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RESUMEN 

 

TITULO: SÍNTESIS DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS NANOENCAPSULADAS CON 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y LIBERACIÓN CONTROLADA FRENTE A Staphylococcus aureus  

y Candida albicans* 

AUTOR: PAREDES GUERRERO Daissy Julieth** 

PALABRAS CLAVE: Nanopartículas metálicas, concentración mínima inhibitoria, encapsulación, 

actividad antimicrobiana, polímeros biodegradables. 

 

CONTENIDO 

En este trabajo de investigación se realizó la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) por 
reducción química empleando como agente reductor un monosacárido y la obtención de 
nanopartículas de óxido de zinc (ZnONPs) mediante síntesis asistida por polioles. Las nanopartículas 
metálicas se caracterizaron mediante microscopía de transmisión electrónica (TEM), dispersión de 
luz en modo dinámico (DLS), espectrofotometría  UV-VIS y por medición de potencial zeta. Las 
nanopartículas metálicas sintetizadas fueron en general esféricas, con tamaños menores a 20 nm y 
con carga superficial positiva. A continuación las nanopartículas metálicas se encapsularon en tres 
polímeros biodegradables: ácido poli-láctico (PLA), ácido poli-láctico-co-glicólico (PLGA) y quitosano 
mediante dos metodologías diferentes de acuerdo a la naturaleza química de cada polímero. Se 
obtuvieron nanocompuestos con un tamaño promedio entre 200 y 400 nm esféricas con carga 
superficial positiva superior a +10 mV. 
 
Posteriormente, se determinó la actividad antimicrobiana de las nanopartículas metálicas libres y 
encapsuladas sobre Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) y Candida albicans 
determinando la concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) o fungicida (CMF) de 
los nanocompuestos sintetizados. Las nanopartículas metálicas libres exhibieron efecto inhibitorio 
en el crecimiento de SARM y Candida albicans, alcanzando valores de CMI 0.50 y <0.10 µg/mL, 
respectivamente. Mientras que al estar encapsuladas, las nanopartículas metálicas presentan una 
actividad inhibitoria hasta diez veces mayor. 
 
Adicionalmente, se evaluó el efecto citotóxico de las nanopartículas metálicas y los nanocompuestos 
frente a fibroblastos murino mediante la técnica colorimétrica del MTT.  Los resultados indicaron  que 
la concentración necesaria para inducir un efecto inhibitorio en el crecimiento del microorganismo no 
produce una disminución significativa en la viabilidad de células de fibroblasto murino. 
 
Los resultados de este trabajo demuestran la potencial aplicación de nanopartículas metálicas 
nanoencapsuladas en biopolímeros como posibles agentes antimicrobianos alternativos para el 
control de enfermedades infecciosas causadas por patógenos multirresistentes a antibióticos.  

 

 Proyecto de grado 
 Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Química. Director: 
Rodrigo Torres Sáez. Facultad de Salud. Escuela de Bacteriología y Laboratorio Clínico. 
Codirectora: Claudia Ortiz López. 
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ABSTRACT 

TITLE: METAL NANOPARTICLES NANOENCAPSULATED SYNTHESIS WITH ANTIMICROBIAL 

ACTIVITY AND CONTROLLED RELEASE AGAINST Staphylococcus aureus  AND Candida 

albicans* 

AUTHOR: PAREDES GUERRERO Daissy Julieth** 

KEYWORDS: Metal nanoparticles, minimal inhibitory concentration, encapsulation, antimicrobial 

activity, biodegradable polymers. 

DESCRIPTION 

In this research the synthesis of silver nanoparticles (AGNPS) was performed by chemical reduction 

using as a reducing agent a monosaccharide and obtaining zinc oxide nanoparticles (ZnONPs) 

assisted synthesis using polyols. Metal nanoparticles were characterized by transmission electron 

microscopy (TEM), dynamic light scattering mode (DLS), UV-VIS spectrophotometry and 

measurement of zeta potential. Metal nanoparticles were synthesized spherical generally with sizes 

less than 20 nm and positive surface charge. Then encapsulated metal nanoparticles in three 

biodegradable polymers: poly-lactic acid (PLA), poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA) and chitosan 

using two different methodologies according to the chemical nature of each polymer. 

Nanocomposites were obtained with an average size between 200 and 400 nm with positive surface 

charge spherical than +10 mV. 

Subsequently, the antimicrobial activity of metal nanoparticles and encapsulated was determined on 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and Candida albicans by determining the 

minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal (MBC) or fungicide (CMF) of the synthesized 

nanocomposites. MIC of metal nanoparticles against MRSA and Candida albicans were 0.50 and 

<0.10 mg / mL, respectively. While being encapsulated, the metallic nanoparticles have an inhibitory 

activity up to ten times. Cytotoxic effect of metal nanoparticles and nanocomposite against murine 

fibroblasts by the MTT colorimetric method was evaluated. The results indicated that the 

concentration needed to induce an inhibitory effect on the growth of the microorganism does not 

produce a significant decrease in the viability of murine fibroblast cells. 

The results of this work showed the potential application of metal nanoparticles nanoencapsulated in 

biopolymers as possible alternative antimicrobial agents for the control of infectious diseases caused 

by multidrug-resistant pathogens to antibiotics. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El desarrollo de la nanotecnología durante los últimos años abarca un amplio 

espectro de aplicaciones que va desde investigaciones básicas hasta procesos 

industriales [1]. Esto se debe a las propiedades excepcionales que presentan los 

nanocompuestos.  Las principales aplicaciones de los nanomateriales se han 

evidenciado en el área de la salud, por ejemplo en el recubrimiento de materiales 

dentales, prótesis, catéteres, injertos vasculares y tratamiento tópico de quemaduras 

[2]. Los nanomateriales también han sido utilizados en sensores de medio ambiente, 

reacciones de catálisis, tratamiento de residuos y diferentes campos de la electrónica, 

óptica, fotónica, entre otros [3]. 

 

Entre los principales nanomateriales se encuentran los metálicos que exhiben 

propiedades fisicoquímicas importantes que incluyen mayor conductividad, actividad 

catalítica; propiedades ópticas inusuales y propiedades piromecánicas. Además 

presentan actividad antimicrobiana frente a microorganismos patógenos [4]–[7]. En 

relación a la actividad biológica de las nanopartículas metálicas, se ha demostrado 

que las de plata (AgNPs) y óxido de zinc (ZnONPs) presentan un efecto inhibitorio en 

el crecimiento de cepas bacterianas y fúngicas, al ser usadas en concentraciones 

comparables con las empleadas en antibióticos utilizados para el tratamiento de 

enfermedades infecciosas [8], [9]. 

 

Se ha establecido que las nanopartículas metálicas a pesar de presentar actividad 

antimicrobiana, podrían exhibir efectos citotóxicos sobre líneas celulares sanas y 

cancerígenas, dependiendo de la concentración empleada [10], [11]. Adicionalmente, 

se ha señalado que la estabilidad de las nanopartículas se ve comprometida en 

condiciones fisiológicas donde la presencia de compuestos biológicos como las 

enzimas, puede dificultar la acción efectiva de las nanopartículas en el sitio de 

infección. 
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Con el fin de resolver las dificultades que conlleva el uso de las nanopartículas como 

agentes antimicrobianos, se ha propuesto la  encapsulación de nanopartículas 

metálicas como una estrategia que permitiría disminuir el posible efecto citotóxico, 

mejorar la estabilidad y aumentar la biodisponibilidad. De esta manera se evitaría la 

degradación, y por tanto aumentaría el tiempo de circulación permitiendo una 

liberación controlada del agente activo (en este caso, nanopartículas) y disminuir la 

concentración efectiva necesaria para exhibir un efecto antimicrobiano. 

 

En el presente trabajo de investigación se obtuvieron nanopartículas de plata 

(AgNPs) mediante síntesis verde  y nanopartículas de óxido de zinc (ZnONPs) 

empleando síntesis asistida por polioles. Adicionalmente, las nanopartículas fueron 

encapsuladas empleando los polímeros biodegradables ácido poliláctico (PLA), 

poliláctico-co-glicólico (PLGA) y quitosano como agentes encapsulantes. 

Posteriormente se evaluó la liberación de los nanocompuestos encapsulados en 

función del tiempo, en condiciones controladas empleando condiciones fisiológicas. 

Finalmente, se evaluó y comparó la actividad antimicrobiana in vitro mediante el 

método de microdilución en caldo de los diferentes compuestos antimicrobianos tanto 

libres como nanoencapsulados, sobre las cepas patógenas Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina (SARM) y Candida albicans. 
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1 MARCO DE REFERENCIA Y ANTECEDENTES 

 

1.1 NANOTECNOLOGÍA 

 

El término nanotecnología  se refiere  a la investigación y desarrollo de tecnología a 

la escala atómica y molecular que lleva a la manipulación controlada y el estudio de 

estructuras y dispositivos con al menos una de sus dimensiones en  el rango de 1 a 

100  nanómetros (ver figura 1) [12]. En general, las nanopartículas están definidas 

como partículas que se encuentran en un rango de 1-100 nm, formando 

ramificaciones entre 20 y 15000 átomos que presentan un comportamiento que se 

debate entre la física clásica y la cuántica [13], [14]. 

Las nanopartículas al estar únicamente un orden de magnitud por encima de las 

dimensiones típicas de los diámetros atómicos, presentan propiedades y funciones 

nuevas que difieren a aquellas observadas en una mayor escala.  El aumento en la 

relación área-volumen de los nanomateriales puede convertir un compuesto inerte en 

escala micro en un compuesto catalíticamente activo en escala nano [15]. 

Las propiedades mejoradas de los nanomateriales conllevan a la incorporación de 

nanopartículas en productos de uso cotidiano como catalizadores, productos 

farmacéuticos, lubricantes, cosméticos, dispositivos electrónicos u otros aparatos 

domésticos [15]. La utilización de nanopartículas en medicina también se ha 

desarrollado rápidamente, como herramientas de imagen, agentes de fototerapia, 

portadores de genes, marcadores de biomoléculas, sistemas de entrega de 

fármacos, agentes antimicrobianos para el control de enfermedades, entre otros [16]. 
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Figura 1 Escala de dimensiones. 

 

Fuente: Autor. 

1.2 NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

 

Durante las últimas dos décadas se han venido desarrollando diferentes tipos de 

dispositivos a nanoescala capaces de alcanzar blancos antes inimaginables. Sin 

embargo, el diseño y síntesis de diversos tipos de nanocompuestos está determinado 

por la aplicación específica que se esté buscando. Entre los diferentes tipos de 

nanocompuestos ampliamente utilizados, se encuentran los materiales basados en 

metales y óxidos metálicos, que han sido ampliamente utilizados por sus 

excepcionales propiedades físicas, químicas y antimicrobianas.  

 

Las nanopartículas debido a su tamaño y gran relación de superficie a volumen, 

presentan propiedades novedosas interesantes que incluyen comportamiento óptico 

no lineal, aumento de resistencia mecánica, aumento de la difusividad, alto calor 

específico, comportamiento magnético y resistividad eléctrica, entre otras. 

Adicionalmente, una interesante ventaja de las nanopartículas metálicas es la 

capacidad de modificar químicamente su superficie de manera que pueden 
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interactuar de forma específica con biomoléculas o sustratos de manera controlada. 

Las modificaciones superficiales de las nanopartículas metálicas también pueden 

afectar la aglomeración y agregación y su posterior estabilidad en función del tiempo 

y en función del entorno químico que las rodea [17]. 

 

Las principales nanopartículas metálicas que se han sintetizado han sido a partir de 

plata, oro, magnesio, paladio y óxidos de hierro, aluminio, silicio, titanio, zinc, estaño, 

cobre y cerio. Los nanomateriales metálicos pueden ser aplicados a una gran 

variedad de industrias dependiendo de la propiedad que se vea resaltada por cada 

material específico. Las nanopartículas de óxido de silicio (SiO2), por ejemplo, al 

presentar “mejoramiento” de las propiedades ópticas y eléctricas han sido utilizadas 

en computación con el fin de reducir el tamaño y peso de las computadoras portátiles 

[12]. Las nanopartículas de óxido de titanio (TiO2) catalizan procesos de 

descomposición de contaminantes orgánicos por lo que se utilizan para proteger 

películas delgadas de cristal en sensores ultrasensibles, pantallas flexibles de alto 

rendimiento, y dispositivos electromecánicos miniaturizados [18]. Las nanopartículas 

de óxido de hierro (Fe2O3) adicionadas al hormigón pueden aumentar su fuerza y 

ofrecer una posibilidad de controlar los niveles de estrés a través de la medición de 

la sección de resistencia eléctrica. 

 

1.2.1 Síntesis de nanopartículas de plata 

 

La nanotecnología y la química sintética moderna se han utilizado para desarrollar 

diferentes métodos para la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs). Cada 

método tiene sus propias ventajas y limitaciones. Los parámetros que están 

influenciados directamente por el método de síntesis incluyen el diámetro promedio, 

la distribución de tamaño, la forma y la estabilidad, que a su vez también dependen 

de variables de reacción como la adición de agentes estabilizantes, concentración 

inicial de reactivos, temperatura, ausencia o presencia de luz, entre otros.  
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Mediante la manipulación de las condiciones experimentales (por ejemplo la 

temperatura, la concentración, la presencia de agentes estabilizantes), se puede 

controlar la cinética de la reacción de tal manera que los átomos de plata formen 

agrupaciones de dimensiones nanométricas [19]. Se ha publicado en la literatura una 

impresionante variedad de métodos muy novedosos e ingeniosos para la síntesis de 

AgNPs, aunque sólo unos pocos se han adaptado para la industria [20], [21].La 

mayoría de estos métodos químicos y físicos para la síntesis de AgNPs requieren la 

adición de agentes estabilizantes para las nanopartículas en dispersión, o agentes 

protectores, de recubrimiento o ligandos. La estrategia más común es la protección 

de las nanopartículas con agentes protectores que pueden ser absorbidos o unirse a 

la superficie de las nanopartículas, para así evitar su aglomeración [22], [23]. 

 

Reducción química 

 

La reducción química es el método más frecuentemente utilizado para la preparación 

de AgNPs en forma de dispersiones estables, coloidales en agua o disolventes 

orgánicos. Inicialmente, la reducción de los iones de Ag+ (provenientes de la sal de 

Ag) se da en presencia del agente reductor conduciendo a la formación de átomos 

de plata libres reducidos (Ag0), los cuales se asocian en grupos oligoméricos. Estos 

grupos pueden dar lugar a la formación de nanopartículas coloidales de plata [24]–

[26]. El mecanismo de formación de las disoluciones coloidales a partir de la 

reducción de iones plata consta de dos etapas diferentes: nucleación y crecimiento. 

El proceso de nucleación requiere una energía de activación alta, mientras que el 

proceso de crecimiento requiere una baja energía de activación. El tamaño y la forma 

de las nanopartículas dependerá de las velocidades relativas de estos procesos, que 

pueden ser controladas a través de la modificación de los parámetros de reacción, 

entre ellos: concentración, temperatura, pH, poder reductor, entre otras [27]–[29]. 
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Fotorreducción 

 

La fotorreducción iniciada por radiación ultravioleta (UV) es un método simple y 

efectivo para producir nanopartículas de plata y de oro en la presencia de citrato, y 

polivinilpirrolidona (PVP), poli ácido acrílico (PAA) y colágeno. La irradiación 

desintegra las AgNPs en tamaños más pequeños con un único modo de distribución 

homogénea estable y de tamaño uniforme. Al realizar este tipo de síntesis en 

presencia de iones citrato, la formación de nanopartículas de plata depende 

fuertemente de la longitud de onda de excitación que se aplique sobre la superficie 

de los electrones oscilantes de las partículas metálicas [30], [31]. 

 

Microemulsión 

 

La síntesis de AgNPs en sistemas bifásicos acuosos-orgánicos se basa en la 

separación espacial inicial de los reactivos (precursor de metal y el agente reductor) 

en dos fases inmiscibles. La velocidad de interacción entre el precursor y el agente 

reductor es controlada por la interfase entre los dos líquidos. Las AgNPs formadas 

se estabilizan debido a que la superficie se recubre con moléculas estabilizantes en 

el medio acuoso no polar, y es transferido al medio orgánico por el transportador de 

la interfase, que generalmente consta de una sal cuaternaria de alquilamonio [32].  

 

El método de microemulsión permite la preparación de nanopartículas de tamaño 

uniforme y controlable. Sin embargo, a menudo se emplean disolventes orgánicos 

altamente tóxicos. Así, grandes cantidades de surfactante y disolventes orgánicos 

que se añaden al sistema, se deben separar y eliminar del producto final. La ineficacia 

del método radica en los altos costos del proceso en las etapas de separación y 

purificación de las AgNPs [31].  
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Método sonoquímico 

 

Es posible sintetizar nanopartículas de plata amorfas aproximadamente de unos 20 

nm, por medio de una reducción sonoquímica en solución acuosa de nitrato de plata 

(AgNO3). Un ultrasonido descompone el agua en iones hidrógeno e hidroxilo. Los 

iones hidrógeno reducen a los iones plata (Ag+), para  después llevar a cabo la 

formación de cúmulos por medio de nucleación y así dar paso a la formación de las 

nanopartículas [33]. 

 

Método electroquímico 

 

La disolución de un ánodo metálico en un solvente aprótico se ha utilizado para 

obtener nanopartículas de plata de 2 a 7 nanómetros. La aplicación de un campo 

eléctrico al sistema provoca la formación de iones en el ánodo los cuales viajan por 

la solución hasta el cátodo donde se reducen para después dar paso a la nucleación 

y con esto al crecimiento de la nanopartícula. En principio, cambiando la densidad  

de la corriente, es posible obtener diversos tamaños de nanopartículas de plata [17].   

 

 

Biosíntesis 

 

Recientemente, se han usado métodos de biosíntesis empleando métodos de 

química verde que usan agentes reductores biológicos naturales, tales como: 

polisacáridos, bacterias y extracto de hongos o plantas. Estas metodologías se han 

convertido en una alternativa simple y viable a los procedimientos de síntesis química 

más compleja para obtener AgNPs [31]. 

 

En estos métodos se añade a un sobrenadante microbiano la solución de nitrato de 

plata. Los agentes reductores presentes en el sobrenadante microbiano, tales como 

hidroquinonas, reducen la Ag+ a AgNPs en condiciones constantes (por ejemplo, 

temperatura).La desventaja de este método es la necesidad de purificar la muestra y 
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extraer las AgNPs del medio para que puedan ser implementadas en aplicaciones 

médicas [34]. 

 

Síntesis verde 

 

Durante la última década, la mayor sensibilización hacia el cuidado del medio 

ambiente ha animado a los científicos a estudiar los métodos de síntesis de 

nanomateriales "más verdes". El uso de productos químicos no tóxicos, solventes 

más ecológicos y recursos renovables son aspectos importantes en la síntesis verde. 

Existe en la literatura una variedad de metodologías que utilizan agentes reductores 

ambientalmente benignos, tales como citrato de sodio, polivinilpirrolidona (PVP), 

polietilenglicol (PEG), glucosa y en especial sacarosa [35]–[38]. Existen reportes de 

síntesis de AgNPs con sacarosa que describen procedimientos sencillos asistidos por 

microondas en tiempo continuo de irradiación mostrando un tamaño promedio de 2-

15nm de AgNPs. Así mismo, otras metodologías muestran que variaciones en las 

temperatura, tiempo de calentamiento y concentración de NaOH, pueden influir en la 

síntesis de AgNPs empleando sacarosa como agente reductor obteniendo como 

resultado tamaños de partícula de 4-6 nm [39]. 

 

1.2.2 Síntesis de nanopartículas de ZnO  

 

Ablación láser 

Mediante este método de síntesis se colocan láminas de Zinc en presencia de 

diferentes concentraciones de NaOH y a continuación se irradia verticalmente con un 

láser a 10Hz a una longitud de onda de 355nm con pulsos generalmente cada 7 

segundos. Después de la ablación todas las soluciones se tornan turbias indicando 

la formación de las nanopartículas. Regularmente el haz de láser tiene 1,0 mm de 

diámetro y una intensidad de 100mJ/pulso para la ablación de una placa de Zinc 

durante 60 minutos [40]. 

 



 
 

30 
 

Deposición química de vapor 

En este tipo de síntesis se emplea un reactor asistido por metales nobles 

(generalmente el catalizador empleado es oro) en el cual se lleva a cabo la 

evaporación de zinc a altas temperaturas. La deposición química de vapor involucra 

la reacción química entre el zinc vaporizado y la fase gaseosa, que generalmente es 

oxígeno molecular. El producto de la reacción se condensa durante la formación de 

un material sólido (ZnO) dentro del recipiente de reacción donde se controlan la 

presión y el flujo de gas. Algunos parámetros tales como la temperatura de 

deposición, la presión parcial de oxígeno, el flujo de gas portador son factores 

importantes que influyen en el mecanismo de crecimiento que gobierna las 

características estructurales finales de nanoestructuras de ZnO [41]. 

 

Método sol-gel 

Mediante la técnica de sol-gel se pueden obtener películas delgadas, nanocristales, 

nanocilindros de óxido de zinc. El precursor empleado en esta síntesis consiste en 

un metal rodeado de varios ligandos que reaccionen con él. Generalmente se 

emplean alcóxidos ya que reaccionan rápidamente en medios acuosos. 

Habitualmente se emplea acetato de zinc adicionando NaOH a 70°C mientras se 

observa la formación de una suspensión turbia. Posteriormente se agita alrededor de 

5h antes de colocarlas en una mufla a 150°C durante 2h para eliminar el exceso de 

solvente. Esta reacción es dependiente del pH, la temperatura y el tiempo de reacción 

así como de la concentración de precursor y tiempo de secado, pues son variables 

que afectan directamente las propiedades particulares de las nanopartículas 

obtenidas [42]. 

 

Descomposición térmica 

Inicialmente se mezclan acetato de Zinc con ácido acético dihidratado a temperatura 

ambiente, para después depositar la mezcla en una mufla a 450°C durante 30 
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minutos. Este es un método efectivo, de bajo costo sin embargo tiene como 

desventaja que requiere de altas temperaturas de calcinación [43]. 

 

Pirólisis 

En este método a menudo se hacen reaccionar acetato de Zinc y carbonato de 

Hidrógeno a una determinada temperatura, de la cual depende el tamaño final de 

partícula. El subproducto de la reacción, de acetato de sodio, actúa como un material 

de recubrimiento para evitar un mayor crecimiento de las nanopartículas de ZnO. Una 

desventaja de este método es la presencia de impurezas restantes de precursores y 

productos de reacción que pueden actuar como donantes en la estructura cristalina 

de las nanopartículas de ZnO [44]. 

