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Resumen 

Las nanopartículas de óxido de zinc (ZnO) son 

nanoestructuras con actividad multifuncional que destacan 

por su actividad antimicrobiana. El objetivo de este 

estudio es determinar la actividad de antibacteriana y 

antifúngica de las nanoestructuras de ZnO obtenidas 

mediante síntesis biológica usando el filtrado libre de 

células (FCL) de Mucor fragilis como agente reductor y 

estabilizante. Las pruebas microbiológicas de 

concentración mínima fungicida y concentración mínima 

inhibitoria se realizaron adicionando concentraciones 

variables de nanoestructuras de ZnO sobre Fusarium sp y 

en bacterias aisladas de medios de cultivo de propagación 

de agave contaminados. Los resultados demuestran que las 

nanopartículas presentan actividad biocida dependiendo 

de las concentraciones adicionadas. La efectividad de la 

actividad de las nanoestructuras de ZnO aumenta con 

respecto a la concentración del material, el tiempo de 

exposición del microorganismo y del microorganismo.  

Actividad Antimicrobiana, Biosíntesis, 

Nanoestructuras de Óxido de Zinc 

Abstract 

The zinc oxide nanoparticles (ZnO) are nanostructures 

with multifunctional activity that stand out for their 

antimicrobial activity. The objective of this study is to 

determine the antibacterial and fungal activity of the ZnO 

nanostructures obtained by biological synthesis using a 

cell-free filtrate (FCL) of Mucor fragilis as a reducing and 

stabilizing agent. Microbiological tests of minimum 

fungicidal concentration and minimum inhibitory 

concentration were performed by adding different 

concentrations of ZnO nanostructures on Fusarium sp and 

in bacteria isolated from contaminated agave propagation 

culture media. The results show that the nanoparticles 

present biocide activity depending on the added 

concentrations. The effectiveness of the activity of the 

ZnO nanostructures increases with respect to the 

concentration of the material, the exposure time of the 

microorganism and the microorganism.  

Antimicrobial Activity, Biosynthesis, Zinc Oxide 

Nanostructures 
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1. Introducción

La contaminación microbiana ha sido causante 

de problemas y daños económicos en áreas como 

la industria agrícola, desde la micropropagación 

hasta la propagación en campo. Se ha reportado 

que el crecimiento de patógenos es la principal 

causa de pérdidas en la post-cosecha, ya que una 

amplia variedad de enfermedades es causada por 

este factor.  

 Aunado a lo anterior, en la actualidad es 

difícil controlar el crecimiento de 

microorganismos porque han desarrollado 

resistencia a muchos bactericidas y fungicidas 

convencionales, siendo este problema 

generalmente mayor en los sustratos orgánicos 

(Yamamoto, 2001; Govinda y col. 2015; 

Agarwal y col., 2018). Es así como surge la 

necesidad de nuevas tecnologías y agentes 

antimicrobianos para controlar las infecciones 

fúngicas en los cultivos.  

 Una opción cada vez más estudiada son los 

nanomateriales, de los que actualmente se 

biosintetiza una amplia gama para aplicaciones 

diversas y novedosas en distintas áreas, debido 

principalmente a su naturaleza ecológica al ser 

obtenidos por métodos biológicos. Para su 

obtención se hace énfasis en el aprovechamiento 

de plantas, bacterias y hongos o sus derivados, 

sustituyendo de esta forma a los reactivos 

químicos que se utilizan en métodos 

convencionales y que en aplicaciones médicas 

pueden tener efectos adversos al recubrir los 

nanomateriales ya que confieren a su superficie 

características tóxicas (Sarkar y col., 2014; 

Vijayakumar y col., 2018).  

 El óxido de zinc es un material cerámico 

que ya ha sido sintetizado en tamaño 

nanométrico de forma extracelular empleando 

hongos como Aspergillus, este método biológico 

presenta ventajas con respecto al uso de las 

plantas debido principalmente a que su 

producción puede ser realizada a gran escala 

haciendo el proceso económicamente viable. La 

estabilidad de estos nanomateriales se atribuye a 

la interacción del zinc con componentes 

bioactivos liberados por las células, entre los que 

destacan enzimas como la reductasa, azúcares y 

glicoproteínas (Yamamoto y col., 1999; Zhang y 

col., 2011). En comparación con los materiales 

orgánicos, el ZnO tiene mayor selectividad y 

estabilidad química y física (Yamamoto, 2001).  

