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Resumen

La nanotecnologia ofrece aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética,
electronica y agricola, destacando la sintesis bioldgica de nanoparticulas de plata
como alternativa sustentable frente métodos fisicos y quimicos, donde el uso de
extractos de plantas y microorganismos ha sido estudiado exitosamente. En este
estudio se evalud la capacidad del hongo endéfito Penicillium melinii, aislado
previamente de raices de Araucaria araucana, para sintetizar nanoparticulas de
plata utilizando el caldo de fermentacion libre de células como agente reductor tras
3 h de reaccién. La formacion de nanoparticulas se confirmé mediante
espectrofotometria UV/Vis, con un pico caracteristico entre 410 y 450 nm. La
optimizacién del proceso de sintesis, realizada mediante metodologia de superficie
de respuesta con disefio Box-Behnken orientado a maximizar la absorbancia como
indicador de la concentracion relativa de nanoparticulas, indicé que el pH 11,
concentracion 5mM de AgNOs y temperatura de 45°C maximizan la absorbancia,
con un modelo estadisticamente significativo (p=0,0001) y un coeficiente de
determinacién R?= 0,9713 y se destaca el pH como el factor mas influyente. El
analisis por Microscopia Electrénica de Transmitancia (MET) revelé nanoparticulas
esféricas de aproximadamente 9 nm, mientras que el analisis por Espectroscopia
de Infrarrojos con Transformadora de Fourier (FTIR) sugirié la participacion de
fenoles, terpenos y flavonoides en la reduccion y estabilizacion de las
nanoparticulas. Los resultados del método de Dispersion Dinamica de la Luz (DDL)
y Potencial Z mostraron que tienen un tamano hidrodinamico promedio de 142,1 nm
y una carga eléctrica de -9,46 mV. Asimismo, los ensayos antifungicos evidenciaron
una reducciéon en la biomasa de hongos fitopatdégenos de hasta el 30,2% para
Phythopthora cinnamomi'y de hasta un 41,5% para Botrytis cinerea. Estos hallazgos
demuestran el alto potencial de P. melinii para la sintesis biogénica de
nanoparticulas de plata (NPAg), evidenciando la eficacia del disefo estadistico en
la optimizacion de parametros criticos y destacando su aplicabilidad biotecnoldgica

en el control de microorganismos fitopatdégenos.



Abstract

Nanotechnology offers applications in the pharmaceutical, cosmetic, electronic, and
agricultural industries, with biological synthesis of silver nanoparticles standing out
as a sustainable alternative to traditional physical and chemical methods, where the
use of plant extracts and microorganisms has been successfully studied. This study
evaluated the ability of the endophytic fungus Penicillium melinii, previously isolated
from the roots of Araucaria araucana, to synthesize silver nanoparticles using cell-
free fermentation broth as a reducing agent after 3h of reaction. Nanoparticle
formation was confirmed by UV/Vis spectrophotometry, showing a characteristic
peak between 410-450 nm. Optimization of the synthesis process, performed
through response Surface methodology with a Box-Behnken design aimed at
maximizing absorbance as an indicator of relative nanoparticle concentration,
revealed that pH 11, 5 mM AgNOs;, and a determination coefficient R? 0,9713,
highlighting pH as the most influential factor. The Transmission Electron Microscopy
(TEM) analysis revealed spherical nanoparticles of approximately 9 nm, while
Fourier Transform Infrared (FTIR) analysis suggested the involvement of such as
phenols, terpenes, and flavonoids in reduction and stabilization. The Dynamic Light
Scattering (DLS) and Zeta potential analysis revealed an average hydrodynamic
size of 142,1 nm and an electrical charge of -9,46 mV. Likewise, antifungal assays
evidenced a reduction in the biomass of phytopathogenic fungi of up 30,2% for
Phythopthora cinnamomic and up to 41,5% for Botrytis cinerea. These findings
demonstrate the high potential of P. melinii for the biogenic synthesis of AgNP,
evidencing the efficacy of the statistical design in the optimization of critical
parameters and highlighting its biotechnological applicability in the control of

phytopathogenic microorganism.



1 Introduccion

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario que combina ciencia y tecnologia,
con numerosas aplicaciones en las industrias quimica, mecanica, alimentaria,
cosmeética y farmacéutica (Andrade et al. 2024; Gunasekaran et al. 2025). Esta
disciplina permite la creacién de materiales a escala nanométrica, empleadas en
dispositivos opticos, catalizadores, agentes antimicrobianos, en tecnologia eléctrica
y sensores, asi como marcadores bioldgicos, terapias oncoldgicas, tratamientos de
agua, fertilizantes y pesticidas (Asif et al. 2022; Malik et al. 2024; Abd et al. 2025).

Existen diferentes métodos para sintetizar nanoparticulas (NP), como fisicos,
quimicos y bioldgicos, sin embargo, la sintesis biolégica ha llamado el interés este
ultimo tiempo al presentar ventajas sobre los otros métodos al ser su naturaleza
mas rapida, sencilla, econdmica y ecoldgica (Malik et al. 2022; Oliveira et al. 2025).
La sintesis biolégica de NP emplea especies vegetales y microorganismos como
hongos, bacterias y algas como agentes reductores y estabilizantes (Plokhovska et
al. 2025), donde las nanoparticulas metalicas suelen ser objeto de estudio por sus
propiedades quimicas y electromagnéticas (Hosny et al. 2025). Entre los diferentes
tipos de NP, las nanoparticulas de plata (NPAQ) son preferidas por sus aplicaciones
en los campos de la tecnologia y la electronica, pero especialmente en la industria

de la medicina y farmacéutica (Khan et al. 2023).

En la ultima década, los microorganismos como bacterias, hongos, virus y parasitos
han desarrollado la capacidad de sobrevivir y proliferar en presencia de antibidticos
y fungicidas, habiendo sido en un principio efectivos contra ellos (Tang et al. 2023).
Esta resistencia creciente se ha convertido en un problema en gran parte por el uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos (Chinemerem Nwobodo et al. 2022;
Gimranov et al. 2025). Los hongos fitopatdgenos representan una de las principales
amenazas para la produccion de cultivos, ya que son responsables del 83% de las
enfermedades y reducen anualmente el rendimiento entre el 10 y 15%, sumado a la
disminucion de la calidad del cultivo (Peng et al. 2021; Sadvakasova et al. 2025),

por lo que la aparicion de cepas resistentes a fungicidas ha impulsado la busqueda
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de nuevas soluciones ante esta problematica. En particular, las NP metalicas, como
las de plata (NPAg), han sido ampliamente estudiadas por su fuerte actividad
antibacteriana y antifungica, emergiendo como alternativa para el control de estos
microorganismos (Naganthran et al. 2022; Murugaiyan et al. 2022; Pradhan et al.
2025). Sin embargo, uno de los principales desafios en estos procesos radica en la
variabilidad de las condiciones experimentales y su impacto directo sobre las
propiedades fisicoquimicas de las NP obtenidas. Factores como el pH del medio, la
temperatura de reaccion, concentracién de precursores, tiempo de reaccion, entre
otros, influyen de manera significativa en parametros criticos que determinan la
eficacia final de las NP sintetizadas (Abu-Elghait et al. 2025).

De esta manera, surge la necesidad de implementar estrategias de optimizacion
que permitan estandarizar y controlar estos procesos de manera sistematica.
Optimizar la sintesis no solo permite maximizar el rendimiento, sino también obtener
NP mas homogéneas, estables y funcionalmente mas efectivas (Dikshit et al. 2021;
Sedighi et al. 2025).

Frente a esta problematica, el uso de herramientas estadisticas como la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) resulta particularmente util, ya que
permite modelar la relacién entre uno o mas factores independientes y la prediccién
de una variable de respuesta (Cardoso et al. 2025). Entre los disefios utilizados en
la MSR, el disefio Box-Behnken (DBB) destaca por su eficiencia al requerir un
numero reducido de experimentos para construir modelos predictivos, facilitando la
identificacion de condiciones optimas del proceso. Esto lo convierte en una
herramienta valiosa, especialmente en la sintesis de NP donde permite optimizar
parametros de manera rentable, rapida y con menor consumo de recursos (Salari
2022; Wirwis & Sadowski 2023; Hoseini-Nilaki et al. 2025).

Por lo anteriormente expuesto, el presente estudio busca sintetizar y optimizar
NPAg obtenidas a partir de P. melinii mediante la metodologia de superficie de
respuesta con disefio Box Behnken con el fin de determinar su rendimiento y evaluar

su actividad antifungica.



2 Marco teorico

2.1 Nanoparticulas:
Las nanoparticulas (NP) son estructuras con dimensiones entre 1 a 100 nm, exhiben

diversas caracteristicas fisicoquimicas y estructurales, tales como tamafno, forma,
carga superficial, estabilidad y una alta relacion superficie /volumen, atribuido a su

escala nanométrica (Selim et al. 2025).

Las NP pueden clasificarse en metalicas y no metélicas. Las metalicas suelen
fabricarse a partir de metales como oro, plata, cobre, materiales magnéticos y
semiconductores, mientras que las no metalicas se sintetizan principalmente a partir

de compuestos basados en carbono (Alharbi et al. 2022; Plokhovska et al. 2025).

