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RESUMEN 

Estudio comparativo de la bioacumulación y medición de la toxicidad de 
diferentes cationes en solución y nanopartículas en lentejas de agua 
(Spirodela intermedia).  

Los metales pesados (MPs) resultan tóxicos para el ambiente y los seres vivos aún en muy 
bajas concentraciones y cuya contaminación es sólo una preocupación creciente debido a su 
incidencia en la industria. Entre los MPs, la plata (Ag) y el cobre (Cu), se clasifican dentro de la 
mayor categoría de toxicidad de contaminantes. En los ambientes acuáticos, la 
contaminación por MPs afecta a diversos organismos, incluyendo las macrófitas acuáticas, 
plantas vasculares con múltiples roles ecológicos. Entre ellas, S. intermedia es una macrófita 
de raíz libre de crecimiento rápido y fácil cuidado cuya distribución alcanza nuestro país. 
Dentro de este contexto se propone evaluar la toxicidad de ciertos sistemas nanoparticulados 
de Ag y Cu (AgNPs y Ag2SNPs y CuNPs y CuSNPs, respectivamente) sobre S. intermedia 
como modelo experimental; bajo la hipótesis de que los MPs formando parte de compuestos 
nanoparticulados, generarán efectos tóxicos diferentes que en su estado iónico (Ag+ y Cu2+). 
Para ello, se sintetizaron y caracterizaron fisicoquímicamente los sistemas nanoparticulados 
de Ag y Cu, a través de técnicas espectrofotométricas y por microscopía electrónica de 
barrido (SEM), obteniéndose nanopartículas cuyo diámetro promedio fue de 6 ± 5 nm y 14 ± 
11 nm, para AgNPs y Ag2SNPs, y de 11 ± 5 nm y 17 ± 18 nm, para CuNPs y CuSNPs, 
respectivamente. La toxicidad se evaluó a partir de parámetros morfométricos, como la 
frecuencia de abscisión (FA%) y clorosis (  %), las alteraciones morfológicas y la 𝛓
determinación electroquímica de la actividad enzimática de la ascorbato oxidasa (AO). Se 
observó una mayor toxicidad ante las nanopartículas metálicas (AgNPs y CuNPs), seguidas 
del catión (Ag+ y Cu2+) y los sulfuros (Ag2SNPs y CuSNPs); evidenciándose un mayor efecto 
negativo frente al sistema Ag. Actualmente, los ensayos sobre S. intermedia continúan a fines 
de evaluar su potencial uso como bioindicador.  
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ABSTRACT 

A comparative study on bioaccumulation and toxicity of different ions in 
aqueous solution and nanoparticles in duckweed (Spirodela intermedia). 

Heavy metals (HMs) are toxic to the environment and organisms even at very low 
concentrations, their pollution being only a growing concern due to their incidence in the 
industry. Among HMs, silver (Ag) and copper (Cu) are classified in the highest toxicity 
category of pollutant. In aquatic environments, HMs contamination affects multiple organisms, 
including aquatic macrophytes, which are vascular plants with an important ecological role. 
Among macrophytes, S. intermedia is a fast-growing aquatic plant that thrives on the water 
surface, is easy to care for and for which distribution includes our country. With this context in 
mind, we propose a toxicity evaluation of some Ag and Cu nanoparticulate systems (AgNPs - 
Ag2SNPs; and CuNPs - CuSNPs, respectively) using S. intermedia as an experimental model, 
under the hypothesis that HMs as nanoparticles will generate different toxicity effects than in 
their ionic form (Ag+ and Cu2+). For that purpose, Ag and Cu nanoparticles were synthetized 
and physicochemically characterized through spectrophotometric techniques and scanning 
electron microscopy (SEM), resulting in the following average diameter for AgNPs, Ag2SNPs, 
CuNPs and CuSNPs, respectively: 6 ± 5 nm, 14 ± 11 nm, 11 ± 5 nm and 17 ± 18 nm.  Toxicity 
was evaluated upon morphometric parameters, such as frequency of abscission (FA%) and 
chlorosis (  %), morphology alterations and the electrochemical determination of enzymatic 𝛓
activity for the ascorbate oxidase (AO). A higher toxicity was observed upon the metallic 
nanoparticles (AgNPs and CuNPs), followed by the ionic forms (Ag+ and Cu2+) and the 
sulphurs (Ag2SNPs and CuSNPs); with the Ag system showing a higher toxicity overall. 
Currently, assays using S. intermedia continue with the purpose of assessing its potential as a 
bioindicator.  
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ABREVIATURAS 
AA = Ácido ascórbico.  

Ag = Plata.  

Ag+ = Ión plata.  

AgNPs = Nanopartículas de plata.  

AgNO3 = Nitrato de plata.  

Ag2SNPs = Nanopartículas de sulfuro de plata.  