 

Síntesis asistida mediante el uso de polioles 

El proceso de síntesis asistida por polioles consiste en la precipitación de partículas 

del óxido en presencia del poliol como solvente partiendo de una sal de Zinc. El rol 

del poliol en la reacción es crucial pues actúa simultáneamente como solvente, 

agente acomplejante y agente surfactante, de manera  que se adsorbe en la 

superficie de los núcleos de óxido de zinc preformados para evitar la aglomeración 

de los mismos. La síntesis empleando polioles presenta  como ventaja la obtención 

de ZnO con angosta distribución de tamaño, control de su morfología y alta pureza 

en la cristalinidad. Adicionalmente la mayoría de las rutas físicas para la síntesis de 

ZnO requieren altas temperaturas y equipos de alto costo, mientras que la técnica de 

síntesis asistida por polioles sólo necesita llegar a la temperatura de ebullición del 

poliol empleado. La morfología y tamaño de las nanopartículas de ZnO se ven 

fuertemente afectadas por parámetros cómo relación molar, la temperatura y la 

relación de hidrólisis, entre otras [45]. 
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1.2.3 Propiedades de las nanopartículas metálicas 

 

Entre las dimensiones en una escala atómica y las dimensiones milimétricas, la 

materia condensada exhibe algunas características específicas notables que pueden 

ser perceptiblemente diferentes de las características físicas de mismos materiales 

en dimensiones macroscópicas. 

 

Cuando la materia se encuentra en escala nanométrica (entre 10-9m y 10-6m) surge 

un comportamiento físico que no puede ser explicado con los conceptos de física 

clásica. La forma en que los nanomateriales interactúan entre sí y con su entorno se 

explica desde la mecánica cuántica, donde el confinamiento de la materia a regiones 

tan pequeñas permite la aparición de propiedades no observables en materiales 

macroscópicos. 

 

Además del comportamiento cuántico, existen diversos factores que influyen en las 

propiedades de los nanomateriales, de los que se pueden nombrar el aumento en la 

fracción de átomos superficiales, gran energía superficial, e imperfecciones reducidas 

[17]. Entre los cambios en las propiedades físicas y químicas que más sobresalen 

cuando los materiales se encuentran en nanoescala, se encuentran: 

 La fracción de átomos superficiales se incrementa, como consecuencia del 

aumento de la relación de área por volumen, lo que hace que los 

nanomateriales posean fuerzas no compensadas que derivan en una 

temperatura de fusión más baja que los materiales en macroescala. A modo 

de ejemplo, se puede citar el oro. El oro presenta una significativa reducción 

de la temperatura de fusión desde 10nm hasta 1 nm. Este efecto es inducido 

porque una partícula de 10 nm de diámetro tiene el 20% de átomos 

superficiales mientras que una partícula de 2 nm diámetro tiene el 80% de 

átomos superficiales [17]. 
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 Las propiedades mecánicas de los materiales se ven mejoradas con la 

disminución de tamaño, incluso, son capaces de llegar a la resistencia teórica, 

gracias a la baja probabilidad de defectos a nanoescala. 

 Las características ópticas de los nanomateriales pueden ser 

significativamente diferentes a las de los cristales. Por ejemplo, el máximo de 

la curva de absorción óptica de las nanopartículas semiconductoras  cambia 

de lugar a una longitud de onda corta y el color de las nanopartículas metálicas 

cambia en función del tamaño de las mismas, debido a la resonancia de 

plasmones superficiales [17].   

 Las nanopartículas metálicas presentan fuertes bandas de absorción en las 

regiones ultravioleta y visible (UV-VIS) del espectro electromagnético. Esta 

propiedad se debe a las oscilaciones colectivas de electrones de conducción 

del metal, cuando están excitados por un campo electromagnético incidente 

(CEI) de radiación. A esta propiedad se le denomina resonancia de plasmones 

superficiales (SPR).Entre los factores que en conjunto conducen a estas 

oscilaciones se encuentran: 1) aceleración de los electrones de conducción 

por el CEI, 2) fuerzas de restauración que resultan de la polarización inducida, 

y 3) confinamiento de los electrones a dimensiones más pequeñas que la 

longitud de onda de la luz. La longitud de onda exacta y la intensidad de la 

banda de absorción proporcionan importante información acerca del tamaño, 

forma, concentración y propiedades [17]. 

 

 La reducción del tamaño tiene consecuencias también en las propiedades 

ópticas y en particular en lo que se refiere al índice de refracción, que es una 

propiedad macroscópica que define justamente las propiedades ópticas de los 

materiales. Como las nanopartículas son más pequeñas que la longitud de 

onda de la luz visible, disminuye la dispersión de luz, obteniéndose una mayor 

claridad óptica.  

 

 La conductividad eléctrica disminuye en una dimensión reducida debido a la 

dispersión de la superficie. Sin embargo, la  conductividad eléctrica de los 
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nanomateriales puede también aumentar apreciablemente, debido al mejor 

ordenamiento de la estructura [17]. 

 

 Las características magnéticas de materiales nanoestructurados también son 

diferentes a las de los materiales a escala macroscópica. En algunos 

materiales el ferromagnetismo desaparece al pasar a la nanoescala, y el súper 

paramagnetismo aparece debido a la enorme energía superficial. 

 

 La autopurificación es una característica termodinámica intrínseca de las 

nanoestructuras y de los nanomateriales Cualquier tratamiento térmico 

aumenta la difusión de las impurezas, los defectos y las dislocaciones 

estructurales, desplazándolas fácilmente a la superficie más cercana, 

eliminándolas del nanomaterial. 

 

Las características únicas de los materiales nanoestructurados y sus propiedades 

mejoradas están entonces determinadas por el tamaño, la estructura de la superficie 

y las interacciones entre partículas. Puede afirmarse que el papel que juega el 

tamaño en definir las propiedades finales de los materiales, es comparable al de la 

composición química [17].  

 

1.2.4 Propiedades antimicrobianas de las nanopartículas metálicas 

 

Se ha registrado ampliamente en la literatura que las nanopartículas metálicas y de 

óxidos metálicos exhiben efectos antimicrobianos frente a una gran variedad de 

microrganismos patógenos a diferentes concentraciones y que ésta actividad 

depende del tamaño promedio como se muestra en la recopilación bibliográfica de la 

tabla 1.  

 

Se ha sugerido que la actividad antimicrobiana de las nanopartículas está vinculada 

directamente con el tamaño promedio, forma y carga superficial de las mismas [3], 

[7], [46]. El tamaño de las partículas juega un papel importante en el estudio de la 
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actividad antimicrobiana de las nanopartículas. Se ha establecido que cuanto menor 

sea el tamaño de las nanopartículas, la actividad antimicrobiana se ve incrementada 

[47]. A pesar de que algunos resultados indican que tamaños por debajo de 50 nm, 

con carga superficial positiva y de forma esférica alcanzan el mayor efecto 

antimicrobiano, el mecanismo de acción de las nanopartículas no se encuentra 

completamente esclarecido [48]. 

 

Tabla 1 Compilación de trabajos recientes sobre la actividad antimicrobiana de 

nanopartículas metálicas. 

 

Microorganismo 
tratado 

CMI 

(µg/ml) 

Tipo de 

nanopartícula

s 

Tamaño 

de 

partícula 

(nm) 

Año Referencias 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

75 

75 
AgNPs 10 2005 Morones et al. 

Staphylococcus aureus 

SARM 

Escherichia coli 

6.6 

6.7 

3.4 

AgNPs 25-50 2006 Panacek et al. 

Escherichia coli 

Bacillus subtilis 

Staphylococcus aureus 

120 

40 

120 

AgNPs 
4 

 

2008 Ruparelia et al. 
Escherichia coli 

Bacillus subtilis 

Staphylococcus aureus 

140 

20 

140 

CuNPs 9 

Staphylococcus aureus 

SARM 

1350 

1370 
CuNPs --- 2009 

Ayala-Nuñez et 

al. 

Escherichia coli 

Staphylococcus aurreus 

1000 

750 
MgNPs 20-25 2009 Lellouche et al. 

Escherichia coli O157:H7 

Salmonella Stanley 

>8 

--- 
ZnONPs 20 

2011 Jin y He 

Escherichia coli O157:H7 3 MgONPs 20 
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Salmonella Stanley 4 

Escherichia coli O157:H7 

Pseudomona aeruginosa 

Salmonella entérica 

34 

34 

42.5 

AgNPs 3,5 

2011 Rastogi et al. 
Escherichia coli O157:H7 

Pseudomona aeruginosa 

Salmonella entérica 

125 

125 

125 

Ag-SiO2NPs 6,6 

Escherichia coli O157:H7 

SARM 

250 

230 
ZnONPs 9-25 2011 Jha et al. 

Escherichia coli O157:H7 

SARM 

45 

45 
ZnONPs 20-30 2011 Wahab et al. 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

1000 

500 
ZnONPs 3-10 2012 

Emami-Karvani 

et al. 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

128 

512 
AuNPs 5-10 

2013 

 
Ahmad et al. 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

8 

32 
AgNPs 25-30 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

276.7 

81.4 
ZnONPs 200 2013 Kairyte et al. 

Pseudomona aeruginosa 5.0 GO-AgNPs 8.5 2014 

 

Fonseca de 

Farias et al. 

Escherichia coli 

multiresistente 

 

10 

AgNPs 88.70 2014 Jeeva et al. 

Staphylococcus aureus 

multiresistente 
10 

Fuente: Autor. 

 

En general, se ha establecido que en la superficie de nanopartículas de óxidos 

metálicos como ZnO y TiO2 se podría dar la formación de radicales libres que 
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interactuarían con la membrana bacteria conllevando al daño en los lípidos, que en 

consecuencia podrían conducir a la fuga de contenidos intracelulares y la ruptura 

celular [49], [50]. Las nanopartículas entran en la pared celular de los 

microorganismos a través de las proteínas transportadoras o canales de iones y se 

unen a diferentes orgánulos interfiriendo de este modo los procesos metabólicos 

como resultado de la producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) [51]. 

 

Con respecto a la nanopartículas metálicas, se ha evidenciado que la plata presenta 

mayor actividad antimicrobiana que otros metales [52]. Se han sugerido tres vías de 

interacción de las nanopartículas de plata con la bacteria. En primer lugar, se ha 

propuesto que las AgNPs interactúan con la pared celular de la bacteria, provocando 

la lisis de la misma. Este hecho conlleva a una mayor permeabilidad en la pared 

celular dejando a la célula bacteriana incapaz de la regulación del transporte a través 

de la membrana plasmática, lo que culmina con la muerte celular [52]–[54]. Otros 

estudios sugieren que las AgNPs no se unen selectivamente a algunas proteínas de 

membrana, sino a un amplio espectro de dianas que incluyen la membrana, proteínas 

citoplasmática y plásmidos de ADN bacteriano [55], [56]. Actualmente, el mecanismo 

más aceptado de acción de las AgNPs es que éste se da por un efecto combinado, 

en el que cada mecanismo propuesto (interacción con la pared celular, ADN 

citoplasmático y proteínas bacterianas) contribuye a proporcionar una mayor 

actividad bactericida [34] como lo muestra la figura 2. 
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Figura 2 Esquema del mecanismo de acción de las Nanopartículas  [57]. 

 

Fuente: Moritz et al, 2013. 

1.3 ENCAPSULACIÓN DE AGENTES ACTIVOS EMPLEANDO BIOPOLÍMEROS 

 

En nanotecnología, la búsqueda de polímeros para aplicaciones biomédicas ha 

experimentado un importante avance durante las últimas tres décadas, sobretodo en 

el estudio y desarrollo de polímeros sintéticos así como de componentes importantes 

de matrices utilizadas como vectores de moléculas terapéuticas. Entre  los polímeros 

sintéticos se destacan los poliésteres, debido a su biodegradabilidad y 

biocompatibilidad.  

El poliéster más empleado es el ácido poliláctico (PLA) y su copolímero formado por 

unidades monoméricas de ácido láctico y glicólico (PLGA), ya que han sido aprobados 

por la FDA (Food and Drug Administration por sus siglas en inglés) para elaborar 

sistemas para la administración de sustancias activas por vía parenteral. Otros 

polímeros empleados para la obtención de nanopartículas son la poli-ε-caprolactona, 
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el poli-β-hidroxibutirato y el ácido β-L-málico. Así mismo, se han evaluado polímeros 

de origen natural que también presenten propiedades como agentes encapsulantes y 

de éstos el más utilizado es el quitosano. Este polímero es polisacárido natural obtenido 

a partir de la concha de los crustáceos derivado de la quitina. En el presente trabajo se 

emplearon los tres biopolímeros anteriormente mencionados como agentes 

encapsulantes. Las estructuras se presentan en la figura 3. 

 

1.3.1 Polímeros empleados como agentes encapsulantes 

 

El polímero empleado para encapsular las nanopartículas afecta de manera 

importante a las propiedades y estructura de las partículas y condiciona sus posibles 

aplicaciones, así como la vía de administración [58]. Se ha establecido que variables 

como la concentración del polímero juegan un papel muy importante en la forma y el 

porcentaje de encapsulación de los nanocompuestos sintetizados. El uso de 

copolimeros como el PLGA, como agente encapsulante permite modificar el peso 

molecular, su grado de hidrofilia y la proporción de cada uno de los monómeros lo 

que conlleva al control de la velocidad de degradación de los mismos, el grado de 

encapsulación y el de liberación del fármaco o principio activo [59]. 

 

PLA 

 

El ácido poliláctico (PLA) es un poliéster lineal alifático constituido por monómeros 

del ácido láctico. El PLA existe en dos isómeros ópticamente activos: ácido L(+)-

láctico y ácido D(-)-láctico, los cuales son parcialmente cristalinos, mientras que su 

mezcla racémica es amorfa. Generalmente ha sido más empleado el ácido L(-)-

láctico pues se puede degradar como ácido láctico endógeno en el cuerpo [60]. La 

solubilidad del PLA depende de la cristalinidad y del peso molecular del polímero. 

Los enantiómeros de PLA son insolubles en solventes miscibles con el agua como la 

acetona, pero solubles en solventes orgánicos como cloroformo y diclorometano. Sin 

embargo, PLA de bajo peso molecular es más hidrofílico y por tanto es ligeramente 

soluble en medios acuosos [61]. 
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La producción de nanopartículas de PLA se ve condicionada por los diversos factores 

que afectan su degradación. La presencia de enlaces tipo éster hace que el PLA sea 

propenso a degradación hidrolítica en medios acuosos. El ácido láctico producto de 

la degradación del PLA es biocompatible y metabolizable en el cuerpo pues entra en 

el ciclo del ácido cítrico [60]. Entre los principales factores que afectan la degradación 

de nanopartículas de PLA se encuentran la cristalinidad, el peso molecular, la 

naturaleza del medio y la morfología de las partículas. El PLA enantiomérico se 

degrada lentamente, mientras que el PLA de bajo peso molecular se degrada 

rápidamente ( [62]–[64]. 

 

Además el pH del medio juega un papel muy importante. A pH neutro (en tampones 

de pH 7.4) en ausencia de enzimas, se ha encontrado que las nanopartículas y 

micropartículas de PLA pueden ser estables hasta por diez días. Por el contrario, la 

velocidad de degradación aumenta cuando las nanopartículas se introducen en 

fluidos intravenosos, gástricos e intestinales debido a la hidrólisis catalizada por 

enzimas [65]–[67].  

Figura 3 Estructuras de polímeros empleados para encapsulación de principios 

activos. A) Ácido poliláctico (PLA). B) Ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA) C) 

Quitosano (QTS). 

 

Fuente: Autor. 
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PLGA  

 

El PLGA es un copolímero conformado por unidades de ácido poli-láctico y ácido poli-

glicólico que ha sido ampliamente utilizado para la síntesis de nano y micropartículas 

debido a su biocompatibilidad. El PLGA también es biodegradable por lo que al sufrir 

hidrólisis, sus correspondientes monómeros no presentan toxicidad sistémica y 

pueden pasar directamente a las rutas metabólicas del organismo [68]. 

 

El precursor ácido poli-glicólico (PGA) no contiene grupos metilo laterales, por lo que 

presenta una estructura más cristalina que el PLA. Cuando el porcentaje de PLA es 

alto en el PLGA, el copolímero tendrá un alto contenido de cadenas saturadas y 

grupos metilos laterales, por lo que presentará baja solubilidad en solventes polares 

próticos, mientras que sí es soluble en solventes no próticos como tetrahidrofurano 

(THF), acetato de etilo, diclorometano (DCM), cloroformo, entre otros [69].  

 

En medios acuosos el PLGA se biodegrada por hidrólisis en los enlaces tipo éster. 

Sin embargo, a mayor contenido de PLA el copolímero se degradará más lentamente 

debido a su naturaleza menos hidrofílica. La velocidad de degradación del PLGA 

influye directamente sobre las velocidades de liberación y de degradación de las 

moléculas bioactivas encapsuladas. Las propiedades físicas del PLGA dependerán 

de múltiples factores incluyendo el peso molecular inicial, la relación de ácido láctico 

a glicólico, el tamaño del nanomaterial diseñado, la exposición al agua y la 

temperatura de almacenamiento [70]. 

 

La resistencia mecánica, la capacidad de resistir la hidrólisis y, posteriormente, la 

velocidad de biodegradación del polímero están directamente influenciadas por el 

grado de cristalinidad del PLGA, que depende más del tipo y la relación molar de los 

componentes monoméricos individuales en la cadena de copolímero. El polímero 

cristalino PGA, cuando se copolimeriza con PLA, reduce el grado de cristalinidad de 

PLGA y como consecuencia aumenta la velocidad de hidratación e hidrólisis. Como 

regla general, un mayor contenido de PGA conduce a tasas más rápidas de la 
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degradación con una excepción de una proporción de 50:50 de PLA/PGA, que exhibe 

la degradación más rápida. Un mayor contenido de PGA conduce a un mayor 

intervalo de la degradación por debajo de 50%. El grado de cristalinidad y punto de 

fusión de los polímeros están directamente relacionadas con el peso molecular del 

polímero [69]. 

Quitosano 

 

El quitosano es un polímero natural que se obtiene a partir de la quitina, uno de los 

biopolímeros más abundantes en la naturaleza. La quitina y el quitosano son 

biopolímeros que en los últimos años han encontrado gran cantidad de aplicaciones, 

especialmente en la industria alimentaria y en la biotecnológica [71]. Las propiedades 

funcionales de los nanocompuestos del quitosano se encuentran condicionadas  

especialmente por el grado de desacetilación y por el peso molecular promedio del 

mismo [72].  

 

El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la molécula de quitosano es lo 

que se denomina grado de desacetilación y está estrechamente vinculado con su 

solubilidad. Como consecuencia de la hidrólisis del grupo N-acetilo, se aumenta la 

capacidad hidrofílica del quitosano y pasa a ser soluble en soluciones ácidas diluídas 

(acético fórmico, clorhídrico, entre otros) ya que el pKa del grupo amino del quitosano 

es de 6,5 [72]. La protonación de los grupos amino del quitosano en medio ácido le 

confiere un carácter altamente reactivo. 

 

El quitosano es un polímero formado por unidades repetidas de D-glucosamina, por 

lo que la longitud de la cadena y, por tanto, su peso molecular, es una característica 

importante de la molécula. Debido a su carácter catiónico y a sus propiedades 

gelificantes y filmogénicas, el quitosano ha sido estudiado en la industria 

farmacéutica por su potencial en el desarrollo de sistemas de liberación de fármacos 

[73], [74]. Constituye un vehículo para la encapsulación del fármaco, protegiéndolo y 

liberándolo de forma controlada, además de promover su absorción a través del 

epitelio. Así mismo, el quitosano presenta propiedades necesarias para su uso en 
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dicha industria, como son su biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja toxicidad. 

La toxicidad del quitosano por vía oral es baja; se ha descrito una LD50 (dosis letal 

para el 50% de un conjunto de animales de prueba) de 16g/Kg en ratas [75]. 

 

1.3.2 Métodos de síntesis de nanopartículas poliméricas 

 

En la literatura se encuentra una amplia variedad de técnicas que permiten la 

obtención de nanopartículas de polímeros de diferente naturaleza [76]–[80] . En 

general, la mayoría de métodos se rigen por un primer paso en el que se pueda 

atrapar el principio activo inmerso en una fase diferente y/o igual en la que se 

encuentra el polímero. Seguido a esto puede venir la inclusión de un agente 

estabilizante que evite la agregación de las nanopartículas recién formadas. 

Posteriormente se da la eliminación del solvente ya sea por evaporación con 

temperatura o al vacío o por ultracentrifugación. Finalmente las nanopartículas 

obtenidas sufren un proceso de purificación que puede realizarse mediante lavados, 

centrifugación, ultracentrifugación, separación por filtros, entre otros.  

1.3.2.1 Métodos para la síntesis de nanopartículas de PLA y PLGA 

 

Debido a que la naturaleza química del PLGA y el PLA es muy similar, la mayoría de 

metodologías publicadas para la obtención de nanopartículas de PLA para la 

encapsulación de un agente activo, son las mismas que para nanopartículas de PLGA 

[81]–[83] . Las principales metodologías empleadas en la preparación de 

nanopartículas de PLGA incluyen emulsiones con diferente forma de separación del 

solvente, nanoprecipitación, precipitación con sales, deposición interfacial, entre otras 

[61]. La mayoría de estas técnicas han sido descritas con base a la naturaleza del 

agente activo, si es hidrofílico o hidrofóbico. Sin embargo, para el caso de 

encapsulación de nanopartículas metálicas, que se encuentran en un sistema acuoso 

coloidal, las referencias son más escasas y las estrategias que se utilizan están 

relacionadas a los métodos empleados para la encapsulación de agentes activos 

hidrofílicos (ver tabla 2).   
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Tabla 2 Encapsulación de agentes activos, incluidas nanopartículas en matrices 

poliméricas, en las últimas tres décadas. 

Año Método 
Polímer

o 

Agente 

activo 
Tamaño 

Porcentaje de 

encapsulación 
Referencias 

1989 
Nanoprecipitac

ión 
PLA taxol 260-20 100 Fessi et al. 

1999 
Nanoprecipitac

ión 
PLGA 

Vancomi
cina 

186,9 12,1 
Baarichello et 

al. 

2009 
Deposición al 

vacío 
Poliesti

reno 

AgNPs 
(10-

250nm) 

200 
ap. 

--- 
Kumbhar et 

al. 

2009 
Nanoprecipitac

ión 
PLA  

228-
365 

--- Rancan et al. 

2009 W/O/W PLGA 
betameta

sona 
>100 14 Ishihara et al. 

2009 W/O PLGA 
Vincristin

e 
98,8-
8,4 

67,8-5,10 Song et al. 

2010 

Nanoprecipitac
ión 

PLGA 
Levofloxi

na 

80-30 15 

Cheow et al. 
W/O 190-50 16 

W/O/W 190-80 10 

2011 
Reducción de 

Tollens 
modificado 

Glucóg
eno 

AgNPs  --- Bozanic et al. 

