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Algunas bacterias probióticas pueden incorporar nanopartículas en su 

capa externa de exopolisacáridos (EPS), adquiriendo las propiedades 

físico-químicas de dichas nanopartículas, sin perder sus capacidades 

biológicas más esenciales: superar la barrera química que supone el 

estómago y anidar en diferentes partes del intestino.  

En esta tesis doctoral hemos explotado el uso de estos probióticos 

como carriers de nanopartículas metálicas de diversa composición 

química y morfología para alcanzar el intestino y poder ser aplicados en 

biomedicina.  

El capítulo 1, se centra en los aspectos básicos del área de 

investigación en el que se enmarca esta Tesis Doctoral y la motivación del 

mismo en el contexto actual. Concretamente, se hace una revisión 

bibliográfica del uso de nanopartículas metálicas en Nanomedicina 

citando diferentes aplicaciones biotecnológicas y biomédicas. Asimismo 

se propone el uso de microorganismos carriers de dichas nanopartículas,  

y más concretamente del uso de EPS como plataformas para la 

preparación de nuevos nanomateriales con propiedades físico-químicas 

mejoradas.  

El  capítulo 2 recoge el desarrollo de un nuevo suplemento de hierro 

(MNP-bacteria) para el tratamiento de anemia, basado en Lactobacillus 

fermentum, una bacteria que forma parte de nuestro microbioma, con 

nanopartículas de maghemita (MNP). Hemos demostrado que este 

probiótico es un carrier ideal para transportar y acumular MNP en el 

intestino, superando el medio químico estomacal. A diferencia del 

sistema MNP-bacteria, la administración de MNP no permite llegar al 

intestino puesto que las nanopartículas son mayoritariamente 

degradadas. 

El ensayo en ratas anémicas ha demostrado que MNP-bacteria es un 

excelente suplemento de hierro, capaz de restablecer los parámetros de 

hierro en ratas anémicas a niveles fisiológicas sanos (capítulo 3). En 

concreto, dicho suplemento restablece los niveles de hierro y 
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hemoglobina en sangre, los niveles de las proteínas DMT1 y ferroportina 

en enterocitos de intestino y los niveles de hepcidina, la hormona que 

controla la excreción de hierro del enterocito. 

En el capítulo 4 hemos demostrado que es posible incorporar 

simultáneamente MNP y nanopartículas de oro AuNP (de diferentes 

morfologías) al Lactobacillus fermentun, obteniéndose así bacterias con 

propiedades magnéticas y ópticas simultáneamente. Los estudios de 

hipertermia magnética y óptica han demostrado que algunos de estos 

sistemas heterobimetálicos MNP-AuNP generan tasas de absorción 

específica de más de 130 W/g  tras exposición a campos magnéticos 

alternos (hipertermia magnética), y temperaturas de calentamiento del 

orden de 50 – 70 ᵒC tras irradiación con láser a 1064 nm, longitud de 

onda cercana a la de la banda SPR de las AuNP (hipertermia óptica). 

Además, hemos visto que el probiótico Lactobacillus fermentun sirve 

como carrier para la internalización en el enterocito de las nanopartículas 

que porta. Por tanto, estos sistemas se presentan como una alternativa 

real para el tratamiento de cáncer de colon mediante hipertermia mixta 

magneto-óptica. No existen en bibliografía fármacos orales con estas 

características. 

En el capítulo 5 hemos extendido el protocolo de incorporación 

de nanopartículas a bacterias de tanto impacto en alimentación, como 

son los probióticos responsables de la fermentación de la leche para 

producir yogur. Además hemos demostrado que la incorporación de MNP 

y AuNP a los probióticos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus 

acidophilus, no impide que puedan fermentar leche y producir yogur. De 

esta forma hemos desarrollado dos nuevos productos: yogur magnético y 

yogur dorado, que pudieran ser utilizados, al igual que MNP-bacteria, 

como suplementos de hierro para anemia, como fármacos 

anticancerígenos por hipertermia, o bien como nuevos ingredientes 

alimentarios en la novel food. 
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Nanoparticles can be grafted to the outer exopolysaccharide (EPS) 

layer of some probiotic bacteria, so that these bacteria acquire new 

properties without losing their essential biological ability: to overcome 

the stomach barrier and nest in the intestine.  

In this PhD, we have exploited the use of these probiotics as carriers 

of metallic nanoparticles, of different chemical composition and 

morphology, to be applied in biomedicine.   

Chapter 1 is focused on the basic aspects of this research area and 

on its motivation in the current context. Specifically, there is a 

bibliographic review on the uses of metallic nanoparticles in 

Nanomedicine and about the use of microorganisms as drugs and 

nanoparticles carriers, as well as on the role of EPS as a material with 

potential uses in biotechnology.  

Chapter 2 is devoted to the development of a new iron supplement 

(MNP-bacteria) for the treatment of anemia. This is based on 

Lactobacillus fermentum, a member of our microbiome, loaded with 

maghemite nanoparticles (MNP). We have shown that this probiotic is an 

ideal carrier to transport and accumulate MNP in intestine, overcoming 

the stomach chemical medium. Unlike the administration of free MNP, 

which entail the degradation of the nanoparticles at the stomach, the 

supplementation with MNP-bacteria does allow MNP reaching the 

intestine.   

The test with anemic rats has shown that MNP-bacteria are excellent 

iron supplements, able to reestablish their iron parameters to healthy 

physiological levels (chapter 3). In concrete, this supplement 

reestablishes the levels of iron and hemoglobin in blood, the levels of the 

DMT1 and ferroportin proteins in enterocytes and the level of hepcidin, 

the hormone that controls the excretion of iron from the enterocyte.   

In Chapter 4 we demonstrate that it is possible to simultaneously 

incorporate MNP and gold nanoparticles (AuNP) of different 
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morphologies to Lactobacillus fermentum, thus obtaining bacteria with 

both magnetic and optical properties. The studies of magnetic and optical 

hyperthermia have shown that some of these heterobimetallic systems, 

MNP-AuNP-bacteria, generate specific absorption rate of more than 130 

W/g after exposition to alternate magnetic fields (magnetic 

hyperthermia), and temperatures of heating of the order 50-70 ᵒC after 

irradiation with laser at 1064 nm, a wavelength near the SPR band of the 

AuNP (optical hyperthermia).   

 Furthermore, we have seen that the probiotic Lactobacillus 

fermentum serves as a carrier for the internalization of the nanoparticles 

into enterocytes. Therefore, this system is a real alternative for the 

treatment of colon cancer through mixed magnetic-optical hyperthermia. 

There is no similar oral drug currently available in bibliography.   

In Chapter 5, we have extended our protocol to incorporate 

nanoparticles to bacteria of high impact in food, such as the probiotics 

responsible of producing yogurt by milk fermentation. Besides, we have 

demonstrated that the incorporation of MNP and AuNP to the 

Streptococcus thermophilus and Lactobacillus acidophilus probiotics does 

not prevent the fermentation and the production of yogurt. In this way, 

we have been able to develop two new products: magnetic yoghurt and 

golden yoghurt, that could be used as iron supplements (as MNP-

bacteria) and as anticancer drugs (through hyperthermia techniques), or 

eventually used as a new ingredient in novel food. 
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Después de miles de millones de años de evolución, las criaturas de la 

naturaleza poseen estructuras funcionales casi perfectas. La naturaleza 

es, por tanto, una escuela para científicos e ingenieros en cuanto a la 

creación de materiales multifuncionales a múltiples escalas, desde lo 

nano, micro hasta lo macro.1 Seguir las estrategias usadas en la 

naturaleza para generar materiales inorgánicos funcionales puede ser 

una vía con multitud de implicaciones en el campo de los nanomateriales.  

El concepto de nanotecnología2 fue concebido como la idea de 

generar dispositivos extremadamente pequeños mediante manipulación 

átomo a átomo, para obtener de manera controlada, herramientas que 

den solución a problemas en energía, salud y medio ambiente, que han 

acompañado a la humanidad desde sus orígenes.3,4  

Existen multitud de ejemplos de materiales a escala nanométrica 

producidos por organismos en la naturaleza.5 La mayoría son 

biominerales nanoestructurados que se generan por interacción entre 

una fase orgánica (proteínas, polisacáridos y lípidos)  y una inorgánica 

(iones metálicos y sales inorgánicas) con un ordenamiento jerárquico y 

una perfecta organización.6 Ejemplo de esto son: materiales silíceos 

sintetizados por diatomeas y radiolarias,7,8 y las bacterias de capa S que 

sintetizan yeso y carbonato de calcio como capas superficiales. También 

ciertos microbios pueden acumular  nanopartículas metálicas de 

magnetita, sulfuro de hierro, zinc u oro9. La función de estos materiales 

biológicos es diversa y puede ser vital, estructural, mecánica y 

fisiológica.10 

Combinar los protocolos que ha traído consigo la nanotecnología con 

las estrategias de la naturaleza para la fabricación de materiales, ha 

generado una nueva disciplina, como es la de los materiales 

biomiméticos nanoestructurados, resultando en la aparición de 

nanomateriales con aplicación en diagnosis,11 terapia,12 catálisis,13 

electrónica,14 detección,3,15 entre otras. Este nuevo área de investigación 
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de materiales bioinspirados,16,17 se basa en la síntesis de materiales 

imitando la funcionalidad de los materiales que ofrece la naturaleza. 

Una estrategia para la síntesis de materiales bioinspirados, es el 

empleo de microorganismos como biofactorías de biominerales y 

nanopartículas metálicas que usualmente no producen en su ambiente 

natural.6,18,19,20 Diversas especies de bacterias, hongos, levaduras y algas 

han sido empleadas con este propósito.6,18,19,20 Son lo que se denomina 

“microorganismos inusuales”, ya que no sintetizan estos nanomateriales 

en su hábitat normal.6 Otra aproximación se basa en incorporar 

nanomateriales artificiales a microorganismos, con la intención de 

generar nuevos materiales multifuncionales que podrían tener 

aplicaciones en áreas como la biomedicina y la electrónica.21 La idea 

principal es estudiar estos microorganismos, sus mecanismos de acción 

para la fabricación de materiales y sus mecanismos de interacción con los 

nanomateriales artificiales para, inspirándose en estos procesos, obtener 

en el laboratorio nuevas estructuras que tengan la misma funcionalidad 

que aquéllas que son sintetizados por organismos vivos en la naturaleza. 

Se pretende por tanto mimetizar la funcionalidad más que la propia 

estructura en sí de los materiales naturales.  

Los iones metálicos de hierro, cobre, sodio, potasio, calcio, magnesio, 

entre otros, son indispensables para la supervivencia de la mayoría de 

microorganismos.22 Son nutrientes esenciales que participan como 

centros de reacción, reguladores redox y estabilizadores de 

macromoléculas en diversos procesos biológicos; mantienen el balance 

osmótico; y forman parte integral de metaloproteínas.23 La estrecha 

relación entre iones metálicos y microorganismos ha impulsado dentro 

de los materiales bioinspirados la biosíntesis de nanopartículas metálicas 

mediada por microorganismos. 

La ventaja de emplear “microorganismos inusuales”, como bacterias y 

hongos, para producir a gran escala partículas metálicas pequeñas a nivel 

extracelular radica en que las nanopartículas biosintetizadas, a menudo, 
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muestran una alta estabilidad y un mejor control sobre la morfología y el 

tamaño. Además, la bio-fabricación es reproducible e incluye la 

posibilidad de sintetizar nanopartículas hidrofílicas. Este planteamiento 

evita los métodos de síntesis de nanomateriales tradicionales que a 

menudo precisan el uso de reactivos químicos tóxicos y altas presiones y 

temperaturas.24,25,26,27,28,29 Es por tanto, esta alternativa, un método de 

síntesis  respetuoso con el medio ambiente.  

El interés en la generación de materiales nanoestructurados reside en 

sus atractivas propiedades físico-químicas. Las cuales los capacitan para 

ser empleados en multitud de aplicaciones en áreas como farmacia, 

diagnosis, cosmética, medicina regenerativa, y ciencia y tecnología de los 

alimentos.30 

Durante las dos últimas décadas ha ido en aumento el esfuerzo 

científico para aplicar la nanotecnología en el campo de la biomedicina, y 

las nanopartículas metálicas han sido objeto de gran interés con este 

fin.31 Dentro de las nanopartículas metálicas son las AuNPs, debido a sus 

propiedades ópticas únicas, y las nanopartículas magnéticas, de tipo 

óxido de hierro, las que encuentran un mayor potencial para su 

utilización en en aplicaciones biomédicas. 

1. Aplicaciones biomédicas de las nanopartículas de 

oro. 

1.1.  Diferentes morfologías de las nanopartículas de oro. 

La forma y el tamaño de las nanopartículas de oro (AuNPs) 

determinan sus propiedades físico-químicas.32,33 Las diferentes 

morfologías de  las AuNPs van desde esferas (AuNSs), “rods” (barras, 

AuNRs),34 prismas (AuNPRs),35 estrellas (AuNSTs), cubos y poliedros, 

hasta nanopartículas amorfas (Figura 1). La disminución de las 

dimensiones, así como cambios en la morfología final en el caso de las 

AuNPs, tiene un efecto determinante en sus propiedades, las cuales 
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difieren mucho de las propiedades del material “bulk” del que proceden, 

o de los átomos aislados que las forman. La gran superficie atómica, la 

elevada energía de superficie, el confinamiento espacial y las reducidas 

imperfecciones son algunas de las causas de que las AuNPs puedan 

presentar propiedades eléctricas, electrónicas, mecánicas, magnéticas,36 

térmicas, dieléctricas, ópticas y biológicas, y por tanto, son causa de las 

ventajas que presentan frente a los materiales macrométricos con la 

misma composición.  

 

 
Figura 1. Diferentes morfologías de AuNPs.

37
  

 

1.2. Propiedades ópticas de las AuNPs. 

Las AuNPs presentan una banda de absorción de energía en la región 

del ultravioleta-visible (UV-vis) resultado de la resonancia entre la 

frecuencia del fotón incidente (luz) y la oscilación colectiva de los 

electrones de la banda de conducción de las AuNPs,38,39,40, 41 también 
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llamados plasmones de superficie. El fenómeno, denominado resonancia 

de plasmones superficiales (surface plasmon resonance, SPR), es el 

responsable del color característico de cada morfología y es la clave de 

muchas de las aplicaciones biomédicas que presentan las AuNPs.  

La banda de absorción SPR que presentan las AuNPs es dependiente 

del tamaño, la forma, el ambiente químico y la agregación de las 

nanopartículas. El ajuste preciso de estos parámetros puede desplazar 

esta banda a la región del infrarrojo cercano (NIR, near infrared).38 De 

hecho, con el aumento de la anisotropía en la morfología, o la agregación 

de las AuNPs la banda SPR se desplaza hacia energías más bajas, o lo que 

es lo mismo a λ mayores, pudiendo alcanzar la zona del NIR42, 43 (zona 

energética ideal para las aplicaciones biomédicas).  

  
Figura 2. Sección del espectro electromagnético con las regiones UV-vis y NIR, y la 
localización de las bandas SPR de AuNSs, AuNRs y AuNPRs dentro de este. 



Capítulo 1 

26 

 

Las AuNSs presentan una banda SPR centrada en el rango de 500-600 

nm (UV-vis). Sin embargo, cuando las AuNPs pierden la forma esférica, 

hacia morfologías más anisotrópicas, aparecen resonancias con nuevos 

plasmones superficiales. En AuNRs, por ejemplo, el SPR se divide en dos 

bandas: la sección transversal muestra una resonancia de 

aproximadamente 530 nm, que es coincidente con el SPR de las 

nanopartículas esféricas, mientras que la resonancia de la sección 

longitudinal se desplaza hacia el rojo, a una λ que depende de la relación 

largo/ancho de los rods, pudiendo alcanzar el NIR. En formas con una 

anisotropía aún mayor, como los AuNPRs, el SPR de baja energía cae en la 

región del NIR con longitudes de onda que alcanzan valores de 1100 nm 

(Figura 2). 

1.3.  AuNPs como agentes de bioimagen. 

Poder sintetizar AuNPs que presenten SPR en el NIR supone disponer 

de nanodispositivos de diagnosis que, tras su administración en humanos 

o incubación con muestras de tejido biológico o cultivos celulares, 

podrían actuar como agentes de bioimagen y biosensores,44,45 ya que la 

radiación infrarroja puede penetrar los tejidos y alcanzar las AuNPs que 

absorban a esta frecuencia en el interior del organismo, o de las células. 

Esto es posible gracias a que la sangre y los tejidos blandos absorben luz 

principalmente en el UV-vis, y no en el NIR, como estas AuNPs.  

Las AuNPs con bandas SPR en el NIR se pueden considerar sondas 

idóneas para microscopía de dos fotones, así como agentes de bioimagen 

útiles en tomografía fotoacústica.46 La señal de dispersión de la luz de las 

AuNPs  es 105-106 veces más fuerte que la capacidad de emisión de un 

fluoróforo orgánico, por lo que las AuNPs se han empleado, tanto para la 

detección de células (sus receptores y sus metabolitos) mediante 

microscopía de campo oscuro,47, 48, 49 como para la obtención de 

imágenes por tomografía de coherencia óptica.50  Por otro lado, y debido 

a su elevada masa atómica, el oro puede atenuar de forma considerable 

los Rayos X incidentes sobre las AuNPs. Esto las convierte en un 
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candidato ideal como agente de contraste para tomografía 

computarizada de Rayos X.  

Cabe destacar que muchos de los estudios en bioimagen se han 

llevado a cabo utilizando AuNPs funcionalizadas con biomoléculas, lo que 

dirige su unión a células diana o moléculas biológicas específicas (Figura 

3). Las AuNPs podrían actuar también como nanotransportadores para la 

liberación controlada de fármacos (Targeted Drug Delivery Sistems).51 En 

estos nanodispositivos la liberación controlada se garantiza gracias a la 

elevada especificidad que presenta el ligando hacia su receptor. Con lo 

que su uso tanto diagnóstico, como terapéutico,  se hace mucho más 

eficaz.52  

El campo electromagnético de la luz incidente sobre AuNPs puede 

mejorarse mucho en la superficie de estas  debido a la excitación de 

plasmones superficiales, provocando la amplificación del campo láser 

incidente y de la dispersión Raman de este, lo que contribuye al efecto 

electromagnético SERS (surface enhanced Raman scattering). El SERS es 

una técnica de detección ultrasensible que mejora la dispersión Raman 

de moléculas absorbidas en una superficie metálica rugosa o en la 

superficie de nanopartículas metálicas.53 El cambio de SPR no es la única 

consecuencia producida por la agregación de AuNPs. En comparación con 

las nanopartículas aisladas, los agregados de AuNPs aumentan el efecto 

SERS  debido a la formación de puntos calientes en las regiones 

interpartícula. 54,55,56,57,58  Las AuNPs actúan como antenas para la luz 

incidente con la misma frecuencia que la oscilación colectiva de los 

plasmones. Por lo tanto, las AuNPs concentran los campos eléctricos 

oscilantes en sus superficies, con la misma frecuencia que la luz incidente 

pero con intensidades varios órdenes de magnitud por encima. La mejora 

del campo eléctrico incrementa la señal Raman típica del compuesto con 

el que están en contacto las AuNPs, con lo cual mejora su detección. 

53,54,55,56,57 SERS es actualmente uno de los métodos espectroscópicos 

más potentes para la detección ultrasensible de moléculas, lo que vuelve 

a poner de manifiesto el gran potencial de las AuNPs como biosensores. 
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1.4.  AuNPs, agentes fototérmicos para hipertermia 

óptica. 

Como hemos visto hasta ahora, a consecuencia de sus propiedades 

ópticas las AuNPs son útiles como agentes de diagnosis, pero además 

pueden emplearse como agentes terapéuticos para el tratamiento de 

enfermedades como el cáncer o algunas enfermedades infecciosas.59, 60  

La terapia de hipertermia es un tratamiento médico no invasiva en el 

que los tejidos biológicos son expuestos a temperaturas superiores a la 

temperatura corporal normal para promover la destrucción selectiva de 

células anormales.61 La hipertermia de tumores sólidos consiste, por 

tanto,  en la destrucción de células cancerosas mediante un aumento 

localizado de la temperatura hasta alcanzar valores entre 41ᵒ - 47ᵒ.62 Los 

tumores se destruyen selectivamente en este rango de temperatura 

debido a su vascularización defectuosa y a la reducida tolerancia al 

calor.63 La hipertermia causa un daño celular irreversible al desnaturalizar 

las proteínas, lo que afecta a la estructura de la membrana celular.64 Por 

lo tanto, la hipertermia para el tratamiento contra el cáncer podría inhibir 

la proliferación de células tumorales al destruirlas, o hacerlas más 

sensibles a los efectos de otras terapias antitumorales como la 

radioterapia o la quimioterapia.65 En el caso de la radioterapia, la 

maquinaria de reparación del daño producido por la radiación en el ADN 

de las células cancerosas se ve alterado por el calor generado por 

hipertermia,66 lo que mejora la eficacia de la radioterapia.  

Las AuNPs son óptimos agentes fototérmicos ya que la luz absorbida 

en el NIR se transforma en calor, lo que provoca un aumento de 

temperatura que acabaría con las células a las que han sido dirigidas.67 La 

luz absorbida en el NIR excita a los electrones libres de la banda de 

conducción de las AuNPs, lo que conduce a la aparición de fuertes 

repulsiones electrón-electrón, originándose una nube de electrones 

excitados en una escala de tiempo de decenas de femtosegundos.  Estos 

electrones excitados  se relajan por colisión con los iones de la red 

cristalina de las AuNPs, lo que resulta en el calentamiento homogéneo de 
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los nanocristales de oro  mediante interacciones electrón-fonón.68 Esto 

ocurre en 1 fs. La red cristalina de las AuNPs se enfría transfiriendo su 

calor al medio circundante mediante relajación fonón-fonón en 100 fs. La 

transferencia de calor de la AuNPs al medio es lo que provoca el aumento 

de temperatura localizado y su consecuente efecto antitumoral.65 

Sumado a lo anterior,  la biofuncionalización de las AuNPs (Figura 3) 

aumenta la precisión y la eficacia del tratamiento hipertérmico, evitando 

la destrucción del tejido sano.69  

 
Figura 3. Biofuncionalización y aplicaciones biomédicas de las AuNPs.

52 

Por lo tanto, la terapia fototérmica por infrarrojo mediada por AuNPs 

es un método mucho menos dañino que las quimioterapias 

convencionales. Además, esta misma técnica puede ser útil para destruir 

bacterias70  y parásitos71 en el interior del organismo.  

En resumen, son sus propiedades ópticas únicas y su estabilidad 

química las que explican que las AuNPs hayan sido muy estudiadas 
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durante las últimas décadas por la multitud de aplicaciones biomédicas 

potenciales que presentan (Figura 4).  

 
Figura 4. Aplicaciones biomédicas de AuNPs. 

 

Se puede pensar, por tanto,  en las AuNPs como firmes candidatas 

para el desarrollo de la siguiente generación de teranósticos y 

biosensores. 

2. Aplicaciones biomédicas de nanopartículas de óxido 

de hierro.  
 

Además de las AuNPs, otras nanopartículas metálicas también 

ofrecen aplicaciones biomédicas interesantes como es el caso de las 

nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro (SPIONs, del 

inglés Superparamagmetic Iron Oxide Nanoparticles).  

Una cualidad muy ventajosa para su aplicación en biomedicina, que 

además comparten con las AuNPs, es la facilidad de biofuncionalizar su 

superficie. Es posible revestir las SPIONS con biomoléculas que dirigen su 

unión a una diana biológica precisa, incrementando así su especificidad y 

la efectividad de su acción.72,73,74 Por esto, y principalmente por sus 



Introducción 

31 

 

propiedades magnéticas, las SPIONs son potenciales agentes teranósticos 

de las que se puede aprovechar su acción combinada como agentes de 

diagnosis y terapia, por ejemplo, como agentes de contraste para imagen 

por resonancia magnética (MRI, Magnetic Resonance Imaging) 

(diagnosis), y como agentes terapéuticos para destrucción de tumores 

sólidos por hipertermia magnética, y/o mediante la liberación controlada 

de fármacos (Figura 5).75,76,77,78,79  

 

Figura 5. Aplicaciones biomédicas de las MNP.
75 

2.1.  Propiedades magnéticas y composición de las 

SPIONs. 

El tamaño determina las propiedades magnéticas de las SPIONs, de 

tal manera que un diámetro inferior a 30 nm les confiere propiedades 

superparamagnéticas.80 El superparamagnetismo es un fenómeno que se 

produce cuando las partículas son lo suficientemente pequeñas como 

para que las fluctuaciones térmicas provoquen una inversión aleatoria de 
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los momentos magnéticos de cada nanopartícula. La aleatoriedad de la 

orientación de estos momentos magnéticos da como resultado una 

magnetización neta igual a cero en ausencia de un campo magnético 

aplicado (Figura 6), sin embargo estas nanopartículas presentan una alta 

magnetización en presencia de un campo magnético. 

 

Figura 6. Comportamiento superparamagnético de las SPIONs. En presencia de un 
campo magnético aplicado los momentos magnéticos de cada partícula se alinean con 
dicho campo, dando lugar a la magnetización.

71 

El núcleo metálico de las SPIONs está formado por magnetita (Fe3O4)  

o maghemita (γ-Fe2O3). La magnetita es un óxido de hierro mixto 

Fe(II)/2Fe(III) (ferroso/diférrico) que presenta una estructura de espinela 

inversa, ya que los huecos octaédricos (B) de la celda unitaria están 

ocupados por el catión divalente Fe(II), mientras que los cationes 

trivalentes Fe (III) están repartidos al 50%  entre huecos octaédricos (B) y 

tetraédricos (A). Sólo se ocupan 1/2 de los huecos octaédricos y 1/8 de 

los huecos tetraédricos, formándose una celda unitaria cúbica centrada 

en las caras ligeramente distorsionada, que contiene 8 unidades 

(FeIII)A(FeIIIFeII)BO4. La maghemita (γ-Fe2O3) es la forma oxidada de la 

magnetita, en la que todos o la mayoría de los átomos de hierro se 

encuentran en su estado trivalente (Fe(III)), lo cual origina sitios vacantes 

en los huecos octaédricos (B), a causa del mayor volumen de los iones 



Introducción 

33 

 

trivalentes Fe(III), conteniendo finalmente la celda unitaria 8 unidades 

(FeIII)A(FeIII
5/3□1/3)BO4, donde □ representa una vacante. Es por esto que la 

densidad de la maghemita (ρ=4870Kg/m3) en ligeramente menor que la 

de la magnetita (ρ=5180Kg/m3) (Figura 7).81 

 

Figura 7. Estructura cristalina de la magnetita y la maghemita.
80

  

2.2.  SPIONs como agentes de contraste para Resonancia 

Magnética por Imagen. 

Como consecuencia de su alta susceptibilidad magnética, los núcleos 

de las SPIONs, entre 10-30 nm, proporcionan un fuerte aumento de la 

relajación transversal (T2 y T2*) en las regiones tisulares donde las 

nanopartículas se localizan.82 La relajatividad se manifiesta, en las 

imágenes de resonancia magnética ponderadas en T2, como contraste 

negativo muy pronunciado (hipointensidad), que se visualiza como un 

oscurecimiento del tejido donde se han acumulado las SPIONs (Figura 8). 

Debido a que es el sistema fagocítico mononuclear el encargado 

mayoritario de  la captación e internalización de las SPIONs de este 

tamaño, son especialmente útiles para la obtención de imágenes de 
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órganos que presenten una elevada actividad fagocítica por macrófagos, 

como es el caso de hígado y bazo.83,84,85 

Figura 8. Imágenes de resonancia magnética T2
*
 de cerebro de ratón antes (a1) y 

después (a2-a7) de la inyección intravenosa de SPIONs. Se aprecia el contrate negativo 
(hipointensidad) en los vasos sanguíneos cerebrales donde se acumulan las SPIONs.

86 

A pesar de su habitual uso como agentes de contraste negativo para 
MRI, las SPIONs también se han utilizado como agentes de contraste en 
secuencias de imágenes de resonancia magnética ponderadas en T1, o lo 
que es lo mismo, como agentes de contraste positivo (Figura 9).87,88,89,90  

Figura 9. Imágenes de resonancia magnética ponderadas en T1 (contraste positivo) a 

diferentes tiempos. Tras la administración de SPIONs de 4,8 nm de diámetro se observó 

el contraste positivo en hígado de ratón (flechas) y en los capilares abdominales (puntas 

de flecha). 
91

 
 

Esto supone una alternativa al empleo de quelatos de gadolinio (Gd3+) 
como agentes de contraste positivo para MRI, evitando el efecto 
nefrotóxico de estos últimos.92 

Genera un interés especial en el empleo de las SPIONs como agentes 

de contraste para MRI,93,94 la posibilidad de administrarlas mediante 

técnicas no invasivas, por ejemplo administración oral, así como, dirigirlas 

a órganos diana mediante la funcionalización de su superficie o mediante 

su  incorporación a plataformas que dirijan dicha entrega.  

2.3. SPIONs para hipertermia magnética. 

Además del uso diagnóstico que presentan las nanopartículas de 

óxido de hierro, su uso terapéutico está probado para el tratamiento de 
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tumores por hipertermia magnética.71 El fundamento de la técnica es el 

mismo que el de la hipertermia térmica, con la diferencia de que la 

elevación local de la temperatura del tejido (41ᵒ-47ᵒ), en este caso, está 

provocada por la exposición de las SPIONs a un campo magnético alterno 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10. Fenómeno de EPR y terapia antitumoral por hipertermia magnética.
71, 96

 

La acumulación de las SPIONs en el interior del tumor sólido se ve 

favorecida tanto por el crecimiento descontrolado del tumor, como por la 

alta vascularización para satisfacer las necesidades nutricionales del 

mismo. Esto povoca que las estructuras fisiológicas en torno a él estén 

desorganizadas y poco estructuradas, dando lugar al fenómeno de EPR 

(enhanced permeability and retention).95 Al presentar los vasos tumorales 

paredes endoteliales no alineadas y con grandes fenestraciones, así como 

un lento retorno venoso y un mal drenaje linfático, las nanopartículas se 
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mantienen en el tumor por más tiempo, algo que no ocurre con fármacos 

de bajo peso molecular (Figura 10).  

