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Resumen 

Las bacterias multidrogo resistentes (MDR), siguen siendo un desafío en la salud pública, 

el número de infecciones causadas por estas ha ido aumentando a nivel mundial, esta 

resistencia representa un desafío para muchos medicamentos. Los recientes avances en 

la nanotecnología nos permiten desarrollar nuevas formulaciones basadas en distintos 

tipos de nanopartículas. Éstas pueden ofrecer una solución prometedora en especial las 

de plata y oro, se ha estudiado la capacidad antimicrobiana y comprobado su efecto 

contra distintas cepas bacterianas. Una forma para extender aún más las aplicaciones 

antimicrobianas de estos metales es mediante la incorporación como nanopartículas en el 

biopolímero poli-ß-hidroxibutirato (PHB). En el presente trabajo se sintetizaron 

nanopartículas mediante reducción química, plata de 74.3 nm y 114.1 nm, oro de 76.5 nm 

y microesferas de PHB por el método físico dando un tamaño de 172.3 nm. Las partículas 

metálicas fueron caracterizadas por UV-Vis, AFM, DLS y potencial zeta, mientras que la 

elaboración de la película de PHB se hizo mediante la cuantificación del polímero 

depositado en el sustrato, perfilometria y AFM. 

En el presente proyecto se encontró que la película de microesferas de PHB por sí sola 

no presenta actividad antimicrobiana alguna, pero al tener soportadas a las 

nanopartículas de plata se observó que presentan mejor efecto bactericida ante la cepa 

de E. coli MC4100 que las de oro, con una CMB de 4.95 µg/mL mientras las 

nanopartículas de oro presentaron un mejor efecto bactericida contra la cepa S. aureus 

L27 con una CMB de 1.38 µg/mL. La actividad antimicrobiana de las Ag-NPs y Au-NPs se 

ve afectada al estar soportadas en la película delgada de microesferas de PHB, esto 

debido a que presentaron un tiempo de desfase de 3 horas en la inhibición del crecimiento 

total de las cepas. Esto puede ser debido a que las Ag-NPs y Au-NPs al estar soportadas 

no pueden interactuar de manera directa con los microorganismos provocando una 

disminución en el área de contacto. 

 

 

 

 

 



11 

 

1. Introducción 

Los antimicrobianos son medicamentos que se usan para tratar infecciones y estos se 

pueden agrupar de acuerdo a los microorganismos contra los que actúan principalmente 

(antibióticos, antifúngicos y antiprotozoarios) (Gudepalya et al., 2016). Estos pueden ser 

sintéticos, de origen vegetal o compuestos naturales modificados químicamente que 

puede tener un impacto en el resultado de un paciente/animal infectado (Nussbaum et al. 

2006). Sin embargo, el uso indiscriminado de estos ha provocado el aumento de bacterias 

resistentes, causando infecciones que son más difíciles de tratar, generando mayores 

gastos médicos, estadías prolongadas en el hospital y una mayor mortalidad 

(Organization World Health). La lucha contra la resistencia a los antibióticos es una 

prioridad, ya que diversas estrategias se han empleado para superarla como el manejo 

adecuado y reducción del agente antimicrobiano, el desarrollo de nuevos fármacos y 

nanotecnología (Gudepalya et al., 2016). Durante la última década, se ha generado gran 

interés por las nanopartículas (NPs) metálicas como herramientas para combatir la 

resistencia antimicrobiana, debido a que estas han demostrado tener un amplio espectro 

contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Hemeg, 2017). Uno de los métodos 

para ampliar las aplicaciones antimicrobianas de las NPs metálicas es soportarlas a un 

polímero, por ejemplo las nanopartículas pueden incorporarse o incrustarse a la superficie 

de un polímero como: fibras de algodón, látex entre otros materiales poliméricos como el 

polihidroxibutirato (PHB)  (Palza, 2015). El PHB o P3HB es un polímero natural que se 

compone de monómeros de cuatro átomos de carbono el cual está conformado por un 

grupo metileno (-CH2-) en su cadena alifática principal, un grupo alquilo (-CH3) en el 

carbono β y un grupo carboxilo (-COOH) en su cadena lateral, este polímero es de interés 

industrial debido a sus propiedades termoplásticas, no es toxico y es biodegradable, por lo 

tanto se puede usar tanto en productos que entran en contacto con tejidos humanos o 

animales (Alves et al., 2017). 

1.1. Nanotecnología 
 
La nanotecnología es la ciencia de manipular la materia en tamaños que van desde 1 

hasta 100 nm, moleculares o macromolecular; poseen propiedades físicas y químicas 

particulares diferentes de los materiales a escala macroscópica (forma de bulto) (Rai, 

Yadav & Gade, 2009). Entre la gama amplia de los nanomateriales, el interés particular se 

ha dirigido hacia las NPs, las cuales tienen una serie de características que las hacen 

favorables como vectores de medicamentos para el tratamiento de patógenos causantes 
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de enfermedades (su facilidad de síntesis, su biocompatibilidad, liberación prolongada del 

fármaco, entre otros) (Baptista et al., 2018). 

 

1.2. Nanopartículas 

Las NPs son materiales en la que sus dimensiones se encuentran en el rango de 1 a 100 

nm. Esta reducción de tamaño en las NPs metálicas provoca que presenten diferentes 

motivos estructurales, según su tamaño y composición. Cuando una partícula es excitada 

por un campo electromagnético (EM), los electrones comienzan a oscilar con la misma 

frecuencia que la del EM incidente (González et al. 2005). Este fenómeno conocido como 

mejora de campo a escala nanométrica se ha empleado para almacenar energía, mejorar 

celdas fotovoltaicas al aumentar la absorción de luz y transformar energía 

electromagnética a energía térmica para destruir células bacterianas (Noguez et al. 2015) 

Las técnicas de síntesis de las nanopartículas son las siguientes: 

 Métodos físicos: El método de evaporación-condensación y la ablación con láser 

es el más utilizado, ya que la ausencia de contaminación por solventes y la 

uniformidad del tamaño de la distribución de las NPs son ventajas que se obtienen 

por estos métodos. 

 Métodos químicos: EL método más empleado para la síntesis de NPs es la 

reducción química mediante el uso de agentes reductores, como es el borohidruro 

de sodio, citrato de sodio, ácido ascórbico, entre otros. Es importante usar agentes 

estabilizantes (hexadeciltrimetilamonio, dodecilsulfato sódico, citrato de sodio, 

polivinilpirrolidona, entre otros) durante la preparación de las nanopartículas para 

evitar su aglomeración. 

 Métodos biológicos: Este método surge como una manera para desarrollar 

procesos amigables con el ambiente, que no utilicen productos químicos tóxicos 

en los protocolos de síntesis. Lo que dio origen a desarrollar técnicas de síntesis 

de NPs en células eucariotas y/o procariotas. Por ejemplo, se han realizado 

investigaciones donde han sintetizado NPs de oro, plata y cadmio utilizando 

levaduras, hongos y bacterias (Iravani & Zolfaghari, 2013), a través de diversos 

mecanismos como son: bioprecipitación, quelación, secuestro intracelular, bombas 

de eflujo, cambio de concentración de iones metálicos y precipitación extracelular.  
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1.3. Nanopartículas de plata 

La actividad antimicrobiana de la plata se ha conocido desde la antigüedad y actualmente 

está siendo aplicado a productos médicos para prevenir infecciones de heridas, 

quemaduras y ulceras crónicas causadas por microorganismos (Akter et al., 2017). En 

recientes años las NPs de plata (Ag-NPs) han llamado la atención en el área de la salud, 

porque diversos estudios han reportado que las Ag-NPs han presentado un amplio 

espectro antimicrobiano tanto en bacterias Gram negativas (Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium) como en bacterias Gram positivas 

(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium y Bacillus subtilis) (Yan et al., 2018). 

Los mecanismos antimicrobianos (actividad bactericida) de las Ag-NPs no están del todo 

claros, aunque algunos de ellos han sido propuestos, entre ellos podemos mencionar: 1) 

las Ag-NPs liberan iones plata y estos incrementan la permeabilidad de la membrana, 

provocan pérdida de la fuerza protón motriz (la interrupción de la producción de ATP), 

inducen la de-energización de las células y el eflujo de fosfato, fuga del contenido celular, 

interrupción de la replicación del ADN, 2) las Ag-NPs inducen la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que afectan al ADN,  la membrana celular y las proteínas de 

la membrana y 3) las nanopartículas causan daño directo a la membrana celular debido a 

su adhesión (Marambio-Jones & Hoek, 2010). 

1.4. Nanopartículas de oro 

Las nanopartículas de oro (Au-NPs) han llamado la atención debido a sus propiedades 

características, 1) diversas formas de Au-NPs son fáciles de sintetizar y sus propiedades 

ópticas y eléctricas dependen en gran medida de su tamaño y forma, 2) debido a la carga 

superficial negativa de las Au-NPs, éstas pueden ser funcionalizadas fácilmente por 

diferentes biomoléculas, fármacos y otros ligandos, 3) las Au-NPs son biocompatibles lo 

cual le brinda una gran ventaja. Todas estas propiedades anteriormente mencionadas 

permiten que las Au-NPs se conviertan en un material para varias aplicaciones 

biomédicas, incluyendo biosensores, imágenes moleculares entre otros (Kong et al., 

2017). 

El mecanismo antibacteriano de las Au-NPs no ha quedado del todo claro, pero se han 

propuesto dos mecanismos de acción antimicrobiana de las partículas: 1) inhibición de la 

actividad de la ATP sintasa lo que provoca un decremento de los niveles de ATP 

provocando una disminución general en el metabolismo y 2) inhibición de la unión del 
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tRNA a la subunidad del ribosoma, lo cual provoca un colapso en el proceso biológico 

(Cui et al., 2012). 