2011 Solvent casting PLGA AgNPs  --- 
Fortunati et 

al. 

2011 W/O PLGA MnONPs 140-50 157 
Bennewitz et 

al. 

2012 
Nanoprecipitac

ión 
PLGA 

AgNPs 
(15-30 

nm) 
811-5 --- 

Stevanovic et 
al. 

2012 W/O/W PLGA CNPs 60 000 74 Singh et al. 

2012 W/O PLGA 
Colato 

Na 
116 --- Chen et al. 

2013 W/O/W 
CS-
PLA 

Rifampici
na 

220 57 Rajan et al. 
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2014 W/O/W PLGA AgNPs 775 --- 
Stevanovic et 

al. 

Fuente: Autor. 

 

El proceso de distribución entre las fases participantes de cada uno de los métodos de 

síntesis de nanopartículas poliméricas más empleados, así como el proceso de 

separación se encuentran esquematizado en la figura 4.  

 

Proceso de emulsión simple-difusión 

En el método de emulsificación-difusión, el PLGA se disuelve en un solvente orgánico, 

mientras que en la fase acuosa, que contiene el agente activo y luego se realiza la 

emulsificación en un homogeneizador. La fase interna de la emulsión se añade sobre 

la fase externa acuosa, en la que se disuelve un agente tensoactivo que proporciona 

estabilidad a la emulsión. Posteriormente se realiza la eliminación del solvente orgánico 

ya sea bajo condiciones de presión reducida o por evaporación a presión atmosférica. 

Las nanopartículas obtenidas son finalmente lavadas para retirar excesos de agente 

estabilizante y polímero que no formó nanopartículas. La clave de esta técnica radica 

en la elección del solvente adecuado para el polímero, pues es necesario que no sea 

completamente inmiscible con agua para que se pueda dar la difusión hacia la fase 

acuosa que contiene el agente activo y agente estabilizante. 

 

El polivinil alcohol (PVA) ha sido el agente estabilizante más empleado a la hora de 

preparar nanopartículas biodegradables a partir de poliésteres. Se ha observado que 

el incremento en la concentración del agente estabilizante produce una disminución del 

tamaño de las nanopartículas para concentraciones de PVA inferiores al 10%, punto a 

partir del cual el tamaño empieza a aumentar [84]. 

 

 

Figura 4 Esquema del proceso de los principales tipos de síntesis de 

nanopartículas poliméricas (Adaptado de Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010). 
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Fuente: Adaptado de Mora-Huertas, Fessi, y Elaissari, 2010). 

 

Método de doble emulsión-evaporación 

 

El método de emulsión de agua-en-aceite-en-agua (W/O/W) es el más adecuado para 

encapsular agentes activos solubles en agua como péptidos, proteínas y vacunas, a 

diferencia de los métodos de emulsión individuales que son ideales para fármacos 

insolubles en agua como los esteroides. En primer lugar, se disuelve una cantidad 

apropiada de fármaco en la fase acuosa (agua desionizada) y a continuación se añade 

esta solución de agente activo a la fase orgánica que consta del polímero en 

diclorometano (DCM) o cloroformo con agitación vigorosa para producir una emulsión 

de agua-en-aceite generalmente por medio de ultrasonido. A continuación, se añade la 

emulsión primaria de agua en aceite a una solución acuosa que contiene el agente 

estabilizante y posteriormente se lleva a cabo la segunda emulsión durante menor 

Nanoprecipitación

Emulsificación-
difusión

Emulsificación-
coacervación

Doble 
emulsificación

Recubrimiento 
con polímero

Precipitación por 
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Fase orgánica

Fase acuosa

Fase orgánica

Fase acuosa

Fase orgánica
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Fase de dilución

Agente 
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tiempo y mayores condiciones de agitación. La eliminación del solvente viene dada 

empleando presión reducida, siendo más favorable que la evaporación del solvente por 

calentamiento pues garantiza la formación de nanopartículas más homogéneas [86], 

[87]. 

 A pesar de que la ultrasonicación ha sido ampliamente empleada como método para 

homogenizar, presenta una serie de inconvenientes tales como posible elevado índice 

de polidispersión del tamaño de las nanopartículas, inducción de reacciones químicas 

de degradación y dificultad de elaboración a gran escala [88]. La mayoría de 

disolventes empleados en esta técnica son organoclorados, principalmente 

diclorometano y cloroformo, por su inmiscibilidad en agua, fácil emulsificación, 

propiedades de solubilización y bajo punto de ebullición. La formación de la primera 

emulsión es un aspecto fundamental del método, ya que puede considerarse que el 

tamaño de la gotícula que se forma en la emulsión está directamente relacionado con 

el tamaño final de la partícula [89]. 

 

Nanoprecipitación 

 

En el método de nanoprecipitación tanto el polímero como el agente activo se 

encuentran en la misma solución, generalmente un solvente polar no prótico como la 

acetona. A continuación esta mezcla se agrega sobre una solución que puede contener 

un agente estabilizante bajo agitación magnética. Esta segunda solución debe estar 

disuelta en un solvente que cumpla con una importante característica: que sea miscible 

con el disolvente pero insoluble con el polímero, de manera que éste precipite. Las 

nanopartículas se forman instantáneamente por una rápida difusión del disolvente al 

medio acuoso, el cual se elimina posteriormente de la suspensión sometiéndola a 

presión reducida.  

 

La utilidad de esta técnica está limitada a disolventes miscibles en agua, en los cuales 

el ritmo de difusión es lo suficientemente rápido como para producir la emulsificación 

espontánea. Uno de los principales inconvenientes de esta técnica es la dificultad de 

elección del sistema fármaco/polímero/disolvente/no-solvente en el cual se formen las 



 
 

48 
 

nanopartículas. Además, esta técnica únicamente es útil para principios activos 

solubles en este tipo de disolventes como pueden ser la indometacina, ciclosporina A 

o 5-fluorouracilo [90]. 

 

Método de precipitación por sales 

 

El método de precipitación por sales o “salting out” emplea agentes electrolitos que 

permitan la separación de solventes miscibles en agua de la solución acuosa. 

Generalmente se emplea la acetona como solvente del polímero y del agente activo, 

que a continuación se emulsionará sobre un gel acuoso que contiene los electrolitos y 

un estabilizante. Esta emulsión se adiciona sobre una gran cantidad de solución acuosa 

de manera que se presente la difusión de la acetona hacia la fase acuosa, induciendo 

así la formación de nanoesferas. El mecanismo de formación de las nanopartículas se 

asemeja en cierto modo a la nanoprecipitación. Así, la difusión de la acetona desde las 

gotículas durante el paso de dilución puede generar turbulencias en la interfase y la 

precipitación del polímero en forma de nanopartículas [91] 

 

1.3.2.2 Métodos para la síntesis de nanopartículas de quitosano 

 

Para la preparación de nanopartículas de quitosano existen cuatro métodos a saber: 

gelificación ionotrópica, microemulsión, emulsificación-difusión de solvente y por 

formación de complejos con polielectrolitos. El proceso de gelificación ionotropica está 

gobernado por una interacción entre los grupos amino libres del quitosano y cargas 

negativas de los grupos polianiónicos como el tripolifosfato. Para el proceso de 

microemulsión, un surfactante se disuelve en un solvente orgánico como n-hexano, 

mientras que el quitosano se disuelve en ácido acético para posteriormente formar una 

mezcla en presencia de glutaraldehído bajo condiciones de agitación vigorosa. La 

formación del complejo se da por el autoensamblaje entre el polímero catiónico y un 

plásmido de ADN; en este método las nanocápsulas se forman espontáneamente 

después de la adición de la solución del ADN sobre el quitosano disuelto en ácido 

acético bajo agitación a temperatura ambiente [58]. 
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Otro método de obtención de micropartículas y nanopartículas es secado por aspersión 

o atomización, que ha sido utilizado en las industrias farmacéuticas y de alimentos para 

encapsular principios activos e ingredientes alimenticios [72], [92]. En este 

procedimiento el agente activo y el encapsulante se homogenizan en una misma fase 

que a continuación se pasa para su atomización a altas temperaturas y posterior 

proceso de secado. Las ventajas de este método incluyen que es un proceso de una 

sola etapa, es de bajo costo, no requiere solventes tóxicos, produce partículas de 

tamaño pequeño y se puede utilizar para agentes activos sensibles al calor con 

naturaleza hidrofílica o hidrofóbica. Los parámetros del proceso de atomización, como 

son el tipo de aguja, la velocidad de la bomba y el flujo de aire comprimido, permiten 

modular el tamaño de partícula [93]. 

1.4 MICROORGANISMOS PATÓGENOS 

 

Desde el momento que se dio el avance en la medicina con el desarrollo de antibióticos 

y su uso en el tratamiento de enfermedades infecciosas, se mejoró en gran medida el 

nivel de vida de la humanidad. Sin embargo, el abuso de estos medicamentos dio lugar 

al surgimiento de microorganismos resistentes que actualmente son considerados un 

gran problema de salud pública a nivel mundial (World  Health  Organization,  2004a). 

De acuerdo con  la Organización Mundial de la Salud, las infecciones bacterianas más 

comunes son aquellas en las que el problema de resistencia a antibióticos es más 

evidente: diarreas, infecciones del tracto respiratorio, meningitis, infecciones de 

transmisión sexual e infecciones nosocomiales (World Health Organization, 2004a). 

Las personas infectadas con microorganismos resistentes a antibióticos, tienden a 

permanecer por más tiempo en los hospitales y requieren un tratamiento con dos o tres 

antibióticos que puede resultar menos efectivo, más tóxico y más caro. Este hecho 

constituye un problema de salud pública de distribución mundial el cual además tiene 

implicaciones importantes desde el punto de vista económico y social [94].  
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1.4.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) 

 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM o MRSA por sus siglas en 

inglés) es un patógeno de gran importancia en el sector salud que no se ha podido 

eliminar del ambiente hospitalario ni de la comunidad [95]. En los humanos, 

Staphylococcus aureus produce lesiones superficiales de la piel y abscesos 

localizados, infecciones en sistema nervioso central, osteomielitis, endocarditis 

invasora, artritis séptica, septicemia, neumonía e infecciones del tracto urinario [95]. 

Una bacteremia causada por S. aureus produce entre el 25 y 63% de mortalidad [96]. 

 

En 1960, en el Reino Unido se aisló la primera cepa de S. aureus resistente a 

meticilina, sólo un año después de que este fármaco empezó a ser utilizado como 

alternativa a las penicilinas. En la actualidad, las cepas de S. aureus tienen un amplio 

rango de resistencias, que incluye a más de dieciséis tipos de antibióticos. En lo 

particular, la resistencia a meticilina se debe al gen mecA, que codifica para la 

proteína PBP2a, la cual presenta baja afinidad por la meticilina y todos los β-

lactámicos [96]. 

Las infecciones causadas por SARM son de gran importancia clínica por su alta tasa 

de morbilidad y mortalidad y, por ser la principal causa de infecciones nosocomiales 

a nivel mundial [96]. De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud, en varios 

países asiáticos la incidencia actual del SARM es del 70-80% de los aislados de S. 

aureus totales (World Health Organization, 2004b). El Sistema Nacional de Vigilancia 

de Infecciones  Nosocomiales (National Nosocomial Infectious Surveillance System, 

NNIS por sus siglas en ingés) de los Estados Unidos determinó que, en pacientes 

hospitalizados, la prevalencia de cepas de SARM se incrementó del 4% en 1980 al 

60.7% en 2004. En algunos hospitales estadounidenses se han reportado incidencias 

hasta del 80% [96]. En México, se han registrado centros hospitalarios con una 

resistencia global a meticilina del 24% [95]. De hecho, se ha descrito que las tasas 

de infección por SARM se ven incrementadas en las unidades de cuidados intensivos 

en Asia, África, Europa y principalmente en América Latina [97]–[99]. En Colombia 

se demostró la presencia de individuos sanos colonizados por cepas de SARM 
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productoras del factor de virulencia de Panton-Valentine Leucocidina con una alta 

incidencia por un estudio realizado en 2010 (PVL) [100]. 

 

1.4.2 Candida albicans 

 

Una levadura que ha presentado resistencia a los antimicóticos y ha sido ampliamente 

estudiado es Candida albicans, un hongo que residente en las superficies mucosas de 

boca, aparato digestivo y sistema urinario en el 15% al 60% de los individuos sanos. 

Además, constituye un buen ejemplo de patógeno oportunista, productor de infecciones 

superficiales y sistémicas en pacientes inmunodeprimidos [101]. 

La incidencia global de las infecciones nosocomiales ha aumentado en la mayoría de 

los hospitales, pero, en los últimos años, las producidas por Candida spp. han 

presentado un incremento mucho mayor, siendo la candidemia la forma de infección 

nosocomial por levaduras más frecuente [102]. Sin embargo, su tasa de incidencia 

global es difícil de precisar puesto que depende del grado de especialización del 

hospital. En los hospitales terciarios el incremento de su incidencia, comparada con 

la observada en la década de 1980, es superior al 500%; pero en los hospitales 

europeos, es considerablemente inferior (75%) [102]. No obstante, la incidencia está 

aumentando globalmente en todos los hospitales y en todas las unidades, 

estimándose que el 5% de los pacientes hospitalizados desarrolla una infección 

nosocomial y de éstas el 5% son debidas a alguna especie de Candida. 

En España, según el estudio multicéntrico Sepsis Data el 72,1% de los casos de 

fungemia fue de origen nosocomial, con una tasa de mortalidad del 33,3% [102]. En 

Estados Unidos, Candida spp. es el cuarto microorganismo más frecuentemente 

aislado en las sepsis, produce el 8% de las mismas, con una tasa de mortalidad del 

38%; en este país, el 85,6% de las micosis nosocomiales son debidas al género 

Candida [102]. 
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Se han descrito tres posibles mecanismos de resistencia en Candida albicans; el 

primero es la modificación de la enzima blanco; el segundo, la incapacidad de 

alcanzar concentraciones adecuadas del antibiótico en el sitio de acción por la 

presencia de barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo; y por último, 

la inactivación del antibiótico por modificación del mismo. De todos éstos, en el caso 

de los azoles sólo se conocen los dos primeros como potenciales causas de 

resistencia. 

 

En las especies de Candida y en muchos otros hongos, el gen ERG11 se encarga de 

la síntesis de la Erg11p o la enzima 14 α-demetilasa indispensable para la síntesis 

del ergosterol. La resistencia a los azoles se ha descrito en aislamientos clínicos en 

los que se demuestra una disminución de la expresión de dicha enzima o la presencia 

de mutaciones específicas que la afectan en su estructura o función; y puede ser 

inducida por regulación negativa de su síntesis tras la exposición prolongada al 

fluconazol [103]. 

En la actualidad, la resistencia informada al fluconazol en especies de Candida albicans 

es cercana al 3%, con variaciones regionales y locales muy notorias. Un estudio 

realizado en Colombia, demostró resistencia al fluconazol del 20,8% en pacientes con 

infección en otofaringe para Candida spp. y 6,3% con patrón Sensible Dosis 

Dependiente (SDD) [104], [105]. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto antimicrobiano de nanopartículas de plata y óxido de zinc 

nanoencapsuladas frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y 

Candida albicans. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Sintetizar nanopartículas de plata (AgNPs) y de óxido de zinc (ZnONPs) 

utilizando rutas de química verde empleando agentes reductores u oxidantes 

naturales no-contaminantes y condiciones suaves de reacción. 

 Encapsular las nanopartículas metálicas utilizando tres sistemas de polímeros 

orgánicos biocompatibles. 

 Caracterizar las nanopartículas metálicas libres y encapsuladas mediante 

técnicas de espectrofotometría UV-VIS, Microscopía de Transmisión Electrónica 

(TEM) y Dispersión de luz en modo dinámico (DLS). 

 Determinar in vitro las concentraciones mínimas inhibitorias y microbicidas de 

las nanopartículas metálicas nanoencapsuladas frente a Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina (SARM) y Candida albicans. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, se planteó la metodología que se 

muestra en la figura 5. Inicialmente se obtuvieron dos sistemas de nanopartículas 

metálicas, de plata (AgNPs) y de óxido de zinc (ZnONPs) que fueron caracterizados 

por diversas técnicas espectroscópicas y microscópicas para posteriormente 

determinar su actividad antimicrobiana. A continuación se realizó la encapsulación 

en los tres biopolímeros: PLGA, PLA y Quitosano, que posteriormente también se 

caracterizaron. Finalmente se llevó a cabo la determinación de la actividad 

antimicrobiana de los nanocompuestos obtenidos. 

 

Figura 5 Metodología general para la tesis de investigación. 

 

Fuente: Autor. 

Síntesis de ZnONPs Síntesis de AgNPs 

Caracterización de NPs (UV-VIS, FTIR, 

DRX, DLS, Potencial Zeta, TEM) 

Caracterización de NPs (UV-VIS, DLS, 

Potencial Zeta, TEM) 

Encapsulación de las nanopartículas con PLGA, PLA y 

Quitosano 

Caracterización de las Nanocompuestos (DLS, Potencial 

Zeta, FTIR, TEM, SEM) 

Determinación de la actividad antimicrobiana de los 

nanocompuestos frente a SARM y C. albicans 

Determinación de la actividad 
antimicrobiana de las NPs frente a 

SARM y C. albicans 

Determinación de la actividad 
antimicrobiana de las NPs frente a 

SARM y C. albicans 
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3.1 MATERIALES Y REACTIVOS 

 

Los reactivos: nitrato de plata (AgNO3, 99.998%), acetato de zinc ((CH₃COO)₂Zn * 2 

H₂O 99%), hidróxido de sodio (NaOH 95%) fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, 

Alemania). El  ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA 50:50, PM 38000-54000 Da), 

polivinil alcohol (PVA, 99+%), poloxamero 407, el ácido láctico (PLA 98%), 

polietienimina (PEI %50 v/v en solución acuosa, PM 2000), glucosa (C6H12O6 95%), 

maltosa (C12H22O11 98%) gelatina (~50.000-100.000 Mw) fueron comprados de 

Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri). El quitosano empleado tiene un grado de 

desacetilación de79.5% y peso molecular 129 KDa. Todos los reactivos usados eran 

de grado analítico y se emplearon sin purificación posterior. Las soluciones fueron 

preparadas con agua desionizada. 

 

3.2 ADQUISICIÓN Y MANTENIMIENTO DE CEPAS 

 

Las cepas patógenas Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) y Candida 

albicans fueron aisladas y donadas por el Hospital Universitario de Santander, 

Bucaramanga, Colombia. Para el mantenimiento de la cepa bacteriana se utilizó Agar 

de infusión de cerebro y corazón (BHI) realizando subcultivos mensuales a una 

temperatura de incubación de 37°C. Mientras que se utilizó Agar dextrosa saboreaud 

(SDA) como medio de cultivo de mantenimiento de la levadura a una temperatura 

incubación de 35°C.  

 

3.3 SÍNTESIS DE NANOPARTÍCULAS 

 

Inicialmente se llevó a cabo la síntesis de nanopartículas que se utilizaron como 

agente activo en su posterior encapsulación con los tres tipos de polímero 

biodegradables. Se sintetizaron nanopartículas de plata (AgNPs) y óxido de zinc 

(ZnONPs) mediante reacciones de  reducción química y sustitución respectivamente. 
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Para las AgNPs se empleó una ruta de síntesis verde donde se decidió variar el tipo 

de azúcar que actuó como agente reductor y su relación molar con respecto al 

precursor de plata. Mientras que para las ZnONPs se utilizó la síntesis asistida por 

polioles donde se varió el poliol empleado con el fin de observar el efecto sobre el 

tamaño final de las nanopartículas. Los demás parámetros de reacción en cada una 

de las síntesis ya fueron previamente establecidas en la literatura y en el presente 

trabajo se siguieron éstas condiciones de reacción determinadas. 

 

 

3.3.1 Síntesis de nanopartículas de plata 

 

La síntesis de AgNPs utilizando una ruta de síntesis verde se llevó a cabo con base 

a lo publicado en la literatura [106]. Inicialmente, se adicionó gelatina sobre agua 

desionizada hasta formar una solución translúcida bajo agitación a 40°C. 

Posteriormente se adicionó AgNO3 (1M) lentamente con agitación controlada. A 

continuación se agregó una solución del azúcar (2M) y se mantuvo la reacción a 

temperatura constante de 75°C durante 24h en ausencia de luz. El progreso de la 

reacción fue monitoreado mediante espectrofotometría UV-VIS.  

Se evaluó el poder reductor de dos azúcares: maltosa y glucosa y la influencia de la 

relación molar entre el agente reductor y el precursor de plata. Así pues, se obtuvieron 

cuatro tipos de AgNPs, empleando maltosa con una relación molar de 8:1 ó 4:1 

(maltosa:plata) y utilizando glucosa con una relación molar de 8:1 ó 4:1 

(glucosa:plata), respectivamente. 

 

3.3.2 Síntesis de nanopartículas de ZnO 

 

En la síntesis de ZnONPs se empleó como precursor metálico acetato de Zn 

dihidratado disuelto en NaOH (11M) que posteriormente se adicionó sobre el solvente 

hasta completar un volumen final de 50 mL. La reacción se llevó a cabo en un balón 

con agitación suave constante y a una temperatura de 180°C durante 4h de acuerdo 
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a las condiciones establecidas en la literatura [45]. Al final de la reacción, el 

precipitado obtenido se centrifugó tres veces a 10000rpm durante 20 minutos con 

etanol para garantizar que no hay presencia de polímero que no haya reaccionado. 

Finalmente, el último lavado se realizó con acetona, que luego fue rotoevaporada y 

el precipitado recogido se secó en una mufla a 200°C durante 2h. Se evaluó la 

influencia del solvente en la síntesis de ZnONPs, de manera que se utilizó 

ditelilenglicol (DEG) o polietilenglicol (PEG) obteniéndose dos tipos de nanopartículas 

diferentes. 

 

Para la obtención de las nanopartículas de ZnO se resuspendió el sólido obtenido en 

diferentes soluciones que contenían: un solvente adecuado (agua desionizada), 

agente estabilizante (citrato de sodio) y agente catiónico (polietilenimina) con el fin 

de encontrar las condiciones que permitieran conseguir nanopartículas de pequeños 

tamaños, carga superficial positiva y estables en función del tiempo. 

 

3.4 ENCAPSULACIÓN DE NANOPARTÍCULAS 

 

De acuerdo con lo que se ha demostrado en la literatura, la encapsulación exitosa de 

nanopartículas metálicas o cualquier principio activo depende de muchos factores, y 

uno de ellos, tal vez el más importante, es el método de encapsulación. 