Tras la acumulación de las SPIONs en el tumor, la eficacia de la 

hipertermia magnética se ve favorecida debido a que las células del 

tumor son más termosensibles que las células sanas. En primer lugar, 

porque las bajas concentraciones de oxígeno en el interior del tumor 

promueven un aumento en la producción de ácido láctico, que se 

acumula por el flujo sanguíneo defectuoso en el interior del tumor, 

aumentando la acidez del medio y con ello la termosensibilidad del 

tumor.96, 97 Y en segundo lugar,  porque en el rango de temperaturas de 

42ᵒ-45ᵒ la función de muchas proteínas estructurales y enzimáticas de la 

célula se ve alterada, lo que afecta al crecimiento y la diferenciación 

celular y puede inducir apoptosis (muerte celular programada).98 

Las SPIONs son buenos agentes de hipertermia magnética (Figura 11), 

ya que al someterlas a un campo magnético alterno absorben energía 

que luego se transforma en calor, principalmente, por dos procesos de 

relajación: la relajación de Néel y la relajación browniana o de Bronw.97 

 

Figura 11. Fotografía (izquierda) e imagen térmica (derecha) de un ratón, 24 horas 
después de la inyección intravenosa de nanoclusters de SPIONs recubiertas con 
polietilenglicol (PEG) y ácido fólico (FA)  (FA-PEG-SPION NCs), bajo la acción de un 
campo magnético alterno con H=8 kA.m

-1
 y f=230 kHz.

99
 

La aplicación del campo magnético alterno provoca que el sentido de 

la magnetización cambie a lo largo del eje de imantación fácil de las 
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SPIONs, recibiendo así energía del campo aplicado que impulsa a los 

momentos magnéticos de las SPIONs a alinearse con él. Esta energía se 

disipa en forma de calor cuando el momento magnético de la 

nanopartícula se relaja a su orientación de equilibrio, lo que se conoce 

como relajación de Néel. Por la cual, en el interior de la SPION tiene lugar 

una rotación del momento magnético sin que haya una rotación 

mecánica de la nanopartícula (Figura 12). El proceso de relajación 

también puede darse mediante el movimiento browniano rotatorio de la 

SPION dentro del medio en el que se encuentra, lo que se conoce como 

relajación de Brown. En este caso, se produce una rotación mecánica de 

la SPION, la cual rota manteniendo su momento magnético en la misma 

dirección, de tal forma que la relajación, en este caso se da por rotación 

física de la nanopartícula (Figura 12).98
 

 

Figura 12. Esquema de los procesos de relajación a) de Néel, por rotación del vector del 
momento magnético sin rotación mecánica de las SPIONs,  y b) de Brown, con rotación 
mecánicas de las SPIONs. 

La combinación de ambos efectos de relajación causa el 

calentamiento generado por las SPIONs tras la aplicación del campo 

magnético alterno. La contribución de cada uno de los efectos en el 

calentamiento global depende principalmente del tamaño de las 

partículas, y para partículas ultrapequeñas como las SPIONs, el 

mecanismo dominante se debe a la rotación del momento magnético 

dentro de la nanopartícula, y está gobernado, por tanto, por el fenómeno 

de relajación de Néel.100 
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2.4.  SPIONs contra la anemia por deficiencia en hierro 

(IDA).  

Además de las aplicaciones biomédicas de las SPIONs que ya hemos 

mencionado, la composición de estas nanopartículas ofrece la posibilidad 

de utilizarlas como una fuente de hierro en patologías que desencadenan 

un déficit de este metal en el organismo.  

Las SPIONs son biocompatibles y fácilmente biodegradables por lo 

que pueden ser metabolizadas en el organismo, y los iones de hierro que 

las componen, almacenados en los depósitos de hierro del cuerpo y 

eventualmente incorporados por los eritrocitos (glóbulos rojos) 

formando parte de la hemoglobina.101 Por lo tanto, pueden ser 

empleadas como suplemento de hierro para el tratamiento de anemia 

por deficiencia en hierro (IDA, iron deficiency anemia). 

2.4.1.  IDA, un problema de salud global. 

La anemia se diagnostica cuando los niveles de hemoglobina en 

sangre caen por debajo de los valores de corte establecidos (<13 g/dL en 

los hombres y <12 g/dL en las mujeres).102 Son tres los mecanismos 

principales por los que se desarrolla la anemia: eritropoyesis ineficaz, el 

cuerpo produce muy pocos glóbulos rojos;  hemólisis, se destruyen los 

glóbulos rojos; y pérdida de sangre. Las deficiencias nutricionales, las 

enfermedades y los trastornos genéticos de la hemoglobina son los 

factores que más contribuyen a la anemia.103 A nivel mundial las tres 

principales causas de la anemia son la deficiencia de hierro, las 

hemoglobinopatías y la malaria. La anemia es una enfermedad de gran 

importancia a nivel social ya que más de 1.600 millones de personas, casi 

un cuarto de la población mundial, son anémicas. Además, La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que en todo el mundo, el 

42% de las mujeres embarazadas, el 30% de las mujeres no embarazadas 

(de 15 a 50 años), el 47% de los niños en edad preescolar (de 0 a 5 años) 

y el 12,7% de los hombres mayores de 15 años son anémicos.104 Por otro 

lado, la deficiencia de hierro representa aproximadamente la mitad de 

los casos de anemia del mundo (IDA).105 Y curiosamente, el 9% de los 
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pacientes mayores de 65 años con IDA padecen algún tipo de cáncer 

gastrointestinal tras el diagnóstico.106 

La deficiencia de hierro puede ser el resultado de una ingesta y 

absorción inadecuadas del metal, deberse a una mayor demanda de 

hierro durante el crecimiento, o a la pérdida excesiva de hierro. Las 

mujeres en edad fértil corren un riesgo particular  a padecer esta 

deficiencia, debido a la menstruación, y al hecho que el embarazo y el 

parto resultan en una pérdida neta de hierro de 580 a 680 mg. Esto 

último, debido a las necesidades fetales y placentarias y a la hemorragia 

durante el parto.107 En niños, el requerimiento de hierro en la dieta es 

muy alto debido a la expansión de los hematíes o glóbulos rojos. De 

hecho, el requisito promedio estimado de hierro, al día y por kilogramo, 

para un bebé de 6 a 12 meses (6,9 mg) excede el de un varón adulto (6 

mg).108  

Durante el embarazo el metabolismo del hierro de la madre 

(absorción, almacenamiento y uso) tiene un efecto directo en los niveles 

del metal en el feto. Las reservas maternas de hierro pueden influir en el 

peso del bebé al nacer y en la duración de la gestación. Tanto es así, que 

los bebés prematuros o de bajo peso nacen con menores reservas de 

hierro y, por lo tanto, corren un mayor riesgo de padecer IDA.109 Por 

todas estas razones; mujeres embarazadas, mujeres no embarazadas en 

edad fértil y  los niños en edad preescolar corren un riesgo particular de 

padecer IDA. 

Cuando la concentración de hemoglobina disminuye, la capacidad de 

la sangre para transportar oxígeno a los tejidos se ve comprometida, lo 

que provoca síntomas como fatiga, reducción de la capacidad de trabajo 

físico y dificultad para respirar, entre otros.147 Mientras que en algunos 

pacientes, la anemia puede ser asintomática, la mayoría presentarán 

síntomas que incluyen debilidad, irritabilidad, sequedad de boca, picor, 

fatiga, disminución de la tolerancia al ejercicio y dolor de cabeza.110  



Capítulo 1 

40 

 

En cuanto al diagnóstico, la concentración de hemoglobina, si bien es 

esencial para diagnosticar la anemia, no puede por sí sola determinar la 

causa de la anemia. Para determinar si la anemia es causada por la 

deficiencia de hierro, se necesitan mediciones adicionales, como la 

ferritina sérica o el receptor de transferrina sérico, entre otras. La 

ferritina sérica es una medida de la cantidad de hierro almacenado en el 

cuerpo. En ausencia de infecciones, la ferritina aumenta cuando hay 

reservas de hierro, y disminuye a medida que se agotan. Por otro lado, el 

nivel de receptor de transferrina en el suero refleja la intensidad de la 

eritropoyesis y la demanda de hierro; los niveles de receptor de 

transferrina aumentan después de que se hayan agotado las reservas de 

hierro.111 

2.4.2. El papel de las SPIONs en la lucha contra la IDA. 

Aumentar la ingesta de alimentos ricos en hierro normalmente no es 

suficiente para corregir la deficiencia. Actualmente el tratamiento 

mediante terapia oral debe usarse en pacientes con anemia por 

deficiencia en hierro, de leve a moderada, que puedan tolerar los efectos 

secundarios gastrointestinales asociados a la los suplementos de hierro 

empleados: como heces oscuras, náuseas y dolor epigástrico. Las terapias 

orales suponen el consumo de hierro en forma de sales como: sulfato 

ferroso, gluconato ferroso, fumarato ferroso y otros preparados. La dosis 

oral debe proporcionar a los adultos 150-200 mg de hierro elemental al 

día 112 y 3-6 mg de hierro elemental/kg/día para los niños.113 

La irritación gastrointestinal secundaria al tratamiento con 

suplementos de hierro se puede minimizar cuando se administran con o 

antes de las comidas. También la vitamina C puede mejorar la absorción, 

mientras que las tetraciclinas y los antiácidos pueden disminuir la 

absorción.158  

La absorción de hierro tiene lugar principalmente en el duodeno, y el 

efecto positivo de los antioxidantes y moléculas con capacidad 

ferrireductasa (reducción de Fe(III) a Fe(II)) en la absorción de hierro 
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tiene su explicación en el hecho que en los humanos, el hierro ingresa al 

intestino delgado principalmente como Fe (III) como resultado de la 

oxidación de Fe (II) por los componentes del jugo gástrico del estómago. 

La proteína ferrireductasa DcytB (citocromo B duonedal, duodenal 

cytochrome B)  está altamente expresada en los enterocitos duodenales y 

reduce Fe (III) a Fe (II). Tras la reducción, el Fe (II) se internaliza a través 

de la membrana apical de los enterocitos mediante transportadores de 

metal divalente, principalmente DMT1 (transportador de metales 

divalentes 1, divalent metal transporter 1).114 Así que la administración 

de Fe (II) junto con antioxidantes y moléculas con capacidad 

ferrireductasa  favorece su absorción por el efecto sinérgico de estos 

últimos con DcytB. 

La reposición oral de hierro generalmente es el tratamiento de 

elección para la anemia por deficiencia en hierro. Sin embargo, en 

pacientes que no pueden tolerar el hierro por vía oral, que presentan 

malabsorción o que pierden sangre a un ritmo que la terapia oral no 

puede compensar, está indicado el reemplazo intravenoso de hierro.115 

En este sentido, Ferumoxytol  es una preparación de hierro intravenosa 

que desde 2009 se emplea para el tratamiento de la anemia causada por 

la enfermedad renal crónica.116 Se trata de SPIONs recubiertas de 

carbohidratos.117 La fórmula, comercializado bajo el nombre de 

Feraheme® (Ferumoxytol), no presenta hierro libre. A medida que su uso 

ha ido en aumento han aparecido una serie de efectos adversos tras la 

administración del medicamento que incluyen: mareos, desmayos, 

presión arterial baja (hipotensión), reacciones en el sitio de inyección 

(dolor, hinchazón o enrojecimiento), náuseas, vómitos, dolor de 

estómago, diarrea, estreñimiento, dolor de cabeza, hinchazón de manos 

o pies, dolor de pecho o tos.118 

La situación actual frente al tratamiento de la anemia por deficiencia 

en hierro pone de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas 

estrategias y suplementos nutricionales de hierro para frenar el avance 
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de esta enfermedad, que se sitúa por ahora como uno de los problemas 

de salud global más preocupantes. 

3. “Microorganismos inusuales”. De la naturaleza al 

laboratorio. 

La adaptación de organismos a ambientes con altos niveles de 

metales surge por la evolución de los mecanismos biológicos para hacer 

frente a dichos metales. Estos mecanismos tienen como fin cambiar la 

naturaleza química de los metales para evitar su toxicidad. Este cambio 

químico puede materializarse en la  formación de nanopartículas del 

metal en cuestión. Por lo tanto, la formación de nanopartículas es el 

producto de un mecanismo de resistencia a un metal específico, y esto 

puede usarse como una vía alternativa para producirlas.119 

3.1.  Bacterias magnetotácticas naturales y sus homólogas 

sintéticas. 

Existen en la naturaleza microorganismos productores de 

nanopartículas metálicas, tanto intra- como extracelularmente. En 

ocasiones la generación de las nanopartículas es resultado de un 

complejo sistema regulado genéticamente, y de su formación depende la 

supervivencia del organismo, como es el caso de los nanocristales 

magnéticos producidos por las bacterias magnetotácticas.120 Este singular 

grupo de bacterias, descubiertas a mediados de los 70 por Blackmore,121 

son capaces de alinearse pasivamente y desplazarse activamente a lo 

largo de campos magnéticos, incluido el de la Tierra122 lo que consiguen 

gracias a los magnetosomas, unas vesículas intracelulares constituidas 

por cristales de magnetita (Fe3O4) o greigita (Fe3S4) biomineralizados 

rodeados de una membrana.123 Los magnetosomas se forman por una 

invaginación de la membrana citoplasmática, en estas vesículas se 

produce el acúmulo de hierro, la nucleación de un nanocristal de 

magnetita o greigita y el posterior crecimiento del mismo.124 
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El mecanismo de formación y alineamiento de los magnetosomas es 

un proceso complejo muy bien regulado. En el caso de Magnetospirillum 

gryphiswaldense MSR-1, está guiado por multitud de enzimas, entre las 

que destacan dos proteínas, MamK y MamJ.125 Las subunidades 

poliméricas de MamK forman el filamento magnetosómico que se 

extiende a lo largo del eje mayor de la magnetobacteria.126 MamJ es la 

proteína implicada en el anclaje del magnetosoma al filamento 

magnetosómico.127 De esta forma, los nanocristales de los 

magnetosomas se orientan a lo largo del eje del filamento 

magnetosómico, y el momento magnético del filamento es la suma de los 

momentos individuales de los nanocristales de la cadena. La bacteria 

maximiza así su momento magnético alineando los magnetosomas, y se 

comporta como un único imán gracias al ensamblaje de los mismos 

(Figura 13). 

 

Figura 13. (A) Imagen de microscopía electrónica de transmisión de una delgada sección 
de la bacteria Magnetospirillum gryphiswaldense con el filamento magnetosómico 
dispuesto a lo largo de su eje mayor, los nanocristales del interior de los magnetosomas 
son de maghemita.

121 
(B) Reconstrucción tridimensional del interior de una célula de 

Magnetospirillum gryphiswaldense. La membrana celular en azul, los nanocristales del 
magnetosoma en rojos, y las vesículas que lo rodean, amarillas. La membrana vesicular 
y los cristales del magnetosoma “maduro” están enhebrados como perlas a lo largo de 
una estructura filamentosa (verde, MamK),  muy similar al citoesqueleto.

128
  

Para la producción de nanocristales de magnetita o greigita las 

bacterias magnetotácticas presentan requerimientos de hierro bastante 

mayores a los de las bacterias no-magnetotácticas, y este metal puede 

suponer hasta el 4% de su peso seco.129 La absorción de los iones de 

hierro se lleva a cabo tanto en su forma férrica (Fe(II)) como ferrosa 

(Fe(III)),130 y en ocasiones está mediada por sideróforos.131, pequeñas 
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moléculas de bajo peso molecular que actúan como quelatos del ión 

férrico, acomplejándolo y disolviéndolo.  

La supervivencia de las bacterias magnetotácticas depende de que su 

hábitat presente unas condiciones ambientales muy concretas, las cuales 

se dan en una estrecha región microaeróbica conocida como interfase 

óxica-anóxica.132 La formación de los magenetosomas (Figura 14) y la 

consecuente capacidad de las bacterias de alinearse y desplazarse por las 

líneas del campo geomagnético es determinante a la hora de que las 

bacterias encuentren esta interfase, y por tanto, condición necesaria para 

la supervivencia de las bacterias magnetotácticas.  

 

Figura 14. Diversas morfologías de los nanocristales en los magnetosomas de bacterias 
magnetotácticas. Dependiendo de la morfología de las nanopartículas, que pueden ser: 
prismas elongados (a, e, f, h, i, j), cúbica-octaédricas (b) o en forma de bala (c, d, g), el 
alineamiento de los magnetosomas cambia.

121 

El ensamblaje de los magnetosomas, que contienen nanopartículas 

de magnetita o greigita, mejora las propiedades magnéticas respecto a 

las nanopartículas magnéticas independientes, ya que su respuesta 
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magnética es más fuerte. Debido a esto, las bacterias magnetotácticas 

podrían aplicarse en el área  de la biomedicina como: agentes de 

contraste por RMI; como carriers y liberadores de determinados 

fármacos, incluido material genético; y para el tratamiento del cáncer por 

hipertermia magnética.133,134 Sin embargo,  con ellas aparecen una serie 

de inconvenientes o retos a superar,  ya que son difíciles de aislar y de 

cultivar en un laboratorio, es muy complicada su producción a escala 

industrial y no existen precedentes de su uso en humanos. 

Con la intención de superar estas barreras y así poder aprovechar sus 

atractivas propiedades magnéticas, se han llevado a cabo intentos para 

crear bacterias magnéticas estructuralmente miméticas mediante 

ingeniería genética.135,136 Otra vía más sencilla, económica y en un solo 

paso ha sido la desarrollada recientemente por Domínguez-Vera y 

colaboradores,21 los cuales, han conseguido desarrollar una estrategia 

química que permite la preparación de lo que denominan “bacterias 

magnéticas artificiales”, obtenidas mediante acoplamiento de SPIONs de 

tipo maghemita sobre la superficie externa de bacterias probióticas, 

concretamente Lactobacillus fermentum y Bifidobacteria breve. Esta 

metodología, permite obtener de forma sencilla, con gran rendimiento y 

reproducibilidad, bacterias probióticas “cargadas” con nanopartículas 

magnéticas (Figura 15). 

La técnica desarrollada se fundamenta en el control de la interacción 

química entre las nanopartículas de maghemita y la superficie externa de 

la bacteria, en particular, en la interacción electrostática entre la 

superficie de las nanopartículas y el biofilm de la bacteria. Esta técnica ha 

permitido obtener imanes vivos a temperatura ambiente (Figura 16). 
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Figura 15. (a) Imagen de microscopía electrónica de transmisión por barrido a campo 
oscuro anular de alto ángulo (HAADF-STEM) de una delgada sección de resina epoxi 
donde se aprecian las nanopartículas de maghemita en la superficie externa de las 
bacterias magnéticas artificiales. (b) Mapa composicional de hierro EDX de la imagen (a) 
(Energy-dispersive X-ray spectroscopy).

21
 

 

Figura 16. Alineamiento de las bacterias magnéticas artificiales marcadas con SYTO9 
verde (fluoróforo intercalante de ADN) con un campo magnético (H) aplicado.

21
 Las 

bacterias magnéticas artificiales se comportan como imanes a temperatura ambiente, la 
presencia de SYTO9 certifica la viabilidad de las mismas.

21
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El comportamiento magnético de las bacterias magnéticas artificiales 

abre un enorme abanico de aplicaciones a nivel biomédico, ya que se 

superan algunos de los obstáculos que presentaban las bacterias 

magnetotácticas naturales para su aplicación en biomedicina. Así como, 

el aislamiento, el cultivo y la producción a escala industrial de las 

homólogas artificiales está garantizado, y su uso inocuo en humanos 

demostrado. 

3.2.  La naturaleza como inspiración  para la biosíntesis 

artificial de nanopartículas metálicas. 

A diferencia de los casos en los que la formación de nanopartículas 

metálicas es el resultado de una compleja regulación genética en 

ambientes en los que la concentración del metal no es excesiva, en otras 

ocasiones en la naturaleza, la formación de nanopartículas es la 

respuesta a la presencia de un metal tóxico en el medio, es decir, un 

mecanismo de tolerancia a metales, normalmente metales pesados. La 

detoxificación microbiana puede llevarse a cabo tanto por 

biomineralización extracelular, biosorción, acomplejamiento o 

precipitación de los metales, o bioacumulación intracelular.137, 138, 139 Así, 

en bacterias reductoras de sulfatos se han observado nanopartículas de 

sulfuro de zinc (ZnS) y sulfuro de cobre(II) (CuS), resultantes de la 

reacción entre el sulfuro de hidrógeno (H2S) generado por la actividad 

bacteriana y los metales en el medio.140 También Klaus y colaboradores 

mostraron, por primera vez, que la bacteria Pseudomonas stutzeri AG 

259, aislada de minas de plata y resistente a este metal era capaz de 

reducir iones de plata y formar nanopartículas de plata.141, 142 La 

exposición de P. stutzeri a muy altas concentraciones de iones de  plata  

resultó en la formación de nanopartículas de plata (Ag) y de sulfuro de 

plata (Ag2S), intracelulares y con un diámetro  entre 25 y 45 nm.40, 41 

también se han formado en el interior de las bacterias Nanopartículas 

monocristalinas con diferentes morfologías, como triángulos equiláteros 

y hexágonos, con un tamaño desde unos pocos hasta 200 nm (Figura 17). 
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En todas estas situaciones es indispensable la presencia del metal en el 

medio. 

De la observación de lo que ocurre en ambientes naturales, los 

investigadores dedujeron que poniendo en contacto microorganismos 

con iones metálicos inusuales en su hábitat se aprovecharía la capacidad 

adaptativa a ambientes con metales para hacer química verde y generar 

así productos biomiméticos que, ni son necesarios para el desarrollo de 

los microorganismos, ni son resultado de su metabolismo habitual. Los 

iones metálicos son convertidos en nanopartículas metálicas, que se 

pueden acumular intra- y/o extracelularmente,  y cuyos mecanismos de 

síntesis están todavía por determinar. Desde los años 80 son muchas las 

especies de organismos estudiadas y utilizadas para la síntesis de 

nanopartículas metálicas mediada por microorganismos. 

 

Figura 17. Imágenes TEM de secciones de Pseudomonas stutzeri con nanopartículas de 
AgS2 con diferentes morfologías.

40
  

Se han empleado diferentes especies de bacterias y hongos, de 

hábitats y formas nutricionales distintos como biofactorías de 

nanopartículas de metales nobles, como Au, Ag, Pt y Pd. Se han estudiado 
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estos microorganismos como posible aplicación para extracción mineral y 

recuperación metálica.143, 144, 145Las nanopartículas de metales nobles, 

biosintetizadas por microorganismos,  presentan atractivas propiedades 

ópticas, electrónicas y químicas,7, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152 lo que las 

convierte en nanomateriales útiles para un abanico amplísimo de 

aplicaciones en diversas áreas, de las cuales, destacan las biomédicas. Las 

bacterias han sido los microbios más empleados en la biosíntesis de 

nanopartículas de metales nobles por la facilidad a la hora de cultivarlas y 

manipularlas, simplificando así todo el proceso de producción.153,154,155 

3.3.  Bacterias inusuales como biofactorías de AuNPs. 

La biosíntesis, mediada por bacterias, de AuNPs está ganando fuerza 

debido a la facilidad de reducción de las sales de Au a temperatura 

ambiente. Este nuevo método simple y en un solo paso parece ser 

apropiado para la producción a gran escala de nanopartículas de oro. Se 

trata de un método rápido, benigno medioambientalmente, económico y 

biocompatible, y por tanto, seguro para su uso en estudios clínicos. Este 

modo de producción ha generado mucho interés por la necesidad de 

desarrollar nuevos métodos en síntesis respetuosos con el medio 

ambiente dentro de los campos de la nanotecnología y la 

biotecnología.156 

Los primeros estudios referentes al empleo de microorganismo para 

la bioproducción de AuNPs se remontan  a la década de los 80. Cuando 

Beveridge y Murray demostraron que la incubación de HAuCl4 con la 

especie Bacillus subtilis daba como resultado la acumulación de 

nanopartículas de oro, con tamaños de 5-25 nm sobre la pared celular 

(Figura 18).157  

Un estudio más reciente ha mostrado que la cepa de la cianobacteria 

filamentosa Plectonema boryanum UTEX 485 es capaz de sintetizar 

AuNPs cuando reacciona con complejos de tiosulfato de oro (I) 

(Au(S2O3)2
3-) y AuCl4

-.158 Las nanopartículas formadas con un tamaño de 

10-25 nm se depositaron en la pared celular, mientras que las de menos 
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de 10 nm se forman intracelularmente (Figura 19). La incubación 

prolongada de los iones de Au (III) con la biomasa dio como resultado la 

formación de delgados prismas triangulares y hexagonales con un 

tamaño de unas pocas micras. Los investigadores que realizaron este 

trabajo propusieron que las nanopartículas de oro fueron sintetizadas en 

vesículas de membrana en el interior celular. Los componentes de las 

vesículas son ricos en ligandos de fósforo, azufre y nitrógeno que al 

reaccionar con los iones de oro dirigen la deposición de nanopartículas en 

el interior de la célula y en el espacio periplasmático. Sin embargo, sigue 

siendo un misterio el mecanismo preciso bioquímico que envuelve la  

biosíntesis de nanopartículas de oro mediada por  P. boryanum. 

 

 

 
Figura 18. Nanopartículas de oro biosintetizadas en el biofilm de la pared celular de 
Bacillus subtilis.

56
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Figura 19. Micrografía TEM de una delgada sección de cianobacteria con nanopartículas 
de oro y de sulfuro de oro depositadas en la envoltura e interior celular, la síntesis se 
llevó a cabo a 100ᵒC.

58 

 

3.3.1. Mecanismos de biosíntesis de las AuNPs mediada por 

bacterias. 

El mecanismo de síntesis de AuNPs mediante el empleo de diferentes 

agentes biológicos es todavía desconocido. Diversas entidades químicas 

presentes en los compuesto biogénicos podrían actuar como agentes 

reductores que reaccionan con iones metálicos dirigiendo su reducción y 

consecuente  síntesis de nanopartículas metálicas (Figura 20).159 

 

Figura 20. Mecanismo de biorreducción de oro y estabilización en nanopartículas. 
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El mecanismo de reducción llevado a cabo por las bacterias incluye 

reductasas, naftoquinonas, flavonoides y  antraquinonas con potencial 

redox suficiente para reducir los iones de Au (III) en nanopartículas de 

oro.160 

Stenotrophomonas maltophilia, una bacteria anaerobia gramnegativa, 

es un microorganismo útil para la síntesis de AuNPs con un tamaño y una 

forma deseados. Los resultados de los experimento llevados a cabo con 

esta cepa aislada, demostraron que una reductasa bacteriana 

dependiente de NADPH reduce los iones Au3+ a Au0 mediante un 

mecanismo de inyección de electrones (Figura 21). La síntesis de la 

reductasa, específica de los iones Au(III) presente en Stenotrophomonas 

maltophilia, puede ser inducida por los iones metálicos para 

posteriormente reducirlos a nanopartículas.161  

 

Figura 21. Mecanismo de síntesis de  AuNPs mediante reducción enzimática por 
Stenotrophomonas maltophilia.

32
  

Muchas bacterias reductoras de hierro (III) pueden reducir iones Au 

(III) en condiciones de anaerobiosis. Entre ellas Shewanella algae, un 

bacillo gramnegativo con un solo flagelo polar. En presencia  de H2, S. 

algae reduce completamente los iones de oro hasta formar AuNPs de 10-

20 nm. Se ha propuesto que en la biorreducción pueden estar 

involucrados citocromos tipo c del microorganismo. Otra  hipótesis 
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interpelada fue que las hidrogenasas específicas del bacillo podían estar 

involucradas en la  reducción de los iones de oro cuando el hidrógeno 

actúa como donador de electrones. También fue interesante la presencia 

de reductasas de oro en la membrana celular, lo cual podría estar 

relacionado con la formación directa de AuNPs extracelulares.162  

Recientemente se ha investigado el mecanismo de formación de 

AuNPs llevado a cabo por Actinobacter sp.163 La exposición de la biomasa 

a los iones de Au (III) resultó en la formación de nanoprismas de oro 

(AuNPsR) con morfologías triangulares y hexagonales, de diámetro desde 

los 200 mn a los 2 µm y pocos nanómetros de espesor. Al profundizar en 

el mecanismo bioquímico de formación de los AuNPsR se reveló que la 

citocromo c oxidasa de  Actinobacter sp. es responsable de la reducción 

inicial de los iones acuosos Au (III). Tras esta primera reducción se forman 

pequeñísimas nanopartículas de oro esféricas, denominadas semillas de 

Au. La pared bacteriana provee un sitio de nucleación perfecto para el 

crecimiento de las semillas hacia morfologías triangulares y hexagonales. 

Los investigadores identificaron también tres proteínas de la pared 

celular que guían el ensamblaje del oro coloidal y la formación de 

AuNPsR.  

3.3.2. Parámetros críticos en la biosíntesis de AuNPs mediada 

por bacterias. 