1.5. Polímeros en el sector salud 

Los compuestos polímeros/metal han emergido como una ruta para extender las 

aplicaciones de las NPs metálicas, ya que un gran porcentaje de las infecciones son 

adquiridas en los hospitales (IH) las cuales se propagan a través de dispositivos médicos 

invasivos como ventiladores y catéteres. Entre el 80%-95% de las infecciones del tracto 

urinario son adquiridas en catéteres urinarios. 

El crecimiento del mercado de polímeros en el área de la salud va en aumento y esto se 

debe a las propiedades que estos poseen: resistencia al calor, rigidez, flexibilidad de 

diseño y resistencia química. Por ello, los productos de polipropileno (PP) se utilizan 

ampliamente como dispositivos médicos, productos de embalaje, sistema de suministro 

de fármacos. Aproximadamente un cuarto de los dispositivos médicos se basan en PP, 

aunado a ello, la tasa de crecimiento global del PP en la industria médica es de 

aproximadamente el 8.7% anual (Palza, 2015). 

En 2008 Matsuzaki propuso una lista de cuatro características principales que debe 

poseer un polímero para presentar una actividad antimicrobiana eficiente (Matsuzaki, 

2008): 

a) Debe establecer un contacto con los microorganismos. 

b) Debe poseer suficientes grupos catiónicos para lograr la adhesión al 

microorganismo. 

c) Debe tener residuos hidrófobos que sean responsables de la unión e integración 

dentro de la membrana celular. 

d) Debe ser capaz de matar selectivamente a los microorganismos en presencia de 

otras células, como las células de mamífero. 
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1.5.1. Polihidroxibutirato 

El PHB en forma de película podría soportar las NPs metálicas y evaluar su efectividad 

antimicrobiana ante E. coli y S. aureus ya que estos microorganismos tienen una gran 

importancia tanto en el área de la investigación como en el de salud pública. 

El PHB pertenece a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA), presenta un centro 

quiral en la posición 3 (Figura 1), esta posición es importante para las enzimas implicadas 

en su síntesis y degradación (Sudesh, Abe & Doi, 2000). El PHB es sintetizado por 

diversas bacterias (Ralstonia eutropha, Pseudomonas aeruginosa, Rhodospirillum 

rubdum, Azospirillum brasillense, entre otras) en condiciones de limitación de O2, N2, P o 

elementos traza (Mg+2, Ca+2 y Fe+2) y una alta concentración de carbono. Una vez 

sintetizado el polímero este es almacenado en forma granular, el cual servirá como una 

fuente de almacenamiento de carbono intracelular (Kok et al. 2004). 

 

 

 

 

 

El PHB se ha encontrado en una amplia variedad de organismos que va desde bacterias 

hasta células eucariotas, además se ha demostrado que participa en la formación de 

canales iónicos en algunos organismos. La degradación del polímero de PHB da como 

resultado la formación del 3-hidroxibutirato (Figura 2), un metabolito natural en 

huéspedes animales que se sabe que está asociado con la formación de cuerpos 

cetónicos. Debido a estos hallazgos es que el PHB así como otros PHAs, sean 

biocompatibles, sugiriendo que implantes quirúrgicos, suturas, parches para aplicación en 

ingeniería de tejido, etc., producidos a partir de PHB no produzcan una respuesta inmune 

en el organismo huésped (Brigham & Sinskey, 2012). 

Figura  1. Unidad estructural del PHB. En la posición 3 se 
encuentra ubicado el carbono quiral y unidos a él se 
encuentran los grupos metilo e hidroxilo. 
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1.6. Staphylococcus aureus 

El estafilococo ha causado enfermedades en los seres humanos durante siglos, estas 

bacterias fueron definidas por primera vez en 1882 por el cirujano escoces Sir Alex 

Ogston, no fue hasta que un médico alemán, Friedrich J. Rosenbach identificó una colonia 

con pigmentación amarilla a la cual nombro como Staphylococcus aureus (S. aureus) 

(Madigan et al. 2009) . 

S. aureus es un coco Gram positivo, coloniza aproximadamente el 30% de la población 

humana. Cuando se rompen las barreras cutáneas y mucosas, debido a infecciones 

crónicas en la piel, heridas o intervención quirúrgica, el S. aureus puede acceder a los 

tejidos subyacentes o al torrente sanguíneo logrando así causar una serie de 

enfermedades como: foliculitis, mastitis, síndrome de la piel escaldada, endocarditis, 

osteomielitis, meningitis, abscesos y síndrome del shock tóxico (Li, 2018). Las personas 

con dispositivos médicos invasivos (catéteres venosos periféricos y centrales) o sistemas 

inmunes comprometidos son particularmente vulnerables a la infección (Lee et al. 2018). 

La resistencia de S. aureus a los antibióticos surgió a los 2 años de la introducción de la 

penicilina, el antibiótico semisintético meticilina se desarrolló a finales de la década de 

1950 y S. aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés) se identificó 

clínicamente en 1960. Las infecciones debidas a cepas MRSA están asociadas con tasas 

de mortalidad más altas que las infecciones causadas por cepas susceptibles a la 

meticilina, dando como resultado un aumento en la duración de las estadías en el 

hospital, así como los costos de atención médica (Chukwunonso et al., 2018). Las cepas 

MRSA producen una proteína alterada de unión a la penicilina (PBP, por sus siglas en 

Figura  2. Reacción de degradación del PHB.  El PHB se degrada a crotonil-CoA a través del 3-
hidroxibutiril-CoA mediante la depolimerasa de PHB, en seguida una reacción de hidratación del enlace 
entre el C-2 y C-3 es llevado acabo para la formación del 3-hidroxibutiril-CoA (Eggers y Steinbüchel, 
2013).  
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inglés), esta proteína es codificada por el gen mecA, este gen se transporta en un 

elemento genético móvil (mge, por sus siglas en inglés), la adquisición de resistencia 

microbiana ha presentado un desafío para el tratamiento médico en términos de control y 

tratamiento de infecciones por Staphylococcus. Las cepas MRSA representan del 25 al 

50% de las infecciones por S. aureus en entornos hospitalarios, y esto es de gran 

preocupación debido a la alta mortalidad que esta provoca, así como su resistencia a las 

penicilinas disponibles y a los fármacos que contienen β-lactámicos (Lakhundi & Zhang, 

2018). 

1.7. Escherichia coli 

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria Gram negativa, es aerobia y anaerobia 

facultativa, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es una de las bacterias 

ampliamente estudiadas y  crece a temperatura óptima de 37°C, replicándose cada 20 

minutos (Jang et al., 2017). 

E. coli es una de las principales bacterias que se encuentra colonizando el tracto 

gastrointestinal en mamíferos, por lo general esta bacteria y su huésped humano pueden 

coexistir en un buen estado de salud, rara vez estas cepas comensales causan alguna 

enfermedad, a excepción de huéspedes inmunocomprometidos o que se rompa la barrera 

gastrointestinal, como en la peritonitis, por ejemplo (Kaper et al. 2004).  

Sin embargo, hay clonas de E. coli que han adquirido factores de virulencia, lo que le 

confiere una mayor capacidad para adaptarse a nuevos nichos y a su vez causar un 

amplio espectro de enfermedades. Estos factores de virulencia son codificados 

frecuentemente en elementos genéticos móviles como islas de patogenicidad, plásmidos 

o fagos y a menudo son transmisibles entre cepas de E. coli. Según el tipo de factor de 

virulencia y los síntomas clínicos del huésped, las cepas de E. coli se clasifica en los 

siguientes patotipos: E. coli enteropatógena (EPEC), enterohemorrágica (EHEC), 

enterotoxigenica (ETC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC), adherencia 

difusa (DAEC) y la uropatógena (UPEC) (Miri et al. 2016). 

 

 

 



18 

 

2. Antecedentes 

Las nanopartículas metálicas han sido objeto de investigación debido a su capacidad 

antibacteriana, diferenciándose en cada uno de estos el método de síntesis, el rango de 

tamaños y los agentes estabilizantes empleados. Debido a esto es que se observan 

diferencias en los resultados de los distintos trabajos publicados, Shrivastava y 

colaboradores en el 2007 sintetizaron Ag-NPs utilizando a la D-glucosa y a la hidracina 

como agentes reductores, obteniendo partículas con un tamaño de rango de 10-15 nm, la 

actividad antibacteriana de las Ag-NPs fueron probadas en bacterias Gram negativas (E. 

coli y Salmonella typhi) y Gram positiva (S. aureus), reportando que concentraciones de 

25 µg/mL de Ag-NPs podían inhibir completamente el crecimiento de E. coli y Salmonella 

typhi, en el caso de S. aureus se requirió una concentración de 100 µg/mL para inhibir su 

crecimiento (Shrivastava et al., 2007).  

 Li y colaboradores en el 2014 sintetizaron Au-NPs de 2 nm funcionalizadas con diferentes 

ligandos (cadenas alifáticas y aromáticas). Para las pruebas antimicrobianas de aislados 

clínicos (E. coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aureginosas y S. aureus) optaron 

por trabajar con la muestra Au-NP 3 (n-decano) debido al efecto bactericida que había 

presentado ante E.coli DH5α, el cual logro suprimir por completo el crecimiento de las 

cepas de aislados clínicos (Li et al. 2014).  

Por otro lado, Paredes y colaboradores en el 2014 sintetizaron Ag-NPs. Para su síntesis 

emplearon a la cisteína como agente reductor y como agentes estabilizantes al Acetato de 

Polivinilo (PVA) y Hexadeciltrimetilamonio (CTAB), obteniendo NPs con un tamaño 

promedio de 25 nm a 36 nm, observando que a concentraciones de 0.50 µg/mL y 1 µg/mL  

inhibían el crecimiento de S. aureus MRSA y E. coli O15:H7 respectivamente (Paredes & 

Torres, 2014). 