3.4.1 Nanoencapsulación de nanopartículas utilizando PLGA 

 

Se realizó la encapsulación de nanopartículas de plata (AgNPs) y óxido de Zinc 

(ZnONPs) de acuerdo al método de doble emulsión-evaporación del solvente [86], 

[107], [108]. Inicialmente se solubilizó el PLGA en cierta cantidad de diclometano 

(DCM) y a continuación se adicionaron las nanopartículas bajo agitación durante 20 

minutos con el fin de crear la primera emulsión agua-aceite. A continuación, esta 

primera emulsión se adicionó sobre una solución acuosa que previamente contiene 

un agente estabilizante (Poloxamer 0,5%) y un agente catiónico (PEI 0,25%) 
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empleando un ultraturrax (15500 rpm) durante 10 minutos para obtener la segunda 

emulsión agua-aceite-agua (w/o/w).  

 

Posteriormente se realizó la evaporación del solvente clorado bajo presión reducida 

a temperatura ambiente durante 45 minutos. Para separar las micropartículas que se 

hayan podido formar en el proceso, se centrifugó a 10000 rpm durante 10 minutos y 

finalmente se ajustó al pH que se encontró fue el más apto para obtener 

nanopartículas de carga superficial positiva y estables. 

 

3.4.2 Nanoencapsulación de nanopartículas utilizando PLA 

 

La síntesis de nanopartículas de PLA se llevó a cabo siguiendo la metodología de 

doble emulsión con evaporación del solvente [86]. Las condiciones de reacción y de 

purificación al igual que las concentraciones de los reactivos se especifican en el 

apartado anterior. 

 

 

3.4.3 Nanoencapsulación de nanopartículas utilizando Quitosano 

 

Se realizó la síntesis de nanocompuestos de quitosano cargados con nanopartículas 

de plata (AgNPs) y óxido de Zinc (ZnONPs) siguiendo la metodología de gelificación 

ionotrópica. Como describió Csaba y colaboradores [109], esta técnica se basa en la 

interacción entre polianiones cargados negativamente y las cargas positivas del 

quitosano. Para lograr un mayor entrecruzamiento, inicialmente se mezclaron las 

nanopartículas con el agente entrecruzante, tripolifosfato sódico (TPP) lentamente. A 

continuación y bajo vigorosa agitación se añadió gota a gota esta mezcla sobre una 

solución previamente preparada de quitosano en ácido acético al 2%. Se dejó 

avanzar la reacción durante dos horas manteniendo la agitación a temperatura 

ambiente. La suspensión resultante, se caracterizó visualmente como una 
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suspensión opalescente, lo cual indica la presencia de las nanopartículas que 

posteriormente se confirmó con dispersión de luz en modo dinámico (DLS) y 

microscopía electrónica de transmisión (TEM). 

 

Los nanocompuestos obtenidos se purificaron empleando una ultracentrífuga Sorvall 

RC 5B Dupont con tres ciclos de 30 minutos a 15000rpm y realizando tres lavados 

con agua desionizada bajo las mismas condiciones. Finalmente se liofilizaron los 

nanocompuestos con el fin de evitar su pronta degradación en medio acuoso y se 

guardaron en ausencia de luz a temperatura ambiente.  

 

3.5 CARACTERIZACIÓN DE NANOPARTÍCULAS Y ENCAPSULADOS 

 

Se emplearon técnicas microscópicas especiales como microscopía electrónica de 

barrido (SEM) y de transmisión (TEM). Estas técnicas son muy útiles ya que dan 

imágenes directas de los nanomateriales. De igual manera la dispersión de luz en 

modo dinámico (DLS) también permitió la observación de la formación de 

nanocompuestos y su nivel de polidispersión en solución acuosa.  

 

Además se emplearon técnicas basadas en el uso de los rayos X; como la dispersión 

de rayos X que da información indirecta de la morfología en volumen del sistema. 

Estas técnicas se complementaron con aquellas convencionales como la 

espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia 

ultravioleta y visible (UV-VIS). El uso conjunto de estas técnicas permitió una 

caracterización completa de los sistemas a nanoescala y es fundamental para 

comprender, diseñar y construir dispositivos nanotecnológicos. 

 

3.5.1 Dispersión de luz en modo dinámico (DLS) 

 

Las nanopartículas de Ag y ZnO fueron caracterizadas por dispersión de luz en modo 

dinámico (DLS) con un equipo Mastersizer 2000 de Malvern (UK) del Laboratorio de 
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Instrumentación química de la Universidad Industrial de Santander. Se necesitó un 

volumen de muestra de 1.5 mL de solución coloidal de AgNPs de un rango de 

concentración de 100-200ppm.  

 

3.5.2 Potencial Zeta 

 

Las nanopartículas y los nanoencapsulados fueron analizadas por el equipo 

mencionado anteriormente que también mide el potencial Zeta de las partículas en 

dispersión (Mastersizer 2000 de Malvern). Se introdujeron 800 µL de la muestra 

coloidal en la celda atravesada por un potencial de 150V. Se utilizó el programa 

Zetasizer software con el fin de medir la magnitud de la repulsión o atracción entre 

las nanopartículas. Su medición aporta información detallada sobre el mecanismo de 

dispersión y es la clave para controlar la dispersión electrostática. 

 

3.5.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

Las nanopartículas se prepararon dejando caer 5 µL de cada solución coloidal sobre 

un grid (Formvar) de cobre con recubrimiento de  oro y se realizó su caracterización 

en un equipo de microscopía electrónica de barrido (FE-SEM, QUANTAFEC  650) en 

modo STEM de alta resolución con voltaje de 200kV  del Laboratorio de Microscopía 

(GOTS) de la Universidad Industrial de Santander. Las muestras se analizaron 

empleando un  voltaje e aceleración de 30 kV y 60000 X de ampliación. 

 

 

3.5.4 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

 

Se realizó la determinación de la morfología superficial de las nanopartículas 

metálicas y los nanocompuestos poliméricos en un equipo de microscopía electrónica 

de transmisión (TEM) JEOL JEM 2000FX del Centro Nacional de Microscopía 
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Electrónica de la Universidad Complutense de Madrid (España) con un voltaje de 

aceleración de 200kV. Las muestras se prepararon mediante la tinción previa con 

acetato de uranilo de manera que se obtuviera mayor contraste del polímetro para 

luego dejar caer 5 µL de la muestra teñida sobre un grid (Formvar) de cobre que 

posteriormente fue introducida en el porta-muestras.  

 

3.5.5 Espectroscopia Infrarrojo 

 

Las nanopartículas de ZnO y los posteriores nanoencapsulados obtenidos fueron 

caracterizados mediante espectroscopia infrarroja utilizando un espectrofotómetro  

de infrarrojo marca  Bruker-Tensor 27,  con  celda  ATR Platimun A225/Q de cristal 

de diamante. Las muestras líquidas se purificaron previamente a su medición de 

manera que sólo se observaran bandas de absorción en el espectro infrarrojo 

correspondientes a grupos funcionales presentes en la muestra. Así mismo, las 

muestras sólidas de ZnO sintetizadas se caracterizaron determinando las bandas 

características del enlace Zn-O en ausencia de grupos hidroxilo. El espectro fue 

tomado en un ancho espectral entre 4000 y 600 cm-1. 

 

3.5.6 Espectrofotometría UV-VIS 

 

Las nanopartículas se caracterizaron empleando un espectrofotómetro UV-VIS 

Shimadzu UV-1601-1601 PC con un ancho de rejilla de 0.5 nm realizando un barrido 

desde 260 nm hasta 600 nm posterior a la reacción de formación. Se midieron de 

igual manera las nanopartículas de Ag y ZnO antes y después de su encapsulación 

en los diferentes polímeros. Se colocó la solución coloidal diluida en una cubeta de 

cuarzo y la absorbancia resultante se calculó empleando la Ley de Lamber-Beer. 
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3.6 DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE ENCAPSULACIÓN 

 

Con el fin de determinar el porcentaje de encapsulación, se realizó la purificación de 

los nanocompuestos obtenidos mediante separación por filtración empleando filtros 

para centrifugación tipo amicón con un grado de separación por peso molecular de 

10kDa. Posterior a la purificación, se confirmó la ausencia de nanopartículas de plata 

libres empleando espectrofotometría UV-VIS con la desaparición de la banda de 

absorción alrededor de 400nm correspondiente a la superficie de plasmones 

resonantes [110]. 

 

3.7 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE 

NANOPARTÍCULAS Y NANOENCAPSULADOS 

 

De acuerdo con la literatura existen diversas metodologías que permiten conocer la 

actividad antimicrobiana de agentes activos [20], [111], [112] . Se eligió el método de 

microdilución en caldo debido a que se ha demostrado que presenta una mayor 

sensibilidad  teniendo en cuenta que en medio líquido existe una mayor interacción 

entre las células bacterianas y las nanopartículas. 

 

3.7.1 Determinación de concentración mínima inhibitoria (CMI) y 

concentración mínima bactericida (CMB) frente a SARM 

 

El método de microdilución para la estimación de los valores de CMI se realizó en 

placas multipocillo de ELISA de acuerdo con los protocolos publicados por otros 

autores [113]–[115]. 

Inicialmente, se preparó un preinóculo de S. aureus resistente a Meticilina (SARM) 

en caldo Muller-Hilton (MH), en agitación constante de 200 rpm a 37°C durante 14h. 

Posteriormente, se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando el 

preinóculo bacteriano en microplacas tipo ELISA que previamente contenían AgNPs 
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a diferentes concentraciones (entre 0.25 y 80 µg/mL) a 37°C con una agitación de 

200rpm durante 9h. Las medidas de absorbancia se realizaron en un 

espectrofotómetro lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck) a 595 nm. La CMI se 

definió como la menor concentración de AgNPs que produce una inhibición en el 

crecimiento de la bacteria. Los valores de CMI99, CMI90 CMI50 corresponden a las 

dosis que inhiben el 99%, 90% y 50% del crecimiento bacteriano, respectivamente.  

 

Posterior a la determinación de la CMI, se estableció la CMB. Se utilizaron los cultivos 

de SARM que fueron inhibidos por los nanocompuestos durante la determinación de 

CMI. Se tomaron muestras de estos cultivos y se inocularon en el caldo de cultivo 

Infusión de cerebro-corazón (BHI) en tubos Eppendorf a 37°C durante 24 horas. 

 

A continuación, se tomó una alícuota de cada tubo y se realizó la siembra en 

superficie de cajas de Petri que contenían BHI agar con el fin de corroborar el efecto 

bactericida en aquellas donde no hubo crecimiento de colonias bacterianas. El valor 

de CMB se determinó como aquella concentración donde el 100% del crecimiento 

bacteriano fue inhibido completamente en comparación con el control positivo (sin 

tratamiento con nanocompuestos). 

 

3.7.2 Determinación de CMI y CMF frente a C. albicans 

 

La determinación de la actividad inhibitoria de los nanocompuestos obtenidos frente 

a Candida albicans se realizó de acuerdo al método recomendado por el CLSI 

(Clinical and Laboratory Standars Institute) descrito en el documento M27-A3 y ha 

sido estandarizado previamente en el laboratorio. 

 

Inicialmente se realizó el cultivo de las cepas de Candida albicans y parapsilosis en 

cajas petri con medio de cultivo agar sabouraud dextrosa (SDA) y se dejaron en 

incubación a 35°C durante 48h. A partir de este cultivo se tomaron de 3 a 5 colonias 

(cada colonia está conformada por un grupo de células del microorganismo) que se 

adicionaron a una solución salina estéril. Esta suspensión se ajustó a una 
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absorbancia entre 0,09-0,13 a una longitud de onda de 530 nm que corresponde a 1-

5 x106 unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml). Una vez ajustada, a 

esta concentración se realizaron diluciones seriadas en solución salina y en medio 

de cultivo enriquecido RPMI (Roswell park memorial Institute) para obtener 

finalmente una concentración microbiana de 0.5-2,5 x 103 unidades formadoras, la 

cual fue evaluada frente a diferentes concentraciones de nanopartículas de plata y 

nanocompuestos que actuaron como antifúngico. Este ensayo se realizó en una 

microplaca de 96 pozos que se dejó en incubación a 35°C durante 48h. Posterior a 

este tiempo de incubación, se realizó la medición de la absorbancia a 530nm y se 

comparó con los respectivos controles de crecimiento. 

 

Posterior a la determinación de la CMI, se evaluó la CMF. Se utilizaron los cultivos 

de C. albicans que fueron inhibidos por los nanocompuestos durante la determinación 

de CMI. Se tomaron muestras de estos cultivos y se inocularon en un caldo de cultivo 

RPMI 1640 en tubos Eppendorf a 35°C durante 48 horas. 

 

A continuación, se tomó una alícuota de cada tubo y se realizó una siembra en 

superficie de cajas de Petri que contenían SDA con el fin de corroborar el efecto 

fungicida en aquellas donde no hubo crecimiento de colonias. El valor de CMF se 

determinó como aquella concentración donde el 100% del crecimiento fúngico fue 

inhibido completamente en comparación con el control positivo (sin tratamiento con 

nanocompuestos). 

 

3.8 CITOTOXICIDAD DE NANOPARTÍCULAS Y NANOCOMPUESTOS FRENTE 

A DOS LÍNEAS CELULARES 

 

Los ensayos de citotoxicidad de los nanocompuestos obtenidos se realizaron en el 

laboratorio del Centro de Investigación en Enfermedades Tropicales (CINTROP) de 

la Universidad Industrial de Santander. Se utilizaron células tipo fibroblasto murino 

(ATCC® CRL-1658™) las cuales fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 
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(Gibco) suplementado 5% de suero fetal bovino inactivo (SFBi, Hyclone) a 37ºC, 5% 

de CO2 y 95% de humedad. 

Los fibroblastos NIH/3T3 fueron tratados con diferentes concentraciones de las 

AgNPs (0,037-30 μg/mL) o con diluciones seriadas 1:10 de sus componentes. Las 

células control fueron mantenidas sin compuesto. La toxicidad fue determinada por 

el método colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazolio 

bromuro). La densidad óptica se determinó por espectrofotometría a 580 nm usando 

un lector de microplacas (Multiskan Go). El porcentaje de citotoxicidad fue calculado 

mediante la fórmula:  

% 𝑐𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 = 100 × 
𝐷. 𝑂.  𝑔𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐷. 𝑂. 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜

𝐷. 𝑂.  𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 

La citotoxicidad fue expresada como la concentración tóxica de la muestra para el 

50% y 90% de las células (CC50,CC90) calculados por regresión sigmoidal utilizando 

el software MsxlfitTM (ID Business Solution, UK); Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. 

 

3.9 PERFIL DE LIBERACIÓN DEL PRINCIPIO ACTIVO DE LOS 

NANOCOMPUESTOS 

 

El seguimiento de la liberación de nanopartículas de plata (AgNPs) y óxido de zinc 

(ZnONPs) desde los nanocompuestos se realizó de acuerdo a lo publicado en la 

literatura [116]–[118]. Los nanocompuestos se incubaron bajo condiciones 

fisiológicas a 37ºC en agitación suave (100 rpm) y  pH de 7.4 ajustando con buffer 

fosfato 85 mM. Se tomó muestra de cada nanocompuestos periódicamente y se 

determinó la concentración de nanopartículas de plata u óxido de zinc liberadas 

mediante espectroscopia de absorción atómica.  
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 SÍNTESIS DE NANOPARTÍCULAS 

 

Se sintetizaron nanopartículas de plata (AgNPs) y de zinc (ZnONPs) mediante 

reacciones de reducción química y sustitución, respectivamente. Se variaron algunas 

condiciones de reacción para observar la influencia sobre las propiedades de las 

nanopartículas. Se evaluaron los dos tipos de nanopartículas con el fin de determinar 

sus propiedades fisicoquímicas y comparar sus propiedades antimicrobianas frente 

a dos cepas patógenas de interés clínico. 

 

4.1.1 Nanopartículas de plata 

 

En general, la formación de nanopartículas de Ag puede estar mediada por tres pasos 

determinantes: reducción de los iones Ag+, condensación de los primeros núcleos y 

crecimiento de las partículas [119]. En un punto crítico el crecimiento de partículas 

continúa hasta la formación de racimos a través de reacciones de condensación que 

se acumulan en una capa repelente de contraiones que se encuentre en el medio. 

cuando se utilizan azúcares como agentes reductores, éstos se acumulan formando 

una capa superficial  impidiendo el contacto de las nanopartículas recientemente 

formadas [120]. 

 

Durante la primera etapa de la síntesis, las sales metálicas son reducidas a 

nanopartículas metálicas, mientras que los azúcares son oxidados hasta los ácidos 

carboxílicos correspondientes. La lactona, producto de la oxidación de la glucosa, 

sufre una apertura que conlleva a la formación del ácido glucónico como producto 

final de la oxidación del monosacárido [106]. Para compensar las fuerzas de Van Der 

Waals responsables de la coalescencia de nanopartículas, los ácidos carboxílicos 

suelen generar una densidad de carga superficial negativa. Así, estos ácidos 

carboxílicos contribuyen a la estabilidad por medio de un revestimiento denso en las 
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superficies metálicas y por lo tanto, la inhibición del crecimiento de las partículas 

generadas [121]. Adicionalmente la presencia de seis grupos hidroxilo (-OH) en la 

glucosa permite la fácil donación de pares de electrones libres hacia las 

nanopartículas de plata recién formadas que les proporciona mayor estabilidad en 

solución acuosa [122]. 

La reducción de iones de plata mediada por monosacáridos como la glucosa no ha 

sido completamente dilucidada. Sin embargo, se ha demostrado que entre los 

posibles estereoisómeros de la glucosa, la β-piranosa es la forma más reactiva 

formando grupos aldehído libres como intermediarios. Inicialmente se presenta la 

formación de un complejo entre la glucosa y la especie reactiva de Ag+. Esta reacción 

es una clásica oxidación-reducción que genera Ag0 y un radical libre que rápidamente 

da lugar a la formación de una lactona [122]. Por otra parte, los iones Ag+ y Ag0 se 

acomplejan formando Ag2
+ que posteriormente se dimeriza a Ag4

2+, especie que 

finalmente se encuentra en estado coloidal [123]. 

 

Por otra parte, cuando el agente reductor empleado es maltosa, ésta sufre hidrólisis 

generando dos moléculas de glucosa que siguen el mismo mecanismo anteriormente 

mencionado. Es probable que al tener mayor concentración de moléculas de glucosa 

disponible en el medio de reacción, la síntesis de AgNPs en presencia de maltosa 

haya sido más eficiente. Adicionalmente, cuando la reacción se lleva a cabo en 

presencia de gelatina como agente estabilizante, los grupos amino libres de esta 

poliamida previenen la agregación de las nanopartículas de plata recién formadas 

[124].  

 

4.1.2 Caracterización de nanopartículas de plata 

 

A fin de establecer una buena correlación entre la actividad antibacteriana y las 

propiedades de los nanomateriales, es necesario conocer las características físico-

químicas de los mismos. Este es un punto clave para las AgNPs, ya que sus 
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propiedades están determinadas principalmente por el tamaño y morfología, incluso 

cuando tienen la misma composición química [125], [126]. 

 

Espectrofotometría ultravioleta visible (UV-VIS) 

Las nanopartículas metálicas, especialmente las de plata, exhiben una banda de 

absorción característica alrededor de 400nm [127], [128]. Se puede observar en la 

figura 6 que el máximo de absorción se ve desplazado a mayores valores de 

absorbancia en función del tiempo para los cuatro tipos de AgNPs (provenientes de 

la síntesis en presencia de maltosa o glucosa a dos diferentes relaciones molares: 4 

y 8). Este resultado podría indicar una mayor formación de AgNPs obtenidas con el 

paso del tiempo, pues a mayor concentración de AgNPs mayor absorbancia, hecho 

que se ha observado previamente en otros estudios [129], [130] . Así mismo, la 

longitud de onda máxima a 420 nm se conserva en función del tiempo, lo cual permite 

presumir que no hubo cambio significativo en el tamaño de las AgNPs sintetizadas 

mientras progresaba la reacción. Adicionalmente se pudo observar un cambio en la 

coloración de las muestras, pues a medida que progresaba la reacción, la solución 

coloidal se tornaba amarillo oscuro lo que indicó la formación de las nanopartículas 

de plata, al igual que lo publicado por anteriores estudios [37]. 
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Figura 6 Espectros ultravioleta de las AgNPs sintetizadas empleando diferentes 

agentes reductores y diferentes relaciones molares. A) Agente reductor glucosa y 

relación molar 4:1 (glu4). B) Agente reductor glucosa y relación molar 8:1 (glu8). C) 

Agente reductor maltosa y relación molar 4:1 (mal4). D) Agente reductor maltosa y 

relación molar 8:1 (mal8). 

 

Fuente: Autor. 

 

Dado que la intensidad del pico de absorción es proporcional a la concentración de 

AgNPs en la solución coloidal, la aparición de tales picos bien definidos sugiere que 

hubo un buen rendimiento de reacción especialmente en la síntesis empleando 

glucosa como agente reductor. Sin embargo, después de alcanzar el máximo de 

absorción (alrededor de 1 en la figura 6 A y B), las nanopartículas sintetizadas 

empleando glucosa coalescieron formando agregados de mayor tamaño. Mientras 

que las AgNPs sintetizadas empleando maltosa como agente reductor sólo alcanzó 

un máximo de absorción alrededor de 0.5 unidades de absorbancia (ver figura 6 C y 

D), pero fueron más estables en función del tiempo.  Adicionalmente, a partir de los 

espectros de UV-VIS de las AgNPs sintetizadas se puede presumir que aquellas con 

una banda de absorción más ancha tendrán mayor tamaño debido a la excitación de 
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los  plasmones superficiales en diferentes modos de resonancia: cuadrupolos y 

multipolos [37]. 

 

Dispersión de luz en modo dinámico (DLS) 

En la figura 7 se puede apreciar la distribución de tamaño de los cuatro tipos de 

AgNPs sintetizados. Se observa una única población con tamaño promedio alrededor 

de 10 nm y con una angosta distribución en cada una de las AgNPs obtenidas, lo cual 

indica que la síntesis empleando glucosa y maltosa fue efectiva en la obtención de 

nanopartículas homogéneas y de tamaño promedio inferior a 20 nm. Los resultados 

también permiten comparar el efecto de la relación molar sobre el tamaño de las 

AgNPs sintetizadas. Cuando la relación molar  entre el agente reductor y la plata fue 

mayor (en las muestras glu8 y mal8), se obtuvieron AgNPs de menor tamaño, similar 

a lo publicado anteriormente por otros autores [106]. Mientras que al utilizar maltosa 

como agente reductor, en ambas relaciones molares el observó una pequeña 

disminución en el tamaño promedio de las AgNPs. Asimismo, la tabla 3 muestra que 

el índice de polidispersión no supera el 0.5 y fue menor para las nanopartículas 

sintetizadas con una relación molar inferior.   
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Figura 7 Distribución de tamaño promedio de las AgNPs obtenidos por DLS A) 

Agente reductor glucosa y relación molar 4:1 (glu4) B) Agente reductor glucosa y 

relación molar 8:1 (glu8) C) Agente reductor maltosa y relación molar 4:1 (mal4) D) 

Agente reductor maltosa y relación molar 8:1 (mal8). 