La concentración de sal de oro, la especie bacteriana, el medio de 

cultivo, el pH, la temperatura, la presencia o ausencia de oxígeno, el 

tiempo de contacto entre los iones metálicos y los microbios, y la 

agitación son los principales parámetros que afectan a la biosíntesis de 

AuNPs mediada por bacterias.11, 16 Por tanto, el ratio de producción, la 

morfología, el tamaño y la agregación de las nanopartículas producidas 

dependerá de estos parámetros. Controlarlos es la vía para llevar a cabo 

procesos de producción de AuNPs con una morfología y tamaño 

deseados, así como, aumentar el rendimiento de la biosíntesis.  
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Un claro ejemplo de la dependencia del pH en la biosíntesis de AuNPs 

es el de la bacteria Gram negativa Rhodopseudomonas capsulate.164 A pH 

neutro la biorreducción de los iones Au (III) da lugar a la formación de 

nanopartículas de 10-20 nm. A valores de pH más ácidos se formaron 

partículas triangulares con un tamaño de lado ~500 nm, acompañadas de 

AuNPs esféricas más pequeñas. Al exponer  un extracto de cultivo de  R. 

capsulate a concentraciones más altas de Au  se observaron nanocables 

con una estructura en red. La formación de los nanocables se cree que se 

debe tanto al fenómeno de maduración de Ostwald, como a la 

deposición de oro metálico recién formado por la reducción de iones de 

oro.165 Según el fenómeno de maduración de Ostwald , en un coloide, las 

partículas grandes están energéticamente más favorecidas que las 

pequeñas, pues al presentar muchos más átomos en el interior que en 

superficie son más estables que las más pequeñas. Estas últimas tienden 

a disolverse, puesto que los átomos de superficie tienden a desprenderse 

de la partícula pequeña por su inestabilidad energética. La disolución de 

las partículas pequeñas satura la solución de átomos libres que por 

estabilidad termodinámica van a condensarse en las partículas más 

grandes, favoreciendo su crecimiento (Figura 22). 

 
Figura 22. Ilustración del fenómeno de maduración de Ostwald de partículas en una fase 
diferente a la fase de la matriz en la que se encuentran. Las partículas más grandes 
crecen a expensas de las más pequeñas por difusión atómica de las últimas a través de 
la matriz. Lo que conduce a un aumento del tamaño medio de nanopartícula con el paso 
del tiempo (t1<t2<t3).

 166 
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La temperatura y la presencia de oxígeno atmosférico también 

condicionan la forma y el tamaño de las AuNPs biosintetizadas, así como 

la velocidad de reacción. Empleando una nueva cepa de actinomiceto 

Actinobacter sp., Sastry y colaboradores han demostrado que es posible 

controlar la morfología y el tamaño de las AuNPs.167 Cuando la bacteria 

reaccionó con Au (III) en ausencia de O2 se formaron nanoprismas 

(AuNPsR) triangulares y hexagonales de 30-50 nm y algunas AuNPs 

esféricas. Esta reacción fue rápida y se completó en 4 horas. Al bajar la 

temperatura se ralentizó el proceso y los AuNPsR que se formaron eran 

más pequeños ~10 nm. Sin embargo, en presencia de oxígeno 

atmosférico ocurrió algo sorprendente, se formaron AuNPsR triangulares 

y hexagonales mucho más grandes, de 50-500 nm. Se cree que esto  es 

debido a una reducción mucho más lenta de Au (III), ya que se observó 

que la proteasa secretada por Actinobacter sp. responsable de la 

reducción rápida de los iones Au (III)  se vería inhibida en presencia de O2.  

 

Todas estas investigaciones sugieren que controlando simples 

parámetros de reacción, es posible desarrollar una síntesis biológica de 

AuNPs con morfologías variables. Por ello es necesario profundizar más 

en estos descubrimientos para alcanzar un mejor control sobre el tamaño 

y la forma de las AuNPs biogénicas, parámetros claves en las propiedades 

finales de dichas nanopartículas. 

4. Bacterias saludables como biofactorías de AuNPs. 

Probióticos para aplicaciones biomédicas. 

4.1.  Probióticos, las bacterias saludables. 

En su origen el término “Probiotika” fue acuñado por Werner Kollath 

en 1954, para designar -“sustancias activas que son esenciales para el 

desarrollo saludable de la vida”-, en contraposición con los antibióticos. 

Desde 2002 la definición aceptada por la comunidad científica, propuesta 

por la unión FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/World Health 

Organization),168,169 para los probióticos, es: “microorganismos vivos que 
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administrados en una cantidad concreta ejercen un efecto beneficioso 

sobre la salud del hospedador”.  

Para algunas especies probióticas su uso terapeútico está probado,170 

no obstante, es más conveniente pensar en el uso de los probióticos con 

un fin profiláctico o nutricional.171 Así, diversas instituciones sanitarias 

internacionales están ejerciendo un control cada vez más estricto en 

aspectos como: la regulación en el etiquetado de alimentos funcionales y 

suplementos dietéticos comercializados como “probióticos”; las 

evidencias científicas necesarias para certificar efectos sobre la salud en 

alimentos que contienen probióticos, y los criterios para evaluar su 

eficacia y seguridad. Aspectos, hasta hace poco, carentes de un marco 

legal que permitiese estandarizar los criterios de evaluación de eficacia y 

seguridad de los probióticos, y proteger los derechos del consumidor.172 

Conceptos como dosis efectiva, seguridad, métodos de evaluación de su 

efecto saludable, forma de administración, sitio de actuación u órgano 

diana, son imprescindibles para definir un probiótico concreto.  

 
Figura 23. Marco general para productos probióticos. Los microbios muertos, los 
productos microbianos y los componentes microbianos no entran en la clasificación 
probiótica. 
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La Figura 23 resume los diferentes formatos en los que se presentan 

los probióticos, así como las combinaciones microbianas que no se 

pueden considerar como tal. 

La microflora o microbiota normal humana es el conjunto de 

microorganismos que habitan las superficies internas y externas  de 

individuos sanos, como son: la piel, la conjuntiva del ojo, las vías 

respiratorias, y los tractos gastrointestinal y genitourinario. Actuando 

como una barrera de acceso a las infecciones mediante la producción de 

moléculas que evitan la invasión de patógenos.173 En este sentido, los 

probióticos pueden emplearse para regular y restaurar la microbiota 

bacteriana normal, fortaleciendo este escudo microbiano natural.174 

Aunque parecía una condición necesaria para los probióticos que su 

procedencia y origen fuera humano, ciertas especies cuyo origen no es 

ninguna de las mucosas corporales, tienen reconocidos ciertos efectos 

beneficiosos en la salud del hospedador al ser administrados en una dosis 

concreta. Tal es el caso de Bifidobacterium lactis, cuyos efectos 

antipatogénicos, de mejora inmune y capacidad para colonizar el 

intestino, están probadas.175 Este último efecto pone de manifiesto la 

estrecha relación entre los probióticos y la biota digestiva humana o 

microflora gastrointestinal. De hecho, las cepas pertenecientes a las 

especies Bifidobacterium y Lactobacillus, que son los grupos 

predominante y subdominante de  la microbiota digestiva 

respectivamente,176 son las bacterias probióticas más ampliamente 

usadas y las más incorporadas a alimentos y suplementos dietéticos.177, 

178, 179 

Los probióticos pueden modificar procesos fisiológicos y metabólicos, 

controlados normalmente por la microbiota natural, provocando 

numerosos y variados efectos saludables como son: maduración del 

sistema inmune, actuar de barrera intestinal,  influir en el metabolismo 

de células epiteliales del intestino al modificar las condiciones del lumen, 

unión y degradación de potenciales carcinógenos, alteración enzimática 
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de ácidos biliares y  exclusión competitiva de especies patógenas.180 Del 

conjunto de efectos beneficiosos que pueden ejercer los probióticos, 

algunos son muy habituales, otros menos frecuentes y algunos muy raros 

y poco frecuentes, como recoge la Figura 24. Es importante destacar que 

los efectos favorables suelen ser específicos de cada cepa probiótica. Así 

es, que los efectos saludables de una cepa concreta no son 

necesariamente aplicables a otra cepa, incluso dentro de la misma 

especie.181  

 
Figura 24. Efectos saludables de los probióticos. 

 

Como muestra la Figura 25, los mecanismos de acción de los 

probióticos, mediante los cuales ejercen sus beneficiosos efectos sobre la 

salud del hospedador, podrían resumirse en:182 

1. Mejora de la barrera epitelial intestinal: Los probióticos pueden 

mejorar las uniones ocluyentes entre los enterocitos del epitelio 

intestinal, 183 reparar la barrera intestinal tras sufrir un daño,184, 

185 y favorecer la secreción de mucinas del enterocito.186, 187 
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2. Aumento de la adhesión a la mucosa intestinal: Lo que 

proporciona defensa frente a la invasión de patógenos 188, 189, 190y 

mejora la efectividad de la respuesta inmune modulada por los 

probióticos 

3. Exclusión competitiva de patógenos: 191 Los probióticos pueden 

reducir el crecimiento y/o excluir competitivamente patógenos, 

creando microambientes hostiles, captando y secuestrando 

nutrientes esenciales,192 y bloqueando de los sitios de unión de 

los patógenos. 

4. Producción de sustancias antibacterianas y antifúngicas: Muchas 

cepas probióticas producen bacteriocinas (>1000 Da), moléculas 

de bajo peso molecular (<1000 Da) con actividad antimicrobiana, 

como ácidos acético y láctico,193,194,195,196,197,198 así como agentes 

anticarcinogénicos.199, 200 

5. Modulación de la inmunidad innata: Las bacterias probióticas 

pueden actuar como inmunomoduladores por medio de su 

interacción con células epiteliales intestinales y células dendríticas 

principalmente. Aunque pueden llegar a interaccionar con 

monocitos/macrófagos y linfocitos. 201 

 
Figura 25. Mecanismos de acción de los probióticos. 
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4.1.1. Lactobacillus, los probióticos por excelencia. 

El género bacteriano Lactobacillus es un conocido grupo de 

probióticos formado por un conjunto de bacterias Gram-positivas, los 

lactobacilos presentan formas bacilares entre 2 y 5 µm de longitud 

(Figura 26) y la mayoría de sus miembros son anaerobios facultativos.202 

Lo que significa que aunque son anaerobios, sobreviven en presencia de 

O2, a pesar de que no presentan cadena de trasporte electrónico. En los 

organismos aerobios, la superóxido dismutasa (SOD) es la enzima 

encargada de proteger de la toxicidad del oxígeno. Esto lo lleva a cabo 

eliminando las especies reactivas de oxígeno tóxicas (ROS, reactive 

oxygen species) que se generan en presencia de O2, principalmente ión 

superóxido (    
 ).203 Sin ambargo, en las especies de lactobacilos  que 

carecen de SOD, como por ejemplo Lactobacillus plantarum, la 

aerotolerancia se consigue mediante iones Mn (II) libres que suplen la 

función de la enzima antioxidante SOD y eliminan    
 . 204 

 
Figura 26. Imagen HRSEM (High-Resolution Scanning Electron Microscopy) de 
Lactobacillus fermentum CECT5716. 
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Junto con algunas especies de la familia Streptococcaceae forman  el 

grupo denominado bacterias acido lácticas (LAB, lactic acid bacteria).69 

Las LAB son capaces de transformar azúcares (principalmente 

monómeros y dímeros) en ácido láctico mediante un proceso de 

fermentación láctica.205 El género Lactobacillus tiene, por tanto, un papel 

importantísimo en la industria alimentaría por su participación en la 

producción de alimentos fermentados, principalmente alimentos 

derivados de la leche como yogur y queso.206 

Muchas especies de lactobacilos son conocidos probióticos por los 

efectos beneficiosos que ejercen sobre la salud humana y animal; como 

potenciadores del sistema inmune, por su actividad antimicrobiana,207 o 

por mejorar la absorción de nutrientes y micronutrientes.208 Es lógica la 

relación tan íntima con la salud humana ya que son el género bacteriano 

mayoritario formando parte de las mucosas digestiva y vaginal,209, 210 y su 

presencia en la leche de madres lactantes ha quedado fehacientemente 

demostrada.211 Otro efecto probiótico de los Lactobacillus se debe a que 

no son dependientes de hierro.212 Para la mayoría de bacterias 

enteropatógenas el hierro es un elemento esencial. De modo que,  en 

tejidos en los que el hierro es limitado, los Lactobacillus ganarían la 

batalla de la colonización, ya que pueden secuestrar el metal y evitar así 

que aniden y proliferen en este ambiente microorganismos patógenos 

hierro-dependientes.213 

4.2.  Lactobacillus, los probióticos productores de AuNPs. 

La capacidad de este género bacteriano para la producción de 

nanopartículas de Au y Ag ha sido estudiada. Así, Nair y Pradeep 

mostraron que diferentes cepas de Lactobacillus, en cuyo hábitat natural 

no es habitual encontrar iones metálicos a altas concentraciones, 

biosintetizaron nanopartículas de oro, de plata y de una aleación oro-

plata.214 Las cepas bacterianas se extrajeron  de suero de leche de vaca y, 

tras 72 h en contacto con los iones Au (III) y/o Ag (II), las nanopartículas 

que formaron estaban bien definidas y presentaron una morfología 

facetada (Figura 27).  
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De especies de la familia Lactobacillaceae se han aislados compuestos 

para llevar a cabo una síntesis ecológica de AuNPs. Recientemente los 

exopoliscáridos (EPS) excretados por Lactobacillus plantarum, y que 

forman parte de su biofilm, han sido empleados para producir Au-NP.215 

Aunque inicialmente se pensó que el poder reductor de los carbohidratos 

no sería suficiente para transformar los iones Au(III) en AuNPs, se 

demostró que los EPS de L.plantarum actúan como un agente protector 

de las AuNPs reduciendo las interaciones superficie-superficie de las 

mismas. Además, que la presencia de grupos hidroxilo y el hemiacetal 

final (ambos grupos reductores) de los carbohidratos podrían conducir la 

reducción y la estabilización de las AuNPs. Finalmente dichas AuNPs se 

funcionalizaron con antibióticos para usarse en el tratamiento de 

infecciones bacterianas con resistencia a fármacos.  

 

 
Figura 27. (A) Espectros de absorbancia UV-vis de las nanopartículas de Au, de Ag y de la 
aleación Au-Ag formadas por Lactobacillus. Las nanopartículas de Ag puras presentan 
una banda SPR a 449nm y las de Au a 547nm, mientras que la banda para las de Au-Ag 
se sitúa en una posición intermedia. Lo cual hace pensar que se trate de nanopartículas 
de una aleación de los dos metales y no nanopartículas tipo núcleo-cáscara o “core-
shell”. En el último caso cabría esperar un pico coincidente con una de las bandas de los 
metales puros, correspondiente al metal que forma la cáscara de las Au-AgNPs. (B) 
Micrografía de TEM de los nanocristales de la aleación Au-Ag depositados en la 
superficie de Lactobacillus. (C) Imagen del cultivo bacteriano al poco de añadirle HAuCl4 
(izquierda), y tras 12h desde la adición (derecha).

81
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5. El biofilm bacteriano, composición y función 

Las bacterias son organismos unicelulares autosuficientes que pueden 

crecer, dividirse, detectar y adaptarse a los cambios en el ambiente de 

forma individual. Sin embargo, tienden naturalmente a aunar fuerzas con 

su congéneres para desarrollar actividades cooperativas.216, 217, 218 En la 

naturaleza las bacterias optan por formar colonias o comunidades con 

más frecuencia que vivir de forma aislada. El desarrollo del biofilm 

bacteriano es uno de los procesos más comunes en los que las bacterias 

actúan de manera coordinada y cooperativa.  

Los biofilms son comunidades de microorganismos que crecen unidos 

a una superficie o interfase y que están embebidos en una matriz 

extracelular producida por ellos mismos.219 En el interior del biofilm las 

bacterias se protegen de diversos factores como estrés ambiental, 

desecación, depredación por protozoos y agentes antimicrobianos. 

Durante la formación del biofilm se suceden tres  acontecimientos: la 

adhesión irreversible de la bacteria a una superficie, a esto le sigue la 

proliferación bacteriana y desarrollo de la matriz extracelular del biofilm, 

y por último la separación de la bacteria del biofilm y su dispersión 

(Figura 28).220  

 
Figura 28. Etapas de la formación del biofilm bacteriano.

221
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La primera etapa de adherencia a una superficie puede verse 

favorecida por la presencia de elementos de motilidad en la bacteria, 

como cilios y flagelos, porque contrarrestan la repulsiones hidrofóbicas, 

pero estos no son necesarios para que ocurra la adhesión. Algunas 

proteínas de superficie (AltE, Bap, Esp)  están involucradas en esta 

primera etapa en bacterias grampositivas.222, 223  Tras la adhesión 

comienza la proliferación bacteriana, que junto con la secreción, por 

parte de la bacteria, de los EPS (“extracelular polymeric substances”) que 

componen la matriz del biofilm, promueven el crecimiento de este. El 

biofilm crece con una forma de seta (mushroom) muy característica. No 

todas las especies de bacterias secretan los mismos EPS. 

5.1. Función del biofilm bacteriano. 

La función defensiva del biofilm es clara, protege a las bacterias de la 

acción de anticuerpos, células fagocíticas y antimicrobianos. Dentro del 

biofilm las bacterias pueden ser hasta mil veces más resistentes a los 

antibióticos que fuera de él. Dicha resistencia es debida a los siguientes 

factores: los exopolisacáridos que constituyen la matriz del biofilm actúan 

como una barrera físico-química para la difusión de antimicrobianos; la 

limitación de nutrientes en el biofilm ralentiza el crecimiento bacteriano 

y esto disminuye la efectividad del antimicrobiano; el en interior del 

biofilm se crean microambientes con actividad antagónica a la del 

antibiótico; y las respuestas a situaciones de estrés pueden suponer un 

cambio en la fisiología de la bacteria, y con ello un fenotipo de biofilm 

que contraataque los efectos del antimicrobiano.224  

El biofilm interactúa con el ambiente anclándose a una superficie, y 

también por sus propiedades de sorción, ya que presenta canales donde 

es posible el secuestro de partículas y sustancias disueltas en el medio 

que proveen nutrientes para los microorganismos que lo forman.225 En 

definitiva, proporciona un ambiente íntimo en el que las bacterias 

pueden estar próximas unas a otras, lo cual favorece la comunicación 

entre ellas. Comunicación que es necesaria para la supervivencia de la 

colonia, pues les permite  conocer la densidad de población y organizarse 
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colectivamente frente a la presencia de un competidor por el nicho 

ecológico, la presencia de tóxicos o limitaciones nutricionales.  

Por lo tanto, se puede concluir que el biofilm bacteriano es, tanto 

causa, como consecuencia de la comunicación entre las bacterias. El 

fenómeno de regulación “Quorum sensing” o autoinducción es el que 

determina el crecimiento y la maduración del biofilm.226, 227Dicho 

fénomeno se basa en la comunicación célula-célula mediante la 

liberación-detección de moléculas señales, denominadas autoinductores. 

El reconocimiento de los mensajeros químicos se ve favorecido, en el 

interior del biofilm, por la cercanía entre las bacterias. Lo cual regula la 

expresión génica dependiente de la densidad bacteriana para hacer 

frente a cualquier estímulo consecuencia de las condiciones ambientales 

variables. 

5.2. Composición del biofilm bacteriano. EPS. 

Definido el biofilm como la comunidad bacteriana anclada a una 

superficie inerte, a un tejido vivo, o comunidades bacterianas floculantes 

que evolucionan embebidas en la matriz que ellas mismas han generado, 

hablaremos ahora de su composición.  

La composición de esta matriz es diversa y compleja, tanto por lo 

heterogénea, como por la nomenclatura que utilizan los expertos para 

definirla. El término “EPS” ha sido empleado para referirse 

exclusivamente a los exopolisacáridos o polisacáridos extracelulares, en 

inglés “exopolysaccharides” o "extracellular polysaccharides", ya que 

durante mucho tiempo se han considerado el componente mayoritario 

de la matriz del biofilm.228 Sin embargo otras biomoléculas como 

proteínas, ácidos nucleicos, y moléculas anfifílicas, como (fosfo)-lípidos, 

han demostrado estar presentes en cantidades considerables e incluso 

predominantes en biofilms de fangos activos, biofilms de alcantarillado, 

biofilms de filtros de goteo, y en cultivos de bacterias tradicionales en 

laboratorio. También se han descrito sustancias húmicas como 

componentes de la matriz de biofilms de suelos y aguas.229, 230, 231 Es por 
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esto que un concepto más amplio, como el de “sustancias poliméricas 

extracelulares” parece más apropiado al referirse al término “EPS” 

(“extracelular polymeric substances”). Cabe aclarar que, aunque en la 

introducción de esta tesis, el concepto “EPS” se referirá a “sustancias 

poliméricas extracelulares”. En otros capítulos de la misma, lo 

emplearemos para referirnos sólo a los exopolisacáridos o polisacáridos 

extracelulares de las bacterias probióticas estudiadas, ya que son el 

componente mayoritario de su biofilm.  

Metafóricamente el biofilm sería “el edificio de las bacterias” y los 

EPS “el apartamento de cada bacteria del biofilm”.232 Los EPS son 

biopolímeros de origen microbiano que determinan las condiciones de 

vida como porosidad, densidad, contenido en agua, carga, propiedades 

del sorción, hidrofobicidad y estabilidad mecánica del biofilm.233  

La composición del biofilm varía de unas especies a otras, incluso en 

la misma especie cambia en función de las condiciones ambientales. Por 

ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa la matriz del biofilm se compone 

de alginato, de celulosa en Salmonella typhimurium, y en el caso de Vibrio 

cholerae es un polisacárido rico en glucosa y galactosa. Además las 

condiciones ambientales determinan también la composición de EPS de 

la matriz del biofilm.El componente mayoritario del biofilm es el agua, 

que puede llegar a representar el 97% de su composición. Al agua y las 

bacterias, los acompañan un complejo entramado de exopolisacáridos, 

proteínas, glicoproteínas, glucolípidos, y en algunos casos sorprendentes 

cantidades de ADN extracelular (e-DNA),234 además de diversos 

productos procedentes de lisis celular. 

Hacer una caracterización de la composición y la estructura del 

biofilm es un reto difícil de conseguir actualmente. Desde la purificación 

de los EPS que constituyen la matriz del biofilm de otros elementos como 

bacterias o sustancias unidas transitoriamente a los EPS, hasta la 

identificación de los exopolisacáridos que lo forman suponen problemas 

analíticos muy difíciles de resolver.235 El aislamiento y la caracterización 
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química de la fracción de hidratos de carbono del biofilm son complejos 

debido a la diversidad de monómeros de azúcares,  las uniones entre 

ellos, y la existencia de estructuras únicas formando parte de la matriz de 

biofilms. Todo esto sumado, a que en la naturaleza la composición de los 

EPS del biofilm es dinámica y puede seguir patrones cíclicos temporales. 

La técnica más empleada para la identificación y caracterización de 

los exopolisacáridos presentes en los EPS es el marcaje con lectinas 

funcionalizadas con fluoróforos y su seguimiento por microscopía 

confocal y microscopía Raman.236 El uso de la microscopía láser confocal 

de barrido (CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy) en combinación 

con diferentes protocolos de tinción permite la visualización y 

cuantificación de la estructura del biofilm. Introducir, por ejemplo, 

lectinas funcionalizadas hace posible la detección de glicoconjugados, in 

situ, en el biofilm. Por otro lado, la aplicación de la microscopía Raman 

(RM) proporciona información más detallada sobre la composición 

química de la matriz de biofilm y mejorar el conocimiento sobre la 

estructura de los EPS. En esta técnica no se requiere tinción, por lo tanto, 

se pueden obtener información incluso de estructuras que no son 

susceptibles a las técnicas de tinción conocidas, pues no interaccionan 

con el tinte. Por lo tanto, la preparación de la muestra es sencilla y 

rápida, lo que reduce el riesgo de alterar el biofilm y la creación de 

artefactos. Otra ventaja que presenta la microscopía Raman es la 

posibilidad de medir directamente en  fase acuosa, ya que puede revelar 

información sobre el biofilm en su estado nativo con una resolución 

espacial en el rango de µm. Aunque los espectros Raman de la matriz de 

biofilm, que proporciona esta técnica, son superposiciones complejas de 

huellas dactilares de diferentes polímeros, es posible identificar cambios 

en la estructura y la química del biofilm. 

Algunos componentes EPS han generado especial interés, como el 

Alginato, un polisacárido polianiónico producido por Pseudomonas 

aeruginosa, con interés biotecnológico por su capacidad gelificante al 

captar iones bivalentes. La celulosa es otro polisácarido presente en 
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algunos biofilm que ha atraídos las miradas. El fortalecimiento del biofilm 

es crucial para el mantenimiento de su estructura y la conservación de la 

cercanía entre las bacterias que lo habitan, lo cual favorece la sinergia 

entre ellas. El material de naturaleza proteica que forma parte de los EPS 

del biofilm podría contribuir a las propiedades mecánicas del mismo.237 

La funcionalidad de los componentes EPS del biofilm se resumen en la 
Tabla 1.238 

TABLA 1. Funcionalidad de los EPS del biofilm 

Efecto del EPS Naturaleza del EPS Rol en el biofilm 
Constructivo Polisacáridos 

neutros 
Péptidos amiloides 

Componente estructural 
Componente estructural 

Sorción Polisacáridos 
cargados o 
hidrofóbicos 

Intercambio iónico, sorción 

Activación Enzimas 
extracelulares 

Degradación de polímeros 

Activación a nivel 
de superficie 

Anfifílicos 
Vesículas de 
membrana 

Interacciones en interfaces 
Exportar sustancias desde 
las células 
Sorción 

Transmisión de 
información 

Lectinas 
Ácidos nucleicos 

Especificidad, 
reconocimiento 
Información genética, 
estructural  

Actividad Redox Polímeros 
refractarios 
bacterianos 

¿ Donadores o aceptores de 
electrones ? 

Nutritivo Diversos polímeros Fuentes de C, N y P 
Tabla 1. Componentes del biofilm bacteriano y su rol en él. 

El biofilm es un sistema dinámico en el que los componentes 

interactúan unos con otros, creando un ambiente activo, donde los EPS 

parecen ser algo más que un simple adhesivo. La presencia de vesículas 

de membrana en las profundidades del biofilm es una muestra  más de 
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esta activación.239 Las vesículas pueden contener  enzimas y material 

genético, y liberar su contenido generando microambientes dentro del 

biofilm, degradando determinados EPS, o actuando como trasportadores 

de genes para favorecer la conjugación bacteriana. También pueden 

participar en procesos de señalización celular y defensa. La cohesión en la 

estructura macromolecular en panal del biofilm se alcanza tanto por 

interacciones hidrofóbicas, cross-linking mediado por cationes 

multivalentes y por entrecruzamiento de los EPS.183, 240 

6. Objetivos. 

Las bacterias probióticas pueden servir como plataformas para la deposición 

de nanopartículas de maghemita y de oro en sus exopolisacáridos (EPS), 

adquiriendo por tanto propiedades magnéticas y ópticas de una forma artificial. 

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido estudiar las posibilidades de 

estos sistemas en aplicaciones biomédicas. 

La singularidad de estos sistemas radica en el hecho conocido que los 

probióticos son organismos capaces de superar el ambiente químico del 

estómago, alcanzar y anidar en los intestinos, dónde se originan enfermedades 

de gran impacto social como la anemia o el cáncer de colon. Por tanto, cabe 

pensar que estos probióticos podrían ser utilizados como “carriers” ideales para 

transportar al intestino materiales con tanta potencialidad para el diagnóstico y 

la terapia como las nanopartículas de maghemita y de oro. 

En este sentido, los objetivos específicos que nos hemos planteado han 

sido: 

1. Desarrollar un nuevo suplemento de hierro para anemia basado en 

Lactobacillus fermentum con nanopartículas de maghemita, que suponga una 

alternativa y ofrezca alguna ventaja a los suplementos de hierro actualmente 

disponibles en el mercado, cuya baja absorción y efectos secundarios dañinos, 

tras un uso prolongado, están demostrados. 

 

2. Preparar sistemas magneto-ópticos basados en Lactobacillus fermentum 

que contengan simultáneamente nanopartículas magnéticas y nanopartículas 
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de oro. Para ello nos basamos en los resultados previamente obtenidos en 

nuestro grupo de investigación en cuanto a la creación del primer imán vivo 

sintético del mundo, generado a partir de la incorporación de nanopartículas 

magnéticas sobre la superficie de L. fermentum. 

 

3. Estudiar el potencial de estas bacterias magneto-ópticas como agentes 

en hipertermia magnética y/u óptica. Esto implica, por un lado, la medición del 

calor que generan una vez sometidas a campos magnéticos alternos 

(hipertermia magnética) o a irradiación lumínica (hipertermia óptica) y por otro 

lado, su capacidad de penetrar al interior de células del tejido intestinal. 

 

Extender la metodología desarrollada con Lactobacillus fermentum para la 

obtención de otras bacterias probióticas magnéticas y/u ópticas. En particular, 

nos hemos planteado una familia de probióticos muy genuina, como son las 

bacterias ácido lácticas que, mediante fermentación de la leche, dan lugar al 

yogur. Hemos pretendido desarrollar un nuevo tipo de alimento fermentado, lo 

que hemos denominado yogur magnético y yogur dorado. 
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1. Introducción. 