 Entre sus aplicaciones se destaca su uso en 

la detección óptica, química, semiconductora, 

piezoeléctrica; en aplicaciones médicas como 

plataformas para la administración de fármacos 

y como antimicrobiano (Fan y Lu. 2005; Marra 

y col., 2016; Vijayakumara y col. ,2017). 

Las estructuras nanométricas o 

nanoestructuras de ZnO exhiben la propiedad de 

inducir la muerte celular en células eucariotas e 

inhibir el crecimiento en células procariotas, 

permitiendo el desarrollo de nuevos biocidas 

(Gunalan y col., 2012). De igual forma, las 

nanoestructuras de ZnO tienen un remarcable 

efecto antibacteriano en bacterias Gram 

negativas y Gram positivas.  

 En el presente trabajo, investigamos las 

actividades antibacterianas y antifúngicas de las 

nanoestructuras de ZnO biosintetizadas, 

mediante el filtrado libre de células (FLC) 

proveniente de Mucor fragilis, hongo 

comprobado en el grupo de trabajo como 

efectivo en la síntesis de este material, contra 

bacterias contaminantes de medios de cultivo y 

contra un hongo fitopatógeno en consorcio.  

2. Materiales y métodos

2.1 Síntesis de nanoestructuras de ZnO 

El material biológico fue preparado utilizando la 

cepa de M. fragilis. La biomasa se obtuvo en 

medio Peptona, Extracto de Levadura, Dextrosa 

y Agar (YPDA), la cual se filtró y colocó en agua 

durante 72 h, para obtener el FLC (Marcelino, 

2017). Las nanoestructuras de ZnO fueron 

sintetizadas de forma extracelular usando un 

volumen determinado de FLC el cual se mezcló 

con agua desionizada, para posteriormente 

adicionar acetato de zinc (70 mM). Se ajustó el 

pH a un valor de 13 y se llevó la solución de 

síntesis a un volumen final de 25 mL. La 

solución resultante se dejó en agitación durante 

24 h, posteriormente se filtró, se lavó con agua 

desionizada y se secó a 30 °C hasta obtener un 

polvo blanco. Los polvos se almacenaron en un 

frasco hermético para su posterior análisis.  

2.2 Caracterización de nanoestructuras de 

ZnO 

El ZnO biosintetizado con el FLC de M. fragilis 

se caracterizó por espectroscopia de absorción 

UV-visible (UV-Vis) en un intervalo de 200 a 

800 nm.  
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La pureza y estructura cristalina del 

material obtenido se analizó mediante 

Difracción de Rayos X (DRX) y la morfología y 

tamaño de las nanoestructuras se determinó 

mediante Microscopia Electrónica de Barrido 

(MEB).  

2.3 Ensayo antimicrobiano 

Las cepas bacterianas utilizadas fueron aisladas 

de medios de propagación de agave, de igual 

forma, también se utilizó Fusarium sp. Bacterias 

y hongos se inocularon en medio Mueller Hinton 

y Extracto de levadura, Peptona, Dextrosa y 

Agar (YPDA) a 28 °C. 

2.3.1 Ensayo de concentración mínima 

inhibitoria (CMI) 

El conjunto de bacterias aisladas denominado 

Consorcio A, se cultivó en agar caldo Soya 

Tripticaseína y se incubaron durante 24 h en 

agitación a 120 rpm y 28 °C, esta temperatura se 

utilizó en todo el desarrollo. Las suspensiones 

bacterianas se prepararon seleccionando una 

asada del cultivo bacteriano formando un 

consorcio que se inoculó en 20 mL de caldo 

Mueller Hinton estéril y se incubó a 120 rpm 

durante 24 h. Se realizaron diluciones seriadas 

del consorcio para tener una concentración de 

108 CFU/mL obtenida con la escala McFarland. 

La evaluación de las nanoestructuras se realizó 

colocando 1 mL de bacterias con 1 mL de 

nanoestructuras de ZnO alcanzando las 

siguientes concentraciones: 0 mg/mL, 10 

mg/mL, 15 mg/mL, 20 mg/mL, 25 mg/mL y 30 

mg/mL. Las soluciones se incubaron a 120 rpm 

durante 24 h. Transcurrido el tiempo, se 

inocularon 100 µL en agar Mueller Hinton y se 

procedió a incubar.  

