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ABSTRACT 
Nanomaterials(NMs) are drawing the attention of a large number of active economic sectors due 
to their potential in a wide range of applications.In parallel, there is a great interest to determine 
the toxicity of NMs, since various studies have indicated their toxic effect to biological systems. In 
this work CuO and SnO NPs were synthesized and they were characterized using advanced 
microscopic techniques, in order to evaluate the toxic effect of NPs in E. coli ATCC 4157. The 
NPs toxicity was evaluated by exposing different concentrations of CuO (10-200 ppm) and SnO 
(10-300 ppm) to E. Coli. The cell activity was determined through plate counting (Milles-Misrra 
technique) and minimal inhibitory concentration (MIC) assay (using resazurine as activity 
indicator). 

The characterization results obtained by transmission and emission electronic 
microscopy indicated that CuO NPs had spherical morphology and size of 5-10 nm. In the case of 
SnO NPs, they showed a flower-type morphology (formed by rods of 50-750 nm). Toxicity assays 
(by plate counting) indicated that CuO NPs decreased the activity of E. coli (30%) at 100 ppm. In 
the other hand, SnO NPs showed the MIC value at 250 ppm. In conclusion, E. coli was more 
sensitive to CuO NPs. However, CuO and SnO NPs had different morphology and size. 
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RESUMEN 
Los nanomateriales(NMs) están llamando la atención endiversos sectores económicos debido a 
su potencial de aplicaciones.Así mismo hay gran interés por conocer la toxicidad de NMs, ya que 
varios  estudioshan indicado su toxicidad en sistemas biológicos.En el presente trabajo se 
sintetizaron las NPs (CuO y SnO) y se caracterizaron por técnicas de microscopia de alta 
resolución, con el fin de evaluar su efecto tóxico en E. coliATCC 4157. La toxicidad se evaluó 
exponiendo E. coli a diferentes concentraciones de NPsde CuO (10-200 ppm) y SnO (10-300 
ppm). La actividad de las células se determinó por conteo en placa (técnica de Milles-Misrra) y 
ensayos de concentración mínima inhibitoria (CMI) con resazurina como indicador de la 
actividad.  

Los resultados de caracterización por microscopía electrónica de transmisión y barrido 
indicaron que las NPs de CuO tenían forma esféricay tamaño de 5-10 nm. En cambio lasNPs de 
SnOtuvieron morfología tipo flor (palillos entre 50-1500 nm).Los ensayos de toxicidad (conteo en 
placa) indicaron que las NPs de CuO disminuyeron la actividad de E. coli(30%) a partir de 100 
ppm. Por otro lado, las NPs de SnO mostraron una CMI a 250 ppm. En conclusión E. coli fue 
más sensible a las NPs de CuO. Sin embargo, las NPs de CuO y SnOtienen diferente morfología 
y tamaño. 
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INTRODUCCIÓN 
Actualmente la nanotecnología se considera un área de gran avance en la ciencia, la cual ha 
tocado muchas esferas de servicios de utilidad incluyendo, productos de consumo, cuidado de la 
salud, transporte, energía, agricultura, medicina, etc. [6]. En los últimos 20 años se han diseñado 
y sintetizado gran variedad de materiales en escala nanométrica (1 a 100 nm), denominados 
nanomateriales (NMs). Éstos poseen características únicas como: tamaño muy pequeño, area 
de superficie grande, reactividad alta, etc. [7]. 

francisco.paraguay
Resaltado



Primer Simposio Internacional de Bioingeniería Ambiental 4, 5 y 6 de septiembre de 
2013 