 

Fuente: Autor. 

Potencial zeta 

La figura 8 presenta el potencial zeta determinado para las cuatro muestras 

sintetizadas de AgNPs. Se puede apreciar que la carga superficial en todos los casos 

es positiva con un valor promedio de +25 mV. Este valor refleja un estado de 

estabilidad de las nanopartículas que evita su coalescencia y su posterior agregación. 

La carga positiva puede ser atribuida a los grupos amino libres de la gelatina que 

podría adsorberse sobre la superficie de las nanopartículas [124]. Adicionalmente, la 

oxidación de la glucosa conlleva a la formación del ácido glucónico que podrían 

acomplejar las AgNPs sintetizadas, proporcionándole carga superficial positiva y 

mayor estabilidad previniendo su aglomeración en función del tiempo.  

 

 

 

A 

D 

B 
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Figura 8 Carga superficial obtenida mediante la medición del potencial zeta de las 

AgNPs empleando dos diferentes agentes reductores y dos relaciones molares. A) 

Agente reductor glucosa y relación molar 4:1 (glu4) B) Agente reductor glucosa y 

relación molar 8:1 (glu8) C) Agente reductor maltosa y relación molar 4:1 (mal4) D) 

Agente reductor maltosa y relación molar 8:1 (mal8). 

 

 

Fuente: Autor. 

 

La tabla 3 resume las propiedades físicas determinadas para los cuatro tipos de 

AgNPs sintetizadas. Se puede observar que cuando la relación molar entre el agente 

reductor y la plata es 4:1, el índice de polidispersión es menor (PdI). El índice de 

polidispersión es una medida de la amplitud de la distribución del tamaño promedio 

de las partículas [131]. Por tanto, cuanto menor sea este valor, las partículas tendrán 

una mayor tendencia a encontrarse en un rango más pequeño de distribución de 

tamaño. 
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Tabla 3 Propiedades físicas determinadas para las nanopartículas de plata 

sintetizadas. 

Tipo de 
Nanopartículas 

Agente 
reductor/ 
oxidante 

Relación 
molar 

Tamaño 
promedio 

(nm) 
PdI 

Carga 
superficial 

(mV) 

AgNPs Glucosa 8 
12.42 ± 

0.85 
0.54 ± 0.06 +30.37 ± 0.74 

AgNPs Glucosa 4 
18.34 ± 

3.14 
0.30 ± 0.02 +26.60 ± 0.26 

AgNPs Maltosa 8 
8.31 ± 
1.71 

0.53 ± 0.01 +25.03 ± 0.21 

AgNPs Maltosa 4 
10.06 ± 

1.46 
0.22 ± 0.02 +22.07 ± 0.51 

Fuente: Autor. 

Microscopia electrónica de transimisión (TEM) 

Se realizó el análisis de las AgNPs mediante microscopía de transmisión electrónica 

(TEM) con el fin de observar tanto el tamaño y forma de las nanopartículas 

sintetizadas. Se obtuvieron imágenes de TEM para las AgNPs que fueron 

sintetizadas con maltosa como agente reductor, en una relación molar entre la 

maltosa y la plata de 4:1 y 8:1. 

 

En la figura 9 se puede observar que las AgNPs son esféricas con un tamaño 

promedio de 10 nm altamente homogéneas sin la formación de agregados de mayor 

tamaño y con una distribución de tamaño estrecha. De acuerdo con lo publicado en 

la literatura, la gelatina también participa en la síntesis de las AgNPs evitando el 

crecimiento de los clúster en la primera etapa de la síntesis [106]. Se realizó el 

seguimiento de la estabilidad en función del tiempo y se encontró que las AgNPs 

sintetizadas con maltosa en una relación molar entre maltosa y plata de 4:1 fueron 

las más estables ya que ocho meses después de realizada la síntesis  conservaban 

su tamaño promedio menor a 20 nm. Mientras que las otras tres muestras de AgNPs 

perdieron estabilidad luego de transcurridos tres meses desde la reacción de 

formación. 
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Figura 9 Microscopias de transmisión electrónica de las nanopartículas AgNPs 

sintetizadas empleando maltosa como agente reductor. A) Con una relación molar 

4:1 B) Con una relación molar 8:1. 

 

Fuente: Autor. 

 

4.1.3 Nanopartículas de óxido de zinc 

 

Las nanopartículas de ZnO  (ZnONPs) fueron obtenidas mediante la síntesis química 

asistida por polioles. La reacción global de obtención de ZnONPs se describe como 

una reacción de desplazamiento químico entre el acetato de zinc y el NaOH, de 

manera que el estado de oxidación del Zn (II) se ve inalterado [132].  

 

Se ha establecido que en el primer paso el acetato de zinc se disuelve en el 

dietilenglicol (o polietielglicol), las moléculas de agua y de acetato se ven 

reemplazadas por moléculas de DEG a través de la formación de enlaces de 

coordinación de Zn-OH y Zn-O [133], [134]. Se ha propuesto que en este proceso se 

da también la formación de intermedios de complejos de alcoxiacetatos como 

Zn3(OAc)4(O(CH2)2O(CH2)2O) y Zn2(OAc)3(OCH2CH2OH) [133]. A continuación los 

complejos de alcoxiacetatos sufren hidrólisis por efecto del incremento en la 

concentración de los iones OH-, conllevando a una sustitución parcial de los aniones 

A B 
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acetato por los iones hidroxilo en los complejos resultantes. Finalmente, con el 

aumento de la temperatura los complejos de hidroxi-alcoxiacetatos se empiezan a 

condensar a medida que continúa la reacción de hidrólisis y progresivamente se 

comienzan a formar los núcleos de ZnO que se transforman en los cristales de ZnO 

por medio de reacciones de oxalación [45]. A la temperatura de ebullición del 

solvente, se produce la precipitación del óxido de zinc [135]. Se han empleado 

diferentes tipos de solventes en la síntesis que permitan detener el crecimiento de 

los primeros cristales formados. Los polioles han demostrado tener esta cualidad 

pues acomplejan la superficie de las partículas actuando como un agente quelante 

de modo que se limita su crecimiento y aglomeración [135]. Por tal razón se planteó 

variar el poliol empleado para evaluar el efecto sobre el tamaño de las ZnONPs al 

final de la síntesis. 

 

De acuerdo con este mecanismo planteado, uno de los principales factores que 

afectan la formación de los núcleos de Zn y la morfología es la relación de la sal de 

Zn con respecto a los iones OH- provenientes del hidróxido de sodio. Las 

concentraciones y relaciones molares apropiadas que permitan obtener las mejores 

propiedades físicas de las ZnONPs, fueron establecidas previamente por otros 

autores [45].  

4.1.4 Caracterización de nanopartículas de óxido de zinc 

 

Las nanopartículas de óxido de zinc (ZnONPs) se caracterizaron mediante seis 

técnicas analíticas. Las principales propiedades fisicoquímicas (tamaño, carga 

superficial y morfología) se encuentran muy relacionadas con la posible actividad 

antimicrobiana y permiten determinar la obtención y grado de pureza del óxido. 

 

Espectrofotometría ultravioleta visible (UV-VIS) 

La figura 10 muestra el espectro de absorción de las nanopartículas de ZnO 

sintetizadas. Se puede apreciar un pico ancho de absorción alrededor de 360-380 

nm que corresponde a una banda característica de ZnO [135]. Adicionalmente, no se 
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observan otros picos de absorción en el espectro lo que confirma la pureza de las 

nanopartículas obtenidas. Las ZnO obtenidas empleando DEG exhibe un máximo 

alrededor de 370 nm mientras que usando PEG como solvente tiene un máximo de 

absorción en 373 nm. Es bien conocido que un desplazamiento a mayores longitudes 

de onda en el espectro UV-VIS refleja un incremento en el tamaño de partícula [135]. 

Sin embargo, las dos longitudes de onda máxima son cercanas entre sí, lo que se 

relaciona con los tamaños promedio entre 5-10nm obtenidos para ambos tipos de 

síntesis determinados por DLS y se ilustran en la figura 10.   

 

Figura 10 Espectros de ultravioleta UV-VIS de las ZnONPs sintetizadas empleando 

dos diferentes solventes, utilizando una dilución 1/10 en agua desionizada. 

 

Fuente: Autor. 

Espectroscopía infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) 

La figura 11 muestra los espectros de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) 

de las nanopartículas de ZnO sintetizadas empleando DEG y PEG, respectivamente. 

Se puede observar una banda de absorción cerca de 450cm-1 que se encuentra 

dentro del rango característico para una vibración del enlace Zn-O del tipo 
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estiramiento [136]. Adicionalmente, la ausencia de una banda de absorción alrededor 

de 3450 cm-1, que corresponde a una vibración de estiramiento del enlace O-H 

presente en los hidróxidos de zinc, puede indicar la formación selectiva de sólo el 

óxido de este metal en presencia de DEG [137]. Cuando las nanopartículas se 

sintetizaron en presencia de PEG se pudo observar una banda alrededor de 2900 

cm-1 correspondiente a un estiramiento del enlace C-O y una banda ancha poco 

intensa a 3400cm-1 que puede estar relacionada con un enlace O-H, lo que indica 

que esta muestra podría contener ZnOH [136]. 

 

Las otras bandas de absorción observadas alrededor de 590 cm-1 y 900 cm-1 

probablemente se encuentran relacionadas con restos de carbonatos que en general 

se observan cuando los espectros de FTIR se miden al aire [10].  

 

Figura 11 Espectro de Infrarrojo obtenido para la muestra de ZnONPs sintetizada 

empleando dos diferentes solventes, DEG y PEG. 

 

Fuente: Autor. 

 

 

400900140019002400290034003900

%
 T

ra
n

sm
it

an
ci

a

Número de onda (cm-1)

DEG

PEG



 
 

78 
 

Difracción de rayos X (DRX) 

Teniendo en cuenta que la difracción de rayos X es la técnica que permite confirmar 

la obtención de óxido de zinc, se realizó el análisis de las muestras obtenidas. En la 

figura 12 el difractograma muestra picos máximos de difracción correspondientes a 

una única fase que corresponde a la wurzita. La wurzita es una fase del óxido de zinc 

que tiene una estructura hexagonal. Los picos alrededor de 32°, 35°, 37°, 48° y 57° 

corresponden a los planos (100), (002), (101), (102) y (112) que se encuentran 

indexados en la tarjeta N° 36-1451 de la JCPDS (Comité conjunto de Estándares de 

difracción en polvo, por sus siglas en inglés) [138]. La intensidad fuerte y la angostura 

de los picos de difracción de las nanopartículas de ZnO indican que el producto 

obtenido era altamente cristalino [135], [139]. El difractograma obtenido para la 

muestra de ZnONPs sintetizada en presencia de PEG mostró los mismos picos que 

confirmaron la presencia de la wurzita en la síntesis. 

 

Figura 12 Difractograma obtenido para la muestra de ZnONPs sintetizada 

empleando DEG. 

Fuente: Autor. 
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Dispersión de luz en modo dinámico (DLS) 

De acuerdo con los histogramas obtenidos para los dos tipos de ZnONPs 

sintetizadas, se puede apreciar mayor polidispersión cuando las nanopartículas 

fueron sintetizadas en presencia de PEG (ver figura 13). No obstante, el tamaño 

hidrodinámico promedio se encuentra entre 1-5 nm en ambos casos. Existen dos 

principales factores que contribuyen a la morfología y tamaño de las nanopartículas 

finales obtenidas bajo condiciones térmicas: la nucleación inicial de los cristales y la 

solubilidad del precursor en los disolventes con diferentes presiones de vapor [138]. 

En consecuencia, cuando el solvente tenga más baja presión de vapor saturada se 

observará un crecimiento más rápido de los núcleos de ZnO, resultando en partículas 

de mayor tamaño. Este comportamiento se evidenció cuando el solvente utilizado fue 

PEG. Adicionalmente, la longitud de la cadena del polímero que actúa como 

disolvente también ejerce un efecto marcado sobre el crecimiento de los cristales de 

ZnO formando interacciones con el disolvente [138].  

 

Figura 13 Distribución de tamaño promedio de las ZnONPs sintetizadas empleando 

dos diferentes solventes A) DEG B) PEG. 

 

Fuente: Autor. 

 

Si la polaridad del polímero empleado como solvente disminuye en función de una 

menor longitud en la cadena polimérica, es posible que haya una menor interacción 

con la superficie de los cristales de ZnO resultando en morfologías similares a 

cilindros alargados ocasionando mayor polidispersión [138]. Sin embargo, este efecto 

se observa cuando cambia drásticamente la polaridad de los dos polímeros. 
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Teniendo en cuenta que la diferencia en la estructura química entre los dos solventes 

utilizados (ver figura 14) es mínima, los cambios en la polidispersión de los dos tipos 

de ZnONPs sintetizadas tampoco son significativos.   

 

Figura 14 Estructuras químicas de los dos solventes utilizados en la síntesis de 

ZnONPs A) Dietilenglicol (DEG) B) Polietielglicol (PEG). 

 

Fuente: Autor. 

 

Potencial zeta 

En la figura 15 se puede apreciar el potencial zeta de las nanopartículas de ZnO 

sintetizadas empleando DEG y PEG, respectivamente. El potencial zeta es una 

medida de la estabilidad de una partícula e indica el potencial que se requiere para 

penetrar la capa de iones circundante en la partícula para desestabilizarla. Por lo 

tanto, el potencial zeta es la potencia electrostática que existe entre la separación de 

las capas que rodean a la partícula [140]. Se ha establecido que el ZnO en ausencia 

de agentes catiónicos y estabilizantes presenta una carga de cero alrededor de un 

pH de 9.1 [141]. No obstante las nanopartículas de ZnO fueron preparadas a un pH 

7.0, donde se encontró que tenían carga positiva que se vio mejorada por la adición 

de polietilenimina (PEI) como agente catiónico.  

 

Figura 15 Carga superficial obtenida mediante la medición del potencial zeta las 

ZnONPs sintetizadas empleando dos diferentes solventes A) DEG B) PEG. 
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Fuente: Autor. 

 

Posterior a la síntesis de ZnONPs, se evaluó el efecto de la adición de PEI sobre las 

nanopartículas resuspendidas. Se pudo observar que las nanopartículas de ZnO 

obtenidas en presencia de DEG, presentaron una carga positiva al resuspenderlas 

en polietienimina (PEI). En ambos casos las ZnONPs sintetizadas exhibieron una 

carga superficial positiva inferior a 20mV, lo que indica que estas nanopartículas no 

fueron completamente estables. Valores de carga superficial que se encuentren por 

fuera del rango comprendido entre -20mV y 20mV reflejan una mayor estabilidad de 

las soluciones coloidales. La estabilidad de las soluciones coloidales indica si las 

partículas de un líquido tienden a asociarse o a formar sedimentos [142]. La tabla 4 

muestra el resumen de las propiedades físicas determinadas para los dos tipos de 

ZnONPs obtenidas mediante la síntesis asistida mediante polioles. 

 

Tabla 4 Propiedades físicas determinadas para las nanopartículas de óxido de zinc 

sintetizadas en presencia de dos diferentes solventes. 

Tipo de 
Nanopartículas 

Agente 
estabilizante 

Tamaño 
promedio 

(nm) 
PdI 

Carga 
superficial 

(mV) 

ZnONPs DEG 1.65 ± 0.32 0.52 ± 0.04 +6.76 ± 0.86 

ZnONPs PEG 2.44 ± 0.50 0.47 ± 0.05 +3.55 ± 0.32 

Fuente: Autor. 
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Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Se realizó el análisis de las ZnONPs mediante microscopía de transmisión electrónica 

(TEM) con el fin de observar tanto el tamaño y forma de las nanopartículas 

sintetizadas. Las ZnONPs presentan una alta polidispersión pues se obtuvieron 

nanopartículas desde 1nm hasta 100 nm como se puede apreciar en la figura 16. 

Esta polidispersión es concordante con los resultados obtenidos por DLS y puede 

estar relacionada con la dificultad para redispersar apropiadamente las 

nanopartículas obtenidas. Se ha establecido ampliamente el uso de agentes 

estabilizantes que permitan una completa redispersión de las nanopartículas, pues 

en solución acuosa precipitan al cabo de 4 horas [143]. Se empleó citrato de sodio 

como agente estabilizante a diferentes concentraciones hasta alcanzar dispersiones 

que fueron estables por varios días. Las ZnONPs que fueron estables por mayor 

tiempo, se obtuvieron cuando las  concentraciones finales de citrato de sodio y PEI 

fueron 30mM y 0.5%, respectivamente. 

Figura 16 Microscopias de transmisión electrónica (TEM) de las nanopartículas de 

ZnO sintetizadas en presencia de DEG. 

 

Fuente: Autor. 
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Se ha publicado en la literatura que las nanopartículas de ZnO pueden presentar 

morfología esférica debido a varios aspectos estructurales. El primero de ellos, se 

relaciona con la estructura de la wurtzita por sí misma, pues presenta un oxígeno 

polar basal en el plano (100) y una cara  polar de Zn en el plano (001) de diferente 

carga y reactividad lo que conlleva a interacciones electrostáticas de atracción 

favoreciendo la formación de la morfología esférica.  Por otro lado, podría presentarse 

una coordinación entre las moléculas de dietilenglicol, teniendo en cuenta que 

etilenglicol consta de dos grupos hidroxilo fuertemente polares, con los cristales de 

ZnO que resultaría en una morfología esférica inhibiendo el crecimiento de los 

cristales en otros planos longitudinales [138]. Sin embargo, es importante resaltar 

quees posible que las ZnONPs hayan cristalizado en forma de agujas y estén 

formando conglomerados, por lo que las estructuras que se aprecian en la figura 16 

no son totalmente esféricas.  

 

4.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

 

Se realizó la evaluación de las propiedades antimicrobianas de las AgNPs y las 

ZnONPs sintetizadas frente a dos cepas patógenas: S. aureus resistente a meticilina 

(SARM) y Candida albicans como modelos de bacteria Gram-positiva y levadura, 

respectivamente. La determinación del efecto antimicrobiano se llevó a cabo 

empleando el método de microdilución en caldo y calculando posteriormente las 

concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) y las concentraciones mínimas 

bactericidas (CMB) o concentraciones mínimas fungicidas (CMF) según fuera el 

caso.  

 

4.2.1 Determinación de CMI y CMB frente a Staphylococcus aureus resistente 

a Meticilina (SARM) 

 

En la figura 17 se pueden apreciar las cinéticas de crecimiento de SARM en presencia 

de diferentes concentraciones de AgNPs obtenidas por reducción en presencia de 
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glucosa o maltosa. Las gráficas muestran un efecto dosis dependiente, donde a 

mayor concentración de AgNPs, mayor inhibición en el crecimiento bacteriano.  

 

Figura 17 Cinéticas de crecimiento de SARM en presencia de diferentes 

concentraciones de AgNPs A) sintetizadas con glucosa (glu4) B) sintetizadas con 

glucosa (glu8) C) sintetizadas con maltosa (mal4) D) sintetizadas con maltosa 

(mal8). Las cinéticas se realizaron durante 8h a 37°C con una agitación de 200 rpm. 
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Fuente: Autor. 

 

Aunque no se aprecia un cambio significativo entre los cuatro tipos de AgNPs 

sintetizados en función del tiempo requerido para provocar la inhibición del 

crecimiento de SARM, la determinación de las CMI muestra que las AgNPs 

sintetizadas empleando maltosa presentaron mayor actividad antimicrobiana. Este 

hecho puede estar relacionado con las propiedades fisicoquímicas encontradas de 

las AgNPs. Como se observa en la tabla 3, el tamaño promedio de las nanopartículas 

oscila entre 8-15 nm, es decir que entre las AgNPs obtenidas no se observa cambio 

significativo con respecto al tamaño promedio, por tanto sus propiedades 

antibacterianas son similares. El pequeño tamaño y la gran área superficial de estas 
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nanopartículas permiten la aparición de efectos electrónicos que mejoran la 

reactividad de la superficie de las AgNPs [144]. La gran área superficial, que se 

traduce en una mayor cantidad de átomos de Ag en la superficie de las 

nanopartículas, proporcionará una mayor interacción y mayor contacto con el 

microorganismo [111].  

 

Por otra parte, se observa que la carga superficial de las AgNPs sintetizadas oscilan 

entre +20 y +30 mV. Esta carga positiva refleja la estabilidad de las AgNPs y 

adicionalmente permite una mayor atracción electrostática entre la membrana 

bacteriana que se encuentra negativamente cargada y las nanopartículas con carga 

positiva [111], [130]. Esta primera interacción con la bacteria es crucial para la 

actividad antibacteriana, pues le confiere un mayor acceso de las AgNPs hacia el 

interior de la bacteria y ocasiona un mayor daño en la membrana celular [52], [145]. 

Adicionalmente, los agentes catiónicos (como el PEI) además de proporcionar 

estabilidad a las nanopartículas, debido a su carga positiva, podrían presentar una 

tendencia a adsorberse sobre la membrana celular [146]. En las bacterias gram-

positivas como SARM, la adsorción ocurre en la capa de ácidos lipoteitoicos, que se 

caracterizan por su carga natural negativa y su habilidad de interactuar con moléculas 

cargadas positivamente [147]. 

 

Algunos estudios han propuesto tres diferentes mecanismos de acción para las  

AgNPs. Primero, las AgNPs atacan la superficie de la membrana celular alterando 

funciones principales, como permeabilidad y respiración celular [148]. Esta hipótesis 

se refuerza con estudios que muestran la plasmólisis (separación del citoplasma de 

la pared celular) en P. aeruginosa y la inhibición de la síntesis de la pared celular en 

S. aureus [148]. En segundo lugar, una vez las AgNPs logran penetrar la bacteria, 

éstas pueden interactuar con algunas proteínas citoplasmáticas que contengan 

sulfuros o grupos fosfatos. De hecho,  se cree que parte la actividad biológica de las 

AgNPs está atribuida a esta gran afinidad puesto que la mayoría de las proteínas 

presentes en la membrana, interna como externamente, contienen azufre o fósforo 

lo que conduce a una mayor interacción con las AgNPs causando la muerte celular 
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[149], [150]. En tercer lugar, se ha observado que las AgNPs, presentan más de un 

estado de oxidación, pues no sólo está presente Ag0, sino también especies iónicas 

Ag+ en concentraciones micromolares [150]. Ambas especies contribuyen en la 

actividad antibacteriana. Estudios previos demuestran que existe una liberación de 

iones Ag+ desde las AgNPs que podrían aportar en el efecto bactericida presentado 

frente a E. coli y S. aureus [53]. 