 Mohamed y colaboradores en el 2017 sintetizaron Au-NPs mediante el método de 

reducción del citrato obteniendo nanopartículas con un tamaño aproximado de 25 nm, 

reportando una CMI para Corynebacterium pseudotuberculosis de 200 µg/mL (Mohamed 

et al., 2017). 
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2.1. Antecedentes directos 

Abid y colaboradores en 2016, sintetizaron microesferas de PHB mediante el método de 

evaporación del solvente en emulsión, utilizando acetato de polivinilo, como agente 

emulsificante y estabilizante, obteniendo esferas con dos tamaños de población, una de 

128 nm y otra de 320 nm. Para la elaboración de la película delgada, una cantidad de la 

solución de esferas fue aplicada en una superficie del cristal y mediante su 

caracterización obtuvieron una película con un ángulo de contacto de 90° (Abid & 

Rehman, 2016). 

Por otro lado, Méndez en el 2019, sintetizó Ag-NPs y Au-NPs por el método de reducción 

química. Para la elaboración de las Ag-NPs, utilizó el citrato de sodio como agente 

reductor y para las Au-NPs utilizó una mezcla de agentes reductores (ácido ascórbico, 

citrato de sodio y borohidruro de sodio), obteniendo un tamaño promedio de 12 nm para 

las Ag-NPs y para las Au-NPs obtuvo dos tamaños promedios 14 y 28 nm. En ese trabajo 

las Ag-NPs presentaron un mayor efecto antimicrobiano ante E. coli de 5.58 µg/mL y las 

Au-NPs 5.24 µg/mL para S. aureus, sin embargo, al ser fotoactivadas las Ag-NPs 

presentaron una mejor actividad antimicrobiana tanto para E. coli 2.79 µg/mL como para 

S. aureus 5.59 µg/mL en comparación con las Au-NPs. 
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3. Justificación 

El uso indiscriminado de los antibióticos ha inducido un aumento de la resistencia en las 

cepas bacterianas, lo cual genera un problema grave a nivel mundial. El uso de 

nanopartículas de plata y oro se ha presentado como una alternativa al uso de 

antibióticos. La unión de las nanopartículas metálicas a una película de microesferas de 

PHB abre nuevas aplicaciones, debido que al ser un material biocompatible y no tóxico, 

éste puede influir en la modificación de las características de disponibilidad de las NPs 

contra las bacterias, pudiendo así potenciar su efecto y ampliar sus usos. 

4. Hipótesis 

Las nanopartículas de plata y oro presentan una modificación en su efecto bactericida al 

encontrarse soportadas en la película delgada de microesferas de PHB. 

 Objetivos 

4.1. Objetivo general 

Estudiar el comportamiento de las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en 

presencia de Ag-NPs y Au-NPs en solución y soportadas en la película delgada de 

microesferas de PHB. 

4.2. Objetivos específicos  

 Sintetizar y caracterizar las Ag-NPs y Au-NPs. 

 Sintetizar y caracterizar las microesferas de PHB 

 Elaborar y caracterizar la película delgada de microesferas de PHB con y sin Ag-

NPs y Au-NPs 

 Evaluar el efecto bactericida de las nanopartículas metálicas soportadas en la 

película frente a las cepas E. coli y S. aureus. 
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5. Materiales y métodos 

5.1. Material biológico 

La cepa E. coli MC4100 resistente a ampicilina (ampR) fue donada por la Dra. Margarita 

María de la Paz Arenas Hernández, del laboratorio de Biología Molecular de 

Enteropatógenos. 

La cepa Staphylococcus aureus L27 resistente a meticilina (MRSA) y ampR fue donada 

por la Dra. Rosa del Carmen Rocha Gracia, del laboratorio de Microbiología Hospitalaria y 

de la Comunidad, ambos laboratorios del Centro de Investigaciones en Ciencias 

Microbiológicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonomía de 

Puebla. 

5.2. Preparación de las nanopartículas de plata 

Las Ag-NPs fueron sintetizadas siguiendo la metodología descrita por Turkevich, 

modificando el grado de agitación (Turkevich, 1951) y el método es el siguiente: 

Una solución de 20 mL de nitrato de plata (AgNO3) a una concentración de 1 mM (Riedel-

de-Haen, 99%) fue transferido a un vaso de precipitados de 100 mL y este se llevó a una 

temperatura de 94°C en agitación vigorosa constante (1,200 rpm) sobre una parrilla 

(Thermo Fisher Scientific) por un lapso de 20 minutos, en seguida se agregó de forma 

rápida 2 mL de citrato de sodio (Na3C6H5O7) al 1% (J.T. Baker, 100 %). Está solución se 

mantuvo en agitación hasta que cambió de un color transparente a un café oscuro. 

Posteriormente se retiró de la parrilla y se dejó enfriar a temperatura ambiente. La 

reacción llevada a cabo durante la síntesis de las nanopartículas de plata el cual es 

propuesta por Khan y colaboradores (Khan et al. 2011), es la siguiente: 

 

 

 

5.3. Preparación de las nanopartículas de oro 

Las Au-NPs fueron sintetizadas por el método de semillas (Peréz et al. 2004). Para esto 

una solución de 30 mL fue preparada en un vaso de precipitados de 100 mL mezclando 

15 mL de 0.125 mM de ácido cloroáurico (HAuCl4) (Sigma-aldrich, ≥ 99 %) y 15 mL de 

0.250 mM de citrato de sodio (J.T Baker, 100%). Después se adiciono 450 µL de una 

3AgNO3 + C6H5O7Na3                             3Ag° + C5H5O5 + 3NaNO3 + CO2         (1) 
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solución 10 mM de Borohidruro de sodio (NaBH4) (Sigma-aldrich, ≥ 98%) fue agregado 

rápidamente a la solución que se encontraba en agitación vigorosa (1,200 rpm). Cuando 

se logró apreciar un color rosa claro la solución se mantuvo en una agitación lenta (400 

rpm) y a una temperatura de 45°C por un lapso de 20 minutos con el objetivo de eliminar 

el exceso de NaBH4. Obtenidas las semillas de oro, se preparó 40 mL de una solución de 

crecimiento mezclando 20 mL de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sigma-aldrich, ≥99%) y 

20 mL de 0.125 mM de HAuCl4; en seguida se le adicionó 100 µL de 100 mM de ácido 

ascórbico (C6H8O6), produciendo un cambio de color pasando de amarillo pálido a 

transparente. Finalmente, a 1.8 mL de las semillas de oro previamente sintetizadas fueron 

agregadas a la solución de crecimiento. Las reacciones químicas de formación de las Au-

NPs mediante la incorporación de cada uno de los agentes reductores: (2) citrato de sodio 

propuesto por Tran y Luty (Tran y Luty, 2016), (3) borohidruro de sodio propuesto Luty-

Blocho (Luty-Błocho et al. 2011) y (4) ácido ascórbico propuesto por Sun (Sun & Miao, 

2009) y (5) la reacción total. Son las siguientes: 

 

 

         

                                                                                                   

 

 

5.4. Preparación de las microesferas de PHB 

Para la elaboración de las microesferas de PHB, 6 mL de una solución de PHB (Sigma-

aldrich, ≥99.8%, 350,000 g/mol) a una concentración de 0.33 mg/mL disuelta en 

cloroformo (J.T. Baker, ≥99.8%), fue agregado por goteo en 10 mL de agua desionizada 

en agitación vigorosa constante (1,200 rpm). Dicha solución fue dejada en el mismo nivel 

de agitación por aproximadamente 24 horas para permitir la evaporación del cloroformo. 

5.5. Preparación de la película de microesferas de PHB 

Para la preparación de la película se utilizaron 2 mL de la solución de microesferas de 

PHB, a continuación, se agregó 0.5 mg de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) a la solución, 

seguido de esto la solución fue sometida a agitación por un tiempo de 30 minutos, 

seguido de sonicación por 30 minutos, esto se hizo de forma alterna hasta cumplir un 

 2HAuCl4 + 3C6H5O7Na3                               2Au + 3C5H4O5Na2 + 3CO2 + 5HCl + 3NaCl  
 
2HAuCl4 + 2NaBH4 + 6H2O                                2Au + 2NaBO3+ 8HCl + 7H2 

 
2HAuCl4 + 3C6H8O6                              2Au + 3C6H6O6 + 8HCl 
 
6HAuCl4 + 3C6H5O7Na3 + 2NaBH4 + 6H2O + 3C6H8O6       6Au + 3C5H4O5Na2 + 3CO2 +             
sssssssss    sssssssssssssssssssssssssssssss     s21HCl + 3NaCl + 2NaBO3 + 7H2 + 3C6H6O6 

 
     

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 
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lapso de tiempo de 4 horas, con la finalidad de lograr la adsorción del CTAB. Lograda la 

dispersión la muestra fue centrifugada a 13000 rpm a 20 °C durante 20 minutos, con la 

finalidad de remover el excedente de CTAB. En seguida 100 µL de la solución fue 

depositada en una mica y secada a temperatura ambiente (Metodología propuesta en el 

laboratorio de Fisiología Microbiana de la Interacción Microorganismo-Hospedero). 

6. Descripción de las técnicas utilizadas. 
 

6.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) 

La espectroscopia UV-Vis nos permite la identificación de las NPs mediante la posición 

del plasmón de superficie. Esto se logra haciendo incidir un haz de luz con diferentes 

longitudes de onda y determinando en donde se localiza la banda de absorción. La 

posición energética de dicho plasmón de superficie depende de la nanopartícula metálica, 

así como también de su tamaño y forma. 