76 
© 2013 Aplicaciones en Bioingeniería Ambiental 

ISBN: 978-607-441-276-5 
 

   En particular, las nanopartículas (NPs) inorgánicas están adquiriendo gran interés en 
una amplia gama de aplicaciones industriales, manufactura, cuidado personal, ambiental, etc. [8]. 
Las NPs de CuO se han utilizado como agentes antimicrobianos, preservadores de madera, en 
pinturas anti-incrustantes, etc. [3]. Por su parte las NPs de SnO se han evaluado como sensores 
de gases, en especial aquellas con morfologías tipo flor debido a su alta sensibilidad [9]. El uso 
extenso de NMs conlleva su liberación en el ambiente, lo cual ha generado gran preocupación a 
nivel público, académico y científico en relación al potencial de toxicidad en sistemas biológicos y 
salud humana. De hecho, estudios previos han indicado el efecto tóxico de los NMs en células 
humanas, bacterias y organismos acuáticos [4]. La magnitud de la toxicidad depende de muchos 
factores, como tipo de nanomaterial, tamaño, composición y carga en la superficie, morfología, 
etc. En este sentido, varios científicos coinciden en destacar la gran importancia de la  
caracterización apropiada de los NMs en estudios de toxicidad [1].  
  Actualmente hay técnicas de alta resolución para la caracterización de NMs, como la 
microscopia electrónica de transmisión (TEM) y microscopía electrónica de barrido acopladas a 
detectores de energías de rayos x (EDS, EDX), útiles en la determinación de la morfología, 
tamaño de partícula primario y composición elemental. Otras técnicas útiles son difracción de 
rayos x, microscopia electrónica confocal, etc. [7]. 
  En este trabajo se evaluó la toxicidad de NPs de CuO (esféricas) y SnO (tipo flor) en E. 
coli, la cual es una bacteria relevante del ambiente. Ambas NPs se sintetizaron y caracterizaron 
para conocer la morfología, tamaño y composición. Estudios con organismos simples tienen la 
ventaja de efectuarse en forma rápida y sencilla comparado con estudios con células humanas. 
Además las bacterias son organismos que estarían sujetos a exposiciones primarias de NPs 
(disposición o descargas accidentales), por lo que son un buen modelo en estudios 
ecotoxicológicos. 
 
OBJETIVO 
Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de CuO y SnO, con el fin de evaluar su efecto tóxico en el 
modelo biológico E. coli.  
 
METODOLOGIA 
 
SINTESIS DE NANOPARTICULAS 
Las NPs de CuO se sintetizaron mediante el método de precipitación alcalina [5], a partir de una 
solución de acetato de cobre 0.02 M (300 mL) adicionada con 1 ml de ácido acético glacial. Esta 
mezcla se llevó a 100°C con agitación constante y s e le añadieron 0.4 g de NaOH. La agitación 
se mantuvo por 30 min y después se enfrió (temperatura ambiente). Las NPs se separaron por 
centrifugación (10,000 rpm, 30 min) y se le hicieron dos lavados con agua destilada. Las NPs 
lavadas y libres de agua se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron en un recipiente 
seco.La síntesis de NPs de SnO se realizó por un método hidrotérmico, partiendo de una 
solución con 0.5 g de SnCl4 y 0.18 g de NaOH en 15 ml de agua tridestilada. La mezcla se 
mantiene en agitación constante y se le agrega etanol. Posteriormente se realizó el tratamiento 
hidrotérmico en una autoclave a 200°C durante 48 h.  Finalmente, las NPs de SnO se 
recuperaron por secado 80°C  
CARACTERIZACIÓN DE LAS NPs 
La morfología, tamaño primario y composición de las NPs se caracterizó por microscopía 
electrónica de transmisión (MET), microscopía electrónica de barrido (MEB) acoplada a 
espectrometría de energía de dispersión (EDS). Los patrones de cristalinidad de las NPs se 
obtuvieron por difracción de rayos X (DRX).  
 
EFECTO TOXICO DE LAS NPs DE CuO EN E. coli 
La evaluación del efecto tóxico de las NPs se realizó mediante la exposición de E. coli a varias 
concentraciones de las NPs. Para lo cual, las células (1x109 células/mL, obtenidas de un cultivo 
incubado por 12 h) se incubaron en tubos de ensayo con medio LB (diluido, 0.1X) y con 
diferentes concentraciones de las NPs, a 200 rpm y 37 °C. La viabilidad de las células se 
determinó mediante el conteo en placa de muestras que se tomaron a diferentes tiempos de 



Primer Simposio Internacional 

incubación (0, 2, 6 y 25 h). El conteo en placa se realizó en base a la técnica de Milles
porcentaje de la actividad de las células expuesta a NPs se estimó en base al control (células sin 
exponer a las NPs). Justo un momento antes de realizar los ensayos de toxicidad, se prepararon 
las dispersiones stock de las NPs en buffer de fosfatos (5 mM) a pH 7 y se sonicaron
min en un sonicador de baño.  
 