 

La figura 18 muestra las cinéticas de crecimiento de SARM en presencia de las 

nanopartículas de ZnO sintetizadas en presencia de DEG (A) y PEG (B). Se puede 

observar que en concentraciones iguales a 5 µg/mL el porcentaje de inhibición de 

crecimiento bacteriano superaba el 50%. Estos resultados confirman el potencial 

microbicida de las ZnONPs sintetizadas, pues se ha registrado en la literatura efecto 

inhibitorio de nanopartículas de ZnO frente a S. aureus desde concentraciones de 39 

µg/mL [151]. 

 

Figura 18 Cinéticas de crecimiento de SARM en presencia de diferentes 

concentraciones de ZnONPs A) DEG B) PEG Las cinéticas se realizaron durante 8h 

a 37°C con una agitación de 200 rpm. 
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Fuente: Autor. 

 

Adicionalmente, se pudo observar que el efecto inhibitorio en el crecimiento de SARM 

en presencia de ZnONPs, es dosis dependiente, ya que a mayor concentración de 

nanopartículas, mayor inhibición del crecimiento de SARM. Este resultado es 

concordante con lo publicado por otros autores en previas investigaciones. [152]. Así 

mismo, se ha relacionado la actividad antimicrobiana con las propiedades 

fisicoquímicas como tamaño, forma, carga y composición química superficial de las 

ZnONPs [150]. Al igual que en la mayoría de los materiales metálicos, las 

nanopartículas de ZnO exhiben mayor actividad antibacteriana que su equivalente en 

micro escala. Dado que los dos tipos de nanopartículas de ZnO sintetizadas no 

presentan cambios significativos en el tamaño promedio, la actividad antibacteriana 

tampoco muestra diferencias marcadas, pues en ambos casos hubo inhibición desde 

5 µg/mL.  

 

La tabla 5 muestra las CMI50 y CMB determinadas para las AgNPs y ZnONPs frente 

a SARM. De acuerdo con la literatura, las AgNPs sintetizadas presentan mayor 

actividad antimicrobiana frente a cepas iguales de SARM que las nanopartículas 

obtenidas por otros autores, pues éstos han publicado  CMI de 14.38 µg/mL y 50 

µg/mL [153], [154]. Así mismo, los valores de CMI50 de ZnONPs frente a S. aureus 
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son muy inferiores comparado con lo publicado por otros autores [151], [155]. Estos 

resultados evidencian que las nanopartículas sintetizadas presentan un potente 

efecto inhibidor en el crecimiento de la bacteria. 

 

Tabla 5 Propiedades antibacterianas de las AgNPs y las ZnONPs frente a SARM. 

Tipo de 
Nanopartícula

s 

Condiciones de Síntesis 
Actividad 

antibacteriana frente a 
SARM 

Agente 
reductor/oxidant

e 
Solvente 

Relación 
molar 

CMI
50 

(µg/mL) 
 

CMB 
(µg/mL) 

 

AgNPs Glucosa Gelatina 4 0.50 >5 

AgNPs Glucosa Gelatina 8 0.50 >5 

AgNPs Maltosa Gelatina 4 0.25 5 

AgNPs Maltosa Gelatina 8 0.50 5 

ZnONPs 
Hidróxido de 

Sodio 
DEG 4 2.50 >100 

ZnONPs 
Hidróxido de 

Sodio 
PEG 4 2.50 >100 

Fuente: Autor. 

 

Otro factor que influye directamente en la actividad antibacteriana es la carga 

superficial de las nanopartículas otorgada por los grupos funcionales cargados en la 

superficie de las nanopartículas. A mayor carga superficial positiva presente de las 

nanopartículas, mayor será la interacción electrostática con la membrana bacteriana 

y por tanto mayor efecto inhibitorio. Las ZnONPs sintetizadas en presencia de DEG 

y PEG presentan una carga positiva de +13.5 mV y +4.2 mV respectivamente (ver 

tabla 4) adquirida en ambiente circundante con el PEI, que actúa como agente 

catiónico y permite mejor acceso a la bacteria y potenciar el efecto antimicrobiano.  

 

Se ha investigado el posible mecanismo de acción de las ZnONPs sobre bacterias 

encontrándose que éstas causan rompimiento de la membrana bacteriana. La posible 

producción de las especies reactivas de oxígeno (ROS por sus siglas en inglés) como 

superóxidos y radicales hidroxilos llevaría a la deformación de la membrana 
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bacteriana [156]. Algunas de estas especies reactivas de oxígeno liberadas de la 

superficie del ZnO, como los peróxidos (H2O2)  pueden penetrar la membrana celular 

y provocar la lisis de la bacteria. Estudios recientes demuestran que las ROS 

generados fueron capaces de causar la oxidación de los lípidos de la membrana en 

la pared celular mediante la determinación del malondialdehído, que es un 

subproducto de la reacción de peroxidación de lípidos de ácidos grasos insaturados 

[152]. 

 

4.2.2 Determinación de CMI y CMF frente a Candida albicans 

 

En la tabla 6 se puede observar la actividad antifúngica de las nanopartículas 

metálicas sintetizadas. Los valores encontrados de CMI frente a C. albicans fueron 

inferiores cuando se utilizó AgNPs como agente antifúngico en comparación con 

ZnONPs. Este resultado se relaciona con los valores de actividad antibacteriana y 

confirman que la actividad antimicrobiana intrínseca de la plata es superior al ZnO 

sintetizado, probablemente por su mayor habilidad para interactuar favorablemente 

con las proteínas de membrana que contienen azufre o nitrógeno [149], [150]. La 

tabla 6 también muestra que no existen diferencias significativas entre los diferentes 

tipos de AgNPs sintetizados con respecto a la actividad antifúngica, lo que podría 

estar relacionado con las similares propiedades fisicoquímicas de igual manera como 

se observó en la actividad frente a SARM.  

 

Tabla 6 Propiedades antifúngicas de las AgNPs y las ZnONPs frente a Candida 

albicans ATCC10231. 

Tipo de 
Nanopartículas 

Condiciones de Síntesis 
Actividad 

antifúngica frente a 
Candida albicans 

Agente 
reductor/oxidante 

Solvente 
Relación 

molar 

CMI
50 

(µg/mL) 

CMF 
(µg/mL) 

AgNPs Glucosa Gelatina 4 < 0.1 0.2 

AgNPs Glucosa Gelatina 8 < 0.1 0.4 
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AgNPs Maltosa Gelatina 4 < 0.1 0.2 

AgNPs Maltosa Gelatina 8 < 0.1 0.4 

ZnONPs 
Hidróxido de 

Sodio 
DEG 4 < 0.5 1 

ZnONPs 
Hidróxido de 

Sodio 
PEG 4 < 0.5 1 

Fuente: Autor. 

La actividad antifúngica de las AgNPs y ZnONPs frente a C. albicans ha sido 

evaluada por otros autores, siendo las CMI50 más bajas de 0.5 µg/mL y 0.9 µg/mL, 

respectivamente [157], [158]. Las CMI50 determinados de las nanopartículas 

sintetizadas en el presente estudio frente a C. albicans son inferiores a las publicadas 

en la literatura, lo cual indica que las nanopartículas presentan mayor efecto 

inhibitorio en el crecimiento de la levadura y por lo tanto exhibe mejores propiedades 

antifúngicas que las nanopartículas anteriormente evaluadas. 

 

Al realizar la comparación entre la actividad antibacteriana y la actividad antifúngica 

de las nanopartículas de plata se pudo observar que se requirieron menores 

concentraciones para inhibir el crecimiento de C. albicans que para inhibir SARM. 

Esta diferencia puede estar asociada  al grado de patogenicidad de cada uno de los 

microoganismos evaluados [46]. La cepa utilizada de S. aureus en este estudio fue 

una cepa resistente a varios antibióticos β-lactámicos, pues se evaluó frente a otros 

antibióticos y se encontró que  presentó resistencia frente a penicilina y oxacilina, 

mientras que la cepa de C. albicans empleada fue una cepa de referencia ATCC 

10231 sensible dosis dependiente frente al fluconazol comercial con una CMI50 de 16 

µg/mL.  

 

Por otra parte, las ZnONPs presentaron mayor actividad fungicida con una CMF de  

0.5 µg/mL mientras que para alcanzar una concentración bactericida se requirió más 

de 100 µg/mL. Este hecho puede estar relacionado con la estructura menos compleja 

de las bacterias que las pone en desventaja frente a las levaduras, que al ser células 

eucariotas presentan mayor organización estructural y una mejor desintoxicación de 

su sistema [159]. El efecto tóxico selectivo contra organismos procariotas y 
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eucariotas de las ZnONPs  ha sido confirmado por estudios anteriores, donde a una 

concentración tóxica frente a bacterias en unidades de milimoles  producen mínimos 

efectos sobre la viabilidad de células eucariotas humanas de linfocitos tipo T [155], 

[159]. 

 

Algunos estudios previos han investigado el posible mecanismo de acción de las 

AgNPs.  Se ha publicado que se puede presentar un daño en la estructura de la 

membrana de C. albicans durante la exposición a AgNPs. Mediante análisis por 

microscopía electrónica de barrido (SEM) se observó la formación de “piscinas” sobre 

su superficie lo que conlleva a la formación de poros y la muerte celular. También se 

ha reportado que las AgNPs inhiben el proceso de gemación normal de la levadura, 

probablemente a través del daño causado en la membrana celular [160]. 

Adicionalmente, las células levaduriformes contienen en su membrana ergosterol que 

se intercala en varios gradientes entre la membrana citoplasmática y permiten su 

correcto funcionamiento. Como resultado de la interacción con las AgNPs este 

gradiente se rompe, lo que conduce a daño permanente de la membrana, y por tanto 

a la muerte celular [157]. 

 

4.3 ENCAPSULACIÓN DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

 

Con el objetivo de mejorar las propiedades antimicrobianas de las nanopartículas 

sintetizadas, se evaluó el uso de tres biopolímeros  (PLGA, PLA y quitosano) como 

agentes encapsulantes. 

 

Para llevar a cabo la síntesis de nanocompuestos, se seleccionaron las mejores 

nanopartículas de cada tipo (Ag y ZnO) de acuerdo con las mejores características 

fisicoquímicas, mayor estabilidad en función del tiempo y actividad antimicrobiana. 

En el caso de las AgNPs se seleccionaron las sintetizadas empleando maltosa con 

relación molar 4:1 (maltosa:plata) y en el de las ZnONPs, las obtenidas en presencia 

de DEG como solvente. 
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4.3.1 Nanoencapsulación de nanopartículas utilizando PLGA y PLA 

 

Teniendo en cuenta que la naturaleza química del PLGA y del PLA es similar, se 

utilizó la metodología de doble emulsión-evaporación del solvente anteriormente 

descrita para la encapsulación de AgNPs y ZnONPs en cada uno de estos dos 

polímeros. Para evaluar algunas de las variables más importantes para la obtención 

de nanocompuestos empleando PLGA o PLA como agente encapsulante se realizó 

un estudio preliminar.  

 

La metodología de encapsulación empleando doble emulsión-evaporación del 

solvente consta de tres procesos fundamentales. El primero de ellos fue la primera 

emulsión donde se homogenizó una fase acuosa que contiene el agente activo, en 

este caso las nanopartículas metálicas, con una fase orgánica que contiene el 

polímero.  Se  eligió como solvente orgánico diclorometano (DCM) debido a que era 

un solvente apropiado para el polímero y altamente miscible en agua, lo que facilitó 

la rápida precipitación del polímero en la formación de la segunda emulsión [161]. 

 

A continuación se realizó la segunda emulsión sobre una fase acuosa de mayor 

volumen que contenía un agente catiónico y agente estabilizante, resultando en una 

emulsión múltiple del tipo W1/O/W2. La segunda emulsión se realizó a 15500 rpm ya 

que se ha establecido que cuando la segunda emulsión se realiza a altas velocidades, 

las microgotas preformadas en la primera emulsión disminuyen de tamaño y la 

estructura tipo cápsulas se convierte en la más dominante [86]. 

 

Así mismo, se evaluaron dos agentes estabilizantes, poloxámero y polivinil alcohol 

(PVA), con el fin de observar el efecto sobre el tamaño promedio de los 

nanocompuestos. Cuando se utilizó poloxámero  407  se  obtuvieron  nanopartículas  

con  un tamaño  hidrodinámico  promedio  alrededor  de  300  nm  y  con  baja 

polidispersión, siendo  estos tamaños menores a los obtenidos con PVA. 
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La concentración del agente catiónico utilizado polietilenimina (PEI) se varió en 

función de la carga superficial de los nanocompuestos, desde 0.1% hasta 0.5% (p/v). 

Los resultados obtenidos indicaron que al incrementar la concentración de PEI, la 

carga superficial de los nanocompuestos disminuye. Este resultado se debe a que la  

PEI  es  un  polielectrolito,  por  tanto,  incrementa  la  fuerza  iónica  del medio  debido  

a  los  grupos  ionizables  presentes  en  su  estructura,  de manera que disminuyen  

las interacciones iónicas  con la  nanopartícula, en consecuencia  el potencial zeta  

disminuye [162]. La mayor carga superficial positiva se obtuvo a  una  concentración  

de  PEI  de  0.25  %(p/v), por lo que fue la mejor concentración de PEI establecida.  

 

Adicionalmente se evaluó el efecto del pH sobre la carga superficial y la estabilidad 

del tamaño promedio de los nanocompuestos obtenidos en un rango desde 5 hasta 

7.5 con intervalos de 0.5. De acuerdo a los resultados obtenidos se evidenció que la 

carga superficial de los nanocompuestos fue inversamente proporcional al 

incremento del pH.  Mientras que el tamaño promedio de partícula se mantenía 

estable en un rango de pH entre 6 y 7. Se determinó que a un pH de 6.5 los 

nanocompuestos fueron estables con una carga superficial positiva. 

 

La tabla 7 resume las condiciones experimentales establecidas para la síntesis de 

nanocompuestos empleando la metodología de doble emulsión- evaporación de 

solvente que se utilizaron para  las síntesis posteriores. 

Tabla 7 Condiciones de reacción determinadas  para el proceso de encapsulación 

de nanopartículas empleando PLGA o PLA. 

Variables Valores 

[Polímero] mg/mL 25 

[AgNPs] ppm 12500  

[PEI] (% w/v) 0.25 

[Poloxámero] (%w/v) 0.5 

Velocidad de primera emulsión 3000 

Velocidad de segunda emulsión 15500 

Relación en masa Polímero: AgNPs 1:2 
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Fase orgánica (DCM) (mL) 1  

Fase acuosa interior (mL) 0.1  

Fase acuosa exterior (mL) 10 

Ajuste pH 6.5 

Fuente: Autor. 

4.3.2 Nanoencapsulación de nanopartículas utilizando Quitosano 

 

La nanoencapsulación empleando quitosano como polímero se realizó mediante 

gelificación ionotrópica en presencia de tripolifosfato (TPP). Con el fin de encontrar 

las mejores condiciones que permitieran obtener nanocompuestos de quitosano 

estables, de un tamaño promedio entre 200nm y 300 nm, se realizó inicialmente un 

estudio de las variables más importantes la síntesis. 

 

En la gelificación ionotrópica se da la formación de redes sin reacción química (solo 

por intercambio  de  iones) debido al entrecruzamiento de cadenas  poliónicas con 

contraiones multivalentes. Por tanto, es importante que la velocidad de adición del 

TPP (que aporta cinco grupos fosfato con cargas negativas) sobre el quitosano (que 

actúa como un catión polivalente)  sea lenta de manera que permita un mayor 

entrecruzamiento.  [163]. 

 

La concentración de quitosano es un parámetro que influye directamente sobre el 

tamaño del nanocompuesto sintetizado. Los resultados obtenidos evidenciaron que 

debido a su alta viscosidad, concentraciones iguales o superiores a 0.3% no 

permitieron la formación de nanocompuestos, sino que se formaron agregados de 

tamaño de micras.  

 

Uno de los parámetros que más afecta en el tamaño de los nanocompuestos finales  

es la relación molar entre el quitosano y el TPP. Se ha evidenciado que la  relación 

molar de Quitosano:TPP más adecuada para la obtención de nanopartículas 

altamente homogéneas y estables en función del tiempo, es de 5:1. Por lo tanto esta 
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fue la condición que se utilizó en todos los ensayos de nanoencapsulación mediante 

gelificación ionotrópica [75].  

 

Adicionalmente se evaluó la mejor concentración de AgNPs necesaria para la 

encapsulación en matrices de quitosano a partir del porcentaje de carga de 

nanopartículas. Se estableció que el máximo porcentaje de carga en masa de AgNPs 

con respecto al quitosano era de 20%, lo que equivale a una concentración inicial de 

nanopartículas metálicas, similar a lo publicado por otros autores [164]. 

 

La tabla 8 resume las condiciones experimentales establecidas para la síntesis de 

nanocompuestos empleando quitosano que se utilizaron para  las síntesis 

posteriores. 

 

Tabla 8 Condiciones de reacción determinadas  para el proceso de encapsulación 

de nanopartículas empleando quitosano. 

Variables Valores 

[QTS] (% w/v) 0.1% 

[NPs] ppm 5000 

[TPP] (% w/v) 0.1% 

Relación QTS:TPP (w:w) 5:1 

Velocidad de adición 1 gota/sg 

Velocidad de agitación (rpm) 300 

Tiempo de reacción (h) 2 

Temperatura (°C) 25 

Fuente: Autor. 

4.4 CARACTERIZACIÓN DE ENCAPSULADOS 

 

Las características fisicoquímicas de los nanocompuestos como el tamaño 

hidrodinámico,  carga  superficial,  morfología,  y  porcentaje  de encapsulación,  

confieren  las  principales  propiedades  de  las nanopartículas poliméricas como 
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sistema de liberación de fármacos. La técnica que se utilizó para la determinación de 

tamaño promedio y distribución  de  tamaños  fue  dispersión  de  luz  en  modo 

dinámico (DLS), la cual brindó  información del diámetro hidrodinámico de los 

nanocompuestos  en suspensión.  Se estableció la carga superficial de  los 

nanocompuestos mediante la determinación del  potencial  zeta  atribuido  al 

desplazamiento  electroforético  de  las  nanopartículas  en  solución.  Los porcentajes  

de  encapsulación pudieron determinarse por diferencia en masa inicial de las 

nanopartículas metálicas mediante espectroscopia de absorción atómica. Para 

evaluar  la interacción y/o modificación de los enlaces covalentes presentes en los 

polímeros empleados en presencia de las nanopartículas metálicas, se utilizó 

espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).  La  morfología  de  

las nanopartículas  se  determinó  por  microscopía  electrónica  de barrido (SEM) o 

transmisión (TEM). 

 

4.4.1 Dispersión de luz en modo dinámico (DLS) 

 

En la figura 19 se encuentran los tamaños promedios hidrodinámicos obtenidos para 

los seis nanocompuestos sintetizados obtenidos mediante DLS. Se pudo evidenciar 

que todos los nanocompuestos obtenidos que contenían AgNPs presentaron  

menores tamaños promedios que aquellas que contenían ZnONPs. Este resultado 

podría estar relacionado con la alta polidispersión de las ZnONPs libres (ver tabla 4) 

que indica poblaciones de diferentes tamaños presentes en la muestra, y por tanto la 

distribución de tamaño de los nanocompuestos obtenidos con ZnONPs también será 

mayor. Sin embargo, todos los nanocompuestos obtenidos no superan los 400 nm 

presentando baja polidispersión (por debajo de 0.50), lo cual indica que el método de 

síntesis fue apropiado para la obtención de nanocompuestos.  

 

La figura 19 también muestra que la distribución de tamaño de los nanocompuestos 

en la mayoría se encuentra en una sola población con un máximo alrededor de 

200nm. Se ha visto evidenciado que es recomendable, para que se pueda manifestar 
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un mayor efecto antibacteriano, que el tamaño de partícula tenga un estricto control 

en el rango entre 200 y 400 nm [165]. A pesar de que la encapsulación de agentes 

activos también se puede obtener mediante sistemas microparticulados, las 

formulaciones en nanoescala se encuentran favorecidas debido a una mayor 

interacción con la membrana bacteria, que se encuentra distribuía como una matriz 

con intersticios de un tamaño promedio entre 20 y 300 nm [166]. Otra ventaja que 

presentan, en virtud de su pequeño tamaño, es que los nanocompuestos pueden 

evadir las eficazmente los fagocitos presentes en el organismo, conllevando a un 

incremento en la biodisponibilidad del agente activo en el lugar de la infección [167].  

 

Figura 19 Distribución de tamaño promedio obtenido por DLS de los 

nanocompuestos sintetizados A) PLGA@Ag B) PLGA@ZnO C) PLA@Ag D) 

PLA@ZnO E) QTS@Ag F) QTS@ZnO. 

 

Fuente: Autor. 
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4.4.2 Potencial Zeta 

La figura 20 muestra los potenciales zeta de los nanocompuestos obtenidos, reflejo 

de la carga superficial de las nanopartículas en dispersión. Se puede apreciar que en 

la mayoría de casos esta carga superficial es positiva, lo que indiciaría una interacción 

electrostática favorable con la membrana del microorganismo. En el caso de los 

nanocompuestos encapsulados con PLA y PLGA esta carga positiva se atribuye al 

efecto del agente catiónico empleado en la síntesis, PEI. La polietilenimina se 

encuentra fuertemente cargada debido a su estructura ramificada con alto contenido 

de grupos amino, lo que permite estabilizar los nanocompuestos, evitando su 

aglomeración y también presenten carga positiva. 

Figura 20 Distribución de carga superficial determinados mediante la medición del 

potencial zeta de los nanocompuestos sintetizados A) PLGA@Ag B) PLGA@ZnO 

C) PLA@Ag D) PLA@ZnO E) QTS@Ag F) QTS@ZnO. 

 

Fuente: Autor. 
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Adicionalmente se puede observar que cuando el agente activo empleado fueron las 

ZnONPs la carga superficial disminuyó en aproximadamente 10 unidades. Este 

fenómeno puede atribuirse a que el ZnO, debido a su estructura hexagonal, presenta 

una tendencia a formar cargas negativas. Algunos autores han registrado la 

producción de ZnONPs en ausencia de agentes estabilizantes con cargas 

superficiales negativas [135]. Sin embargo, ésta se puede modificar en presencia de 

algunos polímeros como grupos fostatos y polietienglicol. Recientes estudios 

demuestran que el incremento en la carga superficial de las ZnONPs dependen de la 

concentración y el peso molecular del polímero empleado [168]. 