Para el análisis UV–Vis se utilizó un espectrofotómetro UV-Visible Cary 100 Scan marca 

Varian del laboratorio de cromatografía del Instituto de Física (IF) de la Benemérita 

Universidad Autónoma de Puebla (BUAP), Campus Valsequillo. Se llevó a cabo un barrido 

de 800 hasta los 200 nm. Para la medición de las nanopartículas de plata, oro y 

microesferas de PHB dispersas en agua, se utilizaron celdas de polimetilmetacrilato 

(PMMA). Se usó agua desionizada como blanco y para la obtención de la línea base. 

6.2. Dispersión de Luz Dinámica  

La dispersión de luz dinámica (DLS) es una técnica que se utiliza para la caracterización 

del tamaño hidrodinámico de partículas en muestras monodispersas y diluidas, en donde 

se hace pasar un haz de luz láser (longitud de onda de 632.8 nm) a numerosas partículas 

que hay en una suspensión. Debido al movimiento Browniano que estas presentan y que 

provoca que la luz se disperse en todas las direcciones posibles (Malvern, 2018). Para la 

determinación del tamaño se utilizó el equipo automatizado Zetasizer ZS90 marca 

MALVERN del laboratorio química general del IF, BUAP, Campus Valsequillo. Se 

utilizaron celdas DTS0012 y el protocolo del laboratorio de química general para la 

realización de cada una de las mediciones. 
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6.3. Determinación del potencial zeta 

El potencial zeta es una medida de repulsión o atracción electrostática entre las 

partículas, y es uno de los parámetros fundamentales que afectan su estabilidad (Malvern, 

2018). Se midió el potencial zeta de las partículas de plata, oro y PHB en el equipo 

Zetasizer ZS90 del laboratorio química general del IF, BUAP, Campus Valsequillo, 

utilizando celdas DTS1070 y el protocolo del laboratorio de química general para la 

realización de cada una de las mediciones. 

6.4. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

Para la determinación de la morfología y tamaño de las nanopartículas de Ag, Au y PHB, 

se fijó una pequeña cantidad de muestra sobre un sustrato de vidrio y se observó 

utilizando un microscopio de fuerza atómica modelo XE-7 marca Park Systems del 

laboratorio de caracterización de la Facultad de Físico-Matemáticas ubicado en Ciudad 

Universitaria. Para la medición de cada una de las muestras se utilizó el protocolo del 

laboratorio de caracterización. 

6.5. Determinación de la concentración de plata de las Ag-NPs 

por absorción atómica 

Para la determinación de la concentración de plata se siguió el protocolo del laboratorio 

de análisis instrumental, el cual consistió en realizar una digestión ácida a las Ag-NPs, 

para 2 mL de muestra de NPs se utilizó una relación de 9 mL de ácido nítrico (HNO3) (J.T 

Baker, 66%) y 3 mL de ácido clorhídrico (HCl) (J.T Baker, 38%) concentrados, dicha 

mezcla fue calentada a temperatura de ebullición por un lapso de 30 minutos. 

Se elaboró una curva de calibración de 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 1.2 partes por millón 

(ppm), a partir de una solución estándar de 10 ppm de AgNO3 (Riedel-de-Haen, grado de 

pureza ≥ 99%), las cuales fueron aforadas a un volumen de 100 mL con una solución de 

HNO3 al 5%. Se usó un espectrofotómetro de absorción atómica (Perkin Elmer HGA 900) 

con una lámpara multi elementos de cátodo hueco del laboratorio de análisis instrumental 

de la Facultad de Ingeniería Química ubicado en Ciudad Universitaria, la flama generada 

fue a base de acetileno como combustible (2.5 L/min) y aire (10 L/min) como oxidante. 
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6.6. Determinación de la concentración de oro de las Au-NPs por 

peso constante 

Para la determinación de la concentración de Au en las Au-NPs se recurrió a la técnica de 

peso constante debido a que no se contaba con una lámpara de oro para realizar la 

cuantificación por absorción atómica. Un volumen de 30 mL de muestra fue centrifugado a 

13000 rpm (20 °C por 20 minutos) esto se hizo dos veces con la finalidad de retirar el 

exceso de CTAB. La muestra fue agregada a una capsula previamente preparada (peso 

constante) y esta fue llevada a la mufla a una temperatura de 120 °C. Las mediciones de 

peso constante se realizaron en una balanza analítica (AND Company modelo BM-20) del 

laboratorio de caracterización magnética del IF, BUAP, Campus Valsequillo.  Mediante la 

diferencia de pesos se calculó la concentración de las nanopartículas de oro. Para la 

medición de cada una de las muestras se utilizó el protocolo del laboratorio de 

caracterización magnética. 

6.7. Espectrofotometría de infrarrojo (FTIR) 

La interacción de la radiación infrarroja con los estados vibracionales de una molécula 

solo es posible si el campo eléctrico de la radiación incidente oscila con la misma 

frecuencia que el momento dipolar molecular (Mcmurry, 2008). El equipo que se utilizó 

para la caracterización de la película de microesferas de PHB fue un espectrómetro 

Perkin Elmer FTIR Spectrum One, en la región de 4500 cm-1 a 500 cm-1 (laboratorio de 

análisis instrumental de la Facultad de Ingeniería Química ubicado en Ciudad 

Universitaria). Para la medición de cada una de las muestras se utilizó el protocolo del 

laboratorio de análisis instrumental. 

6.8. Cuantificación de PHB de la película delgada 

La cuantificación de PHB se hizo mediante la técnica del ácido crotónico, el cual consta 

de los siguientes pasos: El primer paso consiste en la ionización del ácido sulfúrico (6 y 

7), en el segundo paso se produce la protonación del oxígeno vecino al grupo carbonilo 

(8) y en el tercer paso se rompe el enlace carbono-oxígeno y al mismo tiempo el ion 

hidrosulfato reacciona con un átomo de hidrogeno del CH2, permitiendo la formación del 

ácido crotónico, regeneración del ácido sulfúrico y el resto de la cadena polimérica (9). 

(Slepecky, 1960).  

La metodología consistió en tomar 50 µL de una solución de microesferas de PHB que 

estuvo en contacto con el sustrato de vidrio, este volumen fue transferido a un tubo de 
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vidrio y calentado a una temperatura de 65 °C hasta lograr la evaporación del líquido, una 

vez seca la muestra se agregó 5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) (J.T Baker, 95%),se 

calentó a 97 °C por 30 minutos, se dejó enfriar y posterior a ello la muestra fue transferida 

a una celda de cuarzo para medir su absorbancia en un espectrofotómetro (Zeigen, 

modelo UV 2101) a una longitud de onda de 235 nm. Como blanco se usó ácido sulfúrico 

tratado bajo las mismas condiciones. 

Se elaboró una curva de calibración basándose en el protocolo del Laboratorio de 

Fisiología Microbiana de la Interacción Microorganismo-Hospedero utilizando PHB 

comercial (Sigma-Aldrich) disuelto en H2SO4 (concentrado) para cada uno de los puntos 

de la curva (9.49 µg/mL, 7.12 µg/mL, 5.34 µg/mL, 4 µg/mL, 3 µg/mL, 1.26 µg/mL, 0.94 

µg/mL y 0.7 µg/mL).  
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6.9. Estudios microbiológicos 

6.9.1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI), 

concentración mínima bactericida (CMB) y cinética de 

crecimiento bacteriano 

La CMI de las microesferas de PHB, CTAB, PHB-CTAB y la CMB de las Ag-NPs y Au-

NPs, se llevó a cabo mediante el protocolo establecido por el Instituto de Normas Clínicas 

y de Laboratorio (CLSI, 2016). 

Preparación del inoculo: La preparación del inoculo bacteriano para la cepa de E.coli 

MC4100 y S. aureus L27, se llevó a cabo partiendo de un cultivo previo en agar de 24 

horas, se resuspendieron 3 colonias en un tubo de caldo Luria-Bertani (LB) y estas fueron 

incubadas a 37 °C hasta obtener una turbidez comparable al 0.5 McFarland (1x108 

UFC/mL), esta turbidez fue medida en un espectrofotómetro dando un valor de 

D.O625nm=0.08-0.1 de absorbancia. El inoculo se diluyó 1:20 en un volumen final de 1 mL 

hasta obtener una concentración de 5x106 UFC/mL, de este inoculo se tomaron 10 µL que 

fueron agregados a los 100 µL de la sustancia a probar, para obtener una concentración 

final de 5x105 UFC/mL (para garantizar la concentración final del inoculo se realizó un 

conteo en placa). 

Preparación de las NPs: 6 mL de las partículas de plata (74 y 114 nm) y 1 mL de NPs de 

oro (76 nm), PHB (172 nm) y PHB-CTAB (relación 4:1), fueron centrifugadas a una 

velocidad de 13000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante de cada una de las NPs fue 

descartado y cada paquete obtenido fue resuspendido en 1 mL de caldo LB, 

posteriormente se realizaron diluciones seriadas 1:2. Las concentraciones para cada tipo 

de NPs se observan en la Tabla 1. 

En una placa de ELISA de 96 pozos fueron agregados 100 µL de cada una de las 

muestras a estudiar (Ag-NPs, Au-NPs, CTAB, PHB y PHB-CTAB), a estos se añadieron 

10 µL del inóculo bacteriano, la microplaca fue incubada a na temperatura de 37°C por 20 

horas y se determinó la CMI con base a la turbidez aparente. Para la determinación de la 

CMB las muestras fueron sembradas en agar LB para cada una de ellas, para determinar 

la viabilidad, cada uno de los ensayos se realizaron por triplicado y eventos 

independientes. 
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Tabla 1. Concentraciones de CTAB y Ag-NPs, Au-NPs, PHB y PHB funcionalizado con CTAB 
utilizadas para la CMI y CMB. 