Las nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro (SPIONs) 

de magnetita (Fe3O4)/maghemita (γ-Fe2O3), presentan propiedades 

magnéticas únicas que junto con su biodegradabilidad y su baja toxicidad 

justifican su empleo para diversas aplicaciones biomédicas, incluidas la 

resonancia magnética (MRI), la administración de fármacos y la 

hipertermia magnética.1,2,3,4,5,6,7,8,9,10  Sin embargo, la eficacia de las 

SPIONS como fármacos requiere el control de dos procesos cruciales: su 

biodistribución y su biodegradación. Tras su administración, las SPIONS 

tienen, primero, que acumularse específicamente en el tejido que se va a 

fotografiar o tratar, y en segundo lugar, degradarse en un tiempo y forma  

adecuados para reducir los posibles efectos tóxicos.11 

Cuando se emplean para aplicaciones biomédicas, las nanopartículas 

de magnetita/maghemita se administran principalmente por inyección 

intravenosa. En cambio, cuando su diana se encuentra en el tracto 

gastrointestinal (TGI), la administración oral supone la vía más 

conveniente, ya que se evita la complejidad y los inconvenientes 

asociados a la administración intravenosa. A pesar de las ventajas de la 

administración oral, es necesario superar un par de obstáculos cuando se 

opta por esta vía de administración: el ambiente gástrico fuertemente 

ácido que reduce la estabilidad del fármaco, y las enzimas digestivas que 

degradan el fármaco reduciendo su biodisponibilidad.  En contraposición 

a las ventajosas oportunidades de diagnosis y terapia que ofrecen las 

SPIONs, los datos referentes a su biodistribución y biodegradación en el 

TGI son actualmente escasos.12 El diagnóstico y el tratamiento de 

enfermedades del intestino despiertan el mayor interés, puesto que es 

en esta región del TGI donde se desarrollan más patologías, como el 

conjunto de enfermedades denominadas enfermedades inflamatorias 

intestinales (Enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, diverticulitis y colon 

irritable), así como el cáncer colorrectal, el tercer tipo de tumor más 

común, que causó 700,000 muertes en 2012.13 
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Además, las nanopartículas de magnetita/maghemita han surgido 

como nuevas formas físicas y químicas para controlar la deficiencia de 

hierro. Está demostrado que el hierro es el micronutriente con mayores 

deficiencias en todo el mundo. La anemia es en realidad un gran 

problema de salud pública mundial, que afecta al 20% de la población del 

planeta.14 

La anemia por deficiencia en hierro está causada por una ingesta 

insuficiente de hierro en la dieta, así como una mala absorción de este 

micronutriente. Para aumentar la cantidad de hierro ingerido en la dieta, 

existen en el mercado numerosos suplementos de hierro basados en  

formas químicas clásicas. Estos suplementos presentan dos limitaciones 

importantes: su baja biodisponibilidad, y los efectos secundarios 

perjudiciales que provocan.15 Es por esto que las SPIONs han surgido 

como una prometedora ruta para la administración de hierro ya que son 

más bioactivas que las fórmulas de hierro clásicas y presentan un mejor 

acceso a los tejidos. 

La absorción de hierro tiene lugar en el intestino delgado, 

preferentemente en el duodeno. Por lo tanto, sigue siendo un desafío 

desarrollar rutas para superar el fuerte ambiente ácido del estómago y 

conducir las nanopartículas de hierro al intestino. Se pueden prever dos 

enfoques para superar este desafío: el uso de nanopartículas magnéticas 

con recubrimientos protectores para evitar el ataque químico en el 

estómago o el uso de bioplataformas como vehículos de transporte de 

SPIONs hacia el intestino. A este respecto, recientemente hemos 

demostrado cómo las bacterias probióticas, Lactobacillus fermentum o 

Bifidobacterium breve, actúan como plataformas para agrupar 

densamente las nanopartículas magnéticas en sus superficies externas.16 

Esta es una ruta prometedora para permitir que las nanopartículas 

magnéticas pasen a través del medio estomacal y alcancen el intestino, 

ya que las bacterias probióticas constituyen una parte importante de la 

microbiota natural humana, sobreviven a las condiciones estomacales y 

anidan en diferentes áreas del intestino. Paralelamente a este desarrollo, 
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es necesario obtener más información sobre los procesos de distribución 

y degradación de nanopartículas magnéticas a lo largo del TGI. 

En este capítulo, describimos un estudio magnético para monitorizar 

en paralelo la biodistribución y biodegradación, a largo del TGI de ratas, 

de: nanopartículas desnudas de maghemita de 10 nm (MNP), y bacterias 

probióticas que contienen en su superficie miles de estas mismas 

nanopartículas (MNP-bacteria), ambos tratamientos administrados 

oralmente. El objetivo de este estudio es comparar los patrones de 

biodistribución y biodegradación de las nanopartículas de maghemita a lo 

largo del TGI de los animales, cuando se administran por vía oral en 

forma de nanopartículas individuales (MNP) o agregadas en una 

bioplataforma, como Lactobacillus fermentum (MNP-bacteria). 

Para lograr este objetivo, llevamos a cabo medidas de susceptibilidad 

magnética AC (susceptibilidad dentro y fuera de fase, χ'(T) y χ"(T) 

respectivamente) de diferentes tejidos obtenidos después del sacrificio 

de los dos grupos de ratas tratadas. En particular, extrajimos el 

estómago, el intestino delgado, el intestino grueso y el ciego de cada uno 

de los animales. La dependencia de la susceptibilidad fuera de fase (χ"(T)) 

con la temperatura es un parámetro de alta sensibilidad para la detección 

de nanopartículas magnéticas en tejidos17, 18 porque: (i) otras especies de 

hierro paramagnético presentes en enterocitos no contribuyen a χ"(T); 

(ii) las nanopartículas de maghemita objeto de este estudio se distinguen 

de otras especies superparamagnéticas nativas presentes en enterocitos 

como la ferritina, atendiendo a sus temperaturas de bloqueo, que sirven 

como huellas dactilares para la identificación de la presencia de estas 

nanopartículas en muestras de tejido; (iii) los máximos en las curvas de 

susceptibilidad en χ'(T) y χ"(T) brindan información sobre el tamaño de 

partícula y el grado de agregación de estas; y (iv) la susceptibilidad 

magnética AC de las nanopartículas administradas por masa de hierro, 

proporciona una curva de calibración para la determinación cuantitativa 

de la presencia de las nanopartículas en las muestras tisulares. 
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2. Resultados y discusión. 

2.1.  Microscopía Electrónica de Transmisión de MNP y 

MNP-bacteria. 

Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM) de 

MNP mostraron nanopartículas esféricas irregulares (Figura 1). El tamaño 

medio de partícula fue 10 nm (σ=0.9). 

 

Figura 1. Típica micrografía TEM (izquierda) de nanopartículas de maghemita (MNP). A 
la derecha, una micrografía de una delgada sección de resina epoxi donde se observa la 
presencia de nanopartículas en la superficie externa de las bacterias L. fermentum 
(MNP-bacteria). 

En el caso del sistema MNP-bacteria, se observaron por TEM grandes 

acumulaciones de nanopartículas en las superficies externas de las 

bacterias (Figura 1). Solo una pequeña fracción de nanopartículas se 

encuentra en la región interbacteriana, mientras que en el interior de las 

bacterias, no se observan nanopartículas. Las MNP se adhieren a la 

superficie externa bacteriana, probablemente en los exopolisacáridos 

(EPS) que rodean la bacteria, debido a la interacción electrostática entre 

la superficie de MNP con carga positiva y el EPS bacteriano cargados 

negativamente.16, 19 

2.2.  Análisis del hierro en los tejidos. 

El contenido en hierro de cada uno de los tejidos gastrointestinales de 

las ratas controles y de las ratas tratadas con MNP, y MNP-bacteria se 

midió por ICP-OES (Plasma de Acoplamiento Inductivo-Espectrofotómetro 
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de Emisión Óptico, en inglés Inductively Coupled Plasma-Optical Emission 

Spectrometry). Como se muestra en la Figura 2, la cantidad total de 

hierro en intestinos (la suma del contenido en hierro en ciego, intestino 

delgado e intestino grueso) es sensiblemente mayor cuando 

administramos MNP-bacteria (0.620 mg Fe por g tejido) que cuando 

administramos MNP (0.414 mg Fe por g tejido).  

 

Figura 2. Contenido en hierro de los tejidos del TGI tras la administración de MNP y 
MNP-bacteria. Barra negra: grupo control; barra roja: grupo tratado con MNP y barra 
azul: grupo tratado con MNP-bacteria. Barras de error, ±sem. 

La diferencia es particularmente significativa en el caso del ciego, 

donde la cantidad de hierro tras la administración de MNP-bacteria 

(0.384 mg Fe por g tejido) es prácticamente dos veces la obtenida tras la 

administración de MNP (0.203 mg Fe por g tejido). Estos hallazgos 

coinciden con el conocido hecho que las bacterias probióticas anidan en 

las diferentes áreas del TGI con diferente preferencia, y sugiere que las 
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bacterias probióticas actúan como transportadores que asisten a las 

nanopartículas magnéticas para superar la barrera estomacal. 

2.3.  Estudio magnético de los tejidos. 

Las propiedades magnéticas de MNP  y MNP-bacteria se 

caracterizaron por susceptibilidad magnética AC. La susceptibilidad tanto 

dentro como fuera de fase (χ'(T) y χ"(T) respectivamente) de ambas 

muestras presentó un único máximo. Para la componente fuera de fase 

(χ"(T)) el máximo se situó a temperaturas ligeramente inferiores, 

indicativo del fenómeno de relajación magnética del bloqueo magnético 

de  partículas superparamagnéticas (Figura 3). 

 

Figura 3. Dependencia con la temperatura de la susceptibilidad magnética dentro y 
fuera de fase de MNP (círculos) y MNP-bacteria (triángulos) por masa de la muestra. 

La susceptibilidad fuera de fase llega a cero por encima de 250 K, lo 

que indica que estas muestras son superparamagnéticas por encima de 

esta temperatura. Se observan ligeras diferencias entre las dos muestras 
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atendiendo a la temperatura a la que se sitúa el máximo. 

Específicamente, los máximos χ'(T) se localizan a ~160 K y ~200 K para 

MNP y MNP-bacteria respectivamente. Este comportamiento está en 

consonancia con las variaciones esperadas en las interacciones 

magnéticas dipolares entre las nanopartículas, producidas por diferentes 

grados de agregación al comparar entre las nanopartículas aisladas 

(MNP) o adheridas a la superficie externa bacteriana (MNP-bacteria).16,17 

Un análisis más profundo de las interacciones interpartícula se llevó a 

cabo diluyendo las mismas muestras en agar, con la intención de reducir 

dichas interacciones y así caracterizarlas. De los resultados expuestos en 

la Figura 4 se puede observar que la dilución en agar resultó en el 

desplazamiento del máximo χ"(T) hacia temperaturas más bajas sólo en 

el caso de MNP, pero no para MNP-bacteria.  

 

Figura 4. Dependencia con la temperatura de la susceptibilidad magnética dentro y 
fuera de fase de MNP y MNP-bacteria (negro) y sus correspondientes diluciones en agar 
(blanco) escaladas a sus máximos. 

Este último hecho es lógico dado que la dilución en agar de MNP-

bacteria reduce la distancia entre las bacterias pero mantiene las 



Capítulo 2 

92 

 

distancias interpartícula sin cambios, ya que permanecen adheridas a la 

superficie bacteriana. Sin embargo en el caso de MNP, el máximo χ"(T) se 

desplaza desde 140 K en la muestra concentrada a aproximadamente 60 

K para la diluida como consecuencia del aumento de distancia 

interpartícula. 

La importancia de las interacciones interpartícula también ha sido 

evaluada a través de la determinación del factor preexponencial, τ0 de la 

ecuación de Arrhenius. En este caso, para las muestras originales de MNP 

y MNP-bacteria los valores de τ0 se encontraban fuera del rango de 

interacciones dipolares despreciables (10-9-10-12 s) situándose alrededor 

de 10-24 y 10-21 s respectivamente. Sin embargo, la dilución de MNP en 

agar sirvió para reducir las interacciones interpartícula, con lo que la 

muestra MNP diluida en agar presenta un valor de τ0 = 1.6x10-12 s, 

localizado dentro del límite de interacciones despreciables, lo que refleja 

de nuevo la disminución de las interacciones interpartícula por efecto de 

la dilución en el caso de MNP. 

Los perfiles χ'(T) y χ"(T) de los diferentes órganos del TGI de las ratas 

tratadas presentan un patrón muy parecido a los de las muestras 

administradas (MNP y MNP-bacteria), ya que todos ellos presenta un 

único máximo para las componentes tanto dentro como fuera de fase 

(Figura 5). Destacan dos características diferentes muy interesantes. La 

primera, la localización de la temperatura del máximo χ"(T) de las 

muestras de ciego de los dos grupos de animales se localiza a 

temperaturas considerablemente más bajos (por debajo de 50 K) que el 

resto de los tejidos, los cuales presentan máximos entre 100 y 150 K 

(Tabla 1). La localización del máximo a temperaturas más bajas es 

indicativa de una transformación de las nanopartículas administradas que 

podría asociarse a una reducción del tamaño de partícula, a una 

reducción de las interacciones interpartícula, o ambas. La segunda 

característica interesante aparece en la muestra de ciego de los animales 

que recibieron el tratamiento con MNP, donde se observa una cola 
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paramagnética a bajas temperaturas en la componente χ'(T), lo que 

indica la presencia de especies de hierro no minerales.  

 

Figura 5. Dependencia con la temperatura de la susceptibilidad magnética dentro y 
fuera de fase por masa de tejido para los diferentes órganos de los grupos de animales 
tratados con  MNP (derecha) y MNP-bacteria (izquierda).  

Tabla 1.Temperatura de los máximos de las curvas χ'(T) y χ"(T) tras el tratamiento con 
MNP y MNP-bacteria para los diferente tejidos de las ratas. 

 Temperatura (K) de máximos χ' y χ" 

MNP MNP-bacteria 

Tejido χ' χ" χ' χ" 

Estómago 180 ≈140 180 ≈140 
Intestino Delgado 180 ≈140 180 ≈140 
Intestino Grueso 180 ≈130 160-180 ≈140 
Ciego 50-100 30-50 70-100 <50 

 

También vale la pena mencionar que la altura del máximo de la 

susceptibilidad fuera de fase puede usarse como un sustituto de la 

concentración de hierro en forma de una especie determinada.20 En este 

estudio, en los animales de ambos grupos, tanto el intestino grueso como 

el delgado presentan una concentración similar de nanopartículas 

magnéticas de hierro mientras que el estómago parece ser el órgano con 
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una menor cantidad de partículas y el ciego el órgano que acumula la 

mayor cantidad.  

Haciendo uso de los datos de susceptibilidad magnética se puede 

cuantificar la concentración de hierro en forma de nanopartícula en cada 

tejido siguiendo protocolos descritos previamente (Figura 6).17,21 Esta 

determinación cuantitativa de hierro puede llevarse a cabo dada la 

existencia de estándares, en este caso MNP y MNP-bacteria, con el 

mismo comportamiento magnético que el observado en la mayoría de las 

muestras de tejido. Aunque podemos cuantificar con un error 

relativamente bajo el contenido de hierro en el estómago, intestino 

delgado e intestino grueso, esto no es posible en el ciego, debido a las 

diferencias de temperatura a la que se sitúa el máximo en este tejido en 

comparación con los materiales administrados (MNP y MNP-bacteria). 

Para este órgano, la determinación de mg de nanopartículas de Fe por g 

de tejido seco no es tan rigurosa como para el resto de tejidos. 

 

Figura 6. Concentración de hierro, en forma de nanopartículas magnéticas, en cada 
tejido, calculada a partir de medidas magnéticas. Barras de error, ±sem. 
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La primera conclusión extraída de estos datos es que la cantidad 

de nanopartículas magnéticas en los tejidos intestinales (intestino 

delgado, intestino grueso y ciego) es mayor después de la administración 

de MNP-bacterias que tras administrar MNP. Al igual que en el análisis 

del contenido de hierro por ICP-OES, la diferencia es particularmente 

significativa en el ciego, donde los valores de la susceptibilidad magnética 

fuera de fase son cinco veces mayores. El único tejido donde la 

acumulación de nanopartículas es mayor cuando se administra MNP en 

vez de MNP-bacteria es precisamente el estómago, 0.027 contra 0.018 

mg de Fe g-1 de estómago para MNP y MNP-bacteria respectivamente, lo 

que supone otra evidencia de que las bacterias actúan como 

transportadores útiles para ayudar a las nanopartículas magnéticas a 

superar el medio del estómago y llegar a los intestinos. 

Desde un punto de vista cualitativo, el patrón de biodistribución 

de nanopartículas de maghemita después de la ingestión de MNP y de 

MNP- bacteria parece similar a primera vista: las nanopartículas se 

distribuyen a lo largo del TGI y se acumulan específicamente en el ciego. 

Sin embargo, en un análisis más profundo, se observan algunas 

diferencias drásticas. En primer lugar, la acumulación de nanopartículas 

magnéticas en el ciego es más específica cuando se administraron MNP-

bacteria, ya que los valores de χ"(T) para el ciego son diez veces mayores 

que para otros tejidos en el grupo de animales tratados con MNP-

bacteria, mientras que esta diferencia solo es doble cuando se 

administraron MNP. En segundo lugar, los máximos de χ"(T) en el ciego 

(alrededor de 50 K y 30 K después de la administración de MNP-bacteria 

y MNP, respectivamente) se localizan a temperaturas más bajas con 

respecto a las muestras originales de MNP o MNP-bacteria (200 K y 160 

K, respectivamente), y también están por debajo de la muestra de MNP 

diluida en agar, que presenta interacciones dipolares insignificantes. Este 

hecho manifiesta la existencia de un proceso de degradación de 

nanopartículas magnéticas. El hecho de que los máximos de 



Capítulo 2 

96 

 

susceptibilidad fuera de fase estén por debajo del límite de no 

interacción determinado por el valor τ0 para la dilución en agar de MNP, 

indica que además del proceso de desagregación de MNP y una posible 

liberación de partículas de MNP- bacteria, también se produce una 

reducción del tamaño de partícula como consecuencia del proceso de 

biodegradación. La reducción del tamaño de partícula daría lugar a una 

liberación de átomos de hierro libres, un hecho que concuerda con la cola 

paramagnética observada en χ'(T) a bajas temperaturas en la muestra de 

ciego de los animales que recibieron el tratamiento de MNP y que ha sido 

previamente observado en muestras de MNP degradadas 

artificialmente.18 Por el contrario, la ausencia de una cola paramagnética 

en la curva del ciego χ'(T) después de la administración de MNP- bacteria 

apunta a la existencia de una mayor acumulación de nanopartículas 

magnéticas menos degradadas. 

Estas mismas conclusiones también pueden extraerse al comparar las 

relaciones entre concentraciones de hierro en forma de nanopartículas 

de maghemita (estimadas mediante mediciones SQUID) y hierro total 

(medido por ICP-OES), en cada tejido, después de la administración de 

MNP o MNP-bacteria (Tabla 2). Esta proporción es mayor en el estómago 

para MNP, lo que significa que las nanopartículas de maghemita se 

acumulan más en este órgano cuando se administran en forma de  MNP 

que como MNP-bacteria. Por el contrario, los intestinos presentan 

mayores proporciones en el caso del tratamiento con MNP-bacteria, 

siendo esta diferencia significativamente más alta para el ciego, donde 

las MNP pueden haberse degradado más rápido o acumulado en una 

menor cantidad que MNP-bacteria. 
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Tabla 2. Comparación del contenido de hierro total (mg Fe por g muestra) en los tejidos 
del TGI (medido por ICP-OES) y hierro como nanopartículas de maghemita (obtenido por 
medidas de SQUID). 

Tejido Tratamiento [Fe]maghemita [Fe]total [Fe]maghemita/[Fe]total 

Estómago Control 0.00 0.05 0.00 
MNP 0.03 0.09 0.33 
MNP-bacteria 0.02 0.08 0.25 

 
Intestino 
delgado 

Control 0.00 0.06 0.00 
MNP 0.03 0.07 0.43 
MNP-bacteria 0.04 0.08 0.50 

 
Intestino 
grueso 

Control 0.00 0.07 0.00 
MNP 0.03 0.06 0.50 
MNP-bacteria 0.04 0.07 0.60 

 
Ciego Control 0.00 0.13 0.00 

MNP 0.06 0.20 0.30 
MNP-bacteria 0.30 0.40 0.75 

 

En vista de estos hallazgos y teniendo en cuenta que las 

nanopartículas pasan a través del TGI siguiendo el orden: estómago, 

intestino delgado, ciego y finalmente intestino grueso, es un hecho 

interesante que los máximos en las curvas de χ'(T) y χ"(T) se localizan a 

temperaturas más bajas en el caso del ciego que en el tejido siguiente 

(intestino grueso). Podría postularse que una pequeña fracción de MNP-

bacteria y MNP pasa a través de todo el TGI y probablemente se excreta a 

través de las heces, mientras que la mayoría, especialmente MNP-

bacteria, superan el medio estomacal y se acumulan en el ciego. 

Dado que la absorción de hierro tiene lugar en el intestino delgado, 

especialmente en el duodeno, los suplementos de hierro deben pasar por 

el estómago y alcanzar esta región. Nuestros hallazgos muestran que la 

concentración de nanopartículas de maghemita en el intestino delgado es 

mayor cuando se administran en forma de MNP-bacteria que como MNP. 

En consecuencia, MNP-bacteria debería ser más efectivo para el 

suministro de hierro que MNP. Para confirmar esto, se midieron los 
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niveles de hemoglobina y hierro en plasma de cuatro grupos de ratas: 

ratas sanas, deficientes en hierro y deficientes en hierro después de la 

administración de MNP o MNP- bacteria. Los resultados representados 

en la Figura 7 muestran una mejora en la homeostasis del hierro después 

del tratamiento con MNP-bacteria. De hecho, tanto el hierro en plasma 

como los niveles de hemoglobina se corrigieron hasta alcanzar valores 

saludables en las ratas tratadas con MNP- bacteria durante dos semanas, 

mientras que los animales que estaban bajo el tratamiento con MNP no 

alcanzaron los valores normales, transcurrido el mismo período de 

tiempo. 

 

Figura 7. Hierro en plasma (arriba) y valores de hemoglobina (abajo) en las ratas de los 
diferentes grupos: sano, deficiente en hierro y tratados con MNP y MNP-bacteria. Barras 
de error, ±sem. 
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3. Conclusiones. 

El análisis colectivo de contenido en hierro y susceptibilidad 

magnética de los diferentes tejidos de TGI (estómago, intestino delgado e 

intestino grueso y ciego) revela diferentes patrones de biodistribución y 

biodegradación de las nanopartículas de maghemita dependiendo si se 

ingieren como simples MNP o como entidades MNP-bacteria. 

Los resultados confirman que el empleo de bacterias probióticas es 

una exitosa estrategia para asistir a la nanopartículas a la hora de superar 

el medio estomacal y así conseguir su acumulación en el intestino, 

especialmente en ciego. Creemos que estos hallazgos tienen una amplia 

aplicabilidad en estudios de biodistribución y biodegradación de 

nanoestructuras magnéticas administradas oralmente y establecen un 

marco para su aplicación en medicina. Como ejemplo de ello, hemos 

ilustrado cómo la administración de MNP-bacteria a ratas deficientes en 

hierro corrige los niveles de hierro tras dos semanas de tratamiento.  

4. Materiales y métodos. 

4.1.  Preparación de MNP y MNP-bacteria. 

Las muestras de MNP y MNP-bacteria se prepararon siguiendo un 

protocolo previamente descrito.16, 18 Las nanopartículas de maghemita 

(MNP) fueron sintetizadas de acuerdo al método de Massart de 

coprecipatación de sales de Fe(II) y Fe(III)  en una estequiometría 0.5.22  El 

pH se ajustó a 11 con NaOH 3 M y la fuerza iónica con NaNO3 1 M, el 

tamaño medio de las nanopartículas de magnetita resultantes fue de 10 

nm. Tras la oxidación de la magnetita a maghemita con HClO4 1 M, se 

obtuvo un coloide de nanopartículas de maghemita estable a pH 2.  

Para la preparación de la muestra de MNP-bacteria, un cultivo líquido 

de Lactobacillus fermentum CECT5716 creció en un medio común, como 

MRS, a 37ᵒC con agitación orbital durante 24 h. Las bacterias se 
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centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos y se lavaron con agua 

destilada. Después, una solución ácida (pH 2) de MNP (66.6 µl, 0.95 M) se 

añadió a las bacterias en un baño de hielo y se mezcló. La mezcla fue 

diluida con 1 mL de agua destilada. Las bacterias cargadas de 

nanopartículas de maghemita en superficie (MNP-bacteria) se 

recolectaron por centrifugación a 100 g durante 20 minutos.  

La caracterización de las muestras de MNP y MNP-bacteria se llevó a 

cabo mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). Para ello 

gotas de cada una de las muestras se depositaron sobre rejillas de Cu 

recubiertas de carbono (200 mallas) específicas para TEM. Las rejillas se 

secaron con papel de filtro y, en el caso de la muestra MNP-bacteria, 

luego se tiñó con acetato de uranilo al 1% para visualizar la membrana de 

la bacteria. Se tomaron micrografías electrónicas con un microscopio 

electrónico de análisis Philips CM-20 HR que funcionaba a 200 keV. 

Para la caracterización por HAADF-STEM (microscopía electrónica de 

barrido), mapa EDX (energía dispersada de Rayos X), HRTEM (microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución) y estudios de difracción 

electrónica, la muestra MNP-bacteria se incluyó en resina epoxi. Para 

ello, primero se procedió a la fijación de la muestra usando 

glutaraldehído 2.5% en tampón cacodilato sódico 0.1 M a 4ᵒC durante 4 

h. Tras la fijación, la muestra se lavó 3 veces en tampón cacodilato sódico 

0.1 M durante 15 minutos. Se añadió tetróxido de osmio al 0.1% en 

tampón cacodilato sódico 0.1 M y se dejó reposar durante 1 h, para teñir 

las estructuras orgánicas. Se eliminó el exceso de tretróxido de osmio 

lavando la muestra tres veces con tampón cacodilato sódico 0.1 M 

durante 15 minutos cada lavado. Luego, la deshidratación de la muestra 

se llevó a cabo a través de una serie de baños con concentraciones 

crecientes de etanol y óxido de propileno. Finalmente, la muestra se 

incluyó en resina epoxi, para lo que se dejó durante toda la noche a 4°C. 

Se obtuvieron los ultramicrocortes en un microtomo y se observaron en 

un microscopio FEI TITAN G2. Las imágenes de HRTEM y la difracción de 

electrones se obtuvieron utilizando el mismo microscopio. 
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4.2.  Animales. 

Este estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la “Guía para el 

Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio” promulgada por el 

Instituto Nacional de Salud, y siguiendo los protocolos aprobados por el 

Comité de Ética de Animales de Laboratorio de la Universidad de Granada 

(España) (ref. nº CEEA-2010-286). Todos los estudios que incluyen la 

experimentación con animales se planifican de acuerdo con las 

directrices ARRIVE para la publicación de resultados derivados de 

estudios con animales.23, 24 

Ratas Wistar macho (180-200 g) suministradas por Janvier (St 

Berthevin Cedex, Francia) se alojaron individualmente en jaulas de 

Makrolon y se mantuvieron en una atmósfera con aire acondicionado con 

un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, con acceso libre a agua y comida ad 

libitum. Los animales fueron asignados aleatoriamente a diferentes 

grupos experimentales (n = 4). Uno de ellos recibió solo la dieta estándar, 

mientras que los tres grupos restantes fueron alimentados con una dieta 

deficiente en hierro (TD.80396) proporcionada por Harlan Laboratories 

(Madison, WI, EE. UU.). Dos de los grupos, de los tres deficientes en 

hierro,  recibieron un suplemento de hierro diferente (1 mg por día por 

animal), mediante suspensiones de MNP o MNP-bacteria. Los 

suplementos se administraron diariamente por sonda oral. La ingesta de 

alimentos y agua se registró diariamente para todos los grupos. El peso 

corporal de las ratas se midió dos veces por semana. No se observaron 

diferencias significativas en el peso de los animales entre los grupos a lo 

largo del experimento. Se tomaron muestras de sangre después de dos 

semanas de la vena porta hepática en un tubo heparinizado para realizar 

la analítica sanguínea. Luego, las ratas se sacrificaron y se aislaron el 

estómago, el intestino delgado, el ciego y el intestino grueso de cada 

animal, se pesaron e inmediatamente se congelaron en nitrógeno líquido 

para almacenarlos a -80°C. 
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4.3.  Análisis elemental. 

Las muestras de tejidos de los animales tratados con MNP o MNP-

bacteria se liofilizaron, se pesaron y se digirieron en ácido para análisis 

elemental mediante la adición de HNO3 65% (p/v) y calentando hasta 

95°C durante 1 h, usando un baño seco. Después de esto, las muestras se 

dejaron enfriar a temperatura ambiente. Tras lo que se añadió H2O2 30% 

(p/v) y se calentaron a 95°C durante 1 h. La determinación de la 

concentración de hierro se llevó a cabo mediante  espectroscopía de 

emisión óptica por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) en un 

dispositivo Perkin Elmer Optima 2100 DV. 

4.4. Dilución en agar. 

Para evaluar la influencia de las interacciones dipolares en la 

propiedades magnéticas de las partículas, se prepararon diluciones de 

MNP y MNP-bacteria al 2% (p/v) en agar. Para ello las muestras de MNP y 

MNP-bacteria se mezclaron con el agar todavía líquido (a unos 90ᵒC). La 

mezcla se colocó rápidamente en un baño de ultrasonidos tibio que 

permitió la gelificación lenta del agar mientras los materiales se 

dispersaban por ultrasonidos. Los geles resultantes se liofilizaron durante 

24 h en un liofilizador Telstar lyoquest. 

4.5.  Caracterización magnética de las muestras de tejido. 

Las muestras de tejido, así como las muestras MNP-bacteria y MNP se 

liofilizaron y los polvos correspondientes se colocaron en cápsulas de 

gelatina para la caracterización magnética. Las mediciones se realizaron 

en un magnetómetro Quantum Design MPMS-XL SQUID equipado con 

una opción de susceptibilidad magnética de CA (corriente alterna). Las 

medidas de susceptibilidad de CA se realizaron con una amplitud de 

corriente alterna de 0,41 Oe, en el rango de temperatura entre 10 y 300 

K y con una frecuencia de 11 Hz. 