Entre las NP metdlicas, las de plata (NPAg) reciben especial atencion por sus
propiedades optoelectronicas impulsadas por el fendbmeno de resonancia de
plasmon superficial (RPS), estabilidad y versatilidad en el tamano y forma (Hoseini-
Nilaki et al. 2025). Estas NP son empleadas en el area de la salud, en la agricultura
y en procesos industriales y, en biorremediacion, dado que exhiben propiedades
antibacterianas, antifungicas, anticancerigenas, anticoagulantes, antioxidantes,
antiinflamatorias, actividades cataliticas, fotocataliticas, purificadoras del agua y de
estabilidad quimica (Seetharaman et al. 2021; Saeed Al-Zahrani & Mohammed Al-
Garni 2023; El deeb et al. 2025; Hosny et al. 2025). También son utilizadas en
aplicaciones como marcaje fluorescente, deteccion de ADN/ARN mediante sondas
especificas y biosensores usados en dispositivos de diagndstico biomédico y
poseen aplicacion en la agricultura como nanofertilizantes y nanopesticidas
(Dadayya et al. 2025). Todo esto, sumado a su bajo costo frente a otros metales
nobles como el oro y el platino, y a la facilidad con que pueden sintetizarse, las

convierte en NP de gran interés.



2.2 Métodos de sintesis de nanoparticulas de plata
Existen diferentes técnicas para sintetizar NP, pudiendo ser clasificadas en dos

categorias generales, el método top-down y bottom-up. Los métodos top-down son
técnicas donde los materiales a granel son reducidos en unidades mas pequefias
hasta obtener nanoestructuras, ya sea mediante fuerzas mecanicas como
trituracion, molienda; fuerzas eléctricas como descarga de arco eléctrico o ablacion
laser; y fuerzas térmicas como evaporacion- condensacion (Hosny et al. 2025). Por
otro lado, los métodos botton-up son métodos quimicos o bioldgicos que construyen
NP a partir de la unién de atomos o moléculas por autoensamblaje (Shahzadi et al.
2025). En el método de reduccion quimica, diversos agentes organicos e
inorganicos han sido empleados para la reduccion de iones plata, entre los mas
utilizados se encuentran el polietilenglicol, citrato de sodio, N,N-dimetilformamida,
ascorbato y el borohidruro de sodio, hidrogeno elemental, poliol e hidrato de
hidrazina. Como estabilizadores se han utilizado el alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona y carboximetilcelulosa (Mustapha et al. 2022; Malik et al. 2022;
Gouda et al. 2025; de Oliveira et al. 2025). Por otra parte, en el método de sintesis
biolégica, se utiliza un agente biolégico reductor como extractos de plantas,
bacterias, levaduras, algas y hongos (Jana et al. 2025). Con frecuencia, los diversos
componentes celulares actuan como estabilizadores y agentes de recubrimiento

externo, eliminando la necesidad de agentes externos con el mismo propasito.

Pese a que existen diferentes métodos para sintetizar NPAg, la sintesis bioldgica
de NPAg se presenta como una alternativa prometedora frente a los métodos fisicos
y quimicos tradicionales, que, aunque tienen ciertas ventajas, también presentan
limitaciones. Los métodos fisicos ofrecen una ventaja de produccién rapida sin
necesidad de reactivos nocivos, pero presentan inconvenientes como la
contaminaciéon por disolventes, una distribucion no uniforme de las NP, un bajo
rendimiento y un alto consumo energético (Mustapha et al. 2022). Por otro lado, los
metodos quimicos, aunque permiten una produccién de NP en grandes cantidades
y en corto periodo de tiempo, son toxicos y generan subproductos no ecoldgicos,
ademas, requiere pasos adicionales para evitar su agregacion y garantizar una

distribucién uniforme (Ragavi et al. 2025). Asi mismo, en ciertos casos, algunas
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sustancias pueden adherirse a las NP obtenidas, lo que las hace poco adecuadas

para aplicaciones biologicas (Dheyab et al. 2025; Nosrati et al. 2025).

En contraste, la sintesis bioldgica es sostenible y minimiza el impacto ambiental
asociado a los métodos fisicos y quimicos, es rentable dado que no necesita de
condiciones extremas de temperatura o presion, ni utiliza sustancias peligrosas
dado que aprovecha la capacidad de los organismos para actuar como agentes
reductores y estabilizantes de NP (Oliveira et al. 2025). Los metabolitos producidos
por estos organismos contienen grupos funcionales como éter, tiol, carbonilo,
hidroxilo, amina y poliamina, asi como proteinas y péptidos que actuan como
agentes reductores y/o estabilizadores durante la formacion de las NP (Ribeiro et
al. 2023; Mutlag et al. 2025). De esta manera, el mecanismo de accion se relaciona
con la donacién de electrones por estos grupos que conducen a la nucleacién y al
crecimiento de las NPAg (Hosny et al. 2025). Asi, los metabolitos secundarios
secretados por hongos enddfitos, por ejemplo, pueden reducir los iones plata para
generar nanoparticulas (Nongthombam et al. 2024; Selim et al. 2025; Dadayya et
al. 2025; Sun et al. 2025).

2.3 Mecanismos de sintesis de nanoparticulas de plata
El uso de hongos en la sintesis biologica de NP metalicas ofrece ventajas

significativas, tanto por su capacidad de bioacumulacién y tolerancia a metales
como por su viabilidad econdmica (Hodhod et al. 2024), derivada de la alta
produccion de biomasa y la facilidad de escalamiento (Abd Elghaffar et al. 2024;
Raut et al. 2024; Jangid & Kumar 2025). Ademas, la secreciéon de enzimas
extracelulares permite la formacion de recubrimientos, generalmente proteicos que
estabilizan las NP e igualmente pueden contribuir a mejorar su actividad biolégica
(Ribeiro et al. 2023; Sun et al. 2025).

La formacion de NP mediante hongos puede desarrollarse a través de rutas
extracelulares o intracelulares (El deeb et al. 2025). En el mecanismo extracelular,
los iones metalicos interactuan con metabolitos y enzimas secretados al medio, asi
como proteinas asociadas a la pared celular. Estas proteinas cargadas

negativamente por presencia de grupos carboxilicos y grupos amina, actuan en
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conjunto como agentes reductores y estabilizantes (Santos et al. 2021; Kong et al.
2025). En este proceso participan metabolitos secundarios (como griseofulvina,
mevastativa, lovastatina y ciclosporina) junto con enzimas tales como reductasas
dependientes de NADH y NADPH, ACCasas y peroxidasas, ademas de coenzimas,
naftoquinonas y antraquinonas. Todos ellos contribuyen a la transferencia de
electrones necesaria para la reduccion de Ag* a Ag® (Mikhailova 2020; Qamar &
Ahmad 2021; Gupta et al. 2024; Andrade et al. 2024; Selim et al. 2025; Selvam et
al. 2025). Sin embargo, la composicion especifica de las moléculas involucradas y
la ruta metabdlica predominante varian entre especies fungicas, ya que cada
microorganismo posee un conjunto propio de enzimas y metabolitos capaces de

interactuar de forma diferencial con los iones metalicos (Santos et al. 2021).

Por otro lado, en el mecanismo intracelular los precursores metalicos se incorporan
al medio de cultivo y los iones metélicos penetran en la biomasa fungica mediante
transportes idnicos especificos (Dheyab et al. 2025). Una vez en la superficie
celular, los iones con carga positiva se unen a grupos funcionales cargados
negativamente en la pared celular, donde son transformados en NP vy
posteriormente difundidas a través de la misma (Al-khattaf 2021). En ambos
mecanismos, el factor determinante es la accion de las enzimas fungicas, que no
solo catalizan la reduccion de los iones metalicos, sino que también favorecen la

estabilizacién de las NP mediante interacciones electrostaticas (Selim et al. 2025).

2.4 Hongos endoéfitos
Los hongos endofitos (HE) son microorganismos que colonizan los tejidos internos

de las plantas como tallos, flores, frutos y raices de manera intracelular o
extracelular, sin provocar un dafo aparente (Gao et al. 2025). Estos
microorganismos desempefan multiples funciones, entre las que destacan la
mitigacion del estrés bidtico y abidtico, la biorremediacién, la actividad
antimicrobiana y la produccion de pigmentos y enzimas. Asimismo, participan en el
control biologico de fitopatégenos y en el ciclo de nutrientes (Diaz-Valenzuela et al.
2024; Elfadil et al. 2025; Li et al. 2025).



Los HE constituyen, ademas, una fuente diversa de metabolitos bioactivos
(alcaloides, flavonoides, fenoles, esteroides, entre otros) con propiedades distintivas
que pueden aprovecharse para mejorar procesos de sintesis en diversas
aplicaciones (Kumar et al. 2024), entre ellas la sintesis de NP (Faiq et al. 2025).
Estos microorganismos poseen un potencial biotecnolégico, no solo por la
produccion y secrecion de metabolitos secundarios, y la obtencién de extractos
fungicos, sino también por la capacidad de su biomasa de acumular metales vy
tolerar condiciones adversas. Estas caracteristicas los hacen muy adecuados para
la sintesis verde de NPAg (Kathija et al. 2024; et al. 2025). En comparacién con
otros organismos, los HE ofrecen multiples ventajas para la sintesis de diferentes
tipos de NP, ya que presentan una alta adaptabilidad a distintas condiciones de
cultivo, rapido crecimiento y una elevada secrecidon de metabolitos y enzimas
extracelulares capaces de reducir enzimaticamente iones metalicos y acumularlos
tanto intracelular como extracelularmente en su micelio (Meena et al. 2021; Khan et
al. 2025; Radhakrishnan et al. 2025).

