de las ventajas mas significativas de estas técnicas altamente sensibles
basadas en la nanotecnologia es la reduccion del tiempo de incubacion y medicion

necesarios para una deteccion precisa.
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5 Conclusiones

[EEN
1

La nanociencia y nanotecnologia son dos términos que engloban conocimientos
comunes de disciplinas cientificas tradicionales. Estas disciplinas tienen en comun
la dimension nanomeétrica de los objetos estudiados, a los cuales se les conoce con

el nombre de nanoparticulas (NPs).

Existen distintos métodos de sintesis de NPs. La sintesis bioldgica de NPs puede
llegar a ser mas efectiva, eficiente y rentable si se realiza un control adecuado de
los parametros que influyen en la biosintesis de NPs. Ademas los métodos

bioldgicos son respetuosos con el medio ambiente.

En la literatura cientifica se describe un amplio nimero de microorganismos que
sintetizan NPs. La biosintesis de NPs por microorganismos se ha descrito en
bacterias, hongos, levaduras e incluso en virus. Un amplio porcentaje de los

microorganismos descritos sintetizan NPs metalicas.

En los ultimos afios se han empezado a desarrollar nanofactorias que llevan a cabo
la sintesis bioldgica de NPs. El proceso por el que se lleva a cabo esta biosintesis
varia en funcion de si los microorganismos sintetizan las NPs intra o

extracelularmente.

Las NPs se emplean en areas muy diversas. En el campo de la microbiologia
destaca el empleo de las NPs como agentes antimicrobianos en clinica. El
mecanismo de accion antimicrobiano no se ha elucidado del todo aunque casi todas
las hipdtesis apuntan a que es debido a la produccién de especies reactivas de
oxigeno cuyo exceso no es compensado por las células y se produce la muerte

celular.

Ademés de su aplicacion en clinica, las NPs pueden ser empleadas para el
tratamiento de aguas, evitando el crecimiento de microorganismos en puntos de uso
domeéstico. También se emplean en la industria alimentaria, mas concretamente en

el empaquetado de alimentos, evitando el desarrollo de microorganismos.
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7-

Al presentar mecanismos de accion totalmente diferentes a los antibioticos
convencionales, las NPs pueden ser empleadas para combatir la resistencia a
antibioticos. En este sentido, se estdn llevando a cabo muchos avances y
descubrimientos.

Por altimo, las NPs también se emplean como componentes de biosensores para

detectar la presencia de contaminacién microbiana en alimentos mediante ensayos

inmunoldgicos a través de la formacion de complejos antigeno-anticuerpo.
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