Las interacciones dipolares se verificaron calculando el parámetro τ0, 

que es el factor preexponencial de la ecuación de Arrhenius para el 

tiempo de relajación, τ = τ0 exp (Ea / kBT), donde kB es la constante de 
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Boltzmann y Ea la barrera de energía de anisotropía de una sola partícula. 

Los cálculos se realizaron en muestras seleccionadas solo cuando el ruido 

experimental fue lo suficientemente bajo como para realizar un ajuste de 

los datos preciso. Este análisis se basa en la complementariedad de la 

información de relajación contenida en los datos de susceptibilidad 

magnética en fase y fuera de fase, y se ha descrito previamente.20 
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1. Introducción. 

La deficiencia en hierro, la causa más común de anemia, es el 

trastorno nutricional de mayor impacto en el mundo.1 Además de afectar 

a un gran número de niños y mujeres en los países desarrollados, es la 

única deficiencia de nutrientes prevalente en los países 

industrializados.2,3,4,5,6 

El hierro tiene funciones vitales en el organismo, como llevar el O2 

desde los pulmones a los tejidos, transferir electrones para una gran 

variedad de reacciones redox o llevar a cabo reacciones enzimáticas 

oxidativas.7 La deficiencia de hierro provoca, por lo tanto, interferencias 

con estas funciones vitales y conduce al aumento de la morbilidad y la 

muerte.8 

Aunque la importancia de la absorción de hierro en la salud humana 

se ha reconocido desde hace décadas, el mecanismo por el cual el cuerpo 

regula este proceso sigue sin estar claro. Lo que está claro es que si la 

pérdida de hierro no se compensa con la ingesta adecuada del metal a 

través de la dieta o mediante suplementos de este micronutriente, la 

situación puede desencadenar el desarrollo de anemia por deficiencia de 

hierro.9 

Para aumentar la ingesta diaria de hierro, se han desarrollado 

numerosos suplementos basados en diferentes fórmulas químicas de 

hierro, muchas de las cuales están disponibles comercialmente.10,11,12 Es 

bien sabido que el malestar gastrointestinal es el principal efecto 

secundario de estos suplementos de hierro.13 El sulfato ferroso, por 

ejemplo, el suplemento de hierro más comúnmente usado debido a su 

bajo coste, puede causar dolor de estómago y náuseas.14,15,16 Así mismo, 

los suplementos a base de sales y complejos de hierro pueden sufrir un 

proceso de hidrólisis al pasar por el estómago, y el hierro liberado de esta 
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forma tiene baja biodisponibilidad y, además, puede ser inhibido por una 

variedad de componentes de la dieta.10-12,17 

En este contexto, las nanopartículas de óxido de hierro han surgido 

como prometedores suplementos de hierro, ya que pueden ser más 

bioactivos que las formas químicas clásicas y tener mejor acceso a los 

tejidos.18,19,20,21,22,23,24 Sin embargo, algunos trabajos han mostrado que 

nanopartículas de óxido de hierro grandes, sin recubrimiento, se agregan 

en condiciones fisiológicas y producen efectos tóxicos graves.25,26,27Por lo 

tanto, es necesario considerar los peligros toxicológicos de las 

nanopartículas de hierro y establecer los parámetros (propiedades 

superficiales, carga, tamaño, forma y funcionalización superficial de las 

nanopartículas) que optimicen su eficacia como suplementos de hierro 

sin efectos secundarios. 

El uso de un recubrimiento apropiado es esencial para superar el 

medio hostil del estómago y conducir a  las nanopartículas de hierro al 

intestino, donde tiene lugar la absorción del metal.9,28 Recientemente 

hemos demostrado que las bacterias probióticas, Lactobacillus 

fermentum y Bifidobacteria breve, sirven como plataformas donde 

adherir pequeñas nanopartículas de óxido de hierro en sus superficies 

externas.29,30,31 Estos nuevos materiales son prometedores suplementos 

de hierro ya que las bacterias probióticas constituyen una parte de la 

microbiota natural y son capaces de sobrevivir a las condiciones 

estomacales y anidar en diferentes tejidos del tracto gastrointestinal. 

El objetivo del presente estudio fue investigar pequeñas 

nanopartículas de maghemita (tamaño promedio, 10 nm) no recubiertas 

(MNP), o incorporadas en L. fermentum (MNP-bacteria) como nuevos 

suplementos de hierro para tratar la deficiencia de hierro en ratas 

anémicas. No se observaron síntomas adversos o mortalidad de las ratas 

anémicas tras 23 días de administración oral de MNP o MNP-bacteria. Sin 

embargo, la eficacia de estos materiales para mitigar la anemia fue 

sensiblemente mayor cuando las nanopartículas se incorporaron a los 
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probióticos (MNP-bacteria) que cuando se usaron nanopartículas de 

óxido de hierro aisladas (MNP). 

En este capítulo se ha llevado a cabo un completo set de 

experimentos, que incluye: analíticas sanguíneas de los animales, junto 

con un estudio de expresión génica de las proteínas relacionadas con el 

metabolismo del hierro;  el análisis magnético de los diferentes tejidos 

gastrointestinales de rata después de la administración de MNP y MNP-

bacteria; imagen por resonancia magnética (MRI) in vitro y estudios de 

microscopía electrónica, los dos realizados en la línea celular humana HT-

29 después del tratamiento con MNP y MNP-bacteria. Los resultados 

señalaron que las bacterias con las nanopartículas (MNP-bacteria) son 

internalizadas por los enterocitos (HT-29), lo que supone el avance de 

una nueva ruta para asegurar la absorción de hierro. La restauración, en 

ratas anémicas, de niveles saludables en parámetros sanguíneos y la 

expresión de proteínas relacionadas con el metabolismo del hierro 

después de la administración de MNP-bacteria, confirmó la eficacia de 

este material como un nuevo fármaco para tratar la anemia por 

deficiencia en hierro. 

2. Resultados y discusión. 

Se indujo anemia en treinta ratas mediante una dieta deficiente en 

hierro. Una vez anémicos, los animales se repartieron en cinco grupos al 

azar: un grupo anémico no tratado, y cuatro grupos anémicos tratados 

con L. fermentum, sulfato de hierro, MNP o MNP-bacteria, los tres 

últimos a la misma dosis de hierro. Un grupo control de seis ratas sanas 

(no anémicas) se incluyó también en el estudio (Esquema 1). Los 

diferentes suplementos de hierro se administraron a las ratas una vez al 

día mediante sonda gástrica durante 23 días. El control de la ingesta de 

alimentos y el peso corporal no revelaron signos adversos, síntomas o 

mortalidad en los animales después de los 23 días de tratamiento. 



Capítulo 3 

112 

 

 

Esquema 1. Tratamiento de los animales. Las ratas se repartieron al azar en seis grupos: 
un grupo control (sanos, no anémicos), un grupo anémico no tratado, y cuatro grupos 
anémicos tratados con: L. fermentum, sulfato ferroso, MNP o MNP-bacteria. Los últimos 
tres grupos a la misma dosis de hierro.   

2.1.  Estudio magnético del contenido luminal de los 

tejidos intestinales. 

Dado que la absorción de hierro tiene lugar en sitios específicos del 

tracto gastrointestinal, principalmente en el intestino,9,28 nos centramos 

en analizar la presencia de nanopartículas de maghemita en el lumen de 

diferentes secciones del tracto gastrointestinal después de la 

administración de MNP o MNP-bacteria. Para ello, realizamos medidas 

magnéticas del contenido luminal liofilizado del intestino delgado, ciego y 

colon. En particular, estudiamos la dependencia de la susceptibilidad 

magnética de CA con la temperatura, tanto de la componente en fase 

(χ'(T)) como fuera de fase (χ"(T)) de estos tres tejidos, para cada uno de 

los tratamientos (MNP o MNP-bacteria) (Figura 1). El análisis de la 

dependencia de la susceptibilidad magnética con la temperatura es una 

técnica altamente sensible para la detección de nanopartículas de óxido 

de hierro superparamagnéticas en tejidos biológicos, así como para 

controlar procesos de degradación parcial o total de las mismas.32,33,34 
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Figura 1. Dependencia de la susceptibilidad magnética de CA con la temperatura. Las 
componentes dentro (χ') y fuera de fase (χ") del contenido luminal de las diferentes 
secciones del tracto gastrointestinal: ciego (rosa), colon (violeta) e intestino delgado 
(azul). 

Como se observa en la Figura 1, las susceptibilidades magnéticas 

dentro (χ'(T)) y fuera de fase (χ"(T)) del lumen de todos los tejidos 

intestinales de los animales tratados con MNP-bacteria presentan un 

máximo, lo que indica la presencia de partículas superparamagnéticas. En 

cambio, el comportamiento magnético correspondiente al contenido 

luminal de los diferentes tejidos tras la administración de MNP no 

presentó ningún máximo en las curvas χ'(T) y χ"(T), lo que informó de la 

ausencia de nanopartículas de maghemita. Además, se observó una clara 

contribución paramagnética a baja temperatura en la susceptibilidad 

dentro de fase (χ'(T)) en los tejidos de los animales tratados con MNP. 

Esta contribución corresponde a la presencia de cationes de hierro 

procedentes de la degradación de las nanopartículas de maghemita.  
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A partir de estos datos, se puede concluir que la incorporación de las 

nanopartículas de maghemita en el probiótico (MNP- bacteria) permite a 

las nanopartículas superar el medio estomacal y llegar al intestino de 

forma íntegra. Por el contrario, MNP sufre un proceso de biodegradación, 

probablemente en el estómago, lo que hace que la cantidad de 

nanopartículas de maghemita acumuladas en la luz intestinal, en este 

caso, sea insignificante. 

2.2. Análisis del hierro en plasma y niveles de 

hemoglobina en sangre. 

La anemia se caracteriza por una disminución de los niveles de hierro 

y hemoglobina (Hb) en sangre. Como se puede ver en la Figura 2, debido 

a la dieta deficiente en hierro, los niveles de Hb en sangre y hierro en 

plasma de las ratas anémicas fueron más bajos (p<0.05) que los de las 

ratas sanas (grupo control), como era de esperar. El grupo tratado con 

MNP presentó un ligero aumento del hierro en plasma y prácticamente 

no hubo diferencias significativas en el nivel de Hb al compararlo con el 

grupo anémico (p<0.05). Por el contrario, la administración de MNP-

bacteria repuso los niveles fisiológicos óptimos de hierro plasmático y Hb, 

lo mismo que ocurrió al administrar sulfato ferroso, el suplemento de 

hierro más comúnmente usado en la actualidad. 

 

Figura 2. Valores de hierro en plasma y hemoglobina (Hb) en los seis grupos de 
animales: sanos, deficientes en hierro y tratados, de izquierda a derecha, con: L. 
fermentum, sulfato ferroso, MNP o MNP-bacteria. Barras de error, ±sem (n=6). Las 
diferentes letras muestran las diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05). 
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2.3. Expresión de biomoléculas implicadas en la 

homeostasis del hierro. 

El hierro ingresa en el intestino delgado principalmente como Fe (III), 

resultado de la oxidación de Fe (II) por los componentes del jugo gástrico 

del estómago. La proteína ferrirreductasa DcytB (Citocromo B Duodenal) 

está altamente expresada en los enterocitos duodenales y reduce Fe (III) 

a Fe (II). Tras la reducción, el Fe (II) atraviesa la membrana apical de los 

enterocitos mediante transportadores de metales divalentes, 

principalmente DMT1 (Transportador de Metales Divalentes-1). Un buen 

funcionamiento de este conjunto de proteínas es esencial para la 

absorción de hierro. La Figura 3 muestra los resultados del análisis de 

expresión génica de las proteínas DMT1 y DcytB en el intestino delgado 

de los diferentes grupos de animales. De acuerdo con sus funciones, la 

expresión de DcytB y DMT1 aumenta drásticamente en períodos de alta 

demanda corporal de hierro, como ocurre durante la anemia. La Figura 3 

muestra que, de hecho, la expresión de DcytB y DMT1 aumentó en ratas 

anémicas con respecto a las del grupo control (ratas sanas). La 

administración de MNP-bacteria conduce a la restauración de los niveles 

saludables de ambas proteínas, lo que indica que la suplementación de 

hierro es efectiva. Sin embargo, la administración de sulfato de hierro o 

MNP no iguala los niveles de expresión de DcytB y DMT1 a los de las ratas 

sanas. Esto sugiere que la administración de sulfato de hierro o MNP, a 

esta dosis y en estas condiciones, no es eficiente a la hora de paliar la 

demanda de hierro causada por la anemia. Curiosamente, el efecto de la 

administración de MNP-bacteria sobre DcytB es similar al que se produce 

al administrar las bacterias probióticas sin nanopartículas de hierro (L. 

fermentum). Lo que concuerda con los hallazgos recientes, según los 

cuales algunos compuestos excretados por L. fermentum tienen actividad 

ferrireductasa,35 por lo que la bacteria probiótica podría hacer las  

funciones de DcytB y, por lo tanto, la expresión de esta proteína no 

aumenta en las ratas tratadas únicamente con L. fermentum. 
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Figura 3. Expresión de mARN de DcytB y DMT1 en el intestino delgado de los grupos de 
animales: sanos, deficientes en hierro y tratados, de izquierda a derecha, con: L. 
fermentum, sulfato ferroso, MNP o MNP-bacteria. Barras de error, ±sem (n=6). Las 
diferentes letras muestran las diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05). 

Por otro lado, una vez dentro de los enterocitos, el Fe (II) es 

transportado al plasma por la proteína de membrana ferroportina, cuya 

actividad está regulada por la hormona hepcidina.36 Esta hormona se 

expresa en el hígado y se encuentra sobreexpresada cuando las reservas 

de hierro hepático son altas e infraexpresada cuando decaen las reservas 

de hierro. Debido a que los niveles de hierro en el hígado son la 

referencia para la regulación del almacenamiento de hierro y por tanto  

para la absorción del mismo, la expresión de la hepcidina se correlaciona 

inversamente con la cantidad de hierro absorbido por el intestino. Del 

mismo modo, la disminución de la hepcidina se correlaciona con un 

aumento en la expresión duodenal de DcytB y DMT1. 

 

Figura 4. Expresión de mARN de hepcidina en el hígado de los grupos de animales: 

sanos, deficientes en hierro y tratados, de izquierda a derecha, con: L. fermentum, 

sulfato ferroso, MNP o MNP-bacteria. Barras de error, ±sem (n=6). Las diferentes letras 

muestran las diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05). 



Bacterias portadoras de nanopartículas de óxido de hierro para 

el tratamiento de anemia 

117 

 

En consonancia con lo anterior, la Figura 4 muestra cómo la 

expresión de hepcidina disminuye en ratas anémicas. Sin embargo, 

después de la administración de MNP-bacteria o sulfato de hierro los 

niveles de expresión de hepcidina aumentan con respecto a los de ratas 

anémicas, alcanzando valores correspondientes a los de ratas sanas. Algo 

que ocurre en menor medida en el caso de administrar MNP.  

Tras el estudio magnético sobre la biodistribución, está claro que el 

tratamiento con MNP-bacteria permite la acumulación de nanopartículas 

de maghemita en regiones del intestino donde se produce la absorción 

de hierro. Además, el análisis colectivo de los parámetros sanguíneos y la 

expresión de mRNA de DcytB, DMT1 y hepcidina revela que MNP-

bacteria es más efectivo para el tratamiento de la anemia, ya que 

restaura los niveles saludables de los parámetros sanguíneos y los niveles 

de expresión de las biomoléculas implicadas en la homeostasis del hierro. 

Lo que significa que la acumulación de nanopartículas de maghemita en 

el intestino parece un escenario ideal para garantizar una absorción de 

hierro adecuada. Sin embargo, no se puede inferir información de estos 

datos sobre el mecanismo por el cual la presencia de MNP-bacteria en el 

intestino asegura el paso de hierro a la sangre para remediar la anemia. 

Con el objetivo de explorar este mecanismo, realizamos un experimento 

de MRI in vitro y un estudio TEM para evaluar la internalización de 

nanopartículas de maghemita en la línea celular humana HT-29 tras su 

incubación con MNP o MNP- bacteria. 

2.4. Internalización de nanopartículas de maghemita en 

enterocitos HT-29. 

Comparamos el nivel de internalización de nanopartículas de 

maghemita en enterocitos HT-29 midiendo los tiempos de relajación 

transversal (T2) de los protones de agua tras incubar las células con MNP 

o MNP-bacteria. Después de la incubación durante 30 minutos, los 

pocillos se lavaron exhaustivamente con agua para eliminar cualquier 

material no internalizado en las células. 



Capítulo 3 

118 

 

Como se evidencia en la Figura 5, la incubación de HT-29 con MNP-

bacteria resultó en un fuerte efecto sobre la intensidad de señal de las 

imágenes de resonancia magnética ponderadas en T2. Por el contrario, 

MNP produjo un efecto insignificante, con valores de T2 cercanos a los de 

los controles, estos últimos sin material magnético (Figura 5). Los 

resultados evidencian la internalización de las nanopartículas de 

maghemita en los enterocitos solo en el caso de incubarlos con MNP- 

bacteria, lo que señala algún papel del probiótico para promover la 

internalización. 

 

Figura 5. Imágenes de resonancia magnética ponderadas en T2 tras la incubación de los 
enterocitos (línea celular HT-29) con a) L. fermentum; b) MNP; c) células no tratadas 
(control) y d) MNP-bacteria. El contraste negativo (oscurecimiento) informa de la 
acumulación de material magnético en el interior celular. Los valores 1/T2 aparecen 
representados en (e). 

Las imágenes TEM de las células HT-29 tratadas con MNP-bacteria 

mostraron inequívocamente la presencia de MNP-bacterias y 

nanopartículas de maghemita, localizadas intracelularmente en 

compartimentos endosomales / lisosomales (Figura 6). No se observó 

internalización de las nanopartículas de maghemita cuando las células se 

trataron con MNP. Estos datos dejan claro que el mecanismo de 

internalización de las nanopartículas de maghemita en el enterocito tiene 

lugar mediante la internalización de bacterias que portan nanopartículas 

(MNP-bacteria), lo que se observa claramente en la Figura 6 (flecha 
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blanca). La presencia de nanopartículas de maghemita en el interior 

celular sería consecuencia de la degradación de las MNP-bacterias en el 

interior del endosoma. Una vez liberadas de la bacteria, estas 

nanopartículas forman el gran agregado que muestra la Figura 6 (flecha 

negra). 

 

Figura 6. a) Típica micrografía TEM de una delgada sección de resina epoxi de la línea 
celular HT-29 incubada con MNP-bacteria donde se observa una gran acumulación de 
nanopartículas de maghemita (fleca negra) y MNP-bacteria (flecha blanca) en 
compartimentos endosomales/lisosomales de una célula HT-29 (m es una mitocondria y 
n el núcleo celular). b) Mapa composicional de EDX del hierro (rojo) presente en la 
imagen (a). 

En este sentido, es interesante observar que en el trabajo previo 

reportado por Juillerat-Jeanneret et al.,37 los autores concluyeron que 

nanopartículas de magnetita catiónicas del mismo tamaño que las 

utilizadas en el presente trabajo se internalizaron en células HT-29. Esta 

aparente contradicción se explica en términos de la existencia de un 

revestimiento de polivinilamina alrededor de las nanopartículas de 

magnetita, mientras que en nuestro trabajo usamos nanopartículas de 

maghemite sin recubrimiento (MNP). 
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3. Conclusiones. 

El análisis conjunto de todos estos resultados confirma el papel 

crucial del revestimiento de nanopartículas para su internalización en 

enterocitos. En el presente trabajo, hemos utilizado un transportador 

vivo, la bacteria probiótica L. fermentum. Demostrando así que las 

nanopartículas de maghemita transportadas en esta bacteria probiótica 

(MNP- bacteria) tienen efectos positivos sensiblemente mejores sobre las 

ratas anémicas que los efectos producidos por las nanopartículas no 

recubiertas (MNP) o el suplemento estándar de sulfato de hierro. Estos 

resultados destacan el papel del probiótico como un eficiente portador 

oral de nanopartículas de maghemita, ya que permite superar el medio 

químico del estómago, conduciendo las nanopartículas de maghemita al 

intestino, donde se internalizan en enterocitos y aseguran la restauración 

de los parámetros sanguíneos saludables, mitigando por tanto la anemia 

por deficiencia en hierro. 

4. Materiales y métodos. 

4.1.  Preparación de MNP y MNP-bacteria. 

Las muestras de MNP y MNP-bacteria se prepararon siguiendo un 

protocolo previamente descrito.29-31 Las nanopartículas de maghemita 

(MNP) fueron sintetizadas de acuerdo al método de Massart de 

coprecipatación de sales de Fe(II) y Fe(III)  en una estequiometria 0.5.38  El 

pH se ajustó a 11 con NaOH 3 M y la fuerza iónica con NaNO3 1 M, el 

tamaño medio de las nanopartículas de magnetita resultantes es de 10 

nm. Tras la oxidación de la magnetita a maghemita con HClO4 1 M, se 

obtuvo un coloide de nanopartículas de maghemita estable a pH 2.  

Para la preparación de la muestra de MNP-bacteria, un cultivo líquido 

de Lactobacillus fermentum CECT5716 creció en un medio común, como 

MRS, a 37ᵒC con agitación orbital durante 24 h. Las bacterias se 

centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos y se lavaron con agua 
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destilada. Después, una solución ácida (pH 2) de MNP (66.6 µL, 0.95 M) 

se añadió a las bacterias en un baño de hielo y se mezcló. La mezcla fue 

diluida con 1 mL de agua destilada. Las bacterias cargadas de 

nanopartículas de maghemita en superficie (MNP-bacteria) se 

recolectaron por centrifugación a 100 g durante 20 minutos.  

La caracterización de las muestras de MNP y MNP-bacteria se llevó a 

cabo mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). Para ello 

gotas de cada una de las muestras se depositaron sobre rejillas de Cu 

recubiertas de carbono (200 mallas) específicas para TEM. Las rejillas se 

secaron con papel de filtro y, en el caso de la muestra MNP-bacteria, 

luego se tiñó con acetato de uranilo al 1% para visualizar la membrana de 

la bacteria. Se tomaron micrografías electrónicas con un microscopio 

electrónico de análisis Philips CM-20 HR que funcionaba a 200 keV. 

Para la caracterización por HAADF-STEM (microscopía electrónica de 

barrido), mapa EDX (energía dispersada de Rayos X), HRTEM (microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución) y estudios de difracción 

electrónica, la muestra MNP-bacteria se incluyó en resina epoxi. Para 

ello, primero se procedió a la fijación de la muestra usando 

glutaraldehído 2.5% en tampón cacodilato sódico 0.1 M a 4ᵒC durante 4 

h. Tras la fijación, la muestra se lavó 3 veces en tampón cacodilato sódico 

0.1 M durante 15 minutos. Se añadió tetróxido de osmio al 0.1% en 

tampón cacodilato sódico 0.1 M y se dejó reposar durante 1 h, para teñir 

las estructuras orgánicas. Se eliminó el exceso de tretróxido de osmio 

lavando la muestra por tres veces con tampón cacodilato sódico 0.1 M 

durante 15 minutos cada lavado. Luego, la deshidratación de la muestra 

se llevó a cabo a través de una serie de baños con concentraciones 

crecientes de etanol y óxido de propileno. Finalmente, la muestra se 

incluyó en resina epoxi, para lo que se dejó durante toda la noche a 4°C. 

Se obtuvieron los ultramicrocortes en un microtomo y se observaron en 

un microscopio FEI TITAN G2. Las imágenes de HRTEM y la difracción de 

electrones se obtuvieron utilizando el mismo microscopio. 
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4.2.  Animales. 

Este estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la “Guía para el 

Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio” promulgada por el 

Instituto Nacional de Salud, y siguiendo los protocolos aprobados por el 

Comité de Ética de Animales de Laboratorio de la Universidad de Granada 

(España) (ref. nº CEEA-2010-286). Todos los estudios que incluyen la 

experimentación con animales se planifican de acuerdo con las 

directrices ARRIVE para la publicación de resultados derivados de 

estudios con animales.39,40,41 

Ratas Wistar macho (180-200 g) suministradas por Janvier (St 

Berthevin Cedex, Francia) se alojaron individualmente en jaulas de 

Makrolon y se mantuvieron en una atmósfera con aire acondicionado y 

un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, con acceso libre a agua y comida ad 

libitum. Los animales fueron asignados aleatoriamente a dos grupos 

experimentales diferentes. Uno de ellos recibió solo la dieta estándar, 

mientras que el otro grupo fue alimentado con una dieta deficiente en 

hierro (TD.80396) proporcionada por Harlan Laboratories (Madison, WI, 

EE. UU.). Se tomaron, semanalmente, muestras de sangre de la vena 

porta hepática para medir el contenido en hierro hasta la cuarta semana. 

En este momento, se había conseguido inducir la anemia por deficiencia 

en hierro y el grupo alimentado con la dieta deficiente en hierro se 

subdividió en 5 grupos. Tres grupos recibieron un suplemento de hierro 

(1 mg por día por animal) en forma de: solución de sulfato ferroso, 

suspensión de MNP o suspensión de MNP-bacteria respectivamente. Los 

dos grupos restantes fueron: el grupo anémico no tratado; y un grupo 

anémico tratado con L. fermentum. Todos los grupos fueron tratados 

diariamente mediante administración por sonda oral durante 23 días 

(Esquema 1). La ingesta de alimentos y agua se registró diariamente para 

todos los grupos (n = 6). El peso corporal de las ratas se midió dos veces 

por semana. No se observaron diferencias significativas en el peso de los 

animales entre los grupos a lo largo del experimento. 
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4.3. Muestras biológicas. 

Se tomaron muestras de sangre semanalmente de la vena porta 

hepática en un tubo heparinizado para realizar la analítica sanguínea. 

Después de 23 días de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y las 

diferentes partes del tracto gastrointestinal y el hígado fueron extraídos y 

pesados por separado. Para obtener el contenido luminal de los 

diferentes tejidos del tracto gastrointestinal: el intestino delgado, el ciego 

y el colon se vaciaron de su material luminal mediante lavados con suero 

fisiológico.  

El material del lumen de intestino delgado, del ciego y del colon se 

congelo en nitrógeno líquido por separado, se liofilizó y se almacenó        

(-80ᵒC). Finalmente, el lumen liofilizado de los diferentes tejidos se 

pulverizó y los polvos correspondientes se analizaron para su 

caracterización magnética. 

4.4. Caracterización magnética del material luminal de 

los tejidos gastrointestinales. 

El lumen de los diferentes tejidos del tracto gastrointestinal de los 

grupos tratados con MNP-bacteria y MNP, separados por grupo y tejido, 

se liofilizaron y los polvos correspondientes se colocaron en cápsulas de 

gelatina para la caracterización magnética. Las mediciones se realizaron 

en un magnetómetro Quantum Design MPMS-XL SQUID equipado con 

una opción de susceptibilidad magnética de CA (corriente alterna). Las 

medidas de susceptibilidad de CA se realizaron con una amplitud de 

corriente alterna de 0,41 Oe, en el rango de temperatura entre 10 y 300 

K y con una frecuencia de 11 Hz. 

4.5. Análisis de la expresión génica de DcytB, DMT1 y 

hepcidina. 

La expresión de los marcadores de DcytB y de DMT1 se determinó en 

intestino delgado, y la expresión de hepcidina se determinó en hígado. El 

ARN total de las muestras de intestino delgado y de hígado se aisló 
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usando el kit TRI Reagent®, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

La concentración y la pureza del ARN se midieron por medio de la 

relación de absorbancia a 260 y 280 en un espectrofotómetro Thermo 

Scientific Nano Drop TM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). Se llevó a cabo la retrotranscripción del ARN (2 μg) utilizando 

cebadores oligo(dT) (Promega, Southampton, Reino Unido). 

Posteriormente, se tomaron 20 ng de ADN complementario para la 

amplificación y detección por PCR cuantitativa en tiempo real, la cual se 

llevó a cabo en placas de 48 pocillos empleando un sistema Eco ™ Real-

Time PCR (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) Con la mezcla maestra KAPA 

SYBR® FAST qPCR (Kapa Biosystems, Inc., Wilmington, MA, EE. UU.) y 

cebadores específicos para cada gen (GAPDH: FW: 

CCATCACCATCTTCCAGGAG, RV: CCTGCTTCACCACCTTCTTG; hepcidin: 

FW:CACAGCAGAACAGAAGGCATG, RV: CTTCTGCTGTAAATGCTGT; DMT1: 

FW: GTGTTGGATCCTGAAGAAAAGATTCC, RV: 

GGGATTTTCTCATCAAAGTAGGTGGT; DCytB: FW: 

AGTGCAGCAAGTTCTTGATGAAAT, RV: CGTGGCAATCACTGTTCCAA). La 

expresión del gen constitutivo gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) se midió para normalizar la expresión de ARN mensajero 

(mARN). La cuantificación relativa de mARN se calculó mediante el 

método ∆∆Ct. 

4.6. Estadística. 

Para el análisis estadístico se emplearon el software SPSS versión 20.0 

(SPSS, Inc.) y GraphPad Prism versión 6.0 (GraphPad Software Inc., La 

Jolla, CA, Estados Unidos). Los datos se expresaron como media ± SEM 

(error estándar de la media). Las diferencias entre más de dos grupos se 

evaluaron usando ANOVA de una vía seguido del test de Tukey. Se 

establecieron diferencias significativas a P ≤ 0.05. 