Las NP sintetizadas por HE han demostrado una amplia gama de aplicaciones, que
incluyen actividades con potencial oncoldgico y médico, su incorporacion en textiles
hospitalarios y dispositivos biomédicos, asi como su contribucion al desarrollo de
practicas agricolas mas sostenible (de Oliveira et al. 2025). Asi, se ha reportado la
sintesis exitosa de NPAg a partir de diversos HE, tales como Chaetomium globosum
(Sun et al. 2025); Corynespora smithii (Chandra et al. 2025), Calonectria eucalypti
(Lv et al. 2025); Talaromyces pinophilus, Asperqillus fructus, Stemphylium
gracilariae, Purpureocillium lilacicum, Microascus croci, Penicillium toxicarium,

Exophiala mesophila y Emericellopsis maritima (Oliveira et al. 2025), entre otros.

2.5 Penicillium melinii
Penicillium es un género compuesto por mas de 200 especies de hongos, conocido

principalmente por ser fuente de antibiéticos (Toghueo & Boyom 2020; Salvatore et
al. 2024). Las especies de este género han despertado un gran interés, ya que se
ha registrado la produccion de alcaloides, policétidos, terpenoides, lactonas y
esteroides (Lindsay et al. 2023; Lv & Zeng 2024). En particular, las especies



enddfitas de Penicillium han sido caracterizadas como promotoras del crecimiento
vegetal, biorremediadores y productores de enzimas. Ademas, destacan por la
produccion de numerosos compuestos con actividades antimicrobianas,
anticancerigenas, antifungicas, antivirales, antioxidantes, antiinflamatorias,
antiparasitarias, inmunodepresoras, antidiabéticas, neuroprotectoras, insecticidas y
de biocontrol (Zhang et al. 2022; Hu & Qin 2025). Esto le confiere gran relevancia

en la industria agricola, biotecnolégica y farmacéutica.

Asi mismo, diversos autores han reportado la capacidad de especies del género,
como P. oxalicum (Gupta et al. 2022); P. solitum (Shah et al. 2023); P. citrinum
(Gharieb et al. 2023); P. brasilianum (Rudrappa et al. 2023) o P. camemberti (Kaur
et al. 2024) para sintetizar NP metalicas con fines antibacterianos, antifungicos,

antioxidantes, antiinflamatorios y oncolégicos.

Penicillium melinii es un hongo enddfito que ha demostrado multiples actividades
bioldgicas, incluyendo efectos antimalaricos, antileucémicos y antimicrobianos al
ser aislado de Vinca rosea (Metwaly et al. 2019). También se ha reportado su fuerte
actividad antifungica y antioxidante al ser aislado de Zingiber officinale (Borrego et
al. 2025). Por otro lado, la cepa yuan-25 de P. melinii se aisl6 la ginsenocina, un
metabolito con actividad antitumoral (Ran & Li 2021). Ademas, el aislado usado en
el presente estudio, al ser aislado desde la raiz de Araucaria araucana mostro la
capacidad de producir acido indolacético (AlA) y solubilizar fosfato (Diaz-Valenzuela
et al. 2024). De manera complementaria, P. melinii puede incrementar la produccion
de biomasa en Aeluropus littoralis mediante la produccion de auxinas, metabolitos
nitrogenados y brasinoesteroides, actuando como bioestimulantes (Mohammadi &
Stanghellini 2024), lo que refuerza la importancia de esta especie como fuente de

compuestos bioactivos.

2.6 Optimizacion de nanoparticulas
La sintesis de NP puede verse influenciada por diversos factores fisicoquimicos que

determinan sus propiedades finales, como el tamano, forma, estabilidad y la
actividad biolégica (Abu-Elghait et al. 2025). Entre las variables mas relevantes se

encuentran la temperatura, el pH, la concentracion de sales metalicas, la proporcion
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del filtrado utilizado como agente reductor, asi como el tiempo de reaccién vy la
exposicion a la luz (Andrade et al. 2024; Salem et al. 2024; Rasheed et al. 2025;
Hosny et al. 2025).

En los procesos de optimizacion, el enfoque de un factor a la vez (OFAT, por sus
siglas en inglés: One Factor At Time) se ha empleado para ajustar las condiciones
de sintesis de NP. Este método consiste en variar un solo parametro experimental
mientras se mantienen las demas constantes, buscando optimizar cada variable de
forma aislada. Sin embargo, este disefio presenta limitaciones, ya que requiere un
mayor numero de ensayos, lo que lleva a un incremento del tiempo, el costo
econdmico y el esfuerzo experimental. En contraste, los métodos estadisticos de
disefio de experimentos permiten evaluar simultaneamente los efectos principales
y las interacciones entre multiples variables independientes (Tedjani et al. 2024).
Esto no solo reduce el numero de ensayos, sino que también proporciona el
entendimiento del comportamiento del sistema, facilitando la optimizacion de los

factores mas influyentes (Tavares Luiz et al. 2021; Zhou et al. 2025).

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una herramienta estadistica
ampliamente utilizada para modelar y optimizar procesos donde varias variables
independientes afectan una o mas respuestas, donde se ajustan modelos
usualmente polindbmicos de segundo orden a partir de datos experimentales,
permitiendo predecir el comportamiento del sistema dentro del rango estudiado y
determinar las condiciones 6ptimas (Cao et al. 2021; Alam et al. 2025). En la sintesis
de NP, la MSR se ha empleado para optimizar parametros como el rendimiento o el
tamano. La calidad del modelo se evalua a través de analisis de varianzas (ANOVA),
que proporciona métricas como el valor-p, la falta de ajuste y el coeficiente de
determinacioén (R?), asegurando que el modelo sea estadisticamente significativo y
predictivo (Mohammadpour et al. 2023; Tedjani et al. 2024; Salem et al. 2024; Abu-
Elghait et al. 2025).

Entre los disefos experimentales utilizados en MSR destaca el disefio Box-
Behneken (DBB), propuesto por Box y Behnken en 1960. Este disefio es
especialmente eficiente para explorar modelos cuadraticos, dado que requiere un
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numero reducido de ejecuciones experimentales en comparacion a los disefios de

compuesto central (Tavares Luiz et al. 2021; Jamil et al. 2025).

El DBB solo requiere tres niveles para cada factor (-1, 0 y +1), lo que simplifica la
planificacion experimental y reduccion de costos. Ademas, los puntos del disefio se
distribuyen de manera esférica y rotatoria alrededor del centro, ubicandose en los
centros de las aristas del cubo factorial, evitando asi las combinaciones extremas
de factores que podrian ser no viables (Delzo-Salomé et al. 2021; Saddik et al. 2026;
Abdollahi et al. 2026). De este modo, el empleo del DBB no solo permite identificar
las condiciones éptimas para maximizar o minimizar las respuestas de interés, sino
que también facilita la comprension de las relaciones entre los factores involucrados
en el proceso (Chin et al. 2025). Este modelo se ha utilizado exitosamente para
optimizar procesos de sintesis de NP metalicas y éxidos, donde la interaccion de
los factores determina las propiedades deseadas (Subha et al. 2024; Jyolsna et al.
2025; Aguiar de Oliveira et al. 2025; Tamta et al. 2026; Xie et al. 2026).

2.7 Actividad antifungica

Diversos estudios han demostrado que las NPAg biosintetizadas exhiben una
actividad antifungica significativa frente a fitopatégenos relevantes (Ribeiro et al.
2023; Sun et al. 2025; Abd-Elhamed et al. 2025; Shan et al. 2025). Aunque el
mecanismo de accion no ha sido completamente esclarecido, se ha asociado a la
inhibicion del crecimiento micelial, la disrupcidn de paredes y membranas celulares,
la desnaturalizacion de proteinas y la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), ademas de la interferencia en el metabolismo energético, la transduccién de
sefnales y el procesamiento de la informacion genética (Kong et al. 2025; Jana et al.
2025).

Segun Frippiat et al. (2025), la pared celular fungica, compuesta principalmente de
quitina, glucanos y proteinas, constituye un sitio vulnerable, ya que las NPAg
pueden interactuar con polisacaridos y proteinas, comprometiendo su integridad

10



estructural. El dafo oxidativo, aunque no uniforme en todas las especies,
desempena una funcion esencial al inducir peroxidacion lipidica, desnaturalizaciéon
proteica y fragmentacion del ADN, afectando funciones celulares vitales.
Adicionalmente, los cationes de plata ejercen efectos directos sobre los organelos
y componentes celulares como mitocondrias, cromatina y ribosoma, inhibiendo
procesos metabdlicos. Finalmente, las NPAg interfieren con la actividad de enzimas
para la sintesis de la pared celular, la produccion de proteinas y la generacion de

energia, consolidando su accion antifungica.
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3 Hipoétesis

1. A partir del caldo de fermentacion del hongo enddfito P. melinii es posible
sintetizar nanoparticulas de plata (NPAg) mediante un proceso biogénico y
que pueden optimizarse a través de la metodologia de superficie de
respuesta (MSR).