 

Por otra parte, como lo muestra la tabla 9, los nanocompuestos obtenidos empleando 

quitosano como agente encapsulante, mostraron una carga superficial mucho mayor 

lo que le proporciona mayor estabilidad a los mismos. Las cargas superiores a +30mV 

indica que partículas de un líquido no tienden a asociarse o a formar sedimentos. 

Estas cargas superficiales se presentan debido a la gran cantidad de grupos amino 

libres que quedan expuestos en la superficie de los nanocompuestos provenientes 

del entrecruzamiento del TPP con el quitosano. 

 

Tabla 9 Propiedades físicas determinadas para las nanopartículas encapsuladas en 

tres diferentes polímeros empleando un equipo Zetasizer. 

Tipo de 

Nanocompuesto 

Tamaño promedio 

(nm) 
PdI 

Carga superficial 

(mV) 

PLGA@Ag 162.30 ± 3.05 0.27  ± 0.03 + 15.70 ± 0.43 

PLGA@ZnO 369.43  ± 17.62 0.34  ± 0.05 + 6.44 ± 0.68 

PLA@Ag 154.33  ± 11.62 0.11  ± 0.01 + 16.70 ± 1.48 

PLA@ZnO 266.50  ±  14.12 0.25  ±  0.01 + 6.00 ± 2.59 

QTS@Ag 174.83 ± 12.49 0.24 ± 0.01 + 43.47 ± 1.89 

QTS@ZnO 390.0 ± 51.91 0.56 ± 0.01 + 30.07 ± 4.93 

Fuente: Autor. 
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4.4.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

De acuerdo con la figura 21 los nanocompuestos empleando PLGA como agente 

encapsulante presentan un tamaño promedio alrededor de 200nm, valor cercano al 

determinado por DLS. Sin embargo, los tamaños promedios determinados por DLS 

son ligeramente mayores que los determinados por SEM. Este fenómeno puede 

deberse a efectos hidrodinámicos, a capas de iones presentes alrededor de las 

partículas y los agregados que puedan haberse formado en el proceso de síntesis 

[169]. Los nanocompuestos presentan morfología uniformemente esférica sin la 

presencia de aglomerados. Adicionalmente, la figura 21 B muestra la diferencia de 

contrastes entre el polímero y las AgNPs, lo que confirma la internalización 

heterogénea de las nanopartículas metálicas e la matriz del PLGA. 

Figura 21 Microscopias electrónica de barrido (SEM) de los nanocompuestos de 

PLGA@Ag en dos diferentes zonas. 

Fuente: Autor. 

En la figura 22 se puede apreciar las microscopias de los nanocompuestos de 

PLA@Ag. Se observa que los nanocompuestos obtenidos presentan una amplia 

distribución de tamaños con morfología mayoritariamente esféricas. Se ha publicado 

que cuando se realiza la segunda emulsión se pueden obtener diferentes estructuras 

dependiendo del grado de atrapamiento de la microgota en la fase acuosa interior 
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pues puede no atrapar ninguna, una o más de una. Estas microgotas se comportan 

de manera diferente durante la eliminación del disolvente, y por tanto conduce a 

diferentes morfologías en las nanopartículas finales [86]. Al igual que las PLGA@Ag, 

la figura 22 B muestra la carga de las nanopartículas metálicas. En este caso, el 

contraste se puede apreciar en la superficie del nanocompuesto de PLA, lo que 

podría indicar que una interacción electrostática únicamente. 

 

Figura 22 Microscopias electrónica de barrido (SEM) de los nanocompuestos de 

PLA@Ag en dos diferentes zonas. 

Fuente: Autor. 

En la figura 23 se puede observar las microscopías de barrido obtenidas de los 

nanocompuestos PLGA@ZnO y PLA@ZnO respectivamente. Los nanocompuestos 

presentan un tamaño promedio de 280nm, similar al observado por DLS. Se muestran 

estructuras ovaladas donde se puede apreciar variación del contraste en el interior 

de los nanocompuestos de forma definida y esférica, lo que podría atribuirse a las 

ZnONPs encapsuladas. Se ha publicado que las nanopartículas de ZnO pueden 

interactuar con los grupos carboxilo del PLGA creando complejos que podrían 

conllevar una eficiente porcentaje de encapsulación como lo muestra la imagen [170]. 
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Figura 23 Microscopias electrónica de barrido (SEM) de los nanocompuestos 

sintetizados A) PLGA@ZnO B) PLA@ZnO. 

Fuente: Autor. 

 

4.4.4 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

 

Uno de los requerimientos fundamentales para alcanzar una liberación controlada y 

balanceada de agentes activos en el cuerpo humano es que los nanocompuestos 

presenten una forma esférica  y con una angosta distribución de tamaño [131]. 

 

En las imágenes de TEM de la figura 24 se pueden apreciar algunas partículas en 

zonas más brillante y otras más oscuras. Este contraste está relacionado con la 

densidad electrónica de las partículas presentes en los nanocompuestos. Así pues, 

teniendo en cuenta la naturaleza metálica de la plata, las partículas que mayor 

contraste presenten corresponderán a AgNPs, mientras que las de menor será 

atribuida al quitosano. Los grandes cambios de contraste en los nanocompuestos 

obtenidos indican la diferente composición y estructura de la muestra. Como se 

puede apreciar en la figura 24 B el tamaño de los nanocompuestos de QTS@Ag es 

menor a 200nm con morfología predominantemente esférica. La figura 24 C muestra 

claramente la internalización de las AgNPs en la matriz del quitosano. 



 
 

104 
 

 

Figura 24 Microscopias de transmisión electrónica (TEM) de los nanocompuestos 

sintetizados con quitosano A) QTS@Ag B) Acercamiento de QTS@Ag C) 

Acercamiento de QTS@Ag D) QTS@ZnO. 

Fuente: Autor. 

 

4.4.5 Espectroscopia Infrarrojo 

 

La figura 25 muestra los cambios estructurales del polímero PLGA debido a las 

posibles interacciones con las nanopartículas metálicas.  

 

Se puede apreciar en el espectro del PLGA en ausencia de nanopartículas (línea 

azul) una banda débil en 2987 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión 

asimétrica del enlace C-H presente en los grupos CH2 y CH3. A continuación una 

fuerte banda de absorción en 1748 cm-1 de la vibración de tensión de grupo carbonilo 

C=O presente en el éster del PLGA. Las bandas de absorción a 1424 y 1388 cm-1 se 

encuentran relacionadas con las vibraciones de flexión del grupo C-H del grupo 

metilo. El siguiente grupo de bandas (1270 cm-1, 1166 cm-1, 1129 cm-1 y 1086 cm-1) 

corresponden a las vibraciones de tensión del  enlace C-O presente en los enlaces 



 
 

105 
 

tipo éster del PLGA. Finalmente, las bandas 867 cm-1 y 748 cm-1 corresponde al modo 

de vibración de flexión y balanceo en el plano del grupo metileno respectivamente 

[131]. Se puede observar que en los dos siguientes espectros en presencia de AgNPs 

y ZnONPs no hubo cambios significativos en las principales regiones de absorción 

de los grupos funcionales característicos del PLGA. No obstante, se aprecia la 

aparición de una banda de absorción débil a 703 cm-1, que se asocia a la región 

conocida como “huella dactilar” donde podría presentarse una interacción con los 

enlaces vecinos, es decir, alguna modificación en la polaridad del enlace C-O. Este 

cambio podría ocurrir debido a la presencia e interacción inespecífica con las 

nanopartículas metálicas presentes en los nanocompuestos. Este resultado 

demuestra, que a través de la técnica de infrarrojo, no se puede concluir si hubo  

formación de un nuevo enlace covalente o iónico entre algún grupo funcional entre el 

PLGA y las nanopartículas metálicas. 

 

Figura 25 Espectro de infrarrojo del polímero PLGA libre y en presencia de cada 

tipo de nanopartículas metálicas tras la síntesis de los nanocompuestos. Los 

espectros IR fueron tomados con un ancho espectral entre 4000 y 600 cm-1. 

 

Fuente: Autor. 
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De igual manera, las figura 26 muestra el espectro infrarrojo del PLA en ausencia y 

en presencia de las nanopartículas metálicas. Al igual que el espectro de PLGA, las 

principales bandas de absorción se encuentran relacionadas a los principales grupos 

funcionales presentes en el éster del ácido poli-láctico. Las bandas a 1182 cm-1, 2993 

cm-1 y 3501 cm-1 fueron asignadas al modo vibracional de tensión de los enlaces C-

O, C-H y O-H respectivamente, pertenecientes al grupo terminal –CH(CH3)-OH del 

PLA [171]. La fuerte absorción presente a 1749 cm-1 es característica de vibración 

por tensión del grupo carbonilo (-C=O) correspondiente a ácidos carboxílicos. Los 

picos registrados a 1451 y 1360 fueron asignados a modos vibracionales de tensión 

simétrica y asimétrica de los grupos metilo y –C-H- respectivamente. Se puede 

observar en los dos siguientes espectros en presencia de AgNPs y ZnONPs que no 

presentan desplazamientos en las principales regiones de absorción de los grupos 

funcionales característicos del PLA. 

 

Figura 26 Espectro de infrarrojo del polímero PLA libre y en presencia de cada tipo 

de nanopartículas metálicas tras la síntesis de los nanocompuestos. Los espectros 

IR fueron tomados con un ancho espectral entre 4000 y 600 cm-1. 

Fuente: Autor. 
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Finalmente, en la figura 27 se observan los espectros de absorción en infrarrojo de 

Quitosano en ausencia de nanopartículas (línea azul) y en presencia de AgNPs (línea 

naranja) y ZnONPs (línea verde).La banda de absorción en 3281 cm-1 muestra el 

modo vibracional de tensión asimétrica combinada de los grupos amino primario 

(NH2) e hidroxilo (OH) presentes en el Quitosano. Mientras que cuando está en 

presencia de AgNPs esta banda se ve desplazada a 3260 cm-1 con menor amplitud, 

lo que podría indicar la reducción de enlaces de Hidrógeno. Se ha propuesto que la 

reducción de puentes de Hidrógeno en las nanopartículas producidas por 

entrecruzamiento iónico puede deberse a la estructura más abierta que resulta de la 

reticulación del TPP con el Quitosano [172]. La siguiente banda de absorción se 

encuentra a 2881 cm-1 y corresponde al solapamiento de las señales del modo 

vibracional de tensión asimétrica de los enlaces C-H y C-N de los grupos metilo y 

amino del quitosano. 

 

Por otra parte, la banda a 1413 cm-1 también se ve desplazada hasta 1379 cm-1 

cuando el quitosano se encuentra en presencia de AgNPs, que corresponde a la 

vibración del enlace OH. Esta deformación del alcohol secundario en los monómeros 

de la piranosa del quitosano, puede indicar que los grupos hidroxilo podrían contribuir 

a la estabilización de la plata en la matriz del nanocompuesto [173]. 
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Figura 27 Espectro de infrarrojo del polímero Quitosano libre y en presencia de 

cada tipo de nanopartículas metálicas tras la síntesis de los nanocompuestos. Los 

espectros IR fueron tomados con un ancho espectral entre 4000 y 600 cm-1. 

 

Fuente: Autor. 

 

Se puede apreciar que la banda de absorción vibracional se desplaza desde 1564 

cm-1 hasta 1536cm-1en presencia de AgNPs con una disminución en la intensidad de 

la banda en la figura 25. Este corrimiento podría estar asociado a una interacción del 

grupo amino primario con la superficie del metal que podría actuar como agente 

estabilizante de las AgNPs. La disminución de la intensidad en el enlace N-H podría 

deberse al aumento en el peso molecular después de la interacción con la plata, tal 

como se ha evidenciado por otros autores [174], [175]. De igual manera, se puede 

observar una banda fuerte en 1642 cm-1 correspondiente al modo vibracional de 

flexión del enlace N-H del grupo funcional amino (NH2) perteneciente  a las cadenas 

no acetiladas del quitosano. Al igual que la banda en 1564 cm-1,  la disminución en la 

intensidad de esta banda de absorción en presencia de AgNPs y ZnONPs podría 

indicar una interacción entre las nanopartículas metálicas con en Nitrógeno de los 

grupos amino y amido del quitosano [176]. 
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Posteriormente se observa una fuerte e intensa banda de absorción a 1032 cm-1 

relacionada con el modo vibracional de tensión simétrica del enlace C-N, el cual es 

característico para las aminas alifáticas primarias y por tanto se observa sin mayor 

cambio en las tres muestras. De igual manera se aprecia a 897 cm-1 una banda 

correspondiente a la flexión fuera del plano del enlace N-H propia de las aminas 

primarias, que en este caso, están presentes en el quitosano. Finalmente, la banda 

alrededor de  543 cm-1 está relacionada con la tensión en el plano de los enlaces –

C-N-C- correspondiente a los grupos amido presentes en las regiones acetiladas del 

quitosano. 

 

Los cambios presentados en las señales de absorción en el infrarrojo del quitosano 

en presencia de AgNPs indican que sí hubo una interacción probablemente 

electrostática que deforma la estructura de las nanopartículas de quitosano vacías. 

Este resultado confirma que el proceso de entrecruzamiento en presencia de AgNPs 

es diferente debido a la afinidad de éstas por los grupos aminos libres y los grupos 

hidroxilo terminales del TPP. 

 

4.4.6 Determinación del porcentaje de encapsulación 

 

Los porcentajes de encapsulación de los nanocompuestos obtenidos se presentan 

en la tabla 10. Los porcentajes de encapsulación y carga se determinaron de acuerdo 

a lo publicado en la literatura [165]. El porcentaje de encapsulación fue calculado con 

base a la masa de AgNPs encapsulada con respecto a la masa inicial de AgNPs 

empleada en la síntesis del nanocompuesto. El porcentaje de carga relaciona la masa 

de las nanopartículas metálicas con la masa inicial del polímero utilizada en el 

proceso de encapsulación.  

 

Los bajos porcentajes de encapsulación (≤ 1.1 %) se encuentran generalmente 

asociados a la difusión a la fase acuosa cuando una parte del principio activo, en este 

caso las nanopartículas metálicas, se encuentran adsorbidas superficialmente a los 

nanocompuestos poliméricos [165]. Por tanto, el principio activo es más fácilmente 
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lavado en los pasos de purificación comparado con el principio activo que esté 

encapsulado en la matriz polimérica, lo que conlleva a un bajo porcentaje de carga. 

Sin embargo, cuando se emplea un solvente inmiscible como el DCM como solvente 

del polímero, se podría prevenir la adsorción superficial del principio activo, lo que se 

reflejaría en un mayor porcentaje de carga [165]. Esta hipótesis es concordante con 

los resultados obtenidos pues para las encapsulaciones realizadas por la 

metodología de doble emulsión-evaporación del solvente, donde se empleó DCM 

como solvente del polímero se logró un mayor porcentaje de carga similar a lo 

publicado por otros autores [165]. 

 

Tabla 10 Porcentaje de encapsulación determinado para cada uno de los 

nanocompuestos sintetizados. 

Tipo de 
Nanocompuesto 

Porcentaje de 
encapsulación 

Porcentaje de carga 

PLGA@Ag 24.94 ± 4.67 1.25 ± 0.23 

PLA@Ag 25.43 ± 10.62 1.54 ± 0.82 

QTS@Ag 2.67 ± 0.83 0.53 ± 0.05 

PLGA@ZnO 24.82 ± 3.49 1.75 ± 0.93 

PLA@ZnO 19.17 ± 0.59 1.56 ± 0.59 

QTS@ZnO 23.91 ± 19.66 0.97 ± 0.62 

Fuente: Autor. 

 

Empleando la metodología de doble emulsión-evaporación de solvente se ha 

evidenciado que cuando el agente activo es altamente hidrofílico, el porcentaje de 

encapsulación es muy bajo debido a su alta solubilidad acuosa que le permite difundir 

a la fase acuosa externa en la síntesis [165]. Adicionalmente, si la evaporación del 

disolvente se realiza lentamente, es posible que el principio activo, que en este caso 

corresponde a las nanopartículas metálicas, estén de forma continua particionadas 

entre la fase acuosa externa y la interna  a través de los poros superficiales de los 

nanocompuestos que se pudieron haber creado en la síntesis, lo que conllevaría a 

un menor porcentaje de encapsulación [86]. Sin embargo, las AgNPs no presentan 
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un comportamiento completamente hidrofílico ni hidrifóbico, pues son suspensiones 

sólidas en el medio líquido, y por tanto es probable que por ser un sistema coloidal 

no experimenten difusión entre fases tan fácilmente, conllevando a mayores 

porcentajes de encapsulación que los publicados en la literatura para otros agentes 

activos [177]–[179]. Por otra parte, el porcentaje de encapsulación de las 

nanopartículas metálicas en matrices de quitosano fue menor que el obtenido para 

los nanocompuestos sintetizados mediante doble emulsión-evaporación del solvente. 

4.5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ENCAPSULADOS DE 

NANOPARTÍCULAS 

 

Con el fin de evaluar el cambio en la actividad antimicrobiana frente a SARM y C. 

albicans de las nanopartículas de plata y óxido de zinc encapsuladas en diferentes 

polímeros, se  las cinéticas de crecimiento de la bacteria y se determinaron las 

concentraciones mínimas inhibitorias (CMI), concentraciones mínimas bactericidas 

(CMB) y concentraciones mínimas fungicidas (CMF) para la bacteria y la levadura 

respectivamente. Todos los ensayos de actividad se realizaron empleando la 

metodología de microdilución en caldo incluyendo el control de crecimiento y el 

control de esterilidad por triplicado.  

 

4.5.1 Determinación de CMI y CMB frente a Staphylococcus aureus resistente 

a Meticilina (SARM) 

 

En la figura 28 se pueden apreciar las cinéticas de crecimiento bacteriano en 

presencia de una concentración establecida de  nanopartículas libres y encapsuladas 

en cada uno de los polímeros. La figura 28 A muestra un incremento significativo en 

el efecto inhibitorio del crecimiento de SARM en concentraciones iguales o superiores 

a 0.10 µg/mL de AgNPs encapsulada con cada uno de los polímeros empleados 

como agentes encapsulantes. Se ha planteado que estos resultados puedan deberse 

a un efecto sinérgico entre los agentes estabilizantes (en este caso PEI), agente 

encapsulante (PLGA) y las AgNPs. Los grupos funcionales polivalentes, 
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especialmente catiónicos, podrían generar interacciones electrostáticas que 

conduciría a un aumento de las propiedades antimicrobianas de las AgNPs libres. 

Figura 28 Cinéticas de crecimiento de SARM en presencia de nanopartículas libres 

y encapsuladas en las tres matrices poliméricas a la misma concentración. A) 0.1 

µg/mL de AgNPs libre y encapsulada. B) 1.0 µg/mL de ZnONPs libre y 

encapsulada. 

 

 

Fuente: Autor. 

Es bien sabido que la mayoría de las infecciones bacterianas son iniciadas por la 

adhesión de los microorganismos a las superficies mucosas del huésped [180]. Así 

pues, la presencia de ligandos policatiónicos daría lugar a la amplificación de 

interacciones electrostáticas débiles entre la membrana de la superficie de la bacteria 
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y el polímero. Teniendo en cuenta que la membrana de las bacterias Gram-positivas 

presentan ácidos teioicos, los grupos funcionales catiónicos podrían unirse a éstos a 

través de múltiples puntos de unión que conllevarían a acelerar la lisis de la 

membrana celular bacteriana [181]. Por tanto, teniendo en cuenta la naturaleza 

catiónica de cada uno de los polímeros y la gran proporción de los grupos funcionales 

cargados en la superficie de los nanocompuestos, es posible que éstos sirvan de 

“linkers” o puntos de unión temporales sobre la membrana negativa de SARM, lo que 

conllevaría a mayor disponibilidad de las AgNPs permitiéndole presentar un efecto 

antibacteriano más efectivo.  De igual manera, estudios previos muestran que 

algunos antibióticos formulados en nanopartículas poliméricas han mejorado su 

efecto antimicrobiano frente a SARM, comparado con los antibióticos penicilínicos y 

N-metiltio-β-lactámicos libres [180]. 

 

Por otra parte, se observa un efecto mayor cuando las nanopartículas metálicas se 

encapsulan en PLA. La tabla 11 muestra que la actividad de las AgNPs mejora en 

desde una concentración de 0.05 µg/mL. Se ha sugerido que tras la degradación del 

ácido poli-láctico, el monómero podría presentar propiedades antimicrobianas debido 

a su naturaleza de ácido orgánico a concentraciones elevadas [182]. Se ha propuesto 

que el ácido láctico, al ser un ácido débil lipofílico podría pasar a través de la 

membrana celular, deteriorada por el efecto de las AgNPs, y una vez dentro de la 

célula, podría liberar protones y por tanto acidificar el citoplasma que conllevaría a un 

desequilibro homeostático en la misma causándole daños severos contribuyendo con 

el efecto antibacteriano provocado por las AgNPs [181]. Por tanto, es posible asumir 

que se presente un efecto combinado entre los monómeros de ácido láctico y las 

nanopartículas de plata sobre la actividad antimicrobiana frente a SARM bajo las 

condiciones de estudio. 

 

 

 

 



 
 

114 
 

 

 

Tabla 11 Porcentajes de inhibición del crecimiento de SARM en presencia de 

nanopartículas de AgNPs libre y encapsulada a diferentes concentraciones. 

Tipo de 
Nanocompuesto 

% Inhibición en el crecimiento 
de SARM 

CMI
50

 

(µg/mL) 

CMI
90

 

(µg/mL) 
Concentración 

(µg/mL) 

0.50 0.10 0.05 

AgNPs 50% 25% 14% 0.50 5 

PLGA@Ag 83% 48% 40% 0.10 >1 

PLA@Ag 99% 99% 90% < 0.05 0.05 

QTS@Ag 80% 78% 30% --- >0.5 

Fuente: Autor. 

 

Por otra parte, la tabla 12 muestra la actividad antibacteriana de las ZnONPs libres y 

encapsuladas en cada uno de los polímeros empleados como agentes 

encapsulantes. Al igual que la encapsulación de AgNPs, el mayor incremento en el 

porcentaje de inhibición del crecimiento bacteriano se evidenció cuando se encapsuló 

en matrices de PLA. Así mismo, se puede apreciar que desde una concentración de 

1.0 µg/mL se presentó un incremento en la actividad antimicrobiana. Estos resultados 

indican que la encapsulación de las ZnONPs fue un proceso apropiado que permitió 

obtener nanocompuestos con un efecto inhibitorio en el crecimiento de SARM 

empleando tres tipos de polímeros biodegradables diferentes a concentraciones más 

bajas que las encontradas en la literatura [183]. No obstante, está claro que la 

actividad antimicrobiana intrínseca de las AgNPs es superior a la del ZnONPs y se 

ve reflejada también en la actividad de los nanocompuestos con plata, la cual es 

mayor que la alcanzada por los nanocompuestos de ZnONPs. 
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Tabla 12 Porcentajes de inhibición del crecimiento de SARM en presencia de 

nanopartículas de ZnONPs libre y encapsulada a diferentes concentraciones. 