4.7. Línea celular HT-29. 

Las células epiteliales humanas de adenocarcinoma colorrectal HT-29 

fueron proporcionadas por el Centro de Instrumentación Científica 

(Universidad de Granada, España). La línea celular se cultivó adherida y se 



Bacterias portadoras de nanopartículas de óxido de hierro para 

el tratamiento de anemia 

125 

 

mantuvo en medio McCoy 5a + glutamina 2 mM + piruvato de sodio 1 

mM + 10% de suero bovino fetal (FBS) a 37 ° C en atmósfera al 5% de 

CO2. Todos los experimentos se realizaron en placas de 12 pocillos. Las 

células se sembraron en las placas a una densidad de 5×104 células por 

pocillo y se incubaron durante 48 h antes de los experimentos. 

4.8. Estudio MRI in vitro. 

Para los experimentos de MRI, las células HT-29 se trataron por 

separado con: MNP-bacterias (0,94 mM de Fe), MNP (0,94 mM de Fe) y L. 

fermentum. La placa se incubó a 37 ° C durante 30 minutos. Los pocillos 

se completaron hasta un volumen final de 2 mL con el medio de cultivo y 

se incluyó un pocillo blanco que contenía solo células. Tras la incubación, 

los pocillos se lavaron tres veces con solución PBS 6,8. Finalmente, las 

células se tripsinizaron y se transfirieron a una placa de 12 pocillos 

adecuada para las medidas por MRI (©ibidi GmbH, Martinsried, 

Alemania). Los tiempos de relajación transversal, T2, se midieron en un 

sistema Bruker Biospec de 9,4 T utilizando una secuencia de formación de 

imágenes CPMG de 128 ecos (Carl-Purcell-Meiboom-Gill) y los siguientes 

parámetros de adquisición: valores de TE de 7,5 ms a 960 ms, TR = 3000 

ms, FOV = 6 cm, tamaño de matriz = 256x256, grosor de corte = 1 mm. 

Los valores T2 se calcularon utilizando scripts automatizados escritos en 

IDL (Interactive Data Language, Research Systems Inc., Boulder, EE. UU.). 

4.9. Estudio in vitro de la internalización de MNP-bacteria 

en enterocitos mediante TEM. 

Después del mismo tratamiento que en el experimento de MRI, las 

células HT-29 se incluyeron en resina epoxi. La fijación se realizó 

mediante la adición de glutaraldehído al 2,5% en tampón cacodilato de 

sodio 0,1 M a 4°C durante 4 h. La muestra se lavó 3 veces en tampón 

cacodilato de sodio 0,1 M durante 15 minutos. Se añadió tetróxido de 

osmio al 0,1% en tampón cacodilato de sodio 0,1 M y se dejó reposar 

durante 1 h. El tetróxido de osmio se lavó tres veces con tampón 

cacodilato de sodio 0,1 M durante 15 minutos cada lavado. Luego, la 
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deshidratación se llevó a cabo a través de una serie de etanol y óxido de 

propileno. Finalmente, la muestra se incrustó en resina epoxi y se dejó 

durante toda la noche a 4°C. Después de realizar ultramicrocortes, estos 

se observaron con un microscopio FEI TITAN G2. 
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1. Introducción. 

La Nanomedicina es la aplicación de la nanotecnología en medicina.1,2 

Esta novedosa área de investigación pretende explorar las ventajas del 

uso de nanopartículas en medicina, en lugar de compuestos químicos 

discretos tradicionales. Diagnóstico precoz, alta especificidad, no 

toxicidad y multifuncionalidad, son algunos de los términos que perfilan 

los retos en un futuro a corto-medio plazo y marcan el camino a seguir en 

esta área. La nanomedicina tiene por objetivo suministrar métodos más 

novedosos y mejorados de terapia y diagnosis haciendo uso de la 

nanoquímica 3  y el mundo en expansión de la nanotecnología.4 

En este contexto, la nanopartícula se puede visualizar como un 

soporte donde pueden combinarse distintas especies activas para 

diferentes fines o bien para llevar a cabo una acción sinérgica frente a un 

único problema. Asimismo, la incorporación de las nanopartículas sobre 

plataformas biocompatibles para su administración, puede alterar de 

forma favorable su mecanismo de actuación, pudiendo incrementarse su 

acumulación o especificidad en un tejido, ralentizar su metabolización y 

aumentar su resistencia a cambios fisiológicos, como el pH variable del 

cuerpo.5  

Una de las mayores aspiraciones de la nanomedicina reside en el 

desarrollo de agentes teranósticos4 que combinan la función del 

diagnóstico y la terapia en la misma nanoformulación. Estos 

nanodispositivos traen consigo la idea de permitir monitorizar en tiempo 

real su acción terapéutica. El desarrollo de agentes teranósticos para la 

acción de ver-tratar-ver es muy atractivo, ya que evitan que el paciente 

tenga que esperar la evaluación posterior al tratamiento para determinar 

el resultado de este.6  

El diagnostico precoz y el tratamiento efectivo de dos afecciones 

gastrointestinales despierta especial interés por su prevalencia mundial y 

los pronósticos poco alentadores para el futuro. Estas dos afecciones son: 
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el conjunto denominado enfermedades inflamatorias intestinales (IBD, 

inflammatory bowel disease) y el cáncer colorrectal. 

La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) es el término genérico 

para un grupo de enfermedades gastrointestinales crónicas recurrentes 

que incluyen la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.7,8 El sello 

distintivo de la IBD es la inflamación crónica y descontrolada de la 

mucosa intestinal,9 que puede afectar cualquier parte del tracto 

gastrointestinal.  

Mientras que la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn se 

consideran afecciones distintas, pueden compartir muchos síntomas y 

manifestaciones clínicas, y ambas se caracterizan por ciclos de 

inflamación de la mucosa recidivantes y remitentes. En el caso de la 

colitis ulcerosa, esta inflamación se limita al colon, se extiende 

proximalmente desde el recto y es continua, en algunos casos afecta al 

colon completo (pancolitis). La inflamación de Crohn puede afectar 

cualquier región del tracto gastrointestinal, con el íleon terminal y el 

colon comúnmente afectados,10 y en este caso la inflamación es 

generalmente discontinua en la forma. Aunque la causa exacta de la IBD 

no está definida, se han sugerido ciertos factores que pueden 

desempeñar un papel importante en su desarrollo, como la genética, el 

microbioma, el estrés ambiental y la disfunción inmune.11 Actualmente 

no hay cura para la IBD, y las estrategias terapéuticas van dirigidas a 

alcanzar y mantener la remisión de los episodios inflamatorios, siendo la 

primera opción el tratamiento por vía oral. 

El éxito de las terapias para la IBD está determinado por la  

biodisponibilidad del fármaco en el colon, para lo que es clave desarrollar 

formulaciones capaces de alcanzar y liberar el fármaco específicamente 

en dicho órgano. La reducción del tamaño del fármaco, o de su carrier, a 

escala nanométrica puede mejorar su tiempo de permanencia en las 

regiones inflamadas del colon, mejorando así su acción (Figura 1). Esta 

mejora en la retención de nanofármacos es consecuencia de dos 
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condiciones que aparecen en la IBD. Por un lado, la mayor permeabilidad 

epitelial en las zonas inflamadas,12,13 donde las células inmunes se 

concentran y pueden captar más fácilmente partículas de tamaño 

nanométrico, que se acumulan en la región de inflamación.14 Por otro 

lado, en el tracto gastrointestinal las nanopartículas experimentan 

normalmente un proceso de internalización celular, ya sea por transporte 

paracelular o por endocitosis de las células epiteliales intestinales.15 En el 

caso de padecer IBD, son las células M, asociadas al tejido inmune del 

intestino, las más involucradas en la absorción de nanopartículas por 

transcitosis, siendo estas células las que más contribuyen a su 

acumulación (Figura 1).16,17,18 

 

Figura 1. Diferencias en la retención de nanopartículas entre mucosa intestinal sana (A), 
y la mucosa inflamada típica de las IBDs. La acumulación de nanopartículas se ve 
favorecida en las regiones inflamadas de la mucosa intestinal tanto por la pérdida de la 
integridad del epitelio, como por la mayor presencia de células inmunes que pueden 
captar las partículas nanométricas.

10
  

Otra afección gastrointestinal que reclama el interés de los 

investigadores es el cáncer colorrectal (CRC, colorectal cancer). El CRC es 

un grave problema de salud pública que presenta la tercera incidencia 

más alta entre todas las afecciones que afectan a la población de países 

desarrollados y en vías de desarrollo.19 Este cáncer es una de las razones 

principales del incremento de la morbilidad y la muerte en países 

occidentales.20 Se manifiesta como una neoplasia maligna en la mucosa 

del colon o el recto,21,22 que se origina principalmente en el revestimiento 
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del intestino y puede migrar hacia la pared intestinal y las capas 

musculares de debajo del intestino si no se trata apropiadamente.23 

Generalmente, el CRC se desarrolla debido a los hábitos de vida y al 

aumento de la edad, y son pocos los casos en los que los trastornos 

genéticos fundamentales son la base.24,25 Existe una elevada variabilidad 

entre los tumores en este tipo de cáncer, debido a la alta heterogeneidad 

celular por diversas alteraciones genéticas y biológicas.26 Esto último, 

dificulta la selección y la especificidad de los tratamientos.  

La cirugía es el tratamiento más común para el CRC y a menudo se 

denomina resección quirúrgica. Esto supone una primera línea de 

defensa contra cualquier tipo de cáncer, especialmente si el tumor está 

bien definido.27,28 La extirpación quirúrgica suele combinarse con 

quimioterapia y radioterapia, con los consecuentes efectos secundarios 

que estas terapias producen en el paciente.29 Aunque en los últimos 

años, varios tipos de nanopartículas en el rango de tamaño de 20-400 

nm, cargadas con fármacos, han sido empleadas para la administración 

de quimioterápicos.30 Los avances se han centrado sobre todo en el 

tratamiento de los cánceres de próstata,31 ovario,32 mama33  y pulmón.34 

Mientras que, el en caso del CRC el desarrollo clínico de nanopartículas 

para tratarlo es limitado, a pesar de las cifras de mortalidad y morbilidad 

de este tipo de cáncer.  

Comprometidos en mejorar el panorama actual referente al 

diagnóstico y tratamiento de estas dos patologías intestinales y siguiendo 

el camino marcado por nuestro trabajo previo, recogido en los capítulos 

anteriores, sabemos que los probióticos Lactobacillus fermentum superan 

vivos el medio digestivo y proliferan, colonizando la mucosa gástrica por 

adhesión al epitelio y permaneciendo de forma prolongada en el mismo. 

Por tanto, se trata de carriers ideales para hacer llegar nanopartículas 

funcionales al intestino. El hecho de que se adhieran a la mucosa 

intestinal portando nanopartículas facilita la obtención de imágenes que 

delineen la morfología del aparato digestivo, una situación ideal para el 

diagnóstico de IBD.35 Además este tipo de bacterias poseen en sí 
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propiedades terapéuticas que pueden ser muy beneficiosas tras su acción 

de diagnosis. Concretamente, Lactobacillus fermentum, debido a su 

carácter anaeróbico facultativo, tienen preferencia por anidar en el 

interior de tumores sólidos, dónde debido al crecimiento descontrolado 

de las células tumorales, la concentración de O2 es reducida.36,37 Una vez 

en el interior del tumor sólido podrían proliferar de forma óptima 

dificultando así el crecimiento del tumor. Además se han reportado 

propiedades anticancerígenas en esta especie.38,39 Por todo ello, estas 

bacterias probióticas pueden ser empleadas en tratamientos de tumores 

digestivos como ayuda de fármacos anticancerígenos estándar. 

Con el objetivo de generar nuevos nanodispositivos útiles en 

nanomedicina, en este capítulo pretendemos combinar las propiedades 

magnéticas de nanopartículas de maghemita (MNP) con las propiedades  

ópticas de nanopartículas de oro (AuNPs), empleando las bacterias 

probióticas Lactobacillus fermentum como plataforma sobre la que se 

lleva a cabo esta combinación. Así, aprovechando la capacidad de L.  

fermentum, de adherir en su superficie nanopartículas metálicas (Ver 

Capítulos 2 y 3) hemos llevado a cabo la preparación de una batería de 

bacterias revestidas de nanopartículas de óxido de hierro y de 

nanopartículas de oro de diferente morfología (rods y prismas). 

Generar bacterias rodeadas de nanopartículas metálicas supone 

disponer de carriers, de administración oral, con las propiedades de las 

nanopartículas que portan. Así que hemos evaluado la capacidad de L. 

fermentum rodeada de nanopartículas de maghemita (MNP-bacteria) 

para su uso como agente de contraste para resonancia magnética (MRI), 

solventando los inconvenientes del empleo de su álter ego natural, las 

bacterias magnetotácticas (ver Capítulo 1). Por otro lado, debíamos 

evaluar si las bacterias cubiertas de nanopartículas de oro (AuNPs) 

podrían emplearse para el tratamiento de ablación de tumores por 

hipertermia óptica. Además, de estudiar si el hecho de  combinar ambos 

tipos de nanopartículas sobre la superficie de los probióticos supondría 
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disponer de un sistema útil para las dos aplicaciones de manera 

simultánea.  

Para todo ello, hemos realizado un completo análisis que incluye un 

estudio mediante MRI para evaluar la eficacia de MNP-bacteria como 

agente de contraste para esta prueba diagnóstica, así como estudiado la 

eficacia de este sistema como agente hipertérmico para la ablación de 

tumores por hipertermia magnética. Además de esto, llevamos a cabo 

una caracterización mediante microscopia electrónica, que incluye TEM, 

HRTEM, HAADF-STEM y microscopía electrónica de barrido (SEM, 

Scanning Electron Microscopy), de las bacterias que incorporan la mezcla 

de AuNPs y de MNP. De estas últimas, también se ha evaluado su 

capacidad de generación de calor al ser expuestas a un láser infrarrojo, 

para determinar su posible utilidad en hipertermia óptica contra cáncer. 

Además de un estudio de hipertermia magnética para probar la 

generación de calor de estos sistemas  heterobimetálicas AuNPs-MNP-

bacteria  al ser expuestos a la acción de un campo magnético alterno (AC) 

y avaluar su potencial uso en el tratamiento contra el cáncer mediante 

dicha terapia, comparando este potencial con el del sistema MNP-

bacteria mencionado anteriormente. 

2. Resultados y discusión. 

Mediante la adición, individual o de forma combinada, de MNP y 

AuNPs a un cultivo bacteriano de Lactobacillus fermentum, hemos creado 

la batería de bacterias, con diferentes tipos de nanopartículas, que 

recoge el Esquema 1.  En el caso de las AuNPs, se emplearon dos  

morfologías diferentes: nanorods (AuNRs) y nanoprismas (AuNPRMs), 

que se añadieron al cultivo de forma independiente o en combinación 

con MNP (ver Materiales y Métodos). 
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Esquema 1. Representación de la adición de diferentes tipos de nanopartículas 

metálicas sobre la bacteria probiótica Lactobacillus fermentum, para dar  como 
resultado una batería de bacterias portando: nanorods de oro (AuNR-bacteria); 
nanorods y nanopartículas de maghemita (AuNR- MNP-bacteria); nanoprismas de oro 
(AuNPRM-bacteria); nanoprismas y nanopartículas de maghemita (AuNPRM-MNP-
bacteria); y nanopartículas de maghemita únicamente (MNP-bacteria), representadas 
en este orden de arriba abajo a la derecha del esquema. 

2.1. MNP-bacteria como agente de contraste MRI. 

Para tomar imágenes MRI del intestino, administramos, a ratones,  

MNP-bacteria incorporadas en un hidrogel con un 98% de agua, que 

puede favorecer la conservación de las bacterias y facilita la 

administración directa a los animales. Seis ratones fueron analizados a 

través de MRI. Las imágenes se adquirieron 1 h después de la 

administración de MNP-bacteria, mediante sonda gástrica. Los ratones 

solo se alimentaron de un hidrogel nutriente 72 h antes de la 

administración de MNP-bacteria, para asegurar la limpieza del intestino y 

evitar artefactos durante la medida. La concentración óptima (ver sección 

Materiales y Métodos) fue el resultado de varios ensayos previos. En la 

Figura 2  se muestra la secuencia de imágenes de MRI ponderadas en T2. 

Se trata de planos axiales del animal a 1 mm de distancia desde la cabeza 

a la cola. Después de 1 h de haber administrado MNP-bacteria, pudimos 

observar que este agente de contraste se había diseminado a través de 

todo el intestino. La acumulación de MNP-bacteria a lo largo de todo el 

tracto gastrointestinal provoca el acortamiento de los tiempos de 
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relajación transversal de los tejidos en los que se encuentra, lo que se 

traduce en un descenso de señal, es decir contraste negativo, en 

secuencias ponderadas en T2, como la utilizada en esta imagen. De ahí el 

oscurecimiento de los tejidos de todo el tracto digestivo donde se 

encuentra MNP-bacteria (flechas blancas). 

 

Figura 2. Secuencia de imágenes MRI ponderadas en T2 de planos axiales de un ratón 
desde la cabeza a la cola, siguiendo el orden de izquierda a derecha y de arriba abajo. El 
agente de contrate MNP-bacteria se distribuye por todo el aparato digestivo del ratón  
provocando el acortamiento de los tiempos de relajación transversal de los tejidos en 
los que se encuentra, lo que se traduce en un oscurecimiento de estos (flechas blancas). 

En el equipo de MRI los ratones se colocaron en posición decúbito 

prono y la Figura 3 recoge una secuencia de imágenes que corresponden 

a planos coronales tomados a 1 mm de distancia, desde la parte dorsal a 

la ventral, después de 1h de la administración de MNP-bacteria. Es 
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evidente el oscurecimiento de los tejidos digestivos donde se localiza el 

agente de contraste T2 que estamos probando (flecha blanca). 

 

 

 

Figura 3. Secuencia de imágenes MRI ponderadas en T2 de planos coronales del ratón 
desde la zona dorsal a la zona ventral, ordenados de izquierda a derecha y de arriba 
abajo. La flecha blanca indica la presencia de MNP-bacteria en el intestino del animal, lo 
que contrasta la imagen con contraste negativo. 

 

Estos resultados preliminares son positivos aunque se requiere un 

mayor número de ensayos y poder ser capaces de diferenciar 

rigurosamente las señales procedentes de las nanopartículas magnéticas 
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y del oxígeno, uno de los grandes inconvenientes en la MRI del aparato 

digestivo.  

2.2. AuNPRM-bacteria para hipertermia óptica. 

En una segunda etapa, probamos incorporar AuNPRMs a los 

probióticos (Figura 4).  

 

Figura 4. Imágenes TEM de A) AuNPRMs aislados y C) la muestra AuNPRM-bacterias, en 
la que pueden apreciarse las nanopartículas rodeando y adheridas a la superficie 
bacteriana. A la derecha de las imágenes se muestras los espectros de absorción UV-
visible de cada una de las muestras B) AuNPRMs aislados y D) AuNPRM-bacterias. En el 
último se aprecia el desplazamiento de la segunda banda SPR hacia una λ mayor. 

Tras incubar Lactobacillus fermentum con AuNPrs, llevamos a cabo 

una caracterización del sistema. Como se muestra en la Figura 4, por el 

espectro UV-visible de la mezcla AuNPRM-bacteria se puede deducir que 
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la morfología de las nanopartículas se mantiene y no existe un efecto de 

degradación de los nanoprismas al incorporarlos a las bacterias, aunque 

aparecen ciertas diferencias entre los espectros de los AuNPRMs aislados 

y la mezcla AuNPRM-bacteria. De tal modo que, la banda SPR situada en 

torno a 950 nm que presentan los AuNPRMs aislados, se desplaza a una λ 

aún mayor en el caso en el que los AuNPRMs están adheridos a la 

superficie bacteriana (Figura 4). Este hecho se debe al efecto de 

agregación de las nanopartículas que tiene lugar sobre la bacteria, el cual 

se confirmó mediante un estudio TEM de la muestra, que se presenta 

también en la Figura 4. Este fenómeno de desplazamiento de la banda 

SPR a λ mayores, debido a la agregación de las nanopartículas, es 

conocido y es de hecho una de las estrategias utilizadas para hacer que 

una de las absorciones SPR ocurra a menores energías. La importancia de 

este desplazamiento es crucial para la aplicaciones biomédicas que 

requieren internalización en el cuerpo de las nanopartículas de oro, 

puesto que solo a energías bajas es posible atravesar la piel y sangre y 

alcanzar el tejido donde se acumulan dichas nanopartículas.40,41 

Decidimos hacer uso de otras técnicas de microscopía electrónica 

para profundizar aún más en el conocimiento del sistema AuNPRMs-

bacteria. La Figura 5 recoge los resultados obtenidos del análisis de la 

muestra mediante SEM. 

Los resultados que obtuvimos mediante HRTEM, HAADF-STEM (High-

Angle Annular Dark-Field Scanning Transmission Electron Microscopy) y 

EDX (Energy-dispersive X-ray spectroscopy) se recogen en la Figura 6. 

Todas las imágenes de microscopía electrónica confirmaron 

inequívocamente la adhesión de AuNPRMs sobre la superficie del 

probiótico L.fermentum. La interacción electrostática entre la superficie 

de los AuNPRMs y los exopolisacáridos (EPS), que forman la matriz del 

biofilm de la bacteria probiótica, es la responsable de este fenómeno de 

adhesión superficial de los AuNPRMs. Dicha interacción también justifica 

el efecto de agregación de los AuNPRMs y el desplazamiento de su banda 

SPR característica a λ mayores, una vez adheridos a la superficie del 
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probiótico. Los análisis químicos mediante EDX confirmaron nuevamente 

la presencia de los AuNPRMs acumulados alrededor de las bacterias 

(Figura 6). 

 

Figura 5. Imágenes SEM de AuNPRM-bacteria (izquierda) y sus correspondientes 
imágenes STEM con contrate por número atómico (derecha). El relieve de los prismas es 
distinguible. La especificidad de las nanopartículas por la superficie bacteriana es muy 
alta, encontrándose muy pocas nanopartículas libres en el medio. 

 

Figura 6. Imágenes  HRTEM (izquierda), HAADF-STEM (centro) y análisis químico por EDX 
(derecha) de la muestra AuNPRM-bacteria. El oro aparece en rosa. 
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Tras la caracterización de la muestra AuNPRM-bacteria, llevamos a 

cabo un estudio para analizar su curva de calentamiento y evaluar su 

potencial uso para el tratamiento de tumores por hipertermia óptica. Así 

que, con el fin de analizar la generación de calor se irradió la muestra 

diluida en agua milliQ, durante 5 minutos con un láser a una λ de 1064 

nm (NIR), cercano a la banda SPR de menor energía, y se registró la 

temperatura durante este tiempo. Los resultados los presentamos en la 

Figura 7.  

 

 

Figura 7. Curvas de calentamiento de la muestra AuNPRM-bacteria (roja) y de agua 
(azul). La elevación de temperatura resultado de la irradiación de la muestra AuNPRM-
bacteria con un láser a 1064 nm es mucho mayor que la provocada por el agua. 
AuNPRM-bacteria  incrementa la temperatura 50 ᵒC tras 5 min de exposición al láser 
NIR. 
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Como se puede ver en el gráfico, la muestra AuNPRM-bacteria 

produjo un aumento de la temperatura muy considerable al compararlo 

con el agua que se empleó como control, alcanzando los 75 ᵒC tras 5 min 

de exposición al láser, lo que supone un incremento de la temperatura de 

50 ᵒC en este tiempo. Esto pone de manifiesto las interesantes 

propiedades de este nuevo sistema, AuNPRMs-bacteria de cara a ser 

utilizados como agentes en hipertermia para el tratamiento de tumores 

sólidos digestivos por irradiación.  

Ya que por su metabolismo el probiótico anida preferentemente en el 

centro de tumores sólidos, debido al ambiente pobre en O2, una vez allí la 

irradiación con un láser en el NIR alcanzaría al sistema AuNPRMs-

bacteria, calentándolo y provocando un efecto nocivo en las células 

tumorales circundantes.  

El siguiente paso era intentar desarrollar un sistema mixto que 

incorporase tanto MNP como AuNPRMs, así que siguiendo el protocolo 

de adición de nanopartículas que hemos empleado en este y en los 

anteriores capítulos, incorporamos una mezcla de MNP y AuNPRMS 

sobre un cultivo bacteriano de Lactobacillus fermentum.  

Las imágenes TEM de la muestra AuNPRM-MNP-bacteria que 

obtuvimos se muestran en la Figura 8, donde de nuevo se observa como 

los dos tipos de nanopartículas se asocian a la superficie bacteriana 

quedando embebidas en ella. Los resultados de TEM, HAADF-STEM y el 

análisis químico por EDX certifican la creación de bacterias probióticas 

que portan al mismo tiempo nanopartículas magnéticas (MNP) y 

nanopartículas con propiedades ópticas (AuNPRMs), con lo que 

adquieren las propiedades de las nanopartículas que portan. 
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Figura 8. Imágenes TEM (A) de AuNPRM-MNP-bacteria, HAADF-STEM con los análisis 

EDX de oro (rosa) y hierro (verde) (B), y los análisis mediante EDX de oro (C) y hierro (D) 

de la misma muestra. 

2.3. AuNR-MNP-bacteria, el probiótico magneto-óptico 

para hipertermia magneto-óptica. 

En esta  sección nos ocupa el estudio y la caracterización del sistema 

originado al añadir AuNRs y MNP a un cultivo de L.fermentum. En primer 

lugar, comprobamos la adhesión exitosa de AuNRs sobre la superficie 

bacteriana (Figura 9). El estudio de TEM confirmó la interacción entre las 

nanopartículas y las bacterias, lo cual también apoyó el análisis químico 

de la muestra por EDX, haciendo uso de HAADF-STEM. 
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Figura 9. Imágenes TEM de AuNR-bacteria (A y B). Imagen HAADF-STEM con el mapa 
EDX de oro (rosa) (C) y una sección ampliada de C con la distribución por EDX del oro 
(rosa) (D). 

Al añadir una mezcla de AuNRs y MNP al cultivo bacteriano 

observamos que se producía la adhesión a la superficie bacteriana de 

ambos tipos de nanopartículas (Figura 10). Antes de esto, analizamos el 

espectro de absorbancia UV-visible de la muestra AuNR-MNP-bacteria, y 

al compararlo con el espectro de los AuNRs aislados, comprobamos que 

en la muestra AuNR-MNP-bacteria la posición de la segunda banda SPR, 

del espectro, se encontraba a una λ mayor (920 nm) que en los AuNRs 

aislados (850 nm). La deposición de AuNRs, junto con MNP, sobre la 
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superficie de L.fermentum da lugar a un fenómeno de agregación de las 

nanopartículas que se traduce en el desplazamiento de esta banda SPR a 

una λ mayor en la muestra AuNR-MNP-bacteria (Figura 10).40,41 

 

Figura 10. Imágenes TEM de A) AuNRs aislados y C) la muestra AuNR-MNP-bacterias,.A 
la derecha de las imágenes se muestras los espectros de absorción UV-visible de cada 
una de las muestras B) AuNRs aislados y D) AuNR-MNP-bacterias, en este último es 
visibles el desplazamiento de la segunda banda SPR hacia una mayor λ, en torno a 920 
nm, respecto a la posición de esta banda  en el caso de los AuNRs aislados que se sitúa a 
850 nm. 

Como en el caso de la muestra de la sección anterior (AuNPRM-

bacteria), evaluamos la capacidad de generación de calor de las muestras 

AuNR-bacteria y AuNR-MNP-bacteria, al ser irradiados con un láser 

infrarrojo, para probar su potencial uso como agentes fototérmicos para 

hipertermia óptica de tumores. Como se muestra en la Figura 11, tras 5 
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minutos de irradiación de las dos muestras,  AuNR-MNP-bacteria provoca 

un mayor aumento de la temperatura alcanzando los 72 ᵒC tras 5 min de 

exposición al láser, lo que supone un incremento de la temperatura de 47 

ᵒC en este tiempo. Mientras que el incremento de la temperatura 

provocado por la muestra AuNR-bacteria no alcanzó los 20 ᵒC. 

 

Figura 11. Curvas de calentamiento de la muestra AuNR-MNP-bacteria (salmón), AuNR-
bacteria (amarillo) y de agua (azul). Es mayor incremento de la temperatura tiene lugar 
al irradiar la muestra AuNR-MNP-bacteria. 

Esto creemos está justificado por el mayor efecto de agregación de 

los AuNRs en la muestra AuNR-MNP-bacteria, que en AuNR-bacteria. Un 

análisis más profundo de las muestras mediante TEM, reveló un menor 

grado de agregación de los AuNRs en la muestra AuNR-bacteria, con una 

menor cantidad de bacterias recubiertas en su totalidad por AuNRs y una 

distribución más heterogénea de las nanopartículas sobre la superficie 

bacteriana en esta muestra (Figura 12). Mientras que, en el caso de la 

muestra AuNR-MNP-bacteria, la distribución de los AuNRs en las 
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bacterias es muy homogénea y el efecto de agregación de estas 

nanopartículas está demostrado tanto por TEM como por espectroscopía 

UV-visible (Figura 10).  

 

 

Figura 12. Imágenes TEM de AuNR-bacteria (derecha) y AuNR-MNP-bacteria (izquierda), 
donde se aprecian los diferentes patrones de distribución, adhesión y agregación de los 
AuNRs sobre la supercifie bacteriana en las dos muestras. La gran mayoría de las 
bacterias en la muestra AuNR-bacteria presentaban pocos nanorods en superficie. 
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Las nanopartículas de maghemita pueden tener algún papel en la 

agregación de los AuNRs antes de la adhesión a la superficie bacteriana, 

envolviendo a los AuNRs y facilitando su incorporación a la bacteria. 

Como consecuencia de esto, en la muestra AuNR-MNP-bacteria, los 

AuNRs agregan más, se produce un desplazamiento en la segunda banda 

SPR de estos a una mayor λ, lo que mejora la absorción de la luz del láser 

en el NIR. Este incremento en la absorción de energía provoca que el 

incremento de la temperatura sea más rápido y efectivo en esta muestra 

que en AuNR-bacteria. 