ENSAYO DE CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA PARA NPs DE SnO
El ensayo para estimar la concentración mínima inhibitoria (CMI) se basó en el uso del indicador 
resazurina, el cual en su forma oxidada presenta un color azul y en su forma reducida cambia a 
color rojo fluorescente. Los ensayos con células activas reducen el colorante, notándose un 
cambio de azul a rojo en el medio de cultivo. Los ensayos de CMI se realizaron en placas de 96 
pzos con medio LB (0.1X diluido) inoculados con 
concentraciones de las NPs. También se incluyeron controles positivos (células sin exposición a 
NPs) y controles negativos (medio con NPs sin células). Las placas de los ensayos se incubaron 
24 h a 37°C, pasado este tiempo se adi
células. La concentración mas baja de NPs que no causó un cambio de color azul a rojo en el 
medio de cultivo se consideró como la CMI. EL control con NPs solas, se incluyó para descartar 
cualqueir reacción de las NPs con el i
 
RESULTADOS 
CARACTERIZACIÓN DE LAS NPs DE CuO y SnO
La caracterización de las NPs se llevó a cabo por MEB y MET. En la Fig
imagenMET de las NPs de CuO en donde se observa un tamaño de 5
esférica. Tanto la morfología como el tamaño de las NPs de CuO fueron muy similares a lo que 
se indicó en el reporte que tomamos como referencia para
de SnO se presenta una imagen de MEB, donde se observa una morfología tipo f
tamaños de 100-500 nm. Estas estructuras de tipo flor de NPs de SnO son morfologías nuevas 
que se están estudiando por su alta sensibiliad para sensar gases

a)
Figura 1 Imagen MET de NPs de 

 

EFECTO TOXICO DE LAS NPs DE CuO EN 
En este ensayo se usó como modelo biológico las bacteria 
a diferentes concentraciones de NPs de CuO (10, 100 y 200 ppm). En la Figura 2 se muestra el 
porcentaje de actividad de E. coli
tratamientos a diferentes concentraciones de NPs de CuO. Notándose que hubo una disminución 
en la actividad celular (30%) a partir de100 ppm con 24 h de exposición. En el caso de la 
exposición de las células a 200 ppm de NPs de CuO, se notó un inhibición de la actividad en un 
tiempo de exposición más corto (2 h). En estudios previos de toxicidad de NPs de CuO con 
tamaños similares, se ha reportado que 
cual se atribuye a que esta bacteria 
bombear extracelularmente el co
proteínas multinivel tipo-Cpx (ATPa
reportado inhibición considerable (50%) de 
Aunque en ese estudio las NPs eran
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incubación (0, 2, 6 y 25 h). El conteo en placa se realizó en base a la técnica de Milles
porcentaje de la actividad de las células expuesta a NPs se estimó en base al control (células sin 

. Justo un momento antes de realizar los ensayos de toxicidad, se prepararon 
las dispersiones stock de las NPs en buffer de fosfatos (5 mM) a pH 7 y se sonicaron

 

RACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA PARA NPs DE SnO
El ensayo para estimar la concentración mínima inhibitoria (CMI) se basó en el uso del indicador 
resazurina, el cual en su forma oxidada presenta un color azul y en su forma reducida cambia a 

e. Los ensayos con células activas reducen el colorante, notándose un 
cambio de azul a rojo en el medio de cultivo. Los ensayos de CMI se realizaron en placas de 96 
pzos con medio LB (0.1X diluido) inoculados con E. coli (1x107 células/mL) y con diferentes
concentraciones de las NPs. También se incluyeron controles positivos (células sin exposición a 
NPs) y controles negativos (medio con NPs sin células). Las placas de los ensayos se incubaron 
24 h a 37°C, pasado este tiempo se adi cionó las resazurina para determinar la actividad de las 

La concentración mas baja de NPs que no causó un cambio de color azul a rojo en el 
medio de cultivo se consideró como la CMI. EL control con NPs solas, se incluyó para descartar 
cualqueir reacción de las NPs con el indicador resazurina. 

CARACTERIZACIÓN DE LAS NPs DE CuO y SnO 
La caracterización de las NPs se llevó a cabo por MEB y MET. En la Figura 1a se muestra la 
imagenMET de las NPs de CuO en donde se observa un tamaño de 5-10 nm y con forma 

Tanto la morfología como el tamaño de las NPs de CuO fueron muy similares a lo que 
se indicó en el reporte que tomamos como referencia para la síntesis [5].  En el caso de las NPs 
de SnO se presenta una imagen de MEB, donde se observa una morfología tipo f

500 nm. Estas estructuras de tipo flor de NPs de SnO son morfologías nuevas 
que se están estudiando por su alta sensibiliad para sensar gases [9].  

              b)   
Imagen MET de NPs de NPs de CuO(a) y NPs de son (b) 

EFECTO TOXICO DE LAS NPs DE CuO EN E. coli 
En este ensayo se usó como modelo biológico las bacteria E. coli ATCC 4157, la cual se expuso 
a diferentes concentraciones de NPs de CuO (10, 100 y 200 ppm). En la Figura 2 se muestra el 