2.3.2 Ensayo antifúngico y antibacteriano 

por concentración mínima inhibitoria 

(CMIF) 

Para este ensayo se usó el Consorcio A junto con 

la cepa fúngica de Fusarium sp, denominando 

ahora a este conjunto microbiano, Consorcio B, 

de la siguiente manera: para las bacterias se 

realizó el mismo procedimiento que en CMI 

hasta obtener la concentración de 108 CFU/mL. 

En el caso del hongo, se preparó la suspensión 

de esporas con 1x103 conidios/mL con agua 

desionizada esterilizada.  

Las concentraciones de nanoestructuras de 

ZnO fueron 0 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL, 20 

mg/mL, 25 mg/mL y 30 mg/mL. Se realizaron 

suspensiones de esporas con bacterias a las 

cuales se adicionaron las nanoestructuras 

alcanzando las diferentes concentraciones. Las 

soluciones se colocaron en agitación a 120 rpm 

y 28 °C durante 24 h, transcurrido el tiempo, 100 

µL de cada solución se inocularon en agar YPD 

fundido y se homogenizó. Las placas se dejaron 

solidificar y se incubaron a 28 °C durante 72 h.  

3. Resultados y discusión

3.1 Espectroscopia UV-visible 

El espectro de absorción UV-Vis es una técnica 

efectiva para dar seguimiento a la obtención del 

nanomaterial, siendo un método simple y 

prominente para evaluar las propiedades ópticas 

de las nanopartículas. Generalmente, las 

nanoestructuras de ZnO presentan una banda de 

absorción de amplio rango de 330 a 370 nm 

(Vijayakumar y col., 2017). Las nanoestructuras 

ZnO biosintetizadas a partir del FLC de M. 

Fragilis exhibieron un máximo de absorción en 

355 nm (Figura 1).  

Figura 1 Espectro UV-Vis de nanoestructuras de ZnO con 

el FLC de M. fragilis 

3.2 Análisis estructural 

El patrón de difracción de rayos X de las 

nanoestructuras ZnO biosintetizadas se registró 

en el rango 2θ de 20° a 80°. El patrón de 

difracción mostrado en la Figura 2 indica que las 

nanoestructuras de ZnO presentan picos de 

difracción correspondientes a los planos (100), 

(002), (101), (102), (110), (103) y (112), 

indicando conforme a la ficha JCPDS No. 00-

036-1451, que se tiene una única estructura 

cristalina correspondiente a hexagonal tipo 

Wurtzita del ZnO. 
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Figura 2 Difractograma de rayos X correspondiente a las 

nanoestructuras de ZnO biosintetizadas con el FLC de 

M.fragilis 

3.3 Análisis de morfología 

La Figura 3 presenta la micrografía MEB de las 

nanoestructuras de ZnO biosintetizadas. La 

imagen muestra que la mayoría de las 

nanoestructuras presenta una forma semiesférica 

con un intervalo de tamaño entre 60 y 110 nm.  

Figura 3 Microscopia Electrónica de Barrido de las 

nanoestructuras ZnO con una morfología semiesférica 

3.4   Pruebas antimicrobianas 

La actividad antibacteriana de las 

nanoestructuras biosintetizadas se investigó 

variando la cantidad de ZnO adicionado con 

cinco concentraciones diferentes (10, 15, 20, 25 

y 30 mg/mL) contra bacterias Gram positivas y 

Gram negativas aisladas de un medio de cultivo. 

Estas bacterias se cultivaron en conjunto para 

evaluar la actividad de las nanoestructuras de 

ZnO por el método de CMI, los resultados se 

muestran en la Tabla 1. La inhibición del 

Consorcio A se registró con la concentración 

mínima de nanoestructuras de ZnO empleada, 

que fue de 30 mg/mL.  