Por último, el análisis químico por EDX corroboró la presencia de 

hierro y oro en la superficie de las bacterias (Figura 13).  

 

Figura 13. Imágenes HAADF-STEM con los mapas EDX de oro (rosa) y hierro (verde) de 
dos bacterias de la muestra AuNR-MNP-bacteria.  

Las MNP, de óxido de hierro,  y los AuNRs, que aportan el oro, se 

encuentran recubriendo toda la superficie bacteriana en un 

conglomerado que promueve la agregación de los AuNRs, mejorando sus 

propiedades ópticas y en consecuencia su capacidad de generar calor al 

ser irradiado por un láser infrarrojo.  

Para comprobar la utilidad de la muestra AuNR-MNP-bacteria como 

un agente para hipertermia combinada (hipertermia óptica-hipertermia 
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magnética) hemos llevado a cabo la medida de su tasa de absorción 

específica (SAR, Specific Absorption Rate) al aplicar un campo magnético 

alterno, una medida que es crucial para determinar el potencial para 

hipertermia magnética de una muestra. La SAR se corresponde con la 

cantidad de energía/potencia absorbida por unidad de masa de la 

muestra,42,43 y en un sistema adiabático puede definirse como la cantidad 

de energía convertida en calor por unidad de tiempo y masa de la 

muestra.44 Este parámetro es dependiente de la frecuencia e intensidad 

del campo magnético aplicado, así como del tamaño, la forma, la 

composición, el grado de aglomeración y el medio de dispersión de las 

nanopartículas. 

Hemos comparado el valor de SAR del sistema heterobimetálico 

AuNR-MNP-bacteria con el del sistema MNP-bacteria. Con la intención de 

evaluar, en primer lugar, la capacidad de ambos sistemas como agentes 

para hipertermia magnética, y en segundo lugar, para determinar qué 

sistema es más efectivo para hipertermia magnética.  

Para llevar a cabo las medidas de SAR, las muestras se diluyeron en 

agua. En el caso de  coloides de nanopartículas dispersas en un medio 

fluido, la tasa de absorción específica se obtiene experimentalmente 

mediante la siguiente fórmula.45 

    
          

      
(
  

  
)                

Hemos aplicado esta ecuación para determinar el SAR de nuestras 

suspensiones bacterianas cargadas de nanopartículas (AuNR-MNP-

bacteria y MNP-bacteria). Donde      y      , son la densidad (1000 g/L) 

y la capacidad calorífica (4,186 J/g K) del agua,        es la concentración 

de nanopartículas expresada en g/L y (dT/dt) la pendiente de la curva de 

temperatura vs tiempo. La amplitud del campo (H) y la frecuencia (ƒ) para 

estas medidas se establecieron en 252 Gauss y 825 KHz respectivamente.  
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Los resultados que obtuvimos tras las medidas se presentan en la 

Figura 14.  

 

Figura 14. Representación de los valores de SAR en W/g de las muestras: MNP-bacteria 
(círculo rojo), AuNR-MNP-bacteria (rombo naranja) y AuNR-bacterias (triángulo verde). 
La mayor tasa de absorción específica la presenta la muestra AuNR-MNP-bacteria, lo 
que la sitúa como la mejor candidata para su aplicación en hipertermia magnética. Pues 
es la muestra que mayor potencia absorbe por unidad de masa, y por tanto la que más 
calienta. 

Del gráfico podemos determinar que el valor más alto de SAR lo 

presenta la muestra AuNR-MNP-bacteria, alcanzado los 131.4 W/g. Valor 

que para la muestra MNP-bacteria fue 102.4 W/g. Estos valores se 

traducen en un incremento de la temperatura por unidad de tiempo de 

0.062 ᵒC/s y 0. 03 ᵒC/s para las muestras AuNR-MNP-bacteria y MNp-

bacteria respectivamente al aplicarles el campo magnético alternado. Se 

realizó la medida de la muestra AuNR-bacteria como control sin 

nanopartículas magnéticas, y como era de esperar el valor para SAR fue 

0. Esta última muestra no contiene MNP que le confiera propiedades 

magnéticas al sistema. Los resultados concuerdan con los valores 

observados en bibliografía para este tipo de nanopartículas magnéticas 

(MNP),46,47 con la diferencia de que la mayoría de estudios se llevan a 
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cabo con coloides de MNP aisladas en un fluido, y no con MNP adheridas 

a la superficie bacteriana como ocurre en nuestro estudio.  

Estos resultados ponen de manifiesto que la muestra AuNR-MNP-

bacteria absorbe más energía y genera más calor que MNP-bacteria, al 

exponer ambas muestras a la acción del mismo campo magnético alterno 

(AC).  Por tanto, este sistema cuenta con potencial para su aplicación 

para hipertermia magnética de tumores. Lo cual, junto con los resultados 

previos obtenidos, sitúa este sistema mixto AuNR-MNP como una agente 

para la aplicación simultánea o combinada de ambos tipos de terapia por 

hipertermia, óptica y magnética. El probiótico conferiría al sistema la 

capacidad de superar el ambiente estomacal fuertemente ácido, y 

alcanzar el intestino donde poder ejercer las funciones mencionadas.  

3. Conclusiones. 

Hemos demostrado la posible aplicación de MNP-bacteria como 

agente de contrate para MRI. Observando el contrate negativo que 

produce al distribuirse y depositarse en el tejido intestinal de ratones. 

Resultados preliminares que creemos, es necesario profundizar en ellos y 

así optimizar este sistema para su uso en MRI. 

De la batería de bacterias cargadas de nanopartículas metálicas que 

hemos creado, la muestra que solo porta AuNPRMs ha demostrado tener 

potencial para su uso como agente fototérmico para hipertermia óptica. 

Algo que comparte la muestra AuNR-MNP-bacteria, cuyo potencial para 

esta terapia también se ha demostrado. Con esta última muestra 

identificamos la posibilidad de incorporar los dos tipos de nanopartículas, 

MNP y AuNP, simultáneamente sobre la bacteria L. fermentum y por 

tanto, la posibilidad de combinar sus aplicaciones. Así hemos demostrado 

que el sistema AuNR-MNP-bacteria puede ser útil para ambos tipos de 

terapia por hipertermia óptica y magnética.  
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Todos estos resultados nos animan a continuar, en el futuro, 

profundizando en esta línea de investigación y desarrollar ensayos 

clínicos con modelos animales de  CRC e IBDs. Sobre los que probar la 

efectividad terapéutica y diagnóstica de la batería de bacterias que 

hemos desarrollado. 

4. Materiales y métodos. 

4.1.  Sínteis de MNP. 

Las nanopartículas de maghemita (MNP) fueron sintetizadas de 

acuerdo al método de Massart de cooprecipatación de sales de Fe(II) y 

Fe(III)  en una estequiometria 0.5.48  El pH se ajustó a 11 con NaOH 3 M y 

la fuerza iónica con NaNO3 1 M, el tamaño medio de las nanopartículas 

de magnetita resultantes es de 10 nm. Tras la oxidación de la magnetita a 

maghemita con HClO4 1 M, se obtuvo un coloide de nanopartículas de 

maghemita estable a pH 2.  

4.2. Sínteis de AuNPs. 

4.2.1. Síntesis de AuNRs.  

Para la síntesis de nanorods de oro, se llevó a cabo un método 

mediado por semilla.49 

En primer lugar, se prepararon las siguientes disoluciones, a 

temperatura ambiente: HAuCl4 1 mM, AgNO3 8 mM, Ácido Ascórbico 78.8 

mM y NaBH4 10 mM. Esta última solución fue congelada tras su 

preparación. 

Paralelamente, se prepararon disoluciones de bromuro de cetil 

trimetilamonio (CTAB) 0.2 M, (11-mercaptoundecil)-N, N,N-bromuro de 

trimetilamonio 92 mM, en agitación a 50 ᵒC. Una vez preparadas, se 

enfriaron hasta alcanzar la temperatura ambiente. Todas ellas fueron 

elaboradas en agua Mili-Q ultrapure. 
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Para la síntesis de las semillas, se mezclaron 5 ml de CTAB 0.2 M, 2.5 

ml de HAuCl4 1 mM y 0.6 ml de la disolución fría de NaBH4 10 mM. Esta 

mezcla se mantuvo a 25 ᵒC, en agitación, durante 2 minutos. Cuando las 

semillas estuvieron formadas, el color de la mezcla cambió desde 

amarillo a un tono amarronado. 

Para la síntesis de los nanorods se añadieron 5 ml de la disolución de 

CTAB 0.2 M en un matraz previamente colocado en un baño de aceite a 

30ºC, bajo agitación a 180 rpm. Posteriormente, se añadieron 5 ml de 

HAuCl4 1mM, 70 uL de Ácido Ascórbico 78.8 mM y 100 µl de AgNO3 8 

mM, en este orden a la disolución de CTAB. La mezcla se completó con 

160 µl de la disolución de semillas de oro y se mantuvo en agitación, a 

30ᵒC, durante 48 horas. 

Pasado este tiempo, se eliminó el exceso de CTAB, debido a su 

actividad antibacteriana,50 y los nanorods se colectaron por 

centrifugación a 13000g durante 10 minutos. Una vez retirado el 

sobrenadante, los nanorods se disolvieron en 1 ml de agua Mili-Q 

ultrapura y 1 ml de (11-mercaptoundecil)-N, N, N-bromuro de 

trimetilamonio 92 mM. De nuevo, se colectaron los nanorods por 

centrifugación a 13000g durante 10 minutos, resuspendiendo el 

sedimento en 1 ml de agua Mili-Q ultrapura. 

4.2.2. Síntesis de AuNPRMs. 

Se mezclaron 100 µl de HAuCl4 2 mM y 120 ml de Na2S2O3 0.5 mM 

(disolución fría), ambas disoluciones preparadas en agua Mili-Q 

ultrapura. Después de 9 minutos en agitación a 15 ᵒC para la formación 

de las semillas, se añadieron otros 50 ml de la disolución fría de Na2S2O3 

0.5 mM. La mezcla se mantuvo durante toda la noche en agitación a 

15ᵒC.51 
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4.3. Adhesión de las nanopartículas a la superficie de 

Lactobacillus fermentum. 

4.3.1. Adhesión de MNP a la superficie bacteriana. 

Para la preparación de la muestra de MNP-bacteria, un cultivo de 

Lactobacillus fermentum suministradas por la empresa Biosearch S.A.,  

creció en un medio sintético, a 37ᵒC con agitación orbital durante 24 h. El 

medio de crecimiento sintético está formado por (g L-1): Na2HPO4 - 5.0; 

KH2PO4 - 6.0; citrato de triamonio - 2.0; sacarosa - 50.0; MgSO4 - 1.0; y 10 

ml de una solución de elementos traza (que consta de (g L-1): MnSO4 - 

2,0, CoCl2 - 1,0 y ZnCl2 - 1,0 disueltos en solución de HCl 0,1 N). Se ajustó 

el pH inicial del medio a 6,7 y se esterilizó a 121 ᵒC. Tras las 24 h de 

crecimiento, las bacterias se centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos y 

se lavaron con agua destilada. Después, una solución ácida (pH 2) de 

MNP se añadió a las bacterias en un baño de hielo y se mezcló. La mezcla 

fue diluida con 1 ml de agua destilada. Las bacterias L.fermentum 

cargadas de nanopartículas de maghemita en superficie (MNP-beacteria) 

se recolectaron por centrifugación a 100 g durante 20 minutos.  

La caracterización de MNP-bacteria se llevó a cabo mediante 

microscopía electrónica de transmisión (TEM). Para ello una gota de la 

muestra se depositó sobre una rejillas de Cu recubiertas de carbono (200 

mallas) específicas para TEM. La rejilla se secó con papel de filtro. Se 

tomaron micrografías electrónicas con un microscopio electrónico de 

análisis Philips CM-20 HR que funcionaba a 200 keV. Para la 

caracterización por HAADF-STEM (microscopía electrónica de barrido), 

mapa EDX (energía dispersada de Rayos X) y HRTEM (microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución) la rejilla se observó en un 

microscopio FEI TITAN G2. 

4.3.2. Adhesión de AuNPs a la superficie bacteriana. 

Se procedió de la misma manera que en el caso de la incorporación 

de MNP al cultivo del Lactobacillus fermentum. Un cultivo inicial del 

probiótico creció en medio de cultivo a 37 ᵒC 24 h. Este cultivo se 
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centrifugó a 3000g durante 10 minutos, al pellet de bacterias se le 

añadieron 2ml de un coloide con cada una de las morfologías  de AuNPs, 

previamente sintetizadas: AuNRs y AuNPRMs. En el caso de TEM, la 

caracterización de las muestras se llevó de igual manera que MNP-

bacteria. Además, estas muestras se caracterizaron mediante 

espectrofotometría UV-visible.  

Para la caracterización por SEM de la muestra AuNPRM-bacteria es 

necesario deshidratar y secar la muestra, además de darle un 

recubriemto metálico que haga que la muestra sea conductora y disperse 

los electrones del haz incidente. Para ello, primero se procedió a la 

fijación de la muestra usando glutaraldehído 2.5% en tampón cacodilato 

sódico 0.1 M a 4ᵒC durante 4 h. Tras la fijación, la muestra se lavó 3 veces 

en tampón cacodilato sódico 0.1 M durante 15 minutos. Luego, la 

deshidratación de la muestra se llevó a cabo a través de una serie de 

baños con concentraciones crecientes de etanol y óxido de propileno. La 

muestra se depositó en un portamuestras de SEM sobre una superficie 

de sílice y el proceso de secado se llevó a cabo en  una unidad de punto 

crítico para SEM POLARON CPD 7501. El metalizado de la muestra se llevó 

a cabo de una unidad de evaporación con carbón HITACHI. La 

preparación de las muestras para SEM se realizó en el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. 

4.3.3. Adhesión simultánea de MNP y AuNPs sobre 

Lactobacillus fermentum. 

Para incorporar ambos tipos de nanopartículas, MNP y AuNPs, sobre 

la superficie bacteriana, en primer lugar mezclamos los dos tipos de 

nanopartículas y tras homogezeizar la mezcla mediante agitación, se la 

añadimos al cultivo de bacterias siguiendo el mismo protocolo que el 

apartado 3.3.2. de este capítulo.  

Para ver la preparación de las muestras para TEM volver al apartado 

3.3.1. de este capítulo. 
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4.4. MRI. 

El estudio MRI se ha llevado a cabo de acuerdo con la “Guía para el 

Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio” promulgada por el 

Instituto Nacional de Salud, y siguiendo los protocolos aprobados por el 

Comité de Ética de Animales de Laboratorio de la Universidad de Granada 

(España) (ref. nº CEEA-2010-286). Todos los estudios que incluyen la 

experimentación con animales se planifican de acuerdo con las 

directrices ARRIVE para la publicación de resultados derivados de 

estudios con animales.52, 53, 54 

Seis ratones macho fueron alimentados con un hidrogel nutriente, 98% de 

agua, durante 72h antes  de administrar el agente de contrate. MNP-bacteria 

fue administrado a los animales mediante sonda gástrica a una concetración 20 

mM en hierro. Después de una hora, los animales se sedaron y los tiempos de 

relajación transversal, T2, se midieron en un sistema Bruker Biospec de 9,4 T 

utilizando una secuencia de formación de imágenes CPMG de 128 ecos (Carl-

Purcell-Meiboom-Gill) y los siguientes parámetros de adquisición: valores de TE 

de 7,5 ms a 960 ms, TR = 3000 ms, FOV = 6 cm, tamaño de matriz = 256x256, 

grosor de corte = 1 mm. Los valores T2 se calcularon utilizando scripts 

automatizados escritos en IDL (Interactive Data Language, Research Systems 

Inc., Boulder, EE. UU.). 

4.5.  Obtención de las curvas de calentamiento. 

Para analizar la producción de calor de las muestras y obtener sus 

curvas de calentamiento, se diluyeron en agua milliQ hasta que la 

absorbancia a 1064 nm fue de 0,58 DO/ml. Tras esto, 300 μl de cada 

muestra se depositaron en pocillos en una placa de 96 pocillos. Cada 

muestra se irradió durante 5 minutos mientras se registraba la 

temperatura de la muestra para comparar el calentamiento de cada una. 

La irradiación se realizó usando un láser de 3 W de 1064 nm a una 

potencia de salida de 1200 mW sobre la muestra. 

4.6.  Hipertermia magnética. 
Las medidas de hipertermia magnética a la frecuencia (ƒ) de 825 kHz y a la 

intensidad de campo (H) de 20,12 kA m-1 se llevaron a cabo en un equipo 
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comercial (DM100, nB Nanoscale Biomagnetics, Zaragoza, España). Se 

determinó primero la concentración de las muestras diluidas, estableciéndose 

en 1.97  g/L para AuNR-MNP-bacteria y 1.29 g/L para MNP-bacteria. Las 

medidas para SAR se realizaron con un generador de señal (señal de entrada de 

7,2 Vpp) conectado a un amplificador lineal HAS 4014. La inductancia fue 

proporcionada por un circuito magnético con ferritas MnZn con un hueco de 13 

mm. La muestra se insertó en cubetas de plástico colocadas en el hueco de la 

ferrita y se usó una segunda cubeta que contenía H2O como referencia para 

medir el calor producido por el núcleo de la ferrita. Las temperaturas de la 

muestra y de la cubeta de referencia se midieron con un sensor de temperatura 

de GaAs (Neoptix Reflex, Ville de Québec, QC, Canadá) sumergido en la muestra 

y conectado a fibras ópticas T1 con una precisión de temperatura de ±0,2 K 

(tasa de adquisición de 1 Hz). El valor de SAR (W/g) se calculó posteriormente 

mediante la Ecuación 1. Los valores de SAR con respecto a la masa de muestra 

se obtuvieron a partir de la derivada de una ecuación de segundo orden 

ajustada a las curvas T (t). 
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1. Introducción. 

Un alimento se fermenta si "ha estado sujeto a la acción de 

microorganismos o enzimas, de modo que cambios bioquímicos 

deseables provoquen una modificación significativa del alimento”.1 La 

importancia de los alimentos fermentados en la dieta humana ha sido 

inmensa, ya que la materia prima perecedera se conserva y además el 

crecimiento microbiano a menudo enriquece los alimentos con vitaminas 

y otros ingredientes saludables.  

En las fermentaciones lácticas, los microorganismos que llevan a cabo 

la fermentación son bacterias que generan ácido láctico como producto 

principal al final del proceso. Este diverso grupo de bacterias a menudo 

se denomina colectivamente bacterias ácido lácticas (LAB, lactic acid 

bacteria), e incluye los siguientes géneros bacterianos: Aerococcus, 

Alloiococcus, Camobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y 

Weissella.2  

La gran variedad de alimentos obtenidos mediante fermentaciones 

lácticas se debe principalmente a que la acidificación de los alimentos por 

el ácido láctico (y ácido acético)  resultante de la fermentación, inhibe el 

desarrollo de muchos organismos patógenos.3 

El yogur, en concreto, se prepara introduciendo un fermento en 

leche. El fermento puede definirse como una preparación microbiana de 

un gran número de células de al menos un microorganismo, el cual es 

añadido a una materia prima para producir un alimento fermentado, 

acelerando y dirigiendo su proceso de fermentación.4 La materia prima 

en el caso del yogur es la leche, que es fermentada mediante control de 

la temperatura (42-43ᵒC). El fermento metaboliza los azúcares de la leche 

hasta producir ácido láctico. La acumulación de este ácido provoca un 

descenso del pH (pH 4-5), que conlleva la desnaturalización de las 
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proteínas de la leche,5 las cuales coagulan formando una masa 

denominada cuajada.  

Los beneficios en la salud derivados del consumo de yogur están 

demostrados y se relacionan con la presencia de bacterias vivas en este 

alimento fermentado, cosa que en alimentos fermentados tratados 

posteriormente con calor no ocurre.6, 7, 8 Por lo tanto, los fermentos de 

yogur cumplen claramente los requisitos actuales para ser considerados 

probióticos, al menos por su efecto beneficioso sobre la digestión de 

lactosa in vivo.9 Aunque, se ha demostrado además que algunos 

fermentos de yogur inducen otros beneficios para la salud, como reducir 

la pesadez de estómago, la duración de la diarrea aguda10 o prevenir 

trastornos alérgicos.11 

Aprovechando las propiedades saludables del yogur y la presencia de 

probióticos vivos en el mismo, se puede hacer uso de ello y emplearlo 

como un vehículo para la administración oral de fármacos, moléculas 

bioactivas y nanopartículas metálicas con aplicaciones biomédicas.12,13,14 

En los capítulos 2 y 3 se ha descrito la posibilidad de incorporar 

nanopartículas de óxido de hierro (maghemita, γ-Fe2O3) a la superficie de 

bacterias probióticas,15 y hemos demostrado como este sistema supera la 

barrera estomacal y alcanza el intestino, restableciendo niveles de hierro 

saludables en ratas anémicas.16  

Por otra parte, además de poder usarse los microorganismos como 

plataformas donde “depositar” nanopartículas, es también conocido su 

empleo para sintetizar nanopartículas metálicas, especialmente oro y 

plata, que puedan ser empleadas en diversas aplicaciones biomédicas.17 

Con estos antecedentes nos planteamos si las bacterias probióticas 

del yogur podrían actuar como una plataforma para el depósito de 

nanopartículas metálicas sintetizadas artificialmente, así como, 

biorreactores capaces de reducir iones metálicos para sintetizar en su 

superficie nanopartículas de metal, como por ejemplo nanopartículas de 
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oro. Esta alternativa de emplear microorganismos, como son las bacterias 

probióticas del yogur, para la biosíntesis de nanopartículas metálicas es 

un claro ejemplo de química verde que evita el empleo de químicos 

tóxicos, elevadas presiones y altas temperaturas.18  

Combinando la capacidad de las bacterias probióticas de anidar en los 

diferentes tejidos del tracto gastrointestinal y las propiedad ópticas y 

magnéticas de las nanoparticulas de oro y de óxido de hierro, 

respectivamente, convertirían a este nuevo sistema en un candidato 

óptimo para aplicaciones biomédicas, con la ventaja añadida de su 

administración como alimento oral.19,20,21 La idea por tanto es conferirle a 

un alimento tan genuino como el yogur propiedades físicas de las 

nanopartículas que puedan ser aplicables en el campo de la biomedicina, 

como fármacos de diagnóstico y/o terapia.  

En este capítulo se evalúa, por un lado, la capacidad de las bacterias 

probióticas Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus 

(fermento), conocidas por su capacidad de fermentar la leche y producir 

yogur, de adherir en su superficie diferentes tipos de nanopartículas 

metálicas. Más concretamente, se ha llevado a cabo el estudio de la 

adhesión a la superficie de dichas bacterias, de nanopartículas de óxido 

de hierro, tipo maghemita (MNP), así como nanopartículas de oro 

(AuNPs) de diferentes morfologías: nanoesferas (AuNSs), nanorods 

(AuNRs) y nanoprismas (AuNPRMs). Posteriormente se evaluaron los 

efectos de la adhesión de estas nanopartículas a la capacidad 

fermentativa de estas dos bacterias. 

Por otro lado,  se analiza y discute la capacidad de estas dos especies 

bacterianas para llevar a cabo la biosíntesis directa de AuNPs a partir de 

una sal de este metal, y estudiar cómo afecta esta biosíntesis a la 

capacidad de producir yogur del fermento formado por Streptococcus 

thermophilus y Lactobacillus acidophilus. Para ello, se ha realizado una 

caracterización del sistema mediante espectrofotometría UV-visible y 
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microscopía electrónica de transmisión (TEM), así como un estudio de la 

viabilidad celular mediante  microscopía láser confocal (CLSM).  

2. Resultados y discusión. 

Se llevaron a cabo dos líneas de trabajo bien diferenciadas (Esquema 

1).  

 

Esquema 1. Líneas de trabajo del estudio. La línea 1 consiste en la adición de diferentes 
tipos de nanopartículas metálicas a los probióticos que constituyen el fermento. La línea 
2 se basa en poner en contacto el mismo fermento (formado por Streptococcus 
thermophilus y Lactobacillus acidophilus) con iones Au(III). El paso final en ambas líneas 
de trabajo es evaluar la acción fermentativa del fermento en leche. 

La primera consistió en la adición, individual y por separado, de MNP 

y AuNPs a un cultivo bacteriano compuesto por Streptococcus 

thermophilus y Lactobacillus acidophilus, las dos cepas que forman el 
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fermento. En el caso de las AuNPs, se emplearon tres morfologías 

diferentes: nanoesferas (AuNSs), nanorods (AuNRs) y nanoprismas 

(AuNPRMs), que se añadieron al cultivo de forma independiente, nunca 

en combinación La segunda línea de trabajo consistió en la adición, a un 

cultivo del mismo fermento, de una sal de oro trihidratada (HAuCl4·3H2O, 

1 mM) como fuente del ión Au (III) para formar directamente AuNPs.  

Tras estos procesos, el paso común en ambas líneas de trabajo fue 

poner en contacto el fermento tratado, con un volumen determinado de 

leche para evaluar la acción fermentativa de las bacterias, y observar si 

eran capaces de producir yogur.   

2.1. Yogur magnético. 

2.1.1. Adhesión de las nanopartículas de maghemita a la 

superficie bacteriana. 

Siguiendo nuestros hallazgos previos en cuanto a la incorporación de 

nanopartículas de maghemita de 10 nm (MNP) (capítulos 2, 3 y 4) sobre 

la superficie de las bacterias probióticas Lactobacillus fermentum y 

Bifidobacteria breve,15 procedimos a realizar el mismo protocolo de 

adición de MNP sobre un cultivo del fermento compuesto  por 

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus.  

Para confirmar la incorporación de MNP en el fermento se llevó a 

cabo un estudio mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

tras incubar las MNP con el fermento. Como se observa en la Figura 1, las 

nanopartículas magnéticas se encuentran rodeando las bacterias por 

completo, en lo que creemos un sistema muy parecido al que se obtuvo 

en nuestro estudio previo con Lactobacillus fermentum.15 Las MNP se 

adhieren en el biofilm bacteriano de las dos cepas que forman el 

fermento (MNP-fermento).22,23  

Las imágenes de TEM permiten la diferenciación de ambas especies 

bacterianas. De hecho, La adhesión de MNP se produce, tanto en 

Lactobacillus, como en Streptococcus, lo que puede verse gracias a la 
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diferente morfología de ambas especies. Los Lactobacillus son bacilos 

alargados (2-5 m), mientras que los Streptococcus son más pequeños 

(0.7-0.9 µm) y crecen formando cadenas en las que cada bacteria es un 

eslabón.  

 

Figura 1. Micrografías TEM de diferentes zonas de la muestra MNP-fermento. Las MNP 
se asocian a las superficies de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus. 

El análisis químico mediante EDX (Energy-dispersive X-ray 

spectroscopy) del fermento con las nanopartículas de maghemita 

confirmó la presencia de hierro alrededor del sistema MNP-fermento 

(Figura 2).  

 

Figura 2. Imagen HAADF-STEM de la muestra MNP-fermento con el mapa composicional 
de EDX del hierro (rojo) correspondiente.  
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La gran cantidad de MNP que rodeaban la pared de las bacterias se 

visualizó también mediante HAADF-STEM (High-Angle Annular Dark-Field 

Scanning Transmission Electron Microscopy). El mapa composicional de 

EDX indica claramente que las nanopartículas de hierro (en rojo) se 

incorporaron a la región bacteriana externa, incrustándose en sus EPS. 

2.1.2. Acción fermentativa del MNP-fermento. Producción 

de yogur magnético. 

Una vez incorporadas las MNP al fermento, era necesario evaluar la 

viabilidad del mismo. Para ello, decidimos que una prueba lógica y 

sencilla para evaluar cualitativamente la viabilidad de un fermento 

productor de yogur era determinar su acción fermentativa en leche. De 

manera, que si la capacidad fermentativa se mantiene intacta y el MNP-

fermento es capaz de producir yogur, esto sería indicativo de que las 

cepas que lo forman se mantienen vivas y activas una vez incorporadas 

las nanopartículas.  

En un primer intento y siguiendo el método clásico de preparación de 

yogur, introdujimos el MNP-fermento en un volumen determinado de 

leche atemperada a 40-42 ᵒC. Tras 8 h de incubación se forma yogur, con 

pH 4.5, indicativo de que la fermentación ha llegado a término, y unas 

propiedades organolépticas, a simple vista, muy parecidas a un yogur 

control producido por el fermento sin MNP (Figura 3). 

 

  

Figura 3. Los yogures producidos con el fermento puro (Control) y con el fermento 
cargado de nanopartículas de maghemita (MNP-feremento). 
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La formación de yogur certifica la viabilidad de las dos cepas que forman 
el fermento, Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus 
después de la deposición de MNP. Esto tiene su explicación en la Figura 
4,24 en la que puede observarse el comportamiento habitual de las 
diferentes poblaciones de LAB que se van sucediendo en el transcurso de 
una fermentación láctica espontánea. 

Figura 4. Diagrama generalizado que representa las diferentes poblaciones de bacterias 
ácido lácticas que se suceden en el transcurso de una fermentación láctica espontánea 

típica. A, B y C se corresponden con diferentes tipos de bacterias ácido lácticas, 
clasificadas en función de sus curvas de crecimiento. 