2. Las NPAg sintetizadas y caracterizadas exhibiran actividad antifungica frente

a los agentes fitopatdgenos Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi.

4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Sintetizar y optimizar NPAg obtenidas a partir de los caldos de fermentacién de P.
melinii mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR) con disefio Box-
Behnken (DBB) con el fin de determinar su rendimiento y propiedades y evaluar su

actividad antifungica contra fitopatégenos.

4.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar NPAg a partir del extracto del caldo de fermentacién
del hongo enddfito P. melinii, mediante técnicas espectrofotométricas, de

dispersién de luz y microscopia electronica.

2. Optimizar los parametros del proceso de sintesis de NPAg mediante MSR
con DBB, evaluando la influencia de factores como concentracion de nitrato

de plata, pH y temperatura.

3. Evaluar la actividad antifungica de las NPAg contra Botrytis cinerea vy
Phytophthora cinnamomi bajo condiciones in vitro por medio del ensayo de

inhibicidon de crecimiento micelial en medio soélido.
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5 Materiales y métodos

5.1 Cepa fungica

Para la sintesis de NPAg se utilizé la cepa fungica P. melinii (E-13), proveniente de
la coleccion de cultivos de hongos del Laboratorio de Investigacién de Micorrizas y
Aplicaciones Biotecnolégicas de Hongos (LIMAB), Universidad de Concepcion,
Campus Los Angeles. P. melinii fue previamente aislado e identificado a partir de

raices de Araucaria araucana por (Chavez et al. 2023).

5.2 Preparacion del extracto fungico
La cepa se reactivo en medio agar papa dextrosa 1% m/v (PDA) a 24°C durante 7

dias. La masificacién del hongo se realizé empleando cuatro discos de agar/micelio
(0,5 cm) en matraces Erlenmeyer de 1000 mL que contenian 500 mL de caldo de
papa dextrosa 1% m/v (PD) y se incubd durante 9 dias a 28°C en agitacion a 150
rpm. La biomasa fungica se separé del caldo de cultivo mediante filtracion al vacio
utilizando papel filtro Whatman n°1. Posteriormente, para asegurar la eliminacion
completa de células residuales, el filtrado se sometié a una segunda filtraciéon con
membranas de 0,45 ym al vacio, obteniéndose asi un caldo de fermentacion libre

de células, destinado a los ensayos de sintesis de NP.

5.3 Sintesis de NPAg
El ensayo inicial de sintesis de NPAg se llevd a cabo mezclando 25 mL de una

solucion stock de nitrato de plata (AgNO3) 1 mM grado analitico (Merck/Sigma-
Aldrich, Macedonia) con 25 mL de caldo de fermentacion libre de células (relacion
1:1), de acuerdo con Barabadi et al. (2022). La mezcla se incubd en condiciones de
oscuridad, con agitacion a 120 rpm durante 3 h para favorecer la formacién de NP.
Como control negativo, se mantuvo un volumen igual de caldo de fermentacion y
agua desionizada (18 Q) sin adicion de AgNO3 bajo las mismas condiciones y en
triplicado. Las NP obtenidas se centrifugaron a 15.000 rpm y se lavaron tres veces
con agua desionizada estéril bajo las mismas condiciones y se secaron durante 24
h a 45 °C, luego se almacenaron a 4 °C para posteriores analisis de caracterizacion

fisicoquimicas.
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5.4 Optimizacion de la sintesis de NPAg basada en diseiio Box-Behnken
La optimizacion de los parametros involucrados en la sintesis de NPAg se llevo a

cabo mediante la MSR basado en un DBB, utilizando la versién de prueba del
software Stat-Ease 360. Se analizd el efecto combinado de tres factores
independientes: pH (X1), temperatura de reaccion (X2) y concentracion de AgNOs3
(X3), con el objetivo de maximizar la absorbancia como cuantificacion relativa
asociada a la concentracion de NPAg. La variable respuesta se midié a 425 nmy
se expreso en unidades de absorbancia. Cada variable se consideré en tres niveles
codificados (-1, 0 y +1), como se indica en la Tabla 1, que presenta los rangos y
niveles empleados para cada factor, ademas de su representacion tridimensional

mostrada en la Fig. 1.

Investigation: Optimizacion NPsAg
Design: Box Benhken, Response: Absorbancia
High
O Middle

) . Low
O Excluded
./ O Missing

O’ /C

Tem

Fig. 1. Representacion tridimensional del DBB con distribucion de los valores de
absorbancia en funcion de las tres variables para identificar las regiones del espacio

experimental con las mayores respuestas.
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El disefio experimental incluyé 15 corridas correspondientes al DBB para tres
factores ademas de un control, y en triplicado. Los datos obtenidos se ajustaron a
un modelo polinomial de segundo orden, lo que permitié estimar los efectos lineales,
cuadraticos e interactivos de las variables independientes, segun la siguiente

ecuacion:

Y = Bo + Bixy + Poxy + Baxs 4 Brix?y 4 Paax?s 4 Bazx?3 + Praxixy + Pr3Xixz + PazXaxs

Donde Y corresponde a la variable dependiente (absorbancia), X1, X2 y X3 son las
variables independientes, o es el coeficiente de regresion en el punto central, $1,B2,
B3 son los coeficientes lineales, P12, B13 Y B23 son los coeficientes de interaccién, y

B11, B22, B33 los coeficientes cuadraticos.

Finalmente, se realizé6 un analisis de varianza (ANOVA) para determinar la
significancia estadistica del modelo y de sus efectos, considerando factores como

el valor p del modelo, asociado a cada termino.

Tabla 1: Rangos y niveles de los factores utilizados en el disefio Box-Behnken

Factores Unidad de Factores Rangos y niveles

did
medida Bajo Medio Alto
-1  (©0) (+1)

pH pH X1 7 9 11
Temperatura °C X2 30 45 60
Nitrato de plata mM X3 1 3 5
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5.5 Caracterizacion de las NPAg

5.5.1 Espectrofotometria de absorbancia UV-Visible
La confirmacion de la sintesis de NPAg se realiz6 mediante un barrido espectral

UV/Visible. Se realizé un barrido espectral en el espectrofotometro Rayleigh UV-
1601, en el rango de 350- 700 nm, con el objetivo de identificar la banda de
resonancia de plasmén superficial (RPS) caracteristico de las NPAg. El maximo de
absorcion obtenido se utilizé como indicador de la formacion NP e indicador relativo
de la concentracion. Durante las mediciones, se empled el filtrado fungico sin

adicién de AgNO3 como blanco.

5.5.2 Microscopia electréonica de transmitancia (MET)
La morfologia y distribucién del tamano de las NPAg se determinaron mediante

microscopia electronica de transmisién de alta resolucion (HR-MET), utilizando un
equipo JEOL/JEM 2011 de 200 Kv (Laboratorio de microscopia electronica, UdeC).
El tamafo promedio de las NP y el histograma de distribucién se obtuvieron a partir
del andlisis de las micrografias obtenidas mediante el software ImagedJ, empleado
para la medicion de diametros, y OriginPro 2025b (Learning Edition), utilizado para

la elaboracién de las graficas correspondientes.

5.5.3 Dispersion dinamica de luz (DDL) y potencial Z
El didametro hidrodinamico y la carga eléctrica superficial (potencial zeta) de las

NPAg se evaluaron utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido) en el Laboratorio de Nanobiotecnologia Ambiental de

la Universidad de La Frontera (Temuco).

5.6 Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los grupos funcionales de las NPAg fueron identificados a través de FTIR utilizando
muestras liofilizadas (Operon freeze dryer -55 °C) con un instrumento Cary 630 FTIR
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) en el Laboratorio de

Nanobiotecnologia Ambiental de la Universidad de La Frontera (Temuco).
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5.7 Ensayo antifungico
La actividad antifungica de las NPAg sintetizadas y optimizadas se evaluo siguiendo

la metodologia descrita por Jana et al. (2025), con modificaciones
correspondientes. Para ello se utilizaron las cepas de hongos fitopatégenos: Botrytis

cinerea y Phytophthora cinnamomi en triplicado.

El inéculo se obtuvo a partir de cultivos miceliales activos previamente incubados
durante 7 dias en medio PDA (2% m/v). Los ensayos se realizaron en placas Petri
conteniendo el mismo medio al 1% m/v, suplementado con concentraciones de 50
pg/mLy 100 pg/mL de NPAg preparadas a partir de una solucion stock de 1 mg/mL
mediante diluciones. Como indculo se colocd un fragmento micelial de 0,5 cm de
didmetro en el centro de la placa. Las placas control contenian unicamente el hongo

sin adicion de NPAg.

Las placas inoculadas se incubaron a 22°C y el crecimiento radial del micelio se

midi6é al séptimo dia de iniciado el ensayo. La inhibicién del crecimiento micelial

(ICM%) se calculo en funcion del area de la colonia fungica mediante la ecuacion:
C—AT

A
ICM(%) = T x 100

Donde AC corresponde al area de la colonia en el control negativo y AT al area de
la colonia tratada con las diferentes concentraciones de NPAg; los datos fueron

obtenidos mediante ImagedJ.