AO = Ascorbato oxidasa.  

APX = Ascorbato peroxidasa.  

CE = Contraelectrodo. 

Cu = Cobre.  

Cu2+ = Ión cobre (II).  

CuNPs = Nanopartículas de cobre.  

CuONPs = Nanopartículas de óxidos de cobre.  

CuSNPs = Nanopartículas de sulfuro de cobre.  

CuSO4.5H2O = Sulfato de cobre pentahidratado. 

FA% = Frecuencia de abscisión.  

MPs = Metales pesados.   

NaBH4 = Borohidruro de sodio.  

NaOH = Hidróxido de sodio.  

Na2S = Sulfuro de sodio. 

PBS = Buffer fosfato salino.  

PVP = Polivinilpirrolidona.  

RE = Electrodo de referencia (por sus siglas en inglés, reference electrode). 

ROS = Especies reactivas de oxígeno (por sus siglas en inglés, reactive oxygen species).  

SEM = Microscopía electrónica de barrido. 

VC = Voltametría cíclica.  

WE = Electrodo de trabajo (por sus siglas en inglés, working electrode). 
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1.​ INTRODUCCIÓN 

1.1​ Metales pesados    

Metales pesados (MPs) es la denominación que reciben ciertos elementos químicos 
de elevada densidad que reúnen rasgos de carácter metálico y resultan tóxicos para los seres 
vivos, además de generar serios inconvenientes en materia medioambiental. Hay que tener 
en cuenta que, a lo largo del tiempo, la definición de metal pesado ha ido respondiendo a la 
evaluación de distintos criterios. Así como se ha puesto como parámetro a la densidad, 
también se fueron considerando el peso atómico, el número atómico, el nivel de toxicidad o 
determinadas propiedades químicas. Entre ellos se encuentran el níquel (Ni), manganeso 
(Mn), cadmio (Cd), cromo (Cr), plomo (Pb), plata (Ag), cobre (Cu) (Lucho-Constantino et al.  
2005, Dagdag et al. 2023). 

Se tratan de elementos que incluso en muy bajas concentraciones pueden resultar 
tóxicos tanto para el ambiente como para los seres vivos. Asimismo, los MPs se suelen 
encontrar como componentes naturales de la corteza terrestre y oceánica en forma de sales, 
minerales u otros compuestos, en proporciones inferiores al 0,1% (Lloyd & Ross, 1994). De 
esta manera, su principal sumidero lo comprende el suelo, seguido por los ambientes 
acuáticos y en menor medida la atmósfera. Su distribución, estado y concentración dependen 
tanto de las condiciones ambientales como de la influencia humana. En el primer caso, al ser 
componentes propios de la corteza, la erosión y el desgaste natural, así como ciertos 
procesos geomorfológicos (actividad volcánica, terremotos, deslizamientos, etc.) favorecen 
su liberación. En el segundo, la misma se magnifica con actividades como la minería, los 
procesos industriales (incluyendo el descarte de desechos) y la agricultura en menor medida, 
entre otros (Dagdag et al. 2023).  

Son componentes clave dentro de diversas industrias a nivel mundial, como la 
metalurgia, minería y galvanotecnia, entre otras. Un ejemplo de su impacto e incidencia se 
encuentra en la extracción de oro (Au) con mercurio (Hg) en la minería aluvial o extracción de 
oro artesanal. La misma comprende una de las principales fuentes de contaminación por Hg 
en el mundo al aportar hasta el 20% de la producción mundial de Au, siendo este un negocio 
informal cuya desregulación y condiciones laborales precarias generan consecuencias tanto 
en la salud como en el ambiente (Seccatore et al. 2014). La galvanotecnia, por su parte, es 
una de las industrias con mayor generación de residuos con MPs como Cu, Ag, Ni, Cr, zinc 
(Zn) y aditivos orgánicos. Involucra procesos relevantes en la joyería, electrónica y fabricación 
de circuitos y equipamiento (médico, automotor, construcción, etc.), entre otros. Servicios 
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donde la galvanización y otros procesos proveen resistencia a la corrosión y dureza a 
materiales base (Gugua et al. 2024). 

Debido a su prevalencia y a su toxicidad aún en bajas concentraciones, la presencia 
de desechos con MPs y su descarte representa una problemática tanto para la salud como 
para el ambiente. En el mismo, los desechos, ya sean derivados de la extracción, actividad 
industrial o aguas residuales, también pueden desembocar en cuerpos de agua, tales como 
lagos, ríos o arroyos que sustenten o no ciudades, pueblos y espacios rurales como sistemas 
de abastecimiento de aguas agrícolas y urbanos (Lucho-Constantino et al. 2005). En el 
primer caso, siendo la agricultura un importante motor económico mundial, la toxicidad que 
ejercen sobre los cultivos y su biodisponibilidad para con los organismos, es un tema de 
permanente estudio, puesto que al no tener un rol específico en el metabolismo, los MPs no 
pueden ser degradados fácilmente de forma biológica. En el segundo, su presencia en las 
fuentes de abastecimiento puede, además de contaminar el medio, desembocar en el posible 
envenenamiento de la población.  