Las LAB tipo A son muy importantes de cara a "preparar el escenario" 

de la fermentación, por medio de la disminución inicial del pH y, a veces, 

por crear condiciones más anaerobias (mediante la producción de CO2), 

aunque presentan baja tolerancia a los ácidos. En fermentaciones de 

leche (por ejemplo, queso o yogur), Lactococcus lactis o Streptococcus 

thermphilus pueden representar LAB de tipo A. Mientras que, 

Lactobacillus delbriickii subsp. bulgaricus, Lactobacillus casei o 

Lactobacillus helveticus corresponderían a los tipos B o C, más tolerantes 

a los ácidos y por ello protagonistas de la etapa final de la 

fermentación.25 En este último grupo se incluiría Lactobacillus 

acidophilus, lo cual demuestra que para que la fermentación llegue a 

término (pH 4.5) es necesaria la maquinaria metabólica de las dos cepas 

que forman el fermento empleado en este estudio. 
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Es conocida la presencia de la bacteria probiótica Lactobacillus 

fermentum en alimentos lácteos fermentados,26 así como la capacidad de 

estas bacterias de adherir nanopartículas de maghemita en su superficie 

(MNP-bacteria).15 Por lo tanto, pensamos que una forma de enriquecer el 

yogur magnético que hemos producido, tanto en probióticos como en 

nanopartículas magnéticas, era incorporar a la leche MNP-bacteria junto 

con el MNP-fermento y observar si en estas condiciones se formaba el 

yogur. La adición de ambos sistemas (MNP-bacteria + MNP-fermento), 

conduce a la formación de yogur como se observa en la figura 5. Se 

puede ver claramente que las nanopartículas magnéticas están en el 

fondo del yogur. 

 

Figura 5. Imágenes (izquierda) del yogur magnético que se obtuvo a partir de MNP-
fermento y una adición extra del probiótico L. fermentum portando MNP. A la izquierda 
se muestra el método de obtención del mismo. 
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Con la intención de conseguir un reparto más homogéneo del 

material magnético (MNP-fermento y MNP-bacteria) en el yogur, 

colocamos un imán de 1.2 T sobre el recipiente donde se llevó a cabo la 

fermentación (Figura 5).  

Observando estos resultados, la forma de homogeneizar el material 

magnético en el yogur fue agitación mecánica. Obteniendo un yogur con 

consistencia líquida que se mueve atraído hacia un imán de 1.2 T (Figura 

6).  

 

Figura 6. La columna derecha muestra el yogur magnético sin y con agitación mecánica, 
tras lo que adquirió una consistencia líquida. La columna derecha recoge una secuencia 
en el tiempo en la que una gota del yogur magnético líquido se mueve atraído a un imán 
de 1.2 T. A=0 s, B= 10 s y C=20 s. 
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En definitiva, estos resultados ponen de manifiesto que es posible 

hacer un yogur magnético que podría ser utilizado como agente de 

contaste de MRI del aparato digestivo y/o para un tratamiento de cáncer 

por hipertermia magnética. 

2.2. Yogur dorado (yogAur). 

2.2.1. Adhesión de AuNPs a la superficie bacteriana y 

producción de yogur dorado. 

De la misma manera que en el caso de la adhesión de MNP, se 

procedió a analizar la adhesión de AuNPs de diferentes morfologías, 

previamente sintetizadas (ver experimental), a la superficie del fermento 

del yogur, para evaluar, más tarde, su acción fermentativa. 

La Figura 7 muestra las imágenes de TEM y los espectros UV-visibles 

del fermento, una vez adheridas cada una de las diferentes AuNPs. Dicha 

figura está dividida en tres filas, correspondiente al tratamiento del 

fermento con cada una de las morfologías: nanoesferas (AuNSs), 

nanorods (AuNRs) y nanoprismas (AuNPRMs). 

Los resultados del estudio TEM (Figura 7) muestran una clara 

adhesión de las diferentes AuNPs a la superficie de las bacterias del 

fermento. La especificidad de las AuNPs por la superficie de las bacterias 

es muy alta, observándose pocas nanopartículas no adheridas al EPS de la 

bacteria, es decir, libres en el medio. Además, la adhesión no afecta a la 

morfología de las AuNPs, la cual se mantiene una vez adheridas, 

confirmado mediante las imágenes TEM y los espectros de absorción UV-

visible de los fermentos cargados con las diferentes AuNPs (Figura 6). Así, 

el espectro UV-vis del sistema AuNSs-fermento presenta una única banda 

SPR (Surface Plasmon Resonance) a 530 nm, típica de nanopartículas de 

oro esféricas de un tamaño medio de 13 nm. En cambio, los espectros, 

tanto de AuNRs-fermento, como de AuNPRMs-fermento se desdoblan en 

dos bandas debido a la pérdida de simetría esférica, la primera situada en 

torno a 530 nm (SPR transversal), y el segundo pico a una longitud de 

onda mayor (SPR longitudinal), de 900 nm para los prismas y 1100 nm en 
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el caso de los rods.27 De esta manera, el fermento adquiere las 

propiedades ópticas de las AuNPs que porta. 

 

Figura 7. La primera imagen de cada fila corresponde a un coloide de AuNPs, a lo que le 
siguen dos micrografías TEM de las bacterias del fermento con AuNPs de esa misma 
morfología,  adheridas a su superficie. Y por último, al final de cada fila se muestra el 
espectro UV-visible de la muestra del fermento con AuNSs (primera fila), el fermento 
con AuNRs (segunda fila) y el fermento con AuNPRMs (tercera fila). 

Una vez comprobada la adhesión de las AuNPs al fermento del yogur, 

era el momento de determinar la viabilidad del mismo, por lo que 

decidimos proceder de la misma manera que en el caso del yogur 

magnético. Así que, introdujimos en la leche el fermento con cada una de 

las AuNPs, y observamos si producían o no yogur. Los resultados que 

obtuvimos están representados en la Figura 8. 

Las bacterias del fermento mantuvieron activas su capacidad 

metabólica y su acción fermentativa, produciendo yogur después de 8-9 

h de incubación en leche. Los yogures, producidos por el fermento 

portando AuNSs, AuNRS y AuNPRRMs, presentaron la coloración 
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característica de la morfología de AuNPs que incluían (Figura 8). El pH de 

los yogures de oro se situó entre 4.2-4.5. 

 

Figura 8. Imágenes TEM de AuNSs-fermento, AuNRs-fermento y AuNPRMs-fermento. 
Fotografías de los yogures que produjeron cada uno de los fermentos portando las 
diferentes morfologías de AuNPs.  

De esta manera conseguimos incorporar AuNPs de diferentes 

morfologías en un alimento fermentado como es el yogur, incluyéndolas 

previamente sobre la superficie de las bacterias encargadas de fermentar 

la leche. Obteniendo finalmente un nuevo tipo de yogur, al que hemos 

denominado yogur dorado YogAur.  
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2.2.2. Síntesis biogénica de AuNPs mediada por el 

fermento del yogur. 

La biosíntesis de nanopartículas metálicas empleando 

microorganismos ha ido ganando fuerza en las últimas décadas por las 

atractivas ventajas que presenta frente a la síntesis tradicional de estos 

materiales.17 Observando los resultados obtenidos en la incorporación de 

AuNPs al fermento del yogur, decidimos evaluar la capacidad de las 

bacterias que lo forman, de sintetizar nanopartículas de este metal noble. 

Para lo que pusimos en contacto el  fermento del yogur con una solución 

de una sal de oro (HAuCl4·3H2O, 1 mM), que aporta los iones Au(III) que 

tienen que ser reducidos a Au0 para formar las AuNPs (Esquema 1). 

Diseñamos una batería de experimentos en los que incubamos 

distintos cultivos del fermento bacteriano con la sal de oro y en los que 

modificamos: temperatura, agitación y tiempo de incubación.  

Para controlar la formación de AuNPs llevamos a cabo un seguimiento 

mediante espectroscopía de absorción UV-visible de las diferentes 

muestras. Mediante lo cual determinamos que las mejores condiciones 

para la biosíntesis de AuNPs consistían en cultivar el fermento  durante 

24 h a 37 ᵒC en contacto con la sal de oro. La Figura 9 presenta los 

resultados del estudio de esta muestra mediante TEM y su espectro UV-

visible. La banda SPR en torno a 540 nm indica la presencia de AuNPs, lo 

que se confirmó con las imágenes TEM, en las que se aprecia como la 

morfología de las nanopartículas es principalmente esférica. El máximo 

de la banda SPR de las AuNSs sintetizadas siguiendo métodos 

tradicionales está más definido y se situa a 530 nm, comparativamente al 

máximo de la banda SPR que presentan las AuNPs biosintetizadas por el 

fermento, lo que puede deberse al efecto de agregación que tiene lugar, 

en este último caso, sobre la superficie bacteriana. La formación de las 

AuNPs puede apreciarse a simple vista, ya que a medida que las bacterias 

van reduciendo los iones Au (III) y sintetizan las AuNPs, el color del cultivo 

cambia y aparece un color rosado típico de esta morfología esférica. 
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Figura 9. (A) Cultivo del fermento de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus 
acidophilus tras 24 h de incubación con la sal de oro a 37ᵒC. (B,Cy D) Imágenes TEM de 
las AuNPs biosintetizadas por el fermento y adheridad a su superficie. La imagen D 
muestra la forma cacaractrística de crecimiento de los Streptococos formando una 
cadenas. (E) Espectro UV-visible de la muestra con la banda SPR característica de 
nanoesferas de oro en torno a 500 nm. 

El fermento del yogur es, según esto, capaz de reducir los iones Au(III) 

hasta forman AuNPs que se depositan sobre la superficie bacteriana. El 

mecanismo mediante el cual tiene lugar la biosíntesis es desconocido. Es 

posible que esta reducción se lleve a cabo por los componentes del 

lipopolisacárido superficial de las bacterias, actuado la pared celular 

como un sitio de nucleación y crecimiento de las AuNPs. Otra posibilidad 

es que la reducción de los iones Au (III)  se produzca por un reductor 

excretado al medio por la bacteria, probablemente como parte de un 

mecanismo de defensa. De manera que, la reducción se llevaría a cabo en 

el medio próximo a la bacteria y, posteriormente, tendría lugar la 
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adhesión y el crecimiento de las nanopartículas sobre la superficie 

bacteriana.   

En este caso, al probar la acción fermentativa de las bacterias 

cargadas de AuNPs biógenas, observamos que el fermento no producía 

yogur al añadirlo a la leche. Lo que parecía indicar que la adición de los 

iones Au(III) afectaba la capacidad metabólica de las bacterias del 

fermento, y en definitiva, a la viabilidad del mismo.  

Wang et al. demostraron en 2011 que los iones Au(III) presentan 

actividad antimicrobiana a una concentración de 1µM,28 lo que supone 

una concentración 1000 veces menor que la que empleamos en este 

estudio. También está demostrado el efecto tóxico de los iones Au (III) 

sobre los géneros bacterianos Escherichia, Staphilococcus y Salmonella.29 

El estudio de viabilidad bacteriana mediante microscopía láser confocal 

(Figura 9) confirmó nuestras sospechas de que la presencia de iones 

Au(III) en el medio de cultivo compromete la viabilidad del fermento, 

haciendo que la viabilidad disminuya considerablemente respecto a un 

cultivo control no tratado (Figura 10).  

Se llevó a cabo la cuantificación de la proliferación del fermento en 

contacto con Au (III) mediante un test estándar  de viabilidad bacteriana 

vivas/muertas con los fluoróforos  SYTO9 (verde)/yoduro de propidio 

(rojo), contando el número de bacterias vivas (verdes) y muertas (rojas) 

en tres réplicas, usando el software Image-J. La relación vivas/muertas se 

utilizó para cuantificar la proliferación del fermento por comparación con 

un cultivo control que no estuvo en contacto con Au (III).  

Según las imágenes de la Figura 10, todas las bacterias se marcan con 

el fluoróforo verde (SYTO 9®). En cambio, las bacterias no viables están 

marcadas con el fluoróforo rojo (yoduro de propidio), de manera que las 

bacterias marcadas con ambas fluoróforos se consideradan no viables. 

Mediante el software de análisis de imagen Image J®, para conteo celular, 

determinamos que la tasa de viabilidad del fermento incubado con los 
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iones Au(III) no alcanzó el 9%, mientras que un cultivo control no tratado 

presentó una viabilidad del 98.2%. 

 

Figura 10. Imágenes de microscopía láser confocal. De izquierda a derecha: 

Fluorescencia de SYTO9®(todas las células), fluorescencia de yoduro de propidio (células 

no viables) y superposición de ambas imágenes. El trio de imágenes superior, 

corresponde al estudio de viabilidad del fermento incubado 24h con iones Au (III). El trío 

inferior corresponde a un cultivo control del fermento no tratado. 

Ante la elevada tasa de muerte celular provocada por la incubación 

del fermento con iones Au (III), probamos a reducir el tiempo de contacto 

entre el fermento y el Au(III), a 2 h. Tras esto, analizamos la muestra 

tanto por TEM, como por espectroscopia de absorción UV-visible. Los 

resultados se recogen en la Figura 11. 

Al igual que en la primera prueba, en la que el tiempo de contacto 

entre el fermento y los iones Au(III)  fue de 24 h, en este caso, tras 2 h de 

incubación con oro, las bacterias fueron capaces de biosintetizar AuNPs. 

Además, al incorporar el AuNPs-fermento a la leche, produjo yogur 
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(Figura 11), con lo que su capacidad fermentativa se mantuvo tras la 

biosisnteis de AuNPs. 

 

 

 

Figura 11. (A, B y C) Imágenes TEM de las AuNPs biosintetizadas por el fermento y 
adheridad a su superficie tras 24 h de incubación con la sal de oro a 37ᵒC. (D) Espectro 
UV-visible de la muestra con la banda SPR característica de nanoesferas de oro en torno 
a 500 nm. 

 

De hecho, el estudio de la viabilidad del fermento en este caso dio 

como resultado un aumento de la viabilidad, que fue cinco veces mayor 

que la del cultivo incubado 24 h con la sal de oro. Concretamente, en este 

caso se alcanzó un tasa de viabilidad del 42.8%. El cultivo control para 

este ensayo presentó una tasa de viabilidad del 93.7% (Figura 12). 
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Figura 12. Imágenes de microscopía láser confocal. De izquierda a derecha: 
Fluorescencia de SYTO9®(todas las células), fluorescencia de yoduro de propidio (células 
no viables) y superposición de ambas imágenes. El trio de imágenes superior, 
corresponde al estudio de viabilidad del fermento incubado 2h con iones Au (III). El trío 
inferior corresponde a un cultivo control del fermento no tratado 

Hemos obtenido por tanto un yogur, cuyo fermento, formado por 

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus, es capaz de 

biosintetizar AuNPs y fermentar la leche para producir yogur. De eta 

forma, hemos creado un alimento que puede servir como fórmula de 

administración de las nanopartículas de oro para su uso en aplicaciones 

biomédicas, como la hipertermia térmica, así como, convertirse en un 

reclamo comercial para los consumidores de cocina de vanguardia. En 

este sentido, desde que en 2016, la FSA (Food Standards Agency, UK) 

reevaluara la seguridad del oro como aditivo culinario, concluyendo 

ningún efecto sistémico dañino por parte de este metal,17 ha aumentado 

su uso en alta cocina. Esto supondría una oportunidad de generar 

beneficios para inversores en este sector, ofreciendo al cliente un 

producto glamuroso que aporta las propiedades saludables del yogur.  
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3. Conclusiones. 

El fermento estudiado, formado por las especies bacterianas 

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus, presenta la 

capacidad de adherir MNP en su superficie bacteriana, y tras esto, 

mantener su capacidad fermentativa para producir un yogur magnético.  

Por otra parte, es posible enriquecer la mezcla MNP-fermento con 

probióticos como Lactobacillus fermentum, los cuales, a su vez, portan 

más MNP incrustadas en su EPS. Se obtiene de esta manera un yogur 

magnético que tras agitación mecánica para homogeneizar el material 

magnético que contiene y adquirir una consistencia de yogur líquido, se 

ve atraído hacia un imán de 1.2 T. Este yogur magnético puede ser útil 

para todas las aplicaciones biomédicas que se han asociado con las 

nanopartículas superpamagnéticas de óxido de hierro: agentes de 

contraste para MRI, tratamiento de hipertermia magnética o suplemento 

de hierro para mitigar la anemia por deficiencia en hierro. 

Además de MNP, el fermento es capaz de incorporar AuNPs de 

diferentes morfologías en la superficie bacteriana. Asimismo las bacterias 

del fermento son capaces de reducir los iones Au (III) hasta Au0 y dar 

lugar a la síntesis directa de nanopartículas de oro mediante un proceso 

rápido. Tras los procesos de incorporación de AuNPs y de biogénesis de 

estas, las bacterias mantienen su acción fermentativa activa y son 

capaces de producir un yogur, al que hemos denominado yogur dorado, 

que podría ser comercializado bajo el nombre de YogAur.  

YogAur podría ser empleado como un sistema de administración oral 

para pacientes con patologías gastrointestinales en las que las AuNPs 

puedan ser útiles como agentes anticancerígenos o antimicrobiano 

mediante hipertermia óptica o bien, como producto culinario para 

amantes de alta cocina que se vean atraídos por este sofisticado y 

glamuroso alimento que incorpora oro. 
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4. Materiales y métodos. 

4.1.  Sínteis de MNP. 

Las nanopartículas de maghemita (MNP) fueron sintetizadas de 

acuerdo al método de Massart de cooprecipatación de sales de Fe(II) y 

Fe(III)  en una estequiometria 0.5.30  El pH se ajustó a 11 con NaOH 3 M y 

la fuerza iónica con NaNO3 1 M, el tamaño medio de las nanopartículas 

de magnetita resultantes es de 10 nm. Tras la oxidación de la magnetita a 

maghemita con HClO4 1 M, se obtuvo un coloide de nanopartículas de 

maghemita estable a pH 2.  

4.2. Sínteis de AuNPs. 

4.2.1. Sintesis de AuNSs. 

Siguiendo un protocolo previamente descrito,31 se prepararon 5 ml de 

una solución de HAuCl4 1.0 mM en agua y se calentaron a ebullición en 

una placa calefactora con agitación. Después de que la solución comenzó 

a hervir, se añadieron 500 µl de una solución de Na3C6H5O7 38.8 mM en 

agua. La mezcla se hirvió y se agitó continuamente durante 

aproximadamente 10 minutos hasta que apareció un color rojo intenso. 

Tras esto, la solución se enfrió a temperatura ambiente. Los AuNSs se 

caracterizaron por espectroscopía UV-vis y microscopía electrónica de 

transmisión (TEM). 

4.2.2. Síntesis de AuNRs.  

Para la síntesis de nanorods de oro, se llevó a cabo un método 

mediado por semilla.32 

En primer lugar, se prepararon las siguientes disoluciones, a 

temperatura ambiente: HAuCl4 1 mM, AgNO3 8 mM, Ácido Ascórbico 78.8 

mM y NaBH4 10 mM. Esta última solución fue congelada tras su 

preparación. 

Paralelamente, se prepararon disoluciones de bromuro de cetil 

trimetilamonio (CTAB) 0.2 M, (11-mercaptoundecil)-N, N,N-bromuro de 
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trimetilamonio 92 mM, en agitación a 50 ᵒC. Una vez preparadas, se 

enfriaron hasta alcanzar la temperatura ambiente. 

Todas ellas fueron elaboradas en agua Mili-Q ultrapure. 

Para la síntesis de las semillas, se mezclaron 5 ml de CTAB 0.2 M, 2.5 

ml de HAuCl4 1 mM y 0.6 ml de la disolución fría de NaBH4 10 mM. Esta 

mezcla se mantuvo a 25 ᵒC, en agitación, durante 2 minutos. Cuando las 

semillas estuvieron formadas, el color de la mezcla cambió desde 

amarillo a un tono amarronado. 

Para la síntesis de los nanorods se añadieron 5 ml de la disolución de 

CTAB 0.2 M en un matraz previamente colocado en un baño de aceite a 

30ºC, bajo agitación a 180 rpm. Posteriormente, se añadieron 5 ml de 

HAuCl4 1mM, 70 uL de Ácido Ascórbico 78.8 mM y 100 µl de AgNO3 8 

mM, en este orden a la disolución de CTAB. La mezcla se completó con 

160 µl de la disolución de semillas de oro y se mantuvo en agitación, a 

30ᵒC, durante 48 horas. 

Pasado este tiempo, se eliminó el exceso de CTAB, debido a su 

actividad antibacteriana,33 y los nanorods se colectaron por 

centrifugación a 13000g durante 10 minutos. Una vez retirado el 

sobrenadante, los nanorods se disolvieron en 1 ml de agua Mili-Q 

ultrapura y 1 ml de (11-mercaptoundecil)-N, N, N-bromuro de 

trimetilamonio 92 mM. De nuevo, se colectaron los nanorods por 

centrifugación a 13000g durante 10 minutos, resuspendiendo el 

sedimento en 1 ml de agua Mili-Q ultrapura. 

4.2.3. Síntesis de AuNPRMs. 

Se mezclaron 100 µl de HAuCl4 2 mM y 120 ml de Na2S2O3 0.5 mM 

(disolución fría), ambas disoluciones preparadas en agua Mili-Q 

ultrapura. Después de 9 minutos en agitación a 15 ᵒC para la formación 

de las semillas, se añadieron otros 50 ml de la disolución fría de Na2S2O3 

0.5 mM. La mezcla se mantuvo durante toda la noche en agitación a 

15ᵒC.34 
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4.3. Adhesión de las nanopartículas a la superficie de las 

bacterias del fermento. 

4.3.1. Adhesión de MNP a la superficie bacteriana. 

Para la preparación de la muestra de MNP-fermento, un cultivo de 

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus suministradas por 

la empresa Biosearch S.A.,  creció en un medio sintético, a 37ᵒC con 

agitación orbital durante 24 h. El medio de crecimiento sintético está 

formado por (g L-1): Na2HPO4 - 5.0; KH2PO4 - 6.0; citrato de triamonio - 

2.0; sacarosa - 50.0; MgSO4 - 1.0; y 10 ml de una solución de elementos 

traza (que consta de (g L-1): MnSO4 - 2,0, CoCl2 - 1,0 y ZnCl2 - 1,0 disueltos 

en solución de HCl 0,1 N). Se ajustó el pH inicial del medio a 6,7 y se 

esterilizó a 121 ᵒC. Tras las 24 h de crecimiento, las bacterias se 

centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos y se lavaron con agua 

destilada. Después, una solución ácida (pH 2) de MNP se añadió a las 

bacterias en un baño de hielo y se mezcló. La mezcla fue diluida con 1 ml 

de agua destilada. Las bacterias del fermento cargadas de nanopartículas 

de maghemita en superficie (MNP-fermento) se recolectaron por 

centrifugación a 100 g durante 20 minutos.  

La caracterización de MNP-fermento se llevó a cabo mediante 

microscopía electrónica de transmisión (TEM). Para ello una gota de la 

muestra se depositó sobre una rejillas de Cu recubiertas de carbono (200 

mallas) específicas para TEM. La rejilla se secó con papel de filtro. Se 

tomaron micrografías electrónicas con un microscopio electrónico de 

análisis Philips CM-20 HR que funcionaba a 200 keV. Para la 

caracterización por HAADF-STEM (microscopía electrónica de barrido), 

mapa EDX (energía dispersada de Rayos X) y HRTEM (microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución) la rejilla se observó en un 

microscopio FEI TITAN G2. 

4.3.2. Adhesión de AuNPs a la superficie bacteriana. 

Se procedió de la misma manera que en el caso de la incorporación 

de MNP al cultivo del fermento. Un cultivo inicial con 0.0771 g del 
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fermento se incubó en 10 ml de medio de cultivo a 37 ᵒC 24 h. Este 

cultivo inicial se dividió en tres partes que se centrifugaron a 3000g 

durante 10 minutos, a cada uno de los pellets de bacterias se le 

añadieron 2ml de un coloide con cada una de las morfologías  de AuNPs, 

previamente sintetizadas: AuNSs, AuNRs y AuNPRMs. En el caso de TEM, 

la caracterización de las muestras se llevó de igual manera que MNP-

fermento. Además, estas muestras se caracterizaron mediante 

espectrofotometría UV-visible. 

4.4.  Síntesis biógena de AuNPs mediada por las bacterias 

del fermento. 

Tras 24 h de crecimiento de las bacterias del fermento en el medio 

sintético a 37 ᵒC, se añadió una solución acuosa de hidrotetracloruro de 

oro (HAuCl4·3H2O, 1mM) a una concentración final 0.25 mM. Las 

condiciones que seleccionamos para su incubación fueron: 37ᵒC y sin 

agitación. El tiempo inicial de incubación de las bacterias del fermento 

con la sal de oro fue 24h, pero tras comprobar que después las bacterias 

eran incapaces de fermentar leche, el tiempo de incubación se redujo a 2 

h. La caracterización de estas muestras también se llevó a cabo mediante 

TEM y espectrofotometría UV-visible. 

4.5.  Estudio de la vialidad bacteriana por microscopía 

láser confocal (CLSM). 

Para evaluar la viabilidad de las bacterias se empleó el kit 

“LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability” (ThermoFisher), el cual emplea 

dos fluoróforos: SYTO9® (verde) y yoduro de propidio (rojo). Ambos se 

intercalan en el DNA bacteriano, pero se diferencian en la facilidad para 

atravesar la membrana plasmática. Mientras que SYTO9® penetra en las 

bacterias por difusión pasiva marcando todas las bacterias viables y no 

viables, el yoduro de propidio solo puede penetrar en las bacterias cuya 

membrana está muy degradada, es decir, bacterias no viables. Una vez 

las bacterias se tiñeron con el kit, una gota del cultivo se depositó sobre 
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un portaobjetos recubierto con poli-L-lisina y se observó en un 

microscopio láser confocal Leica DMI6000. 

Para determinar la proporción de bacterias viables empleamos la 

siguiente fórmula. 

  
 

 
     

Donde,       

V es la viabilidad del cultivo bacteriano expresada en %,  A es el 

número de bacterias viables (alive) y N el número de bacterias totales. 

Para calcular A, al número total de bacterias N se le sustraen las que 

están marcadas con el yoduro de propidio (D, death). 

4.6. Producción del yogur. 

Finalmente, cada uno de las preparaciones bacterianas portando los 

diferentes tipos de nanopartículas metálicas, que hemos desarrollado en 

este estudio, se añadieron a leche Puleva Fresca® atemperada a 40-42 ᵒC 

(7mg fermento/ ml de leche). El control del avance de la fermentación se 

llevó a cabo midiendo el pH de manera continua. Se situó el final de la 

fermentación a un pH 4.2-4.5. 
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El trabajo llevado a cabo en esta tesis doctoral nos ha permitido 

obtener las siguientes conclusiones: 

1. A través de un estudio de biodistribución del probiótico 

Lactobacillus fermentum con nanopartículas de maghemita (MNP-

bacteria) en el aparato digestivo de ratas, hemos demostrado que 

efectivamente este probiótico es un “carrier” ideal para transportar y 

acumular nanopartículas de maghemita en el intestino, superando el 

medio químico estomacal. A diferencia de MNP-bacteria, la 

administración de MNP no permite llegar al intestino puesto que las 

nanopartículas son mayoritariamente degradadas a nivel estomacal. 

2. El ensayo en ratas anémicas ha demostrado que MNP-bacteria 

es un excelente suplemento de hierro, capaz de restablecer los 

parámetros de hierro de ratas anémicas a niveles fisiológicas sanos. 

En concreto, MNP-bacteria restablece los niveles de hierro y 

hemoglobina en sangre, los niveles de las proteínas DMT1 y 

ferroportina en enterocitos de intestino y los hiveles de hepcidina, la 

hormona que controla la excreción de hierro del enterocito.   

3. Es posible incorporar simultáneamente nanopartículas de 

maghemita y oro al Lactobacillus fermentun, obteniéndose así 

bacterias con propiedades magnéticas y ópticas. Además, hemos 

demostrado que esto es posible tanto para nanopartículas de oro 

esféricas, como rods o prismas.  

4. Los estudios de hipertermia magnética y óptica han 

demostrado que los sistemas en los que el Lactobacillus fermentum 

contiene nanopartículas de maghemita y nanorods o nanoprismas de 

oro, generan tasas de absorción específica de más de 130 W/g  tras 

exposición a campos magnéticos alternos (hipertermia magnética), y 

temperaturas de calentamiento del orden de 50 – 70 ᵒC tras 

irradiación con láser a 1064 nm, longitud de onda cercana a la de la 

banda SPR de las AuNP (hipertermia óptica). 
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5. Estudios mediante MRI y TEM han demostrado la 

internalización de nanopartículas de maghemita en células 

cancerígenas de colon (HT-29) cuando se incuban estas células 

con MNP-bacteria. Dicha internalización no tiene lugar cuando en 

vez de MNP-bacteria se incuban MNP. Esto pone de manifiesto 

que la presencia del probiótico facilita y promueve la 

internalización de las nanopartículas que porta. Además, hemos 

podido demostrar por primera vez que es posible la 

internalización completa de MNP-bacteria al enterocito, lo que 

nos permite concluir que Lactobacillus fermentum es un nuevo 

agente de internalización celular. 

6. El análisis conjunto de las conclusiones de los dos puntos 

anteriores permite sugerir que MNP-bacteria puede ser un nuevo 

fármaco oral para el tratamiento de cáncer de colon. 

7. El método desarrollado para la incorporación de 

nanopartículas al Lactobacillus fermentum, es extensible a otros 

probióticos de tanto impacto en alimentación, como son los 

responsables de la fermentación de la leche para producir yogur. 

Además hemos demostrado que la incorporación de 

nanopartículas de maghemita y de oro a los probióticos 

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus, no impide 

que puedan fermentar leche y producir yogur. De esta forma 

hemos desarrollado dos nuevos productos: yogur magnético y 

yogur dorado, que pudieran ser utilizados, al igual que MNP-

bacteria, como suplementos de hierro para anémica, como 

fármacos anticancerígenos por hipertermia, o bien como nuevos 

ingredientes alimentarios en la novel food.
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