 

Preparación de la película de esferas de PHB unida a NPs metálicas: En una 

microplaca de ELISA de 96 pozos, 50 µL de una solución de 5.15 µg/mL PHB-CTAB 

fueron depositadas en cada uno de los pozos a utilizar. La microplaca fue colocada en 

una incubadora a una temperatura de 37°C por un lapso de 24 horas para lograr la 

evaporación del solvente. Para la incorporación de las Ag-NPs y Au-NPs a la película, 

estas fueron lavadas con agua tridestilada y concentradas en un volumen aproximado de 

100 µL, agregadas a cada uno de los pozos como se describió anteriormente en la Tabla 

1 y se dejaron incubar a 37 °C por un lapso de 24 horas, con la finalidad de lograr la 

evaporación del solvente. En seguida, 100 µL de caldo LB fueron agregados en cada uno 

de los pozos que contenían a las Ag.NPs y Au-NPs soportadas en la película de 

microesferas de PHB y por último 10 µL del inoculo bacteriano (5x105 UFC/mL). Para la 

curva de viabilidad se optó por trabajar con la CMB y con el doble de dicha concentración, 

esto se realizó con la finalidad de inhibir el crecimiento total de las cepas ya que al estar 

soportadas las NPs no podrían interactuar de manera directa con los microorganismos. 

Se tomaron muestras de 10 µL cada 3 horas por un lapso de 12 horas. Se sembró por la 

técnica de droplate en agar LB (Chen, 2003), se incubó por 24 horas a 37°C y se realizó 

un conteo en placa, cada uno de los ensayos se realizaron por triplicado y eventos 

independientes. 

Muestra Conc. 

1 

Conc. 

2 

Conc. 

3 

Conc. 

4 

Conc. 

5 

Conc. 

6 

Conc. 

7 

Conc. 

8 

Conc. 

9 

Conc. 

10 

Conc. 

11 

Ag-NPs 11.5 

µg/mL 

5.75 

µg/mL 

2.87 

µg/mL 

1.43 

µg/mL 

0.71 

µg/mL 

      

Au-NPs 22 

µg/mL 

11 

µg/mL 

5.5 

µg/mL 

2.75 

µg/mL 

1.38 

µg/mL 

0.69 

µg/mL 

     

PHB 330 

µg/mL 

165 

µg/mL 

82.5 

µg/mL 

41.25 

µg/mL 

20.62 

µg/mL 

      

CTAB 125 

µg/mL 

62.5 

µg/mL 

31.2 

µg/mL 

15.6 

µg/mL 

7.8 

µg/mL 

3.9 

µg/mL 

1.95 

µg/mL 

0.97 

µg/mL 

0.48 

µg/mL  

0.24 

µg/mL 

0.12 

µg/mL 

PHB-

CTAB 

330 

µg/mL 

165 

µg/mL 

82.5 

µg/mL 

41.25 

µg/mL 

20.62 

µg/mL 

10.31 

µg/mL 

5.15 

µg/mL 
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7. Resultados 

Las nanopartículas metálicas y las microesferas de PHB se caracterizaron mediante 

espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis) para determinar la longitud de onda de 

resonancia del plasmón de superficie de las nanopartículas metálicas y el pico de 

absorción característico del PHB. También se utilizó la técnica de dispersión de luz 

dinámica (DLS) para conocer el tamaño hidrodinámico de las NPs y el potencial zeta (PZ) 

para determinar la carga superficial de éstas. La microscopia de fuerza atómica (AFM) se 

utilizó para determinar la morfología y tamaño de las NPs. Una vez obtenida la película 

delgada de microesferas se utilizó AFM para conocer la morfología de la película 

obtenida, posteriormente se realizó espectroscopia de infrarrojo (FTIR) para confirmar si 

la película elaborada contenía PHB, esto basándose en la identificación de grupos 

funcionales del polímero. Además, se realizó la cuantificación del PHB mediante el 

método del ácido crotónico para conocer la cantidad depositada en la película. Debido a 

que el sustrato de vidrio se observaba totalmente transparente, lo cual indicaba que 

posiblemente no había depósito de material. Se optó por utilizar la técnica de perfilometría 

como una prueba confirmatoria, para conocer si había depósito alguno de las 

microesferas PHB en el sustrato de vidrio. Los resultados obtenidos por las técnicas antes 

mencionadas, así como también de los estudios microbiológicos realizados se muestran a 

continuación: 

 

7.1. Síntesis de nanopartículas de plata y oro 

Las nanopartículas fueron sintetizadas por los métodos de reducción química como se 

describió anteriormente. En la Figura 3 se puede observar que las Ag-NPs tienen un color 

café oscuro, mientras que las Au-NPs poseen un color rosado. 

 

 

 

 

 

 

 

A 

 
B 

 

Figura  3. Nanopartículas metálicas obtenidas por el 
método de reducción química. A) muestra de Ag-NPs y B) 
muestra de Au-NPs. 
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Figura  4. Espectro de UV-Vis de las Ag-NPs. La longitud de onda 
de la resonancia del plasmón de superficie se encuentra en 429 
nm 

 

Caracterización de las Ag-NPs y Au-NPs 

7.2. Espectroscopía UV-Vis 

Se obtuvieron los espectros UV-Vis de las muestras de Ag-NPs, Au-NPs y de las 

microesferas de PHB, los cuales se muestran en las Figuras 7-9. En la Figura 4, se 

observa el espectro de UV-Vis de las Ag-NPs, en donde se aprecia la banda de absorción 

localizada en 429 nm. En la Figura 5 se observa el espectro de las Au-NPs, en donde se 

ve la banda de absorción ubicada en 529 nm y en la Figura 6 se muestra el espectro de 

las microesferas de PHB, la banda de absorción se localiza en 285 nm. 

 

 

  

429  
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285 

Figura  6. Espectro UV-Vis de las microesferas de PHB. El 
pico de absorción se encuentra ubicado en285 nm. 

529  

Figura  5. Espectro UV-Vis de las Au-NPs. La longitud de onda de 
la resonancia del plasmón de superficie se encuentra en 529 nm. 
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7.3. Estimación de tamaños por DLS 

La técnica de dispersión de luz dinámica nos permite analizar poblaciones grandes de 

partículas en dispersión, los datos obtenidos por esta técnica se presentan a continuación. 

En la Figura 7 se presenta la curva de distribución del diámetro hidrodinámico de las Ag-

NPs obtenidas por la técnica DLS donde se observa 3 picos correspondientes a 3 

poblaciones distintas de tamaños, una de 66 ± 26 nm correspondiente a una intensidad 

del 79.6%, seguida de una población de 6 ± 2nm con una intensidad del 19.2% y una 

última población de 5335 ± 366 nm correspondiente a una intensidad del 1%. En la Figura 

8 se presenta la curva de distribución del diámetro hidrodinámico de las Au-NPs, donde 

se observan 2 picos que corresponde a 2 tamaños de población, una de 78 ± 36 nm 

correspondiente a una intensidad del 80.7% y una población de un tamaño de 5 ± 1 nm 

con una intensidad del 19%. Finalmente en la Figura 9 se presenta la gráfica de 

distribución del diámetro hidrodinámico de las esferas de PHB donde se observa tres 

rangos de tamaño, una de 246 ± 182 nm con una intensidad del 95.3%, seguida de una 

población de 4916 ± 671 nm correspondiente a una intensidad del 2.9% y una última 

población de 0.88 ± 0.06 nm correspondiente a una intensidad del 1.8%. 
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Figura  9. Gráfica de distribución diámetro hidrodinámico de las microesferas de PHB obtenida por 
DLS: Observando 3 tamaños de población: 246 ± 182 nm, 4916 ± 671 nm y 0.88 ± 0.06 nm. 

Figura  7. Gráfica de distribución del diámetro hidrodinámico de las Ag-NPs obtenida por DLS. 

Observando 3 tamaños de población: 66 n± 26 nm, 6 ± 2nm y 5335 ± 366 nm. 

 

 

Figura  8.. Gráfica de distribución del diámetro hidrodinámico de las Au-NPs obtenida por DLS. 
Observando 2 tamaños de población: 78 ± 36 nm y 5 ± 1 nm. 
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Figura  11. Gráfico de potencial zeta de las Au-NPs 

7.4. Determinación de la estabilidad de las Ag-NPs, Au-NPs y 

microesferas de PHB por potencial zeta 

Para conocer la estabilidad de las partículas se determinó el potencial zeta. Los datos 

obtenidos se presentan en la Figura 10, en la cual se observa el gráfico de distribución de 

potencial z de las Ag-NPs obteniendo un valor de -39 mV; En la Figura 11 se observa el 

gráfico de distribución de potencial z de las Au-NPs obteniendo un valor de 45 mV. En la 

Figura 12 se observa el gráfico de distribución de potencial z de las microesferas de PHB 

obteniendo un valor de -21 mV. Estos datos nos indican que las Au-NPs son las más 

estables, seguido de las Ag-NPs y microesferas de PHB. Y esto es debido a que el 

potencial zeta indica el grado de repulsión electrostática entre partículas, mientras más 

alto sea el valor mayor estabilidad presentaran las NPs. 