E. coli (en base al control, células sin exponer a NPs) en los 
tratamientos a diferentes concentraciones de NPs de CuO. Notándose que hubo una disminución 
en la actividad celular (30%) a partir de100 ppm con 24 h de exposición. En el caso de la 

n de las células a 200 ppm de NPs de CuO, se notó un inhibición de la actividad en un 
tiempo de exposición más corto (2 h). En estudios previos de toxicidad de NPs de CuO con 

se ha reportado que E. coli resiste altas concentraciones de NPs de CuO. Lo 
esta bacteria activa su sistema de defensa a metales pesados

el cobre citoplasmático a través de la activación sec
Cpx (ATPasa y RND) [3]. Sin embargo, en otros estudios se ha 

reportado inhibición considerable (50%) de E. coli a partir de 28.6 ppm de NPs de CuO [2]
las NPs eran de diferente tamaño (20-30 nm), con morfología irregular y 
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cambio de azul a rojo en el medio de cultivo. Los ensayos de CMI se realizaron en placas de 96 
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fueron adquiridas comercialmente (us
cual puede influir en los resultados de toxicidad. 
 

Figura 2 Porcentaje de la actividad de 
concentraciones de exposición de 

 
CONCENTRACIÓN MINIMA INHIBITORIA
En el ensayo de CMI se probaron diferentes concentraciones de las NPs de SnO (10 a 3000 
ppm). En este caso se incluyeron concentraciones altas, ya que en la literatura hay antecedentes 
de que este tipo de NPs no son muy reactivas.
actividad de E. coli a concentraciones más altas que las NPs de CuO. En la figura 3 se muestran 
los resultados de cambio de color de la resazurinaoxidada (azul) y forma reducida (rojo) en 
ensayos de exposición de E. coli a varias concentraciones de NPs
claramente que a partir de 250 ppm de NPsSnO, las bacterias pierden actividad, ya que no son 
capaces de reducir la resazurina (se mantiene el color azul correspondiente a la resazurina 
oxidada). Indicando que la resazurina no se reduce completamente por las células expuestas. En 
base a lo anterior, la CMI de NPs de SnO en 
UFC/ml. 
 

Figura 3  Ensayo de CMI con E. coli
realizóen placa de 96 pozos, incluyendo control positivo (células sin exponer a NPs) y negativo 
(NPs solas). El indicador utilizado para detectar la actividad de células fue resazurina.
 
 
CONCLUSIONES 
La bacteria E. coliATCC 4157mos
concentraciones altas NPs de CuO (>1
mayor sensibilidad a lasNPs de CuO. Sin embargo, las
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fueron adquiridas comercialmente (usualmente tienen impurezas del proceso de síntesis). Lo 
cual puede influir en los resultados de toxicidad.  

 
Porcentaje de la actividad de E. coli ATCC 4157 en respuesta a diferentes tiempos y 

concentraciones de exposición de NPs de CuO 

RACIÓN MINIMA INHIBITORIA 
En el ensayo de CMI se probaron diferentes concentraciones de las NPs de SnO (10 a 3000 
ppm). En este caso se incluyeron concentraciones altas, ya que en la literatura hay antecedentes 
de que este tipo de NPs no son muy reactivas. Por lo que se espera obtener inhibición de la 

a concentraciones más altas que las NPs de CuO. En la figura 3 se muestran 
los resultados de cambio de color de la resazurinaoxidada (azul) y forma reducida (rojo) en 

de E. coli a varias concentraciones de NPsde SnO. Ahí se nota 
claramente que a partir de 250 ppm de NPsSnO, las bacterias pierden actividad, ya que no son 
capaces de reducir la resazurina (se mantiene el color azul correspondiente a la resazurina 

. Indicando que la resazurina no se reduce completamente por las células expuestas. En 
base a lo anterior, la CMI de NPs de SnO en E. coli fue de 250 ppm con un inóculo de 1 x10

 
E. coli expuesta a varias concentraciones de NPs. El ensayo se 

, incluyendo control positivo (células sin exponer a NPs) y negativo 
El indicador utilizado para detectar la actividad de células fue resazurina.

mostró inhibición considerable en su actividad cuando se expuso a 
concentraciones altas NPs de CuO (>100 ppm) y SnO (>250 ppm). Notándose que 

a lasNPs de CuO. Sin embargo, lasNPs de CuO y SnOtienen diferente 
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morfología y tamaño. 
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