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Resumen
La nanobiosintesis es una “tecnologia verde” con numerosos beneficios por la que se
obtienen NPs por procesos bioldgicos. Las AgNPs tienen una gran importancia debido a sus
aplicaciones en medicina para el revelado de imagenes tumorales, liberacion controlada de
drogas, y fundamentalmente, excelentes propiedades antimicrobianas
El objetivo fue evaluar la capacidad de biosintesis de AgNPs por Streptomyces M7 y
caracterizar las mismas y determinar su efecto antimicrobiano.
La actinobacteria metalo-resistente Streptomyces M7 fue cultivada durante 72 hs en caldo
Tripteina-Soja. Las células separadas del sobrenadante por centrifugacion, fueron
inoculadas en agua tridestilada (100gL-') incubadas con agitaciéon 72 hs. Mediante
centrifugacion se recuper6 el sobrenadante (fuente de biomoléculas reductoras) con el que
se prepar6 una solucién de AgNO; de 0,5 y 1 mM. Las soluciones se incubaron con
agitacion, 72 hs y se tomaron muestras cada 24 hs, realizando controles apropiados. Se
evalud la sintesis de AgNPs por medicidon de absorbancia (espectrofotometro UV-visible,
200-800 nm) y por microscopia electrénica de barrido (MEB). La composicién elemental de
las AgNPS se evalu6 mediante Espectroscopia de Energia Dispersada (EDS).
La muestra tomada a las 72 hs, con una concentracion 1 mM AgNO; presentd el pico mas
alto de absorbancia (DO: 1,48) en comparacion a las demas muestras. Esta absorbancia
coincide con la reportada para AgNPs. Las imagenes de MEB revelaron la presencia de NPs
agregadas, de tamafio heterogéneo entre 17,71 nm (min) y 94,44 nm (max) en el caso de
AgNPs. El espectro EDS present6 una fuerte sefial para Ag y otros picos mas débiles
correspondientes a otros elementos. Ademas, se evalué la capacidad antimicrobiana de las

AgNPs frente a candida.
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Introduccion

La nanotecnologia es un campo
emergente de las ciencias que incluye la
sintesis y desarrollo de nanomateriales,
cuyo componente fundamental son las
NPs (Golinska, et al., 2016). Se utilizan
una gran variedad de métodos para la
sintesis de NPs con propiedades fisico-
quimicas tales, que pueden ser
empleadas en vastos sectores productivos
para la obtencibn de medicamentos,
cosméticos, encapsulacién de farmacos,
biosensores, bioinsecticidas,
bioinoculantes, entre otras (Siddigi, et
al.,2016). Las inusuales propiedades de
las NPs, se deben fundamentalmente a su
pequefio tamafo (<100 nm) por lo que
poseen una relacion superficie/ volumen
mayor que las particulas de su material
precursor (Anasame et al. 2015).

De acuerdo con su naturaleza quimica,
las NPs pueden ser organicas o
inorganicas (Siddiqi, et al.,, 2016) entre
estas Ultimas, se destaca la importancia
de las AgNPs debido a sus aplicaciones
en medicina para el revelado de imagenes
tumorales, liberacibn controlada de
drogas, y fundamentalmente, excelentes
propiedades antimicrobianas, lo que
despierta grandes expectativas en la
busqueda de nuevas fuentes de AgNPs
debido al incremento drastico de la
resistencia microbiana a antibioticos
informada por la Organizaciébn Mundial de

la Salud, recientemente (WHO, 2015).

\n” Asociacién de Universidades
Cé §’ GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018
Los métodos quimicos convencionales

para la sintesis de NPs presentan ciertas
limitaciones ya que se usan toxicos y altos
niveles de energia lo que encarece su
produccion. Por su parte, la
nanobiosintesis, es una “tecnologia verde”
por la que se obtienen NPs mediante
procesos biolégicos tales como la
reduccion de una sal metdalica por accion
de biomoléculas. En este contexto,
biomoléculas (en su gran mayoria,
proteinas) provenientes de plantas, algas,
bacterias, hongos y virus, pueden actuar
como agentes reductores ylo
estabilizadores para la formacién de NPs
(Siddiqi, et al, 2016). Las NPs
desarrolladas por sintesis biogénica
presentan ventajas sobre las producidas
por sintesis quimica debido a la
simplicidad de los métodos de produccién
ya que no requiere altas temperaturas o
presion. Ademas, se trata de procesos de
bajo costo, de relativamente facil
escalamiento y en su mayoria inocuos
(Borase, et al.,2014).