 

  

Figura  10.. Gráfico de potencial zeta de las Ag-NPs. 
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7.5. Determinación de la forma y tamaño de las nanopartículas y de la 

película delgada de microesferas de PHB por AFM 

Para determinar la forma y el tamaño de las NPs y de las microesferas de PHB se 

obtuvieron imágenes por AFM y mediante un análisis de imagen utilizando el software 

Gwyddion se obtuvo una distribución de tamaño de las nanoparticulas. En la Figura 13 A, 

se observan las Ag-NPs sintetizadas por el método de Turkevich, estas presentan una 

forma esférica y dos tamaños de distribución una de 74.3 ± 10 nm y 114.1 ± 17.4 nm 

(Figura 13 B). En la Figura 13 C, se puede observar que las Au-NPs sintetizadas por el 

método de semillas tienen una forma casi esférica y presentan un tamaño de distribución 

de 76.5 nm ± 15.7 nm (Figura 13 D). En la Figura 13 E se puede observar las 

microesferas de PHB tienen una forma esférica y se pueden observar diversos tamaños 

en las imágenes, estás poseen un tamaño de distribución 172.3 nm ± 40.9 nm (Figura 13 

F). En la Figura 13 G se puede se observa la morfología de la película de microesferas de 

PHB y esta posee una distribución de tamaño de 187.6 nm ± 22.8 nm (Figura 13 H). 

  

Figura  12. Gráfico de potencial zeta de las microesferas de PHB 
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Figura  13 . Imagen de AFM e Histograma de las NPs: (A) Imagen de AFM de Ag-NPs; (B) 
Histograma de las Ag-NPs; (C) Imagen de AFM de las Au-NPs; (D) Histogramas de las Au-
NPs; (E) Imagen de AFM de las microesferas de PHB; (F) Histograma de las microesferas de 
PHB; (G) Imagen de AFM de la película delgada de PHB; (H) Histograma de la película 
delgada de PHB 
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7.6. Determinación de la concentración de plata de las Ag-NPs por 

absorción atómica 

Los resultados obtenidos de las muestras de las Ag-NPs mediante la técnica de absorción 

atómica, nos da como resultado que las muestras tienen una concentración de Ag+ 

[0.96±0.003 µg/mL]. Los cálculos para llegar a las concentraciones empleadas en dicho 

trabajo se pueden observar en el Anexo 1. 

7.7. Determinación de la concentración de Au-NPs mediante la 

técnica de peso constante 

Los resultados obtenidos mediante la técnica de peso constante, nos indicó que la 

concentración de Au-NPs a partir de un volumen de 30 mL es de 44 µg/mL. Los cálculos 

para llegar a las concentraciones empleadas en el trabajo se pueden observar en el 

Anexo 2. 

7.8. Espectrofotometría de infrarrojo de la película delgada de 

microesferas de PHB 

Para la caracterización de la película delgada de microesferas de PHB se utilizó 

espectrofotometría de infrarrojo (Figura 14), donde se observan picos localizados en 

3328, 2997, 2880, 1724, 1279 y 1039 cm-1 que corresponden a los modos vibracionales 

de flexión de los grupos -OH, CH3, CH2, C=O, CH y C-O respectivamente. Lo cual nos da 

indicio que el material depositado en el portaobjetos se puede tratar del PHB. 

Figura  14. Espectro en el infrarrojo de la película delgada de microesferas de PHB, 
como control se utilizó un sustrato de vidrio que fue sometido bajo las mismas 
condiciones que la muestra. 
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7.9. Cuantificación del biopolímero de la película delgada 

En la reacción para la formación del ácido crotónico (Figura 4) se puede deducir que un 

mol de ácido crotónico corresponde a 1 mol de PHB, por lo que la concentración obtenida 

de ácido crotónico es igual a la de PHB. A partir de la curva estándar (Anexo 3) se hizo la 

cuantificación de PHB obteniendo una concentración de 0.945 µg/mL (correspondientes a 

50 µL de la solución), para conocer la concentración del polímero en los 2 mL de la 

solución (estuvo en contacto con el sustrato) se hicieron los cálculos correspondientes 

obteniendo una concentración de 37.8 µg/mL correspondientes al polímero. La 

concentración inicial de PHB en la solución fue de 0.033 mg/mL, por lo tanto, la 

concentración de PHB en los 2 mL de la solución es de 0.066 mg ó 66 µg, por lo que la 

concentración de PHB depositado en el material, se realizó mediante una diferencia de la 

concentración inicial del polímero y la concentración del polímero no depositado, dando 

como resultado que la concentración del polímero depositado en el material es de 28.2 

µg. 

[PHB]depositado = [PHB]o – [PHB]no depositado 

Donde: 

[PHB]depositado = concentración en (µg) del polímero depositado 

[PHB]o = concentración inicial en (µg) del polímero 

[PHB]no depositado = concentración en (µg) del polímero no depositado (calculado a partir de 

la reacción del ácido crotónico de la solución de microesferas de PHB que estuvo en 

contacto con el sustrato de vidrio). 

7.10. Perfilometría de la película  

El valor del espesor obtenido por el perfilometro es 130.14 nm, este resultado puede ser 

considerado como un dato de referencia del perfil de la pelicula, ya que la técnica 

determina un valor directo del espesor. Dicho dato da indicio de que las esferas más 

pequeñas se hayan ordenado en monocapa, recordando que se tiene una amplia 

distribución de tamaños de las microesferas de PHB. 
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7.11. Análisis microbiológico  

7.11.1. Determinación de la CMB de las cepas E. coli MC4100 y 

S. aureus L27 

Para determinar la CMI y CMB, ambas cepas E. coli MC4100 y S. aureus L27 fueron 

retadas con distintas concentraciones de CTAB, Ag-NPs, Au-NPs, PHB y PHB-CTAB 

siguiendo los lineamientos que marca el CLSI. Los resultados se presentan en las Tablas 

2 y 3. Los resultados obtenidos de la CMI, se observa que E. coli MC4100 presenta una 

mayor resistencia al CTAB y PHB-CTAB caso contrario a S. aureus L27. En el caso de la 

CMB se observa que S. aureus L27 presenta una mayor resistencia a las Ag-NPs 

mientras que E. coli MC4100 presenta una mayor tolerancia a las Au-NPs. 

 

Tabla 2. CMI de E. coli MC4100 y S. aureus L27 con CTAB, PHB y PHB-CTAB. Los valores 

obtenidos de la CMI para E. coli MC4100 fueron: 3.9 µg/mL CTAB, >330 µg/mL PHB y 82.5 µg/mL 

PHB-CTAB, en el caso de S. aureus L27 los resultados obtenidos fueron: 0.24 µg/mL CTAB, >330 

PHB µg/mL y 10 µg/m PHB-CTAB respectivamente. 

CMI 

Cepa CTAB PHB PHB-CTAB 

E. coli MC4100 3.9 µg/mL >330 µg/mL 82.5 µg/mL 

S. aureus L27 0.24 µg/mL >330 µg/mL 10 µg/mL 

 

 

Tabla 3. CMB de E. coli MC4100 y S. aureus L27 con Ag-NPs y Au-NPs. Los valores obtenidos de 
la CMB para E. coli MC4100 fueron: 4.95 Ag-NPs y 11 µg/mL Au-NPs, en el caso de S. aureus L27 
los resultados obtenidos fueron: 11.5 Ag-NPs y 1.38 µg/mL Au-NPs.   

 

 

 

CMB 

Cepa Ag-NPs Au-NPs 

E. coli MC4100 4.95 µg/mL 11 µg/mL 

S. aureus L27 11.5 µg/mL 1.38  µg/mL 
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7.11.2. Cinética de crecimiento bacteriana 

En la realización de la cinética microbiana se trabajó con la CMB y con el doble de dicha 

concentración, esto se realizó debido a que al estar soportadas las NPs no podrían 

interactuar de manera directa con los microorganismos, por lo que para inhibir el 

crecimiento total de las cepas se optó por trabajar con dicha concentración (doble de la 

CMB). Para las Ag-NPs se emplearon concentraciones de 4.95, 9.90, 11.5 y 23 µg/mL 

Tabla 3, en el caso de las Au-NPs se utilizaron concentraciones de 1.38, 2.76, 11 y 22 

µg/mL Tabla 3. 

Para la realización de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las partículas 

en solución, se utilizó como control positivo (C+) una muestra sin NPs. En el caso de la 

cinética de crecimiento en presencia de la NPs soportadas en la película delgada de 

microesferas de PHB se utilizaron como controles: una muestra sin NPs y sin película 

(C+) y una con la película delgada de microesferas de PHB. En la Figura 15 se presenta 

la cinética de crecimiento de E. coli MC4100 en diferentes condiciones: A) presencia de 

las Ag-NPs en solución y B) soportadas en películas de PHB. Se utilizaron 2 

concentraciones de NPs, se observó que a partir de las 3 horas la concentración de 4.95 

µg/mL tiene un efecto menor en la inhibición del crecimiento en comparación a la 

observada a una concentración de 9.90 µg/mL. Un comportamiento similar fue observado 

cuando las partículas se encuentran soportadas en la película de PHB, Figura 15 B, 

donde ambas concentraciones logran la inhibición total del crecimiento de la cepa a partir 

de las 6 horas. 

En la Figura 15 C se observa la cinética de crecimiento de S. aureus L27 en presencia de 

las Ag-NPs en solución, donde se observa que las concentraciones empleadas (11.5 y 23 

µg/mL) inhiben el crecimiento total de la cepa a partir de las 6 horas, caso contrario fue 

observado cuando las NPs se encontraban soportadas en la película, Figura 15 D, 

observando un desfase de 3 horas en la inhibición del crecimiento de ésta cepa, para 

ambas concentraciones de NPs empleadas. 

En la Figura 16 A se muestra la cinética de crecimiento de E. coli MC4100, en presencia 

de las Au-NPs en solución, se observó que la concentración de 22 µg/mL logró inhibir 

completamente el crecimiento de la cepa a las 3 horas mientras que una concentración de 

11 µg/mL la inhibición del crecimiento de la cepa se presentó a partir de las 6 horas. 

Cuando ambas concentraciones se encontraban soportadas en la película se observó que 

la concentración de 22 µg/mL no presentó una modificación en el tiempo de inhibición de 
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la cepa en comparación a la concentración de 11 µg/mL que presentó un desfase de 3 

horas en el tiempo de inhibición Figura 16 B. 