Ademas, se evalud la biomasa micelial en peso seco, para ello el contenido de las
placas se sometio a filtracion al vacio utilizando papel filtro Whatman N°1 de peso
conocido. El micelio retenido se lavo con agua destilada estéril caliente para eliminar
restos del medio de cultivo. Posteriormente, las muestras se secaron en estufa a
60°C durante 48 h, hasta alcanzar peso constante. Se calculé el porcentaje de

inhibicién del peso micelial seco (IPM (%)) empleando la siguiente férmula:

MN — MT
IPM (%)W X 100
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Donde MN es el peso micelial seco del control negativo y MT al peso micelial seco

obtenido en presencia de las diferentes concentraciones evaluadas.

Para el analisis de datos, se evalué el cumplimiento de los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas mediante Test de Shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente, utilizando un nivel de significancia de a=0,05. Una vez verificado
los supuestos, se aplico un analisis de varianza (ANOVA) de una via para
determinar la existencia de diferencias significativas entre tratamientos. Ademas, se
realizo el Test de Tukey (p<0,05) para determinar la significancia entre las medias
de los tratamientos y el control, permitiendo la agrupacién de los resultados por
letras de significancia. Los analisis estadisticos y generacion de gréaficos se

realizaron utilizando el softwate OriginPro 2025b (Learning Edition).

6 Resultados

6.1 Biosintesis y caracterizacion de NPAg
Previamente, se llevé a cabo la sintesis de NPAg para establecer las condiciones

base para el posterior proceso de optimizacion. Estas NP se obtuvieron a una
temperatura de 55°C, tras un tiempo de incubacién de 3 h, se confirmé la sintesis
con un pico de absorbancia a 420 nm (Fig. 2a), el andlisis MET mostré6 que
presentaban una morfologia predominantemente esférica y de distribucidon
monodispersa (Fig. 2b) y un tamafo promedio de 7,49 nm (Fig. 2c). Estas
caracteristicas indicaron una sintesis eficiente y estable de NP, sirviendo como
punto de iniciacion para el disefio experimental orientado a la optimizacion de los
factores influyentes del proceso y maximizar la respuesta de absorbancia asociada

a la produccion de NPAg.
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Fig. 2. (a) Espectrofotometria UV/Vis de NPAg sintetizadas a partir del caldo de

fermentacién de P. melinii, con absorcién maxima a 420nm, (b) Histograma de

distribucién de tamanio, (c) Analisis MET. Barra: 50nm.
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Luego para el ensayo de optimizacion, la formacion de NPAg a partir del caldo de
fermentacion de P. melinii con adicion de AgNO3 se evidencié visualmente por el
cambio de color de la solucién, desde un amarillo a marrén rojizo al cabo de 3h de
reaccion, mientras que en el control no se observé alguna alteracién para cada
tratamiento (Fig. 3). Tras el tiempo de reaccion, el analisis mediante
espectrofotometria UV-Vis, confirmé la formacién de NPAg, evidenciado por un pico
de absorbancia UV/max a 425 nm, asociado a la RPS para cada uno de los ensayos
(Fig. 4).

Fig. 3. Observacion visual de los caldos de fermentacion de P.melinii utilizados en
la sintesis de NPAg. (A) Estado inicial a 0 h tras la adicion de una solucién de
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AgNOs;. (B) Cambio de color tras 3 h de reaccion; la aparicion de diferentes
tonalidades evidencia la reduccion de los iones de plata y la formacion de
nanoparticulas. Las variaciones en la intensidad y el matiz se atribuyen a la RPS, lo
que sugiere diferencias en la concentracion, el tamafio y el estado de dispersién de

las NPAg sintetizadas bajo las condiciones del extracto.
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Fig. 4. Espectrofotometria UV/Vis de NPAg sintetizadas a partir del caldo de

fermentacion de P. melinii, con absorcion maxima a 425nm, para cada uno de los

tratamientos.

6.2 Analisis estadistico y validacion del modelo de regresiéon
Se empleo MSR con DBB para evaluar el efecto combinado de tres factores: pH (7-

11), temperatura (30-60 °C) y concentracion de AgNO3 (1-5 mM) sobre la maxima
absorbancia de las NPAg. La matriz experimental generada por el modelo consto
de 15 ensayos, cada una de las cuales se realizo en triplicado. Ademas, se incluyo
un control compuesto por caldo de fermentacion y agua desionizada. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2: DBB de tres niveles para tres factores (pH, temperatura y concentracion de
AgNO3) con respuesta de absorbancia (unidades de absorbancia) a 425nm en

triplicado.
Ensayo pH Temperatura Nitrato de ~ Absorbancia 425nm
(°C) plata (mM) (u.a)
I Il 0l
1 7 30 3 0,269 0,257 0,170
2 9 30 1 0,369 0,272 0,221
3 9 30 5 0,770 0,584 0,631
4 11 30 3 2,720 2,651 2,587
5 7 45 1 0,193 0,199 0,228
6 7 45 5 0,487 0,339 0,270
7 9 45 3 0,810 0,646 0,684
8 9 45 3 0,535 0,741 0,56
9 9 45 3 0,622 0,599 0,555
10 11 45 1 0,924 0,838 0,890
11 11 45 5 3,154 3,110 3,365
12 7 60 3 0,410 0,378 0,366
13 9 60 1 0,531 0,494 0,45
14 9 60 5 0,836 1,021 0,931
15 11 60 3 2.702 2,665 2,606
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La Tabla 3 presenta el ANOVA del modelo cuadratico de superficie de respuesta.
El modelo resulté altamente significativo (p<0,0001), confirmando una relacion
estadisticamente confiable entre las variables independientes y de respuesta.
Todos los factores principales (pH, temperatura y concentracion de nitrato de plata),
asi como la mayoria de las interacciones y términos cuadraticos, mostraron efectos
significativos sobre la sintesis de NPAg. De manera complementaria, el valor
elevado del estadistico de Fisher (F=169,09) evidencid la significancia estadistica
del modelo y demostré que la mayor parte de la variabilidad observada en la
respuesta puede ser explicada mediante la ecuacion de regresion propuesta.

Tabla 3: Analisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadratico de superficie de
respuesta del DBB para la optimizacion de sintesis de NPAg.

Fuente de Sumade (gl Cuadrado Valor-F Valor-P

variacion cuadrados medio

Modelo 31,31 7 4.47 169,09 <0,0001 Significativo

X4-pH 24,29 1 24,29 918,26  <0,0001

Xo- 0,7639 1 0,7639 28,88 <0,0001

Temperatura

Xs- Nitrato de 4,13 1 4,13 156,02 <0,0001

plata

XiXz2 0,2049 1 0,2049 7,75 0,0086

X1Xs3 0,4188 1 0,4188 15,83 0,0003

X2X3 0,0343 1 0,0343 1,32 0,2588

X42 0,8510 1 0,8510 32,17 <0,0001

X2? 0,0331 1 0,0331 1,27 0,2673

X352 0,5488 1 0,5488 20,75 <0,0001

Residual 0,9258 35 0,0265

Lack of fit 0,7865 29 0,0271 1,17 0,4620 No
significativo

Error puro 0,1393 6 0,0232

Total, 32,38 44

corregido
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Por otra parte, se realizé6 un anadlisis de varianza ANOVA para evaluar la
significancia estadistica del modelo de regresién, cuyos resultados se presentan en
la Tabla 4. EI coeficiente de determinacion (R?=0,9713), indica que
aproximadamente el 97,13% de la variabilidad observada en la respuesta puede
explicarse por los factores experimentales y sus interacciones, y que solo un 2,87%
no puede ser explicada, lo que evidencia un excelente nivel de ajuste del modelo a
los datos experimentales. El valor de R? ajustado (0,9655), muestra que el 96,55%
de la variabilidad de la absorbancia es explicada por el modelo, considerando el
numero de términos incluidos, lo que sugiere que el modelo describe
adecuadamente el comportamiento del sistema. Por su parte, el R? predicho
(0,9510) confirma la capacidad del modelo para realizar predicciones confiables. La
diferencia inferior a 0,2 entre los valores de R? ajustado y el R? predicho confirma la

consistencia del modelo.

Asimismo, el valor de precision adecuada (38,85) supera ampliamente el umbral
minimo aceptable de 4. Este indicador, junto al valor F reportado en el ANOVA
(Tabla 3), demuestra una relacion senal/ruido favorable y respalda la confiabilidad
de las predicciones obtenidas. En conjunto, estos resultados confirman la validez
estadistica del modelo cuadratico propuesto para describir la sintesis de NPAg.

Tabla 4: Resultados del ANOVA de regresion para el modelo cuadratico, incluyendo
R?, R? ajustado, R? predicho y precisién adecuada

Desv. Est. 0,1626 R2 0,9713
Media -0,3938 R? ajustado 0,9655
CV% 41,30 R? predicho 0,9510

Precision adecuada 38,8528

En el analisis inicial, dos interacciones experimentales no presentaron significancia
estadistica y fueron eliminadas con el propésito de obtener un modelo final con
mayor ajuste y capacidad predictiva, equivalentes a la interaccion XoX3
(temperatura*concentracion) y el cuadratico X»? (temperatura?). Solo las variables
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que mostraron efectos significativos se consideraron para el desarrollo de la

ecuacion polinémica del modelo final.