 La prueba de CMIF para el Consorcio B, 

presenta inhibición de los microorganismos 

desde la menor concentración ensayada de 10 

mg/mL. Como es sabido, la toxicidad hacia las 

bacterias del ZnO y con este tamaño de partícula, 

está relacionada con la concentración del 

material, del microorganismo y del tiempo en 

que ha sido expuesto. Marcelino (2017), realizó 

la prueba de concentración mínima fungicida 

para Fusarium sp teniendo como resultado que 

es benéfico en la germinación de conidios; sin 

embargo, el protocolo reportado en cuanto a la 

exposición de nanoestructuras de ZnO con la 

cepa fue de 15 min, en la metodología 

desarrollada en el presente trabajo, el tiempo de 

exposición es de 24 h, lo que permite más 

contacto con el material y generar estrés para 

actuar como fungicida.  

Concentración ZnO 

(mg/mL) 

Pruebas 

CMI CMIF 

Control Crecimiento Crecimiento 

10 Crecimiento 0 

15 Crecimiento 0 

20 132±9 0 

25 14±5 0 

30 0 0 

Tabla 1 Actividad antibacteriana y antifúngica en el 

Consorcio A y Consorcio B por CMI y CMIF de las 

nanoestructuras de ZnO biosintetizadas con FLC de M. 

Fragilis 

CMI: Ensayo de concentración mínima inhibitoria para el 

consorcio A; CMIF: Ensayo antifúngico y antibacteriano 

por concentración mínima inhibitoria para el consorcio 

B. 

 Existen estudios que han evaluado la 

interacción de las nanoestructuras con las 

bacterias, pero son escasos los que han 

examinado el efecto que tienen sobre hongos 

(Xu y col., 2014), esto puede atribuirse a que los 

sistemas de las bacterias son menos complejos 

que los hongos. Algunos reportes mencionan 

que, a menor tamaño de partícula, mayor efecto 

de toxicidad (Vijayakumara y col. ,2017).  

 Se han descrito posibles mecanismos de 

acción bactericida y fungicida, ambos 

relacionados con la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que inducen a la 

lesión celular. En las bacterias, la producción de 

ROS causa una disfunción en la membrana, 

siendo más sensibles las Gram positivas que las 

Gram negativas (Yamamoto, 2001; Soren y col., 

2018). 
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 La actividad antibacteriana de las 

nanopartículas de óxido metálico radica 

básicamente en su unión con la superficie en los 

grupos tiol (-SH) de las proteínas presentes en la 

pared, ocasionando una disminución de la 

permeabilidad celular (Sunita y col., 2011). En 

hongos se ha reportado que conforme se 

aumenta la concentración de las nanoestructuras, 

se inhibe la esporulación o se causa una 

deformación en la estructura del micelio. A nivel 

celular, las nanoestructuras de ZnO deforman la 

hifa por la hinchazón de vacuolas que almacenan 

agua, en consecuencia, el crecimiento se ve 

inhibido (Wani y Shah, 2012).  

 También se ha descrito la forma en cómo 

las nanoestructuras de ZnO podrían controlar o 

inhibir la síntesis de las enzimas de la quitina y 

de glucano, estas conforman la pared celular que 

está compuesta por polisacáridos y proteínas, 

específicamente en este organelo celular hay 

macroproteínas, glucano, polisacáridos y quitina 

(Arciniegas-Grijalba y col., 2017). 

4. Reconocimientos
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5. Conclusión

En este trabajo se llevó a cabo la evaluación de 

la actividad antimicrobiana de nanoestructuras 

de ZnO, obtenidas mediante FLC de M. fragilis, 

sobre consorcios de fitopatógenos, donde se 

observó inhibición del crecimiento. Los 

nanomateriales de óxido de zinc aquí 

biosintetizados, exhiben actividad biocida contra 

los diferentes microorganismos aislados de 

medios de cultivo contaminados y pueden 

constituir un agente antimicrobiano eficaz 

gracias a la interacción de las partículas con la 

estructura celular de los microorganismos 

fitopatógenos.  
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