En la Figura 16 C se muestra la cinética de crecimiento de S. aureus L27 en presencia de 

las Au-NPs en solución, observando que una concentración doble de la CMB (2.75 µg/mL) 

y la CMB (1.38 µg/mL) logran inhibir el crecimiento de dicha cepa a partir de las 3 horas. 

El mismo tiempo de inhibición del crecimiento total de la cepa es visto para ambas 

concentraciones de Au-NPs cuando se encuentran soportadas en la película logrando la 

inhibición del crecimiento a partir de las 3 horas Figura 16 D. 
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Figura  15. Cinética de crecimiento de E. coli MC4100 y S. aureus L27 en presencia de las NPs en solución y 
soportadas en la película delgada de microesferas de PHB. A) Cinética de crecimiento de E. coli MC4100 en 
presencia de Ag-NPs (4.95 y 9.90 µg/mL) en solución, B) Cinética de crecimiento de E. coli MC4100 en presencial 
de las Ag-NPS soportadas en la película delgada de PHB, C) Cinética de crecimiento de S. aureus L27 en presencia 
de Ag-NPs (11.5 y 23 µg/mL) en solución, D) Cinética de crecimiento de S. aureus L27 en presencia de las Ag-NPS 
soportadas en la película delgada. 

A B 

C D 
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Figura  16. Cinética de crecimiento de E. coli MC4100 y S. aureus L27 en presencia de las NPs en solución y 
soportadas en la película delgada de microesferas de PHB. A) Cinética de crecimiento de E. coli MC4100 en 
presencia de Au-NPs en solución, B) Cinética de crecimiento de E. coli MC4100en presencial de las Au-NPs 
soportadas en la película delgada de PHB, C) Cinética de crecimiento de S. aureus L27 en presencia de Au-NPs en 
solución, D) Cinética de crecimiento de S. aureus L27 en presencia de las Au-NPS soportadas en la película 
delgada. 

 

A B 

C D 
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8. Discusión de resultados 

En el presente trabajo se sintetizaron Ag-NPs y Au-NPs por el método de reducción 

química, con respecto a las primeras se aprecian tamaños promedios de 74.3 ± 10 nm y 

114.1 ± 17.4 nm, las cuales están asociadas a una banda ancha en el plasmón de 

superficie posicionado en 429 nm. Además, las Ag-NPs poseen una forma casi esférica, 

basándonos en los resultados obtenidos por AFM. Algo similar fue determinado por 

Bastús y colaboradores, sintetizaron Ag-NPs mediante reducción química utilizando la 

técnica de semillas, obteniéndolas con un tamaño promedio de 103 nm, las cuales están 

asociadas a una banda ancha en el plasmón de superficie posicionado en 435 nm. 

Argumentando que este ensanchamiento de banda, es debido a los diversos tamaños de 

nanopartículas obtenidos como producto final de la síntesis (10-110 nm)  (Bastús et al. 

2014). Por lo antes mencionado debido a la distribución de tamaños se induce un 

ensanchamiento en la banda del plasmón de superficie. 

Las Au-NPs sintetizadas por el método de semillas, permitieron obtener NPs con un 

tamaño de promedio de 76.5 nm ± 15.7 nm y una forma casi esférica. Las cuales están 

asociadas a una banda ancha en el plasmón de superficie, posicionado en 529 nm, el cual 

fue determinado por el análisis en UV-Vis. Rodríguez y colaboradores sintetizaron Au-NPs 

por el método de semillas, obtuvieron NPs con tamaños entre 12-70 nm y están asociadas 

a un ensanchamiento del pico de absorción entre 525 a 548 nm (Rodriguez et al. 2006). 

Por otro lado Ghaforyan y colaboradores,  afirman que para partículas de menor tamaño 

presentan picos más definidos en comparación a las partículas más grandes, ya que a 

medida que aumente el tamaño se presenta un desplazamiento hacia longitudes de onda 

mayor y se produce un ensanchamiento del pico de absorción (Ghaforyan et al. 2015). 

Debido a lo anteriormente mencionado nuestros resultados son similares a los reportados 

por Ghaforyan, ya un mayor tamaño produce un desplazamiento hacia longitud de onda e 

induce un ensanchamiento en a banda del plasmón de superficie.  

Para el caso de las microesferas de PHB, Abid y colaboradores sintetizaron esferas de 

PHB empleando diferentes concentraciones de polivinil alcohol (PVA) (10, 15 y 20 

mg/mL). Obteniendo esferas con un tamaño aproximado de 128 a 306 nm, deduciendo 

que al ir aumentando la concentración de PVA se obtienen esferas con menor tamaño. 

Para la elaboración de la película delgada, una cantidad de la solución de esferas fue 

depositada en una superficie de cristal, formando una película delgada de dicho polímero 

(Abid et al., 2016). La técnica para la elaboración de las microesferas de PHB empleada 
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en el presente proyecto, nos permite obtener NPs de PHB con un tamaño aproximado de 

172.3 nm ± 40.9 y una morfología esférica. Para el caso de la película de microesferas de 

PHB obtenida en el presente proyecto, se logró observar mediante la técnica de AFM una 

película casi homogénea. Está metodología comparada a la utilizada por Abid, requirió de 

la funcionalización de las esferas mediante la adición de CTAB (implementación en el 

laboratorio). En los análisis por UV-Vis para la caracterización de las microesferas de PHB 

se observa un pico posicionado en 285 nm, similar al observado por Thin y colaboradores  

reportando que esto es debido a que las bandas de transición atribuidas a la presencia de 

los grupos C-O y C=O que se encuentran repetidos en cada unidad del polímero (Thinh et 

al., 2013). Por otro lado Getachew y Woldesenbet  afirman que la aparición de dicho pico 

es debido al grupo carboxilo (Getachew & Woldesenbet, 2016). 

En los resultados por DLS de las Ag-NPs, Au-NPs y de las microesferas de PHB, se 

observa que los valores de la curva del diámetro hidrodinámico de las partículas, en 

algunos casos son menores o mayores en comparación a los datos obtenidos por AFM. 

Esto puede ser debido a que en dicha técnica es necesario diluir muestras altamente 

concentradas, lo cual puede conducir a la distorsión de resultados, debido a cambios en el 

grado de interacciones colectivas entre las nanoparticulas y su estado de aglomeración, 

presentando así más de un pico en la curva del diámetro hidrodinámico (Moreno et al. 

2014).  

El análisis de estabilidad de las NPs mediante la técnica de PZ, nos permitió determinar 

los siguientes valores: -39 mV para Ag-NPs, 45 mV para Au-NPs y -21 mV para PHB. 

Estos datos nos indican que las NPs presentan una buena estabilidad, ya que si son 

comparados a los resultados de Gabor, donde considera que un potencial zeta entre -10 y 

+10 mV son considerados neutros mientras que aquellos con potencial mayor a +30 mV o 

menor a -30 mV son considerados como cationes y aniones fuertes, y que además 

indican una buena estabilidad por parte de las NPs (Gabor, 2011). 

En la caracterización de la película por FTIR, se observaron picos localizados en las 

posiciones 3328 cm-1 (OH), 2880 cm-1 (CH2), 2997 cm-1 (CH3), 1724 cm-1 (C=O), 1279 cm1 

(CH) y 1039 cm-1 (C-O). Resultados similares son vistos por Rivas y colaboradores en el 

2017 donde reportan una banda estrecha entre 3000 cm-1 y 3600 cm-1 correspondientes al 

grupo (OH),  2933 cm-1 (CH) y 1727 cm-1 al grupo (C=O) reportando que estos picos son 

característicos del PHB ( Rivas et al. 2017).  
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En los ensayos microbiológicos, las concentraciones mínimas bactericidas de las Ag-NPs 

ante E. coli MC4100 y S. aureus L27 fueron de 4.95 µg/mL y 11.5 µg/mL respectivamente, 

siendo E. coli MC4100 más susceptible a dichas partículas con tamaños aproximados de 

74.3 ± 10 nm y 114.1 ± 17.4 nm. Este resultado se relaciona al reportado por Kubo y 

colaboradores, quienes sintetizaron Ag-NPs por el método de reducción química 

obteniendo un tamaño aproximado de 50 nm, reportando que la concentración mínima 

bactericida para E. coli fue de 0.8 µg/mL y para S. aureus de 7.5 µg/mL, siendo E. coli 

más susceptible. Argumentando que puede ser debido a que la pared de las bacterias 

Gram positivas tiene un mayor espesor (30 nm) en comparación a las Gram negativas (2-

3 nm) y esta puede actuar como una barrera que protege a la célula de las Ag-NPs así 

como también de los iones plata provocando una disminución de su actividad 

antimicrobiana (Kubo y Capjak, 2018). Datos similares fueron vistos por Suppi y 

colaboradores donde sintetizaron nanopartículas de plata con tamaños aproximados de 

41 nm y 121 nm, reportando una CMB menor para E. coli (0.1 µg/mL) en comparación a 

S. aureus (1 µg/mL) (Suppi et al. 2015). En nuestro laboratorio hemos encontrado 

comportamiento similar con una variación en los datos, encontrado CMB de 5.59 µg/mL 

para E. coli MC4100 y 11.19 µg/mL para S. aureus L27. 