Las NPs biogénicas son sintetizadas
por procesos simples de reducciones
metdlicas intra o extracelulares propias de
mecanismos de detoxificacion (Siddiqui y
Husein, 2016; Dahoumane, et al., 2016).
Las enzimas microbianas pueden
seleccionar el i6n metalico de la solucion
precursora y acumularlo en forma
elemental, o pueden reducirlo sintetizando
NPs. Estas pueden asociarse con
proteinas lo que favorece su estabilidad,

previene su agregacion y le confiere a las
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NPs propiedades bioquimicas
excepcionales (Golinska, et al., 2016).

Los extractos libre de
células/sobrenadantes de cultivo

microbiano se utilizan como reductores
(Gade, et al., 2008; Bawaskar, et al.,
2010) para la produccion de NPs, siendo
el método extracelular el mas popular,
debido a que facilita el proceso de
downstream de recuperacion de las NPs.
Las actinobacterias constituyen uno de los
principales y mas diversos phyla del
Dominio Bacteria. Los miembros del grupo
se destacan por sus propiedades
fisiol6gicas y metabdlicas (Goodfellow, et
al., 2012). De
Streptomyces es considerado la principal

hecho, el género
fuente microbiana de biomoléculas con
aplicaciones biotecnoldgicas incluyendo
enzimas extracelulares, antibioticos, NPs,
inhibidores

agentes antitumorales,

enzimaticos, inmunosupresores,
fitotoxinas, biopesticidas, biosurfactantes,
probidticos, entre otros (Alvarez, et al.,
2017). Con relacién a la sintesis de NPs el
género Streptomyces sp ha demostrado
presentar capacidad de sintesis de NPs.
Alani, et al., (2012) demostrada en una
cepa de  Streptomyceshygroscopicus
(Sadhashivam et al. 2010) y de AuNPs por
una cepa de
(Hulkoti, et al., 2014). A pesar de lo

mencionado, son pocos los trabajos que

Thermomonosporasp.

exploten el potencial de las
actinobacterias como productoras de NPs
metalicas (Alani, et al., 2012; Khot, et al.,

2012).
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Objetivos

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad de biosintesis de AgNPs por la
cepa Streptomyces M7 'y analizar
propiedades fisico-quimicas y biolégicas

de las NPs obtenidas.

Materiales y Métodos

1-Evaluacion de la capacidad de
biosintesis AgNPs por actinobacterias
Se emplearon las cepas de
actinobacterias pertenecientes a los
géneros Streptomyces sp. y disponibles
laboratorio  de

en el cepario del

“Biotecnologia de Actinobacterias”
(PROIMI). La obtencion NPs se evalud
siguiendo el protocolo descripto por Alani
et al. (2012), con modificaciones. Se
cultivaron los microorganismos en medio
TSB (Alvarez, et al., 2012), con agitacion,
durante 72 hs. La biomasa desarrollada
fue recuperada mediante centrifugado y
luego lavada con agua tridestilada estéril.
Posteriormente se suspendieron 10 g de
biomasa en 100 mL de agua tridestilada
estéril, y se incubd durante 72 hs con
Transcurrido el

agitacion. tiempo

mencionado, la suspension fue
centrifugada para separar la biomasa del
sobrenadante. Los sobrenadantes se
incubaron con al menos dos
concentraciones (1 y 0,5) de AgNOs en
ensayos independientes. Los frascos se

incubaron en la oscuridad, con agitacion y
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se tomaron muestras cada 24 hs durante
72 hs. Se emplearon como controles el
sobrenadante proveniente del cultivo de la
biomasa sin AgNO; y agua tridestilada con
AgNO:s.

La sintesis de NPs fue evaluada mediante
los siguientes parametros: a) Aparicion de
un precipitado en las muestras: mediante
usando

centrifugaciones fraccionadas

ultracentrifuga. La aparicion de un
precipitado en cada fraccion fué
interpretada como la sintesis de NPs. Los
precipitados (NPs) fueron resuspendidos
en agua tridestilada estéril y conservados
a -4 °C hasta el momento de estudio. b)
Medicion de absorbancia por UV-vis (200-

800 nm).

2-Caracterizacion fisico-quimica de las
NPs obtenidas.