Luego de confirmar la validez estadistica del modelo cuadratico, se procedio a
ajustar la ecuacidn mediante regresion multiple en el software Stat-Ease 360. Este
analisis permitio estimar los coeficientes que describen el efecto de cada variable
sobre la respuesta. La Tabla 5 presenta los coeficientes obtenidos para la
absorbancia a 425 nm, los cuales comprenden los términos lineales, de interaccion
y cuadraticos del modelo.

Tabla 5: Coeficientes estimados del modelo de regresion cuadratico para la
absorbancia

Variable (Absorbancia) Coeficientes

Constante -0,4229

pH (X1) 1,010
Temperatura (X2) 0,1784
Concentracion (Xs) 0,4147
XiX2 -0,1307

X1X3 0,1868

X+? 0,2764

X3? -0,2219

Por lo tanto, el modelo final que representa la relacion entre la absorbancia y las

tres variables independientes se expresa mediante la siguiente ecuacion.

Ln(abs) = —0,4229 + 1,010x; + 0,1764x, + 0,4147x5 + 0,2764x%, + (—0,2219)x?,
+ (=0,1307)x1x, + 0,1868x, x5
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El modelo de prediccion obtenido describe la variacion de Ln (abs) de las NPAg en
funcidn de las variables pH, temperatura y concentracion de nitrato de plata. Dado
que la ecuacion generada predice el valor de Ln (abs), la absorbancia real se
obtiene aplicando la transformacién exponencial a los valores estimados por el
modelo. Esta relacién permite interpretar de manera directa el efecto de las

condiciones experimentales sobre la respuesta de las NPAg.

Absorbancia= en(abs)

El signo de cada coeficiente permite interpretar el efecto de las variables
independientes sobre la respuesta analizada. Un coeficiente con signo positivo
indica que un incremento de esta variable produce un aumento en la absorbancia,
mientras que un coeficiente negativo refleja una relacién inversa, un aumento de
esta variable conlleva a una disminucién de la absorbancia. En base de la ecuacién
obtenida, se determina que el pH es la variable con mayor influencia sobre la
absorbancia. En consecuencia, el modelo ajustado se considera adecuado para
predecir el comportamiento de la absorbancia dentro del rango experimental
evaluado, evidenciando un buen nivel de ajuste respecto a los datos
experimentales. Los valores reales y predichos de los tres factores analizados, junto

con sus respuestas correspondientes, se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6: Comparacion entre valores experimentales y predichos de la absorbancia
obtenidos a partir del modelo cuadratico ajustado.

Ensayo pH Temperatura Nitrato de ~ Absorbancia Absorbancia
(°C) plata (mM) promedio predicha

(u.a) (u.a)
1 7 30 3 0,232 0,231
2 9 30 1 0,287 0,291
3 9 30 5 0,662 0,666
4 11 30 3 2,653 2,266
5 7 45 1 0,207 0,201
6 7 45 5 0,365 0,316
7 9 45 3 0,713 0,655
8 9 45 3 0,612 0,655
9 9 45 3 0,592 0,655
10 11 45 1 0,884 1,041
11 11 45 5 3,210 3,466
12 7 60 3 0,385 0,428
13 9 60 1 0,492 0,413
14 9 60 5 0,929 0,948
15 11 60 3 2,658 2,482

6.3 Graficos de respuesta 3D

La ecuacion de regresion se representa como graficos de superficie de respuesta
3D (Fig. 5), los cuales permiten visualizar el efecto combinado de las variables sobre
la absorbancia a 425 nm. Se observa que el pH ejerce una influencia determinante
sobre la respuesta, mostrando un incremento progresivo de la absorbancia a
medida que el pH aumenta hacia valores alcalinos. En la interaccion pH-
concentracion de AgNOs (Fig. 5a), manteniendo la temperatura constante en su
nivel central, se evidencia que el maximo valor de absorbancia se alcanza en

condiciones de pH 11 y concentraciones de AgNOs cercanas a 5mM. Por su parte,
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la Fig. 5b, que muestra la interaccion entre la concentracion y la temperatura,
manteniendo el pH fijo, revela que el incremento de la concentracion de AgNOstiene
un efecto positivo moderado sobre la absorbancia, mientras que la temperatura no
presenta una variacion significativa dentro del rango estudiado. Finalmente, en la
interaccién pH-temperatura (Fig. 5c¢), se evidencia una vez mas la influencia del pH,
mientras que la temperatura actua como un factor secundario. Estos resultados
corroboran que el pH es la variable mas influyente en el proceso de sintesis de
NPAg, en concordancia con los coeficientes estimados en el modelo cuadratico, lo

que valida la capacidad predictiva del modelo.
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Fig. 5. Graficas de superficie de respuesta 3D que muestran los efectos de
temperatura, concentracion de AQNO3 y pH mediante absorbancia. Se optimizaron
tres pares de parametros, manteniendo el otro parametro constante en un punto
central: (a) concentracion de AgNOsy pH, temperatura en el punto central; (b)

concentracion y temperatura, pH en el punto central; y (c) pH y temperatura,
concentracion en el punto central.
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6.4 Analisis HR-MET

Se determind la distribucién de tamafo y morfologia de las NPAg sintetizadas a
partir del caldo de fermentacion de P. melinii mediante HR- MET. La Fig. 6 muestra
las micrografias correspondientes a la sintesis realizada con 5mM de AgNQOs, 45 °C
y pH 11 (condicion optimizada) tras 3 h de reaccidn, donde se observa la formacion
de NP principalmente esféricas y casi esféricas de tamano reducido. En las zonas
de mayor aumento se distinguen didmetros que abarcan aproximadamente entre
los 10 y 40nm, junto con particulas de mayor tamafio. Asimismo, se aprecia la
presencia de pequefos agregados y de franjas internas definidas en ciertas
particulas, correspondientes a regiones cristalinas caracteristicas de estas NP.
Estos resultados se complementan con el andlisis cuantitativo de la distribucion de
tamano presentados en la Fig. 7, analizados con Image J. El histograma de

distribuciéon de tamafo mostré un rango entre 2 y 40 nm, y en promedio 9,28nm.

Fig. 6.Imagenes HR-TEM de NPAg sintetizadas bajo condiciones optimizadas a
partir de los caldos de fermentacién de P. melinii.
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Fig. 7.Histograma de distribucion de tamafo de NPAg utilizando caldo de
fermentacion de P.melinii producido bajo condiciones optimizadas.

6.5 DLS y potencial Z
Los resultados del DLS mostraron un tamafio hidrodinamico de 142,1 nm y un indice

de polidispersidad (IPD) de 0,600. Ademas, la carga eléctrica determinada por el

potencial Z fue de -9,46 mV, lo que indica una carga superficial negativa.

6.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
El analisis FTIR de las NPAg sintetizadas a partir del caldo de fermentaciéon de P.

melinii (Fig.8) mostré6 bandas caracteristicas asociadas a grupos funcionales
presentes en metabolitos flingicos. Se observé una banda en 3204 cm - atribuida
al estiramiento O-H de alcoholes y fenoles, asi como sefiales en 2919 cm -
correspondientes a estiramientos C-H de cadenas alifaticas. La presencia de
bandas a 1724 cm -1 (C=0) y a 1629 cm ' (C=C olefinicos) sugiere la participacion
de carbonilos y alquenos / aromaticos en la sintesis. Ademas, se detectaron bandas
en la regién a 1226- 1260 cm™ y a 1034 cm™', caracteristicas de enlaces C-O y C-
N, indicando la posible intervencidn de proteinas y polisacaridos en la estabilizacion
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de NP. En conjunto, estos hallazgos evidencian que compuestos fendlicos,
proteinas y otros metabolitos del filtrado del caldo fungico actuaron como agentes

reductores y estabilizantes en la formacion de NPAg.
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Fig. 8.Analisis FTIR de NPAg sintetizadas a partir del caldo de fermentacion de P.
melinii.
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6.7 Ensayo antifungico
La actividad antifungica de las NPAg se determin6 frente a B. cinerea y P.

cinnamomi en placas de PDA suplementadas con concentraciones de 50 y 100 ug/
mL, evaluando el crecimiento micelial al séptimo dia. Los resultados mostraron que
ninguno de los tratamientos produjo inhibicion significativa respecto al control en
ambos fitopatdgenos (Fig. 9 y Fig. 10). En consecuencia, el calculo de la inhibicion
del crecimiento micelial (ICM%) no arrojé valores distintos de cero. No obstante, en
el caso de B. cinerea se evidencio una disminucion progresiva en la densidad

micelial a medida que aumentd la concentracion de NPAg.

| 50ug/mL 8 100ug/mL

Fig. 9. Evaluacién del crecimiento micelial de P. cinnamomi en medio PDA

suplementado con NPAg a concentraciones de 50 y 100 ug/mL.
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' 50ug/mL 100ug/mL

Fig. 10. Evaluacion del crecimiento micelial de B. cinerea en medio PDA

suplementado con NPAg a concentraciones de 50 y 100 pg/mL.