En el caso de las Au-NPs, las concentraciones mínimas bactericidas reportadas en este 

trabajo para E. coli MC4100 y S. aureus L27 fueron de 11 µg/mL y 1.38 µg/mL 

respectivamente, siendo en este caso S. aureus L27 más susceptible ante dichas 

partículas. La CMB obtenida para E. coli MC4100 en el presente trabajo es un valor mayor 

en comparación al obtenido por Shamaila y colaboradores, reportando un valor de 2.93 

µg/mL. Esta discrepancia de valores puede ser debido a que las NPs reportadas en este 

trabajo (76.5 nm ± 15.7 nm) son de mayor tamaño en comparación a las utilizadas por 

dicho autor (6-40 nm). Concluyendo que el mecanismo antibacteriano se ve afectado por 

el tamaño y la dosis de las partículas, ya que el mecanismo antimicrobiano aumenta al ir 

disminuyendo el tamaño y aumentando la concentración de las NPs (Shamaila et al. 

2016). Por otro lado, Li y colaboradores reportaron que la concentración mínima 

bactericida para S. aureus fue de 32 µg/mL, este valor es mayor en comparación al que 

se reporta en el presente proyecto (1.38 µg/mL) y esto puede ser debido a que las Au-

NPs están recubiertas por CTAB (Li et al. 2014). Halder y colaboradores  expusieron a E. 

coli y a S. aureus a distintas concentraciones de CTAB (0.3, 0.6, 30, 60, 120 y 170 

µg/mL), observando que S. aureus era más susceptible a dicho surfactante, reportando 

que esto es debido a la diferencia que existe del potencial zeta (PZ) entre ambas cepas E. 
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coli -44.2 mV y S. aureus -35.6 mV, respectivamente, deduciendo que el PZ que posee E. 

coli es debido a que en la membrana externa hay una capa de lipopolisacáridos, el 

antígeno “O” entre otros, lo cual contribuyen a la carga de la cepa, y por lo tanto 

contrarrestan las cargas positivas del CTAB logrando así neutralizar el efecto de dicho 

surfactante (Halder et al. 2015). 

En las cinéticas realizadas de las Ag-NPs soportadas en la película delgada en presencia 

de E. coli MC4100 y S. aureus, L27 se observa que a partir de las 6 horas hay una 

inhibición de crecimiento para E. coli MC4100 correspondiente a ambas concentraciones 

empleadas de Ag-NPs 4.45 µg/mL y 9.90 µg/mL. En el caso de S. aureus L27 la inhibición 

del crecimiento se observa a partir de las 9 horas para ambas concentraciones de Ag-NPs 

empleadas 11.5 y 23 µg/mL, lo cual sugiere que E. coli MC4100 es más susceptible a la 

actividad antimicrobiana de las Ag-NPs soportadas en la película.  Para el caso de E. coli 

MC4100 este comportamiento es similar al de las NPs en solución donde concentraciones 

de 4.45 y 9.90 µg/mL lograron inhibir el crecimiento total de dicha cepa a partir de las 6 

horas. Esto puede ser debido a que gran parte de la actividad antimicrobiana de las NPs 

tanto en solución como en soporte sea mediante la liberación de iones Ag+. Mientras que 

para S. aureus L27 ambas concentraciones empleadas en solución (11.5 y 23 µg/mL) la 

inhibición se dio en un lapso de 6 horas, por lo que las Ag-NPs estando soportadas tienen 

un retraso de 3 horas en el efecto de inhibición de la cepa y esto puede ser debido a la 

liberación prolongada de los iones Ag+, sugiriendo que en las primeras 6 horas de la 

cinética de crecimiento todavía no se llega a las concentraciones de iones plata 

necesarias para inhibir el crecimiento de la cepa en comparación a las 9 horas.  Dicho 

tiempo de retraso en el tiempo de inhibición para S. aureus L27 es reportado por Barrera y 

colaboradores donde la actividad antimicrobiana de las Ag-NPs soportadas en los 

nancompuestos de polímero se ve más pronunciado en E. coli que en S. aureus  

argumentando que la liberación de los iones plata de las nanopartículas dañan la 

integridad y permeabilidad de la membrana, además dichos iones inducen la formación de 

ROS los cuales pueden reaccionar con proteínas y con el material genético logrando 

inhibir el metabolismo y la replicación, causando la muerte celular (Barrera et al. 2018). 

Por otro lado Palza  propone que el mecanismo antimicrobiano de los nanocompuestos de 

polímero/metal se basa principalmente en la liberación de iones metálicos en lugar de que 

la partícula sea adsorbida por las bacterias (Palza, 2015). 
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En las cinéticas de crecimiento realizadas con las Au-NPs soportadas en la película 

delgada de microesferas de PHB ante la presencia de las cepas E. coli MC4100 y S. 

aureus L27, en la Figura 16 se observa que a partir de las primeras 3 horas hay una 

inhibición de crecimiento para una concentración de 22 µg/mL y para la concentración de 

11 µg/mL se aprecia que a las 9 horas logra suprimir el crecimiento de E. coli MC4100. 

Estos resultados en comparación a la cinética de las Au-NPs en solución, donde una 

concentración de 22 µg/mL Au-NPs logra inhibir por completo el crecimiento de E. coli 

MC4100 en las primeras 3 horas, mientras que una concentración de 11 µg/mL inhibe el 

crecimiento a partir de las 6 horas, este desfase de tiempo puede deberse a que las Au-

NPs en solución pueden interactuar de manera directa con la membrana y deteriorarla 

debido a la adhesión de la nanopartícula en la superficie provocando un engullimiento 

total de la partícula (Contini et al. 2018). Para el caso de la cepa S. aureus L27 las 

concentraciones 2.75 µg/mL y 1.38 µg/mL de Au-NPs logran inhibir el crecimiento de ésta 

cepa a partir de las 3 horas de contacto, este resultado es similar a la cinética obtenida 

con las Au-NPs en solución, donde ambas concentraciones 2.75 µg/mL y 1.38 µg/mL, 

logran inhibir el crecimiento de S. aureus L27 a partir de las 3 horas. Regiel y 

colaboradores reportan que los nanocompuestos de quitosano/oro lograron suprimir el 

crecimiento de S. aureus en comparación a Pseudomonas aeruginosa, deduciendo que 

las Gram positivas son más sensibles a este tipo de compuestos en comparación con las 

Gram negativas (Regiel-Futyra et al. 2014). 
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9. Conclusiones 

 

 Se obtuvo la película delgada de microesferas de PHB mediante la 

funcionalización con agentes surfactantes como el CTAB. 

 Las microesferas de PHB acopladas a CTAB permitieron mejorar su actividad 

bactericida. 

 Las Au-NPs presentaron una mejor actividad antimicrobiana en S. aureus L27, 

contrario a las Ag-NPs. 

 Las Ag-NPs presentaron una mejor actividad antimicrobiana en E. coli MC4100, a 

diferencia de las Au-NPs. 

 Las Ag-NPs soportadas en la película delgada de microesferas de PHB 

presentaron una mejor actividad bactericida ante E. coli MC4100 que ante S. 

aureus L27. 

 Las Au-NPs soportadas en la película delgada de microesferas de PHB 

presentaron una mejor actividad bactericida ante S. aureus L27 que frente a E.coli 

MC4100. 
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10. Perspectivas 

 

Como perspectiva para este trabajo, es necesario realizar algunos ensayos en la parte de 

caracterización de las NPs metálicas soportadas en la película, así como también en la 

parte de la cinética microbiana. Los ensayos que se proponen se presentan a 

continuación: 

 Modificar el agente surfactante que recubre a las esferas de PHB y probar su 

actividad antimicrobiana. 

 Cuantificar la cantidad de las NP metálicas mediante energía dispersiva de rayos x 

a la pelicula delgada soportando a las NPs metálicas. 

 Cuantificar la concentración de Au+ de las Au-NPs por la técnica de absorción 

atómica. 

  Obtener imágenes de la película delgada soportando a las nanopartículas 

metálicas por AFM.  

 Cuantificar la concentración de las NPs metálicas mediante absorción atómica en 

cada una de las etapas de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de 

las NPs soportadas en la película delgada de microesferas de PHB y en solución. 
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12.  Anexos  

Anexo 1 cálculos para la obtención de las concentraciones empleadas de Ag-

NPs.Para obtener una concentración de 9.90 µg/mL, se partió de un volumen inicial de 

1,031 µL el cual contiene una concentración de plata [0.96 µg/mL] (dicha concentración 

fue determinada por absorción atómica), las muestras fueron centrifugadas y el 

sobrenadante fue descartado hasta obtener un volumen final de 100 µL, lo cual permitió 

reconcentrar la muestra y llegar a la concentración deseada. 

Datos: 

C1: 0.96 µg/mL 

V1: 1,031 µL 

C2: 

V2: 100 µL 

 

Formula 

C1V1=C2V2 

(0.96 µg/mL) (1,031 µL) = C2 (100 µL) 

C2= ((0.96 µg/mL) (1,031 µL)) / (100 µL) 

C2= 9.90 µg/mL 
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Anexo 2 cálculos para la obtención de las concentraciones empleadas de Au-NPs. 

La determinación de la concentración de las Au-NPs, un volumen de 30 mL de muestra 

fue depositada en una capsula previamente tratada (peso constante) y esta fue llevado a 

peso constante a una temperatura de 120 °C y mediante diferencias de peso se calculó la 

concentración de las nanopartículas de oro. 

[Au-NPs] = ((Pcm-Pc/v) (1,000 µg)) 

Donde:  

Pcm = Peso de la cápsula con la muestra en (g) 

Pc = Peso de la cápsula en (g) 

V = volumen de la muestra en (mL) 

 

Datos: 

Peso de la cápsula: 10.7929 g 

Peso de la cápsula+muestra: 12.1129 g 

Volumen: 30 mL 

 

[Au-NPs] = ((12.1129 g – 10.7926 g) / 30 mL) (1,000 µg)) 

[Au-NPs] = (0.04401 g/mL) (1,000 µg) 

[Au-NPs] = 44 µg/mL 
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Anexo 3. Curva estándar para la cuantificación de PHB 
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