La forma, tamafio y estructura de las NPs
obtenidas fueron estudiadas mediante
Microscopia Electrénica de barrido (SEM)
,Espectroscopia de Energia Dispersada
(EDS) y Espectroscopia Infrarroja  por
Trasformada de Fourier(FTIR). SEM vy
EDS se realizaron en CIME-CONICET.
Los espectros FTIR fueron obtenidos en
un equipo Perkin Elmer, (EUA). Previo al
andlisis, las nanoparticulas de plata fueron
separadas por centrifugacion a 12,000

rpm y secadas.

3- Evaluacion del efecto antimicrobiano
de las AgNPs
Se realiz6 la evaluacion de la capacidad

antimicrobiana de AgNPs sobre un cultivo
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de Candida parapsilosis. Para ello se

utilizé el método de difusién en agar. Las
AgNPs
concentracion de 0,1 mg/mL.

fueron evaluadas en una

Resultados y Discusion
1-Evaluacion de la capacidad de
biosintesis AQNPs por actinobacterias

La biosintesis de AgNPs se evidenci6 por
el cambio de color de transparente a
pardo (Fig. 1) .La produccion de las NPs
fue confirmada mediante espectroscopia
UV visible. La muestras presentaron un
aumento en las absorbancia entre 400 y
450 nm (Fig. 2a).La muestra de AgNPs
tomada a las 72 hs, obtenida a partir de
una concentracion 1 mM de AgNO;,
present6 el pico mas alto de
Absorbanciass nm de 1,48 Fig. 2b) en
comparacion a las demas muestras.
Resultados similares fueron reportado por
Abdel-Hadi, et al. (2014) para AgNPs
sintetizadas a partir del hongo Aspergillus

terreus.

Figura 1. Produccién de AgNPs por
Streptomyces evidenciada por el cambio
de color. A) Muestras de AgNPs 0,5y 1
mM. B) Control: Sobrenadante sin AgNOs,
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Cinética de produccion de AgNPS
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FIGURA 2 . A Produccion de AgNPs en
funcion del tiempo.B Espectro UV-visible
de muestra AgNPs de 72h
2-Caracterizacion fisico-quimica de las
NPs obtenidas

Las imagenes de SEM revelaron la
presencia de NPs agregadas de forma y
tamafio heterogéneo entre 17,71 y 94,44
nm (Fig. 3). El espectro EDS presentd una
fuerte sefial para Ag otros picos mas
débiles  correspondientes a  otros
elementos en las muestras también fueron
detectados (Fig. 4)
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SUPRA 55VP-25-83

Figura 3. Fotogafias de microspopia
electrénica de barrido de AgNPs
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Figura 4.Espectro EDS de AgNPs
El espectro FTIR presento picos a 1420 y

3400 cm™ previamente reportado por otros
autores para AgNPs (Aguilar Méndez, et
al., 2010; V.Gopinath, et al., 2012). Se
observé un pico cercano a 1650 cm ™
(Fig.5) Una sefial de absorcién en esta
region puede estar asociada a la
presencia de grupos Amida | presente en
proteinas. Se sabe las NPs sintetizadas
por biogénesis suelen estar asociadas a
proteinas producidas en este caso por el
mismo microorganismo. Esto podria
otorgarle a las NPs propiedades
biotecnoldgicas distintas a las obtenidas

por sintesis quimica.
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Figura 5. FTIR de AgNPs

3- Evaluacién del efecto antimicrobiano
de las AgNPs

La Fig. 5 muestra el efecto de la
incorporacién de nanoparticulas de plata
Céandidas

en el crecimiento de

parasilopsis. Se observ6 un halo de
inhibicion de 36 mm de diametro. El efecto
antimicrobiano de las AgNPs ha sido
reportado por diferentes autores, frente a

filamentosos,

hongos

levaduras vy

P L
bacterias (Aguilar Méndez et al. 2010;

Saxena, et al. 2016).

Figura 6. Halo de inhibicion de AgNPs
frente a C.parapsilosis
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Conclusiones

Se sintetizaron AgNPs a partir de AgNO3
mediante una tecnologia econdémica y
ambientalmente segura a utilizando las
biomoléculas producidas por
Streptomyces M7

Las nanoparticulas mostraron importantes
propiedades fisico-quimicas y

fundamentalmente mostro actividad
antifungica frente a cepas patégenas del
género Candida. Estas nanoparticulas
tienen potenciales propiedades para su

aplicacion biotecnolégica.
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