Para respaldar las observaciones morfologicas, se realizO una evaluaciéon
cuantitativa de biomasa en peso seco (Fig. 11). Para P. cinnamomi, el peso micelial
seco fue de 23,3 mg y 18,3 mg para las concentraciones de 50 y 100 pg/mL,
comparado con los 26,3 mg del control, mostrando una reduccién de la biomasa en
un 11,1% vy 30,2% respectivamente. El Test de Tukey, categoriz6 el control en el
grupo a y la concentraciéon de 100 pg/mL en el grupo b. La concentraciéon de 50
Mg/mL compartié ambas categorias (ab), no mostrando diferencias estadisticas

significativas frente al control ni frente a la concentracion maxima evaluada.

En B. cinerea, los tratamientos de 50 y 100 ug/mL resultaron en pesos de 51,60 mg
y 33,80 mg, lo que represent6 una disminucién del 11,5% y un 41,5% respecto al
control (57,9 mg). De acuerdo con el Test de Tukey, se presentaron diferencias
significativas entre todos los niveles evaluados, presentando el menor valor de

biomasa a los 100 ug/mL de NPAg.
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Fig. 11. Efecto de diferentes concentraciones de NPAg sobre la biomasa micelial
(peso seco) de P. cinnamomi y B. cinerea. Los valores corresponden al promedio
de tres réplicas independientes + la desviacion estandar. Letras distintas sobre las
barras indican diferencias estadisticas significativas segun el Test de Tukey
(p<0,05).

7 Discusién

En el presente estudio, se sintetizaron NPAg a partir del caldo de fermentacién de
P. melinii, especie enddfita aislada de Araucaria araucana. La formacion inicial de
NPAg se evidenci¢ inicialmente por el cambio de color de la solucion tras la adicién
de AgNOs3, pasando de un tono amarillento a un color marrén luego de 3 h de
reaccion. Este cambio visual se atribuye al fendmeno de RPS, el cual provoca una
modificacién en la coloracion. Parametros como la forma, el tamano, la uniformidad
y el recubrimiento superficial de las NP influyen directamente en la RPS y, en

consecuencia, en la intensidad del color observado (Barabadi et al. 2022).
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La confirmacion de la sintesis se obtuvo mediante el espectro UV-Visible, donde
NPAg sintetizadas presentaron una banda de absorbancia entre los 410 y 450 nm,
caracteristico de la RPS de NPAg. Este fendbmeno ocurre cuando los electrones
libres presentes en la superficie metalica de las NP oscilan colectivamente en
respuesta a la onda de luz entrante, generando una alta absorbancia en torno a los
430 nm (Chandra et al. 2025). Este comportamiento Optico se relaciona
directamente con la naturaleza metalica de las NP, por lo que no se observa en el
control sin AgNO3 (Shan et al. 2025). Esto confirma que el pico registrado a los
425nm corresponde a la formacion de NPAgQ. Resultados similares han sido
reportados por otros autores, quienes han descrito bandas de absorbancia a 425y
450nm respectivamente para NPAg sintetizadas por Rhizoctonia solani y
Cladosporium cladosporioides (Malik et al. 2024), Talarommyces funiculosus a
430nm (Mohanta et al. 2022); Aspergillus brunneoviolaceus a 411nm (Mistry et al.

2021); Penicillium verrucosum 420 nm (Yassin et al. 2021), entre otros.

Asi mismo, desplazamiento del pico de absorbancia puede atribuirse a variaciones
en el tamano de las NP, en la constante dieléctrica del medio y en la distancia entre
particulas (Nosrati et al. 2025). De acuerdo con Mohanta et al. (2022), un
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores se relaciona con NP de mayor
didmetro, mientras que las de menor tamafo presentan picos mas definidos en
longitudes de onda menores. En conjunto, estas variaciones en la posicion de la

RPS reflejan diferencias en la reduccién y estabilizacidon de los iones Ag*.
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El analisis FTIR permitié identificar grupos funcionales relacionados con la sintesis
y estabilizacion de las NPAg. Las bandas observadas se ubican en el rango de 4000
— 600 cm™. P. melinii exhibié bandas a 1226,59 cm™, a 1629,24 cm™, a 1724,31
cm™y a 3204 cm -, atribuibles respectivamente a enlaces C-O en fenoles, en
alquenos, en anillos aromaticos y en carbonilos. Estas sefiales sugieren la presencia
de metabolitos secundarios como polifenoles, que no solo pueden reducir iones de
plata de Ag* a Ag °, sino que también estabilizar las NP mediante enlaces o
interacciones electrostaticas (Sun et al. 2025). La presencia de estos grupos
respalda la participacion de compuestos fendlicos y flavonoides en la reduccion y
estabilizacién de las NPAg, mientras que algunos terpenos oxigenados podrian

contribuir principalmente como estabilizantes (Hoseini-Nilaki et al. 2025).

El analisis DLS reveld6 un tamafo hidrodinamico de 142,1 nm, valor
significativamente superior a los diametros observados mediante MET. Esta
diferencia es consistente con la literatura (Lasmi et al. 2025) y se atribuye a que el
DLS mide no solo el nucleo metalico, sino que también a los agentes de
recubrimiento biolégico como proteinas, polisacaridos u otros metabolitos que
rodean la superficie de las NPAg. Por otro lado, la distribucién del tamafo fue
evaluada mediante el IPD, el cual arrojé un valor de 0,600. Aunque este indice varia
entre 0 y 1, donde valores cercanos a 0 representan una mayor homogeneidad, el

resultado obtenido sugiere una naturaleza polidispersa (Ribeiro et al. 2023).

La estabilidad se determin6 mediante el potencial Z, este es una medida del
potencial electrostatico, cuando este presenta valores de 20-30 mV en valor
absoluto, indica una alta repulsion electroestatica entre las NP de cargas iguales, lo
gue ayuda a prevenir la agregacion y aumenta la estabilidad coloidal, asegurando
el tamano y forma a lo largo del tiempo, en contraparte, debido a la atraccién de van
der Waals, las dispersiones con un potencial Zeta mas bajo pueden conducir a la
agregacion de NPAg (Alharbi et al. 2022; Vera et al. 2023). En este estudio, los
valores obtenidos fueron de -9,46 mV, lo que sugiere una estabilidad moderada a

baja, implicando cierta propensidn a la agregacion, sin embargo, pese a que no esté
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en el optimo, la carga negativa le otorga estabilidad debido a la repulsidon

electrostatica entre las NP (Rana et al. 2023).

En el proceso de optimizacion los datos experimentales obtenidos fueron
transformados mediante logaritmo natural con el fin de mejorar el ajuste del modelo
y cumplir los supuestos estadisticos del analisis de varianza (ANOVA), relacionados
con la normalidad y homogeneidad de la varianza de los residuos. Esta
transformacién se aplico debido a que los graficos de diagnostico del software
indicaron cierta dependencia de los errores respecto de la magnitud de la respuesta.
Segun el diagrama de Box-Cox, la transformacion logaritmica correspondié a la
opcion mas adecuada dentro del grupo de funciones de potencia, permitiendo

estabilizar la varianza y mejorar la distribucion de residuos.

Las condiciones Optimas para la sintesis de NPAg se determinaron a través de 15
experimentos disefiados segun el DBB con diferentes combinaciones de pH,
temperatura y concentracion de AgNOs, orientados a maximizar la Abs como
indicador de la concentracién relativa de NPAg (Oliveira et al. 2025). El modelo, que
ya presentaba un valor p altamente significativo, fue validado adicionalmente
mediante indicadores estadisticos como el coeficiente de determinacion R?, R?
ajustado y R? predicho. De acuerdo con (Wabo et al. 2025) un modelo solo se
considera apropiado cuando el R? alcanza valores superiores al 80%. En este
estudio, el R? explico el 97,13% de la variabilidad en la maxima abs, mientras que
el R? ajustado (96,55%) y el R? predicho (95,10%) confirmaron tanto el buen ajuste
de los datos como la capacidad predictiva del modelo. Estos indicadores son
consistentes con lo reportado por Hoseini- Nilaki et al. (2025) para la sintesis de
NPAg mediada por Alternaria alternata, donde se obtuvieron valores de R?similares
(98,22%) y una estrecha concordancia entre los coeficientes ajustados y predicho
(96,15% y 89,97%). Asimismo, se establecié que las condiciones mas favorables
correspondieron a pH 11, temperatura de 45 °C y concentracién de AgNOz de 5
mM, las cuales se correlacionaron con una mayor intensidad de la absorcion
observada en la espectroscopia UV-Vis alcanzando una abs de 3,210 a 425nm, lo
que indica una sintesis exitosa y una mayor produccion de NP.
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Entre los factores evaluados, el pH resulto ser el factor mas influyente. Resultados
similares fueron reportados por Alves & Murray (2022), quienes observaron que en
condiciones de pH alcalino (9 y 12), combinadas con temperaturas elevadas (45 °C
y 90 °C), condujeron a tiempos de reacciones mas cortos y un aumento de la abs.
En su estudio, se sintetizaron exitosamente NPAg de Cladophialophora batiana,
Penicillium antarticum, Trametes versicolor, Trichoderma martiale y Umbelopsis
isabelina en medio alcalino, sin embargo, solo dos cepas P. antarcticum y T.
versicolor bajo condiciones de pH acido. En efecto, un pH alcalino contribuye a la
disminucién de protones (H*), evitando la posterior oxidacién de los grupos fendlicos

presentes en el extracto, lo que también incrementa su capacidad reductora.