En tal caso, la exposición prolongada a MPs puede generar problemas de salud de 
diversa índole (cardiovasculares, intestinales, trastornos respiratorios, tumorales, etc.), 
principalmente en grupos vulnerables, como los recién nacidos y niños, repercutiendo en su 
crecimiento y desarrollo (Dagdag et al. 2023, Poulin et al. 2008). Un ejemplo se encuentra 
en la contaminación del agua potable por tuberías de Pb cercanas a fuentes emisoras de altas 
concentraciones al ambiente, como los mejoradores de combustión. En dicho caso, el Pb 
atraviesa la barrera hematoencefálica y favorece el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas (Gumpu et al. 2015). No obstante, la contaminación y/o 
envenenamiento no se restringe a la exposición e ingreso en las aguas, pudiendo ocurrir 
desde el ingreso a la cadena alimenticia por las plantas y/o animales (Kabata-Pendias, 
2010). Por ejemplo, el envenenamiento con Cu por el consumo de agua o alimento 
contaminado genera, entre otros síntomas, fatiga, mareos y problemas gastrointestinales 
según la concentración del metal (Dagdag et al. 2023). 

La vía de ingreso en plantas y animales de tales contaminantes, difiere según el medio, 
principalmente en las plantas. Por un lado, en los ambientes terrestres, la absorción por las 
raíces es en general la vía de ingreso, dependiendo de la movilidad de los MPs entre la 
rizosfera y el sustrato y por ende de las condiciones del mismo (pH, estructura, composición, 
etc.) (Dagdag et al. 2023). Así, su posterior acumulación dependerá de la sensibilidad de la 
planta al metal; un carácter variable entre grupos, donde las plantas vasculares presentan una 
tolerancia ligeramente mayor (Goncalves et al. 2008). En relación a lo anterior, ni la 
absorción ni la acumulación no son homogéneas entre raíces, hojas y estructuras. Además, la 
fitotoxicidad según el MPs y su concentración, resulta en diferentes respuestas como la 
clorosis, disminución en el desarrollo y absorción de nutrientes esenciales, pérdida de la 
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actividad enzimática, etc. (Singh et al. 2022). Por otro lado, las nuevas tecnologías que 
emplean MPs en forma de material nanoparticulado han abierto un nuevo abanico de 
interrogantes respecto de su movilidad, destino y toxicidad. 

En los ambientes acuáticos la vía de ingreso en los seres vivos dependerá tanto de la 
solubilidad de los MPs como de las propiedades fisicoquímicas e hidrológicas del cuerpo. De 
esta forma, al ingresar en la columna pueden precipitar o permanecer biodisponibles en 
solución y/o asociados a compuestos al interactuar con las partículas propias del cuerpo de 
agua. En dicho caso, entre los organismos acuáticos más susceptibles a los MPs se 
encuentran los peces, donde se ven afectados el desarrollo y crecimiento por su ingreso a 
través de branquias, tractos y la superficie corporal (Singh et al. 2022). Otro grupo de gran 
interés respecto de la contaminación por MPs son las plantas cercanas y propias de los 
sistemas acuáticos. Pese a la disminución de diversidad y abundancia ante altos niveles de 
MPs, en general demuestran una gran plasticidad de respuestas, pudiendo incluso actuar 
como sensores de contaminación según sus cambios morfológicos (Dagdag et al. 2023). 
Sin embargo, la absorción de MPs no se restringe solo a los ejemplos mencionados 
previamente, afectando todos los niveles de las tramas tróficas y pudiendo biomagnificarse 
(Singh et al. 2022).  

1.1.1.​  Plata y Cobre  

El aumento o deficiencia en la concentración de MPs en sistemas terrestres y 
acuáticos genera efectos adversos en el ambiente pese a su distribución natural en el mismo. 
Tales efectos repercuten a nivel de la biota (micro y macro) y, eventualmente, en la salud 
humana. Entre ellos, la plata (Ag) y el cobre (Cu) se clasifican dentro de la mayor categoría de 
toxicidad de contaminantes junto al cadmio (Cd), cromo (Cr) y otros elementos (Padhye et al. 
2023). Cabe resaltar que pese a su toxicidad, ambos metales son ampliamente usados a 
nivel mundial por sus diversas propiedades. Asimismo, en ambos casos las principales 
reservas son terrestres, encontrándose entre los principales productores (en extracción y 
refinería) Chile, Perú y Estados Unidos entre otros. 