Tipo de 
Nanocompuesto 

% Inhibición en el crecimiento de 
SARM 

CMI
50

 

(µg/mL) 

CMI
90

 

(µg/mL) 
Concentración 

(µg/mL) 

5.0 1.0 0.1 

ZnONPs 70% 35% 20% 2.5 10 

PLGA@ZnO 99% 60% 30% 0.5 3 

PLA@ZnO 99% 65% 32% 0.5 3 

QTS@ZnO 40% 20% 10% > 5 > 5 

Fuente: Autor. 

 

Es importante resaltar que se realizaron los respectivos controles con los 

nanocompuestos vacíos (en ausencia de nanopartículas metálicas), con el polímero 

libre, con el agente estabilizante y con el agente catiónico. Los resultados obtenidos  

evidenciaron que a las concentraciones evaluadas, el porcentaje de inhibición del 

crecimiento bacteriano no es superior al 20%. 

 

4.5.2 Determinación de CMI y CMF frente a Candida albicans 

 

La tabla 13 muestra los resultados de actividad antifúngica de las nanopartículas 

libres y encapsuladas en PLGA, PLA y Quitosano, respectivamente. Se observa 

claramente que las concentraciones requeridas para apreciar un efecto fungicida en 

el crecimiento de C. albicans disminuye en un margen de hasta diez veces por debajo 

de las concentraciones necesarias de las nanopartículas libres. Este resultado es 

similar al evidenciado en el aumento de la actividad antibacteriana de los mismos 
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nanocompuestos frente a SARM. Por tanto, es posible que este resultado también 

sea consecuencia de un efecto sinérgico entre las nanopartículas de plata, el agente 

catiónico utilizado y los polímeros empleados. 

Tabla 13 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI50) y 

concentración mínima fungicida (CMF) de las nanopartículas libres y encapsuladas 

frente a Candida albicans. 

Tipo de Nanocompuesto 
CMI

50
 

(µg/mL) 

CMF 
(µg/mL) 

AgNPs < 0.1 0.2 

PLGA@Ag 0.05 0.05 

PLA@Ag 0.05 0.05 

QTS@Ag 0.01 0.05 

ZnONPs < 0.5 1 

PLGA@ZnO 0.01 0.5 

PLA@ZnO 0.01 0.5 

QTS@ZnO 0.5 >0.5 

Fuente: Autor. 

Por otra parte, las CMI50 presentaron un comportamiento más variado, pues para las 

AgNPs encapsuladas en PLGA y PLA, el valor se mantuvo constante pero cuando se 

encapsuló ZnONPs en estos mismos polímeros, la CMI50 disminuyo diez veces frente 

a la misma cepa. Cabe resaltar que los valores encontrados de CMI y CMF frente a 

la cepa C. albicans de los nanoencapsulados son muy bajos comparables con lo 

publicado previamente por otros autores [131], [159], [184]. 

4.6 CITOTOXICIDAD DE NANOPARTÍCULAS Y NANOENCAPSULADOS 

FRENTE A CÉLULAS MAMÍFERAS 

 

Las tablas 14 y 15 muestran los resultados obtenidos de citotoxicidad para las 

nanopartículas libres y encapsuladas frente a células de fibroblasto murino. Se puede 

observar que para las AgNPs una concentración de 9.57 µg/mL exhibe un efecto 

citotóxico del 50% en la línea celular evaluada. Se ha considerado que las 
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nanopartículas metálicas, en especial las AgNPs inducen la toxicidad en células 

eucariotas predominantemente a través de estrés oxidativo por la generación de 

especies reactivas de oxígeno (EROs) [185]. Algunos estudios sugieren que los iones 

de plata son más citotóxicos que las AgNPs y que el posible efecto citotóxico de las 

mismas puede estar relacionado con la liberación de iones de plata desde las 

nanopartículas [110]. Sin embargo, al estar encapsuladas en nanopartículas 

poliméricas como el PLGA y el PLA, el porcentaje de citotoxicidad decrece. Se puede 

apreciar que a una concentración de 1.1 µg/mL de AgNPs libre se induce un efecto 

citotóxico de 6.28% mientras que al estar formando nanocompuestos con PLGA y 

PLA el efecto disminuye a 1.24% y 1.77%, respectivamente. Se ha evidenciado que 

al aplicar muy pequeñas dosis in-vitro de AgNPs en fibroblastos se pueden proteger 

las células contra el estrés oxidativo caracterizado por decrecimiento en la 

peroxidación lipídica y el incremento en la producción de encimas potencialmente 

antioxidantes como la glutatión transferasa [186].  

 

Estos resultados son similares a los publicados previamente, donde muestran que el 

potencial efecto tóxico de las AgNPs puede disminuirse empleando la encapsulación 

con matices poliméricas como el PLGA, que adicionalmente incrementan su 

biocompatibilidad [110]. 

 

Tabla 14 Porcentaje de citotoxicidad sobre células de fibroblasto murino a diferentes 

concentraciones de nanopartículas libres. 

Tipo de 
Nanocompuesto 

% Citotoxicidad 

CC
50

 

(µg/mL) 

CC
90

 

(µg/mL) Concentración  (µg/mL) 

1.1 3.3 10 30 

AgNPs 
6.28 ± 

2.7 
8.37 ± 

1.5 
75.81 ± 

1.1 
83.94 ± 

3.3 
9.57 ± 
0.06 

> 30 

ZnONPs 
22.81 ± 

3.2 
38.09 ± 

3.1 
64.30 ± 

0.6 
88.12 ± 

0.1 
4.75 ± 
0.58 

> 1 

Fuente: Autor. 
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Por otra parte, la concentración citotóxica al 50% (CC50) determinada ZnONPs fue de 

4.75%, que al igual que para AgNPs, se encuentra asociado a la producción 

espontánea de EROs basada en su naturaleza de óxido metálica y las características 

superficiales de las nanopartículas [187], [188]. Cuando las células se encuentran 

expuestas a elevados niveles de EROs que exceden su capacidad celular de defensa 

antioxidante, ésta entra en un estado de estrés oxidativo que resulta en el daño de 

componentes celulares como lípidos, proteínas y ADN [188]. No obstante, al 

encapsular las ZnONPs en matrices de PLGA y PLA se observó que desde 

concentraciones iguales o superiores a 1.1 µg/mL el efecto citotóxico era 

considerablemente mayor con valores de 77.73% y 30.42%, respectivamente. 

Adicionalmente se realizaron los respectivos controles con los nanocompuestos 

vacíos (en ausencia de nanopartículas metálicas), con el polímero libre, con el agente 

estabilizante y con el agente catiónico. Los resultados obtenidos  evidenciaron que a 

las concentraciones evaluadas, no se produce un efecto citotóxico superior al 

10.86%. 

 

Tabla 15 Porcentaje de citotoxicidad sobre células de fibroblasto murino a diferentes 

concentraciones de nanopartículas encapsuladas. 

Tipo de 
Nanocompuesto 

% Citotoxicidad 

CC
50

 

(µg/mL) 

CC
90

 

(µg/mL) 
Concentración 

(µg/mL) 

0.037 0.11 0.33 1.1 

PLGA@Ag 
0.39 ±  

1.9 
0.64 ± 
0.59 

3.19 ± 
2.0 

1.24 ± 
4.6 

> 1 > 1 

PLA@Ag 
0.21 ± 

2.4 
0.32 ± 
0.58 

0.38 ± 
4.1 

1.77 ± 
2.7 

> 1 > 1 

PLGA@ZnO 
0.04 ± 

4.4 
5.1 ± 
3.0 

40.7 ± 
1.3 

77.73 ± 
0.38 

0.44 ± 
0.1 

> 1 

PLA@ZnO 
2.2 ± 
0.7 

6.7 ± 
4.4 

6.7 ± 2.2 
30.42 ± 

1.4 
> 1 > 1 

Fuente: Autor. 
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Al relacionar la actividad antimicrobiana con el efecto citotóxico de los 

nanocompuestos sintetizados, se puede observar que la concentración mínima 

inhibitoria al 50% (CMI50) no produce un efecto adverso en el crecimiento de los 

fibroblastos. Para el caso de los nanocompuestos de plata, PLGA@Ag y PLA@Ag la 

CMI50 fue de 0.10 y < 0.05 µg/mL con un porcentaje de citotoxicidad de 0.64% y 

0.21% respectivamente. Este resultado que indica que la concentración necesaria 

para inducir un efecto inhibitorio en el crecimiento del microorganismo no produce 

una disminución significativa en la viabilidad de células de fibroblasto murino. Estos 

resultados confirman la hipótesis de esta investigación, que planteaba que la 

toxicidad asociada a las nanopartículas metálicas libres, se ve disminuida gracias a 

la acción de los agentes protectores y del polímero encapsulante, haciendo que el 

nanocompuesto sea mucho más biocompatible y menos tóxico. 

De igual manera se puede apreciar en la tabla 12 que los nanocompuestos de óxido 

de zinc PLGA@ZnO y PLA@ZnO presentaron una CMI50 de 0.5 y 0.5 µg/mL con un 

porcentaje de citotoxicidad de 40.7% y 6.7% respectivamente. A pesar de que la 

citotoxicidad presentada para los compuestos con ZnO fue mayor, los resultados 

indican que los nanocompuestos no afectan más de 40% de la viabilidad de los 

fibroblastos y por tanto, pueden considerarse como sistemas que podrían resultar 

efectivos para el control de infecciones ocasionadas por SARM sin ser 

potencialmente citotóxicos.  

 

4.7 PERFIL DE LIBERACIÓN DEL PRINCIPIO ACTIVO DE LOS 

NANOENCAPSULADOS 

 

El mecanismo de liberación de principios activos generalmente consta de tres etapas 

a saber. En la primera etapa se produce la liberación  inicial  del  principio  activo  

enlazado  a  la  superficie  o embebido  en  la  región  superficial  del  sistema  de  

transporte  empleado (frente de hinchamiento también conocido como “burst”). En la 

segunda etapa se da la liberación  difusional  del  principio  activo  a  través  de  la  

matriz  del polímero  y  a  través  de  los  poros  durante  la  degradación  de  la  matriz 
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(frente difusional). Por último, en la tercera etapa se presenta la liberación  erosional  

del  principio  activo  por  la  desintegración  de  la matriz del polímero (frente de 

erosión) [189]. 

 

Dependiendo  de  la  distribución  del  agente activo, el  perfil  de  liberación  constará 

de dos o tres de las etapas descritas anteriormente. Si el agente activo está 

heterogéneamente  distribuido  en  la  matriz  del  polímero,  la  curva  de  liberación  

puede poseer un modelo trifásico. Si por el contrario, el agente  activo está 

homogéneamente distribuido  en  la  matriz  del  polímero  la  curva  de  liberación  

puede  poseer  un  modelo bifásico, es decir, la primera fase no ocurre porque no 

existe principio activo enlazado a la superficie de la matriz [190]. 

 

En este experimento, los nanocompuestos fueron colocadas en pequeñas bolsas de 

diálisis bajo condiciones de agitación con un medio exterior de PBS a 7.4 . Teniendo 

en cuenta que los nanocompuestos no pueden permear las bolsas de diálisis, el 

principio activo es liberado al medio acuoso exterior para posteriormente ser 

cuantificado, como lo ha reportado previamente otros autores [108]. Las bolsas de 

diálisis se realizaron con una membrana de  permite monitorear la difusión del 

principio activo de un medio a otro evitando el paso de proteínas o moléculas de peso 

molecular igual o superior a 12 KDa. 
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Figura 29 Perfil de liberación de las nanopartículas metálicas bajo las mismas 

condiciones de incubación a 37°C, pH 7.4 y 100 rpm de agitación A) Liberación de 

AgNPs desde nanocompuesto de PLGA@Ag B) Liberación de AgNPs desde 

nanocompuesto de PLA@Ag C) Liberación de AgNPs desde nanocompuesto de 

QTS@Ag D) Liberación de ZnONPs desde nanocompuesto de QTS@ZnO. 
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Fuente: Autor. 

 

La figura 29 A, B, C y D muestran que en los primeros días se presentó una liberación 

de AgNPs a una velocidad mayor. Este fenómeno puede estar relacionado con la 

primera etapa de liberación conocida como “burst”, donde las AgNPs que se 

encuentren adheridas superficialmente serán las primeras en liberarse del sistema. 

Adicionalmente, si los nanocompuestos presentan poros en su superficie se 

presentará una liberación del principio activo más rápida en la primera etapa. Se ha 

establecido que las nanopartículas obtenidas a alta velocidad de agitación (como es 

el caso de la segunda emulsión,) la liberación por “burst” es más importante debido 
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a que la estructura de cápsula rota puede ser predominante en la totalidad de la 

muestra [86]. 

 

Es importante mencionar que, a diferencia de los principios activos orgánicos 

encapsulados el PLGA, la liberación de AgNPs desde los nanocompuestos de PLGA 

fue más lenta. Se puede apreciar en la figura 29 A, que tras 79 días se alcanzó la 

liberación del 88% de AgNPs desde los nanocompuestos. Este hecho puede 

atribuirse a la limitada solubilidad de las nanopartículas en buffer 7.4 La mayoría de 

agentes activos son moléculas orgánicas, que presentan algún grado de solubilidad 

en el medio de liberación, a diferencia de las nanopartículas inorgánicas. La 

solubilidad de las moléculas orgánicas cambia el perfil de liberación desde la rápida 

liberación inicial hasta la liberación producida por la erosión del polímero [191]. Sin 

embargo, en el caso de la liberación de nanopartículas inorgánicas, ésta inicialmente 

depende de la degradación característica del PLGA y de la erosión superficial de los 

nanocompuestos [192]. La degradación de nanocompuestos de PLGA ocurre debido 

a la hidrólisis que conlleva al decrecimiento del peso molecular y generando los 

correspondientes monómeros (del tipo de grupos ácidos carboxílicos) que continúan 

catalizando la hidrolisis y en consecuencia, disminuyendo el pH del microambiente 

que los rodea [193], [194]. 

 

De igual manera, a liberación del principio activo desde las nanopartículas de PLA 

puede ocurrir por difusión a través de la partícula, por desorción desde la superficie 

de la nanopartícula o después de la degradación del polímero y en tiempos muy 

prolongados como se observa en la figura 29 B [60]. Adicionalmente la liberación del 

principio activo depende del microambiente tanto en condiciones in vivo  como in 

vitro, pues la naturaleza hidrofílica, el pH y la fuerza iónica juegan un papel 

importante. 

 

Por otra parte, la figura 29 C y D muestra el perfil de liberación de AgNPs  y ZnONPs 

respectivamente, desde los nanocompuestos sintetizados con quitosano. Se puede 

apreciar que aunque la liberación fue sostenida en función del tiempo, se alcanzó un 
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porcentaje de 94% de AgNPs durante los primeros 51 días, menor tiempo en 

comparación con el requerido para los nanocompuestos de PLGA. Así pues, se 

demuestra que los dispositivos de liberación basados en quitosano pueden prolongar 

la duración de la actividad  antimicrobiana de las nanopartículas metálicas,  

mejorando  su  eficiencia  y  reduciendo  los  efectos secundarios bajo condiciones 

deseadas. Mientras que la liberación de ZnONPs presentó un comportamiento similar 

al observado para PLGA, pues en 79 días alcanzó a liberarse más el 80%. El uso de 

quitosano es una alternativa de gran interés,  ya  que  es  un  polímero  natural  

biodegradable,  que también  promueve  la bioadhesividad  en las mucosas del 

cuerpo [190]. Por  lo  tanto,  una  aplicación importante  del  quitosano  es  el  

desarrollo  de  sistemas  de  liberación,  tales  como  las nanopartículas usadas como 

vehículos para la liberación controlada de agentes activos. 
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5 CONCLUSIONES 

 

 Se sintetizaron AgNPs mediante una ruta de síntesis verde empleando 

azúcares (glucosa y maltosa) como agentes reductores y gelatina como 

agente estabilizante. Las AgNPs presentaron tamaño promedio de 10nm, 

carga superficial alrededor de +25 mV y estabilidad en sus propiedades físicas 

superior a seis meses. 

 

 La actividad antifúngica de las AgNPs y las ZnONPs frente a C. albicans fue 

mayor que la actividad antibacteriana frente a SARM. Las concentraciones 

mínimas inhibitorias alcanzadas frente a C. albicans fueron de < 0.1µg/mL y < 

0.5µg/mL para AgNPs y ZnONPs, respectivamente siendo valores menores a 

los publicados en la literatura. 

 

 

 Se obtuvieron nanocompuestos de AgNPs y ZnONPs empleando PLGA, PLA 

y Quitosano como agentes encapsulantes con tamaños promedio alrededor 

de 250 nm con índices de polidispersión menor a 0.40, carga superficial 

positiva y con una morfología esférica altamente homogéneas. Las PLGA@Ag 

y PLA@Ag presentaron el menor tamaño promedio con 154nm y 162nm, 

respectivamente. 

 

 

 La encapsulación de nanopartículas metálicas empleando la metodología de 

doble emulsión (W1/O/W2) en matrices de polímeros hidrofóbicos tipo éster se 

logró alcanzando porcentajes de encapsulación superiores a 20% bajo las 

condiciones de síntesis y purificación estandarizadas en el presente trabajo. 

 

 Los nanocompuestos QTS@Ag y QTS@ZnO obtenidos mediante gelificación 

ionotrópica fueron analizados mediante espectroscopia de infrarrojo, 
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evidenciando que existe una fuerte interacción entre las nanopartículas 

metálicas y la matriz de quitosano que provoca desplazamientos en las 

principales bandas de absorción del polímero. 

 

 Las nanopartículas de plata encapsuladas en matrices de PLA,  que 

presentaron el menor tamaño promedio con 154 nm y carga superficial de 

+16.70 mV, fueron las que exhibieron mayor actividad antimicrobiana frente a 

SARM, alcanzando valores de CMI50<0.05 µg/mL y el mayor porcentaje de 

encapsulación de 25.43%, valores mayores a los encontrados en la literatura. 

 

 

 La actividad antimicrobiana de las AgNPs tanto libres como encapsuladas fue 

superior a la determinada para las ZnONPs libres y encapsuladas frente a 

ambas cepas de estudio, como se evidenció en los menores valores de CMI50 

expuestos en el presente trabajo. 

 

 Las nanopartículas libres de Ag y ZnO presentaron citotoxicidad significativa 

en células de fibroblastos murino de 60% desde concentraciones de 10 µg/mL 

mientras que al encapsularlas en matrices poliméricas no hubo citotoxicidad 

apreciable (< 1%) en las concentraciones evaluadas. 
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6 RECOMENDACIONES 

 

 Determinar el porcentaje de citotoxicidad de los nanocompuestos 

encapsulados y de las nanopartículas metálicas libres sobre otras líneas 

celulares relacionadas con la aplicación deseada como células epiteliales así 

como también sobre líneas celulares cancerígenas como las células HeLa.  

 

 Optimizar las condiciones de purificación de los nanocompuestos de 

nanopartículas metálicas obtenidos de manera que permitan la conservación 

de los sistemas en sólido para evitar su pronta degradación en función del 

tiempo en medio acuoso. 

 

 Realizar el perfil de liberación de los nanocompuestos de AgNPs y ZnONPs 

bajo diferentes condiciones de pH con el fin de evaluar la influencia sobre la 

velocidad de liberación así como implementar una buffer más similar al fluido 

sanguíneo humano. 

 

 Realizar un estudio proteómico con técnicas como electroforesis en dos 

dimensiones que permita identificar las proteínas de membrana implicadas en 

la actividad antibacteriana y antifúngica de las nanopartículas metálicas libres 

y encapsuladas en cada uno de los polímeros utilizados. 

 

 Determinar las propiedades antimicrobianas de los nanocompuestos 

encapsulados  así como de las nanopartículas metálicas libres bajo 

condiciones experimentales in-vivo mediante el uso de modelos animales. 
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ANEXO A 

CÁLCULO DE PORCENTAJE DE INHIBICIÓN BACTERIANA 

 

Al realizar la cinética de crecimiento bacteriano en presencia de AgNPs, se midió la 

absorbancia cada hora durante 8 horas a 595nm. El porcentaje de inhibición 

bacteriana se realizó como lo indica la siguiente ecuación: 

 

𝒀 = 𝟏𝟎𝟎 −
(𝑨𝒇 − 𝑨𝟎) ∗ 𝟏𝟎𝟎

𝑨𝑪𝒇 − 𝑨𝑪𝒐
 

Donde: 

 

Af = Absorbancia al tiempo donde la bacteria se encuentre en fase exponencial en 

presencia de las AgNPs. 

 

A0 = Absorbancia inicial de la bacteria en presencia de las AgNPs. 

 

Acf = Absorbancia al tiempo donde la bacteria se encuentre en fase exponencial en 

ausencia de las AgNPs. 

 

Aco = Absorbancia incial de la bacteria en ausencia de las AgNPs. 
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ANEXO B  

CÁLCULO DE PORCENTAJE DE ENCAPSULACIÓN 

 

Al realizar la encapsulación de nanopartículas metálicas en los tres polímeros 

biodegradables empleados, se determinó el porcentaje de encapsulación de cada 

nanocompuesto obtenido. El cálculo del porcentaje de encapsulación se realizó de 

acuerdo a la siguiente ecuación:  

 

 

%𝐸 =  
𝑚𝑔 𝑁𝑃𝑠𝑒

𝑚𝑔 𝑁𝑃𝑠𝑜
∗ 100 

 

Donde: 

 

%E = porcentaje de encapsulación de la nanopartícula metálica en la matriz del 

polímero. 

 

NPse = Masa de nanopartículas metálicas encapsuladas en la matriz del polímero. 

 

NPso = Masa de nanopartículas metálicas iniciales adicionadas en la síntesis del 

nanocompuesto. 
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ANEXO C  

CÁLCULO DE PORCENTAJE DE CARGA 

 

Al realizar la encapsulación de nanopartículas metálicas en los tres polímeros 

biodegradables empleados, se determinó el porcentaje de carga de cada 

nanocompuesto obtenido. El cálculo del porcentaje de carga se realizó de acuerdo a 

la siguiente ecuación:  

 

 

%𝐶 =
𝑚𝑔 𝑁𝑃𝑠𝑒

𝑚𝑔 𝑃
∗ 100 

 

 

 

Donde: 

 

%C = Porcentaje de carga de nanopartículas metálicas en la matriz del polímero. 

 

NPse = Masa de nanopartículas metálicas encapsuladas en la matriz del polímero. 

 

P = Masa de polímero inicial empleado en la síntesis de nanocompuestos. 