Reportes similares fueron obtenidos por Shweqa et al. (2024), quienes sintetizaron
NPAg a partir de Aspergillus flavus. En su estudio, se determin6 que el pH ejerce
un efecto altamente significativo, observandose un incremento en la abs. Respecto
a los precursores, tanto Shwega et al. (2024) como Oliveira et al. (2025) coincidieron

en que un aumento de la concentracién de AgNOs eleva los valores de abs.

Ademas, en nuestro estudio, el incremento de la concentracion de AQNO3 hasta 5
mM se correlacion6 con un aumento en la abs. Este resultado coincide con lo
reportado por Nosrati et al. (2025) quienes observaron que la intensidad de abs de
las NPAg aumenta progresivamente hasta alcanzar 5 mM. Sin embargo, a
concentraciones superiores, como 10 mM, describieron una disminucion atribuida
al crecimiento excesivo de las NP y al fendmeno de agregacion. En consecuencia,
dichos autores sefalaron que la concentracion optima se encuentra en el rango de
1 a 5 mM, ya que en este intervalo se favorece la sintesis de NP y se alcanza la

maxima abs, aunque también se promueve un incremento en el tamafio de las NP.

En cuanto a la temperatura, Shweqa et al. (2024) sefalaron que este factor es
significativo, pero la relaciéon entre temperatura y concentracion no lo es, lo que
concuerda con los hallazgos del presente estudio. No obstante, la temperatura por
si misma influye en la cinética de reaccion y en la estabilidad de las especies
reactivas del medio. En este sentido (Wabo et al. 2025) explican que el incremento
de la temperatura afecta el tamano de las NPAg, modificando asi la longitud de onda
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maxima. Ademas, la interaccién cuadratica de la temperatura (temperatura?) no
resultd significativa coincidiendo con nuestros resultados, dado que temperaturas
mas altas no aumentan el valor maximo alcanzado. Por lo tanto, se recomienda

trabajar con temperaturas moderadas para incrementar la intensidad de la abs.

En este estudio, se emplearon 50 y 100 uyg/mL de NPAg. Sin embargo, no se
observo inhibicion significativa del crecimiento micelial. Este hallazgo sugiere que,
bajo las condiciones evaluadas, las NPAg no alcanzaron la concentracién minima

inhibitoria para las cepas analizadas.

La literatura respalda que la actividad antifungica de las NPAg depende de factores
como el tamafo, forma, carga superficial, concentracién de NP, pH y la especie
fungica (Kaman et al. 2025; Lasmi et al. 2025). Ishfaq et al. (2025) sefiala que NPAg
mas pequefas exhiben mayor actividad antifungica debido a una penetracién
intracelular mas eficiente, ademas de una respuesta dependiente de la
concentracion que altera la integridad de la pared celular, la membrana y las
estructuras internas; e incluso la concentracion minima inhibitoria puede variar
segun la cepa fungica. De este modo, Dadayya et al. (2025) reportaron inhibicion
de crecimiento contra Aspergillus brassiliensis, Aspergillus flavus y Candida

albicans con concentraciones de 5y 10 mg/mL.

Esta variabilidad en la susceptibilidad también fue reportada por Vera-reyes et al.
(2022), quienes observaron una inhibicion del crecimiento con concentraciones de
60, 90 y 120 ppm frente a Alternaria solani, Macrophomina sp., Fusarium oxisporum,
Colletrichum gloesporoides, Pestaliotia sp., Beuveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Trichoderma viridae, Trichoderma fasciculatum, B. cinerea y P.
cinnamomi. En dicho estudio, al igual que en la presente investigacion, se determind

que B. cinerea presenta una mayor sensibilidad en comparacion a P.cinnamomi.

No obstante, un aporte distintivo de este trabajo es el analisis de la biomasa. Pese
a que no se detectara una inhibicion total del crecimiento micelial, se observo una
reduccion significativa en el peso seco, particularmente en B. cinerea. Esto indica
que las NPAg ejercieron un efecto metabdlico y estructural que, aunque insuficiente
para detener la expansion del micelio, comprometio la capacidad del hongo para
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generar biomasa. Al evaluar el peso seco, se observo que 100 ug/mL de NPAg
redujeron la biomasa de B. cinerea en un 41,5% respecto al control, mostrando
diferencias estadisticas significativas, sugiriendo una afectacion directa en la

densidad y vigor del micelio.

Respecto a P. cinnamomi, los resultados confirmaron una menor sensibilidad frente
a B. cinerea, requiriendo 100 ug/mL para lograr una reduccién significativa del
30,2% en el peso seco. Esta tolerancia superior puede atribuirse a la composicion
estructural de los oomicetos, donde la pared celular esta constituida principalmente
por celulosa y 3-1,3 glucanos ofreciendo una barrera diferente a la quitina presente
en hongos verdaderos. Asimismo, la capacidad de P. cinnamomi para desarrollar
estructuras de resistencias como clamidosporas, o la activacion de mecanismos
enzimaticos de detoxificacion similares a los descritos por su resistencia a
fungicidas como el mefenoxam (de Andrade Lourengo et al. 2022), que podrian
estar mediando la tolerancia observada frente al estrés oxidativo inducido por las
NPAg.
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8 Conclusion

En el presente estudio se empled el caldo de fermentaciéon de P. melinii para la
biosintesis de NPAg. Los analisis de caracterizacion confirmaron que este hongo
endofito es capaz de sintetizar NP esféricas de tamario uniforme, entre 2y 20 nm y

un tamano hidrodinamico de 142,1 nm y una carga superficial negativa de -9,46 mV.

La optimizacion de parametros mediante MSR con DBB permitié incrementar la
absorbancia, indicador indirecto de la concentracion relativa de NPAg, siendo el pH
el factor con mayor impacto en el proceso, y la validacién del modelo confirmo la
confiabilidad de las predicciones, asi como la comparaciéon de valores reales y
predichos. Las condiciones Optimas determinadas fueron pH 11, temperatura de

45°C y concentracion de AgNO3z de 5mM.

En cuanto a la actividad antifungica, las NPAg no mostraron inhibicién significativa
del crecimiento radial del micelio frente a los fitopatdégenos evaluados; sin embargo,
se observo una reduccion estadistica significativa en la generacién de biomasa, lo
que sugiere que podrian ser necesarias concentraciones mas elevadas para
alcanzar la concentracion minima inhibitoria. Este hallazgo indica que, aunque el
DBB optimizé las variables claves de sintesis la efectividad biolégica depende de

otros factores aun por ajustar.

El analisis FTIR reveld grupos funcionales asociados al extracto fungico,
confirmando su papel como agente reductor y estabilizador en el proceso de
biosintesis. La caracterizacion corroboré la formacién de NP pequefas, esféricas y
homogéneas. No obstante, un mayor rendimiento en la sintesis no implica

necesariamente una mejora en la eficacia antifungica.

Futuras optimizaciones podrian considerar parametros adicionales, como la
proporcion del filtrado libre de células y el tiempo, para explorar nuevas estrategias

que potencien tanto la produccién como la actividad bioldgica de las NPAg.
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Cuestionario de auto reporte sobre contribuciones primarias y secundarias a los Objetivos

de Desarrollo Sostenible, organizados por categorias.

En caso de que aplique, marque con una "X" un unico Objetivo de Desarrollo Sostenible

como aporte principal y otro objetivo como aporte secundario.

Bloques

Objetivos

10

20

Personas

1. Poner fin a la pobreza en todas sus formas y en el mundo.

2. Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la

mejora de la nutricion y promover la agricultura sostenible

3. Garantizar una vida sana y promover el bienestar de todos y

todas las edades.

4. Garantizar una educacién inclusiva y equitativa de calidad y
promover oportunidades de aprendizaje permanente para

todos.

5. Lograr la igualdad de género y empoderar a todas las

mujeres y las nifias.

Planeta

6. Garantizar la disponibilidad y la gestion sostenible del agua

y el saneamiento para todos.

12. Garantizar modalidades de consumo y produccién

sostenible.

13. Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio

climatico y sus efectos.

14. Conservary utilizar sosteniblemente los océanos, los mares

y los recursos marinos para el desarrollo sostenible.

15. Proteger, restablecer y promover el uso sostenible de los
ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los

bosques, luchar contra la desertificacion, detener e invertir la
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degradaciéon de las tierras y detener la pérdida de

biodiversidad.

Prosperidad

7. Garantizar el acceso a una energia asequible, fiable,

sostenible y moderna para todos.

8. Promover el crecimiento economico sostenido, inclusivo y
sostenible, el empleo pleno y productivo y el trabajo decente

para todos.

9. Construir infraestructuras resilientes, promover Ila

industrializacion inclusiva y sostenible y fomentar la innovacion.

10. Reducir la desigualdad en los paises y entre ellos.

11. Lograr que las ciudades y los asentamientos humanos sean

inclusivos, seguros, resilientes y sostenibles.

Paz

16. Promover sociedades pacificas e inclusivas para el
desarrollo sostenible, facilitar el acceso a la justicia para todos
y construir a todos los niveles institucionales eficaces e

inclusivas que rindan cuentas.

Asociaciones

17. Fortalecer los medios de implementacion y revitalizar la

Alianza Mundial para el Desarrollo Sostenible
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