La producción mundial de Ag se dispersa en al menos 50 países y solo en el 2020 se 
produjeron 23700 toneladas, de entre las cuales los principales productores generaron más 
de 1000 toneladas (Schuyler Anderson 2025). En el caso de Cu, en el 2024 se obtuvieron 
23000 toneladas con la mayor producción provista por Chile, con 5300 toneladas  (Flanagan 
2024). Por un lado, Ag se emplea en la fabricación y armado de conductores, baterías, 
químicos, films fotográficos, joyería, instrumentación quirúrgica, etc. (Padhye et al. 2023). 
Por otro lado, Cu es un componente principal en la fabricación de circuitos, plomería, 
fertilizantes, galvanoplastia, farmacéutica, etc. (Pedre 2018, Pedre et al. 2019).  
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Debido a la incidencia de ambos metales en las industrias, entonces, el conocimiento 
respecto de las consecuencias a nivel ambiental y su impacto en la salud es una herramienta 
vital en el monitoreo de reservas, desechos y aplicaciones. Durante la extracción de Ag, por 
ejemplo, la oxidación de los minerales asociados deriva en su inestabilidad y subsecuente 
pérdida como elementos tóxicos en el ambiente circundante; toxicidad que impacta además 
de en el ambiente y biota, sobre la salud humana, con efectos a nivel neuronal, 
gastrointestinales, óseos, etc. (Gumpu et al. 2015). No obstante, Ag por su cuenta ya 
presenta una alta toxicidad para el ambiente y organismos, como se mencionó previamente.  

En los suelos, los fangos y lodos derivados de las aguas residuales actúan como la vía 
de ingreso de Ag al sedimento al presentar los desechos domésticos e industriales. En ellos, 
la presencia de sulfuros favorece la formación de precipitados reteniendose en la fase sólida y 
limitando el ingreso de Ag a los cuerpos de agua. Debido a la alta afinidad que posee por 
especies sulfuradas así como su dependencia con las condiciones redox y el pH, su 
especiación se concentra en los suelos y fases particuladas (Padhye et al. 2023). Cambios 
en tales propiedades así como la hidrología de los sistemas acuosos, entonces, impactan en 
la presencia de Ag+ libre y en la toxicidad para con los seres vivos. En este caso, según la 
exposición y concentración, demuestra efectos citotóxicos y fisiológicos en diversos grupos, 
incluyendo invertebrados, microorganismos y plantas. En algunos casos, incluso, induciendo 
el estrés oxidativo, la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 
inglés, reactive oxygen species) e incluso la apoptosis (Gumpu et al. 2015, Padhye et al. 
2023). 

Por su parte, el cobre es un micronutriente esencial para la homeostasis de los 
organismos, incluyendo las plantas, al participar en diversas vías metabólicas. En las plantas 
se absorbe por las raíces y cumple roles fundamentales en el metabolismo, regulación celular 
y la fotosíntesis como cofactor en la cadena de transporte de electrones, etc. En altas 
concentraciones estas funciones se ven interrumpidas, y favorece la inhibición del 
crecimiento y el estrés oxidativo (Crisan et al. 2022). En los humanos, Cu ingresa 
principalmente por medio de la alimentación, y, si bien es esencial, también en altas 
concentraciones genera efectos adversos en la salud. En tales casos, conduce al 
envenenamiento, la desregulación metabólica, el desarrollo de enfermedades (Dagdag et al. 
2023, Kolukısaoğlu et al. 2021, Pedre et al. 2019) y, en casos extremos, a la muerte 
(Crisan et al. 2022).  

Los efectos adversos mencionados previamente, se refieren principalmente a los MPs 
como iones libres. Donde, tanto para Ag como Cu, se consideran la especie más tóxica 
(Padhye et al. 2023, Gumpu et al. 2015, Topp et al. 2010). Sin embargo, la toxicidad de 
tales elementos depende de su especiación y prevalencia, pudiendo incluso ser inocuas para 
ciertos organismos según la especie química. Entre ellas, pueden encontrarse como cationes 
libres, formando parte de compuestos de coordinación, dentro de diversos sistemas 
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nanoparticulados u óxidos, entre otros. Tanto de forma natural y en función de las condiciones 
fisicoquímicas, como por ser un aporte antrópico al medio. De esta manera, tanto las 
propiedades como la toxicidad y/o el efecto que poseen, también se verán afectados.  

No obstante, a nivel internacional se delimitan niveles mínimos de MPs presentes en 
cuerpos de agua aptos para el consumo humano en función de la concentración total (es 
decir, AgT y CuT). La Organización Mundial de la Salud (OMS o WHO por sus siglas en inglés, 
World Health Organization), por ejemplo, establece que los niveles de AgT y CuT en aguas 
aptas para el consumo son de 0,1 ppm (como límite provisional al no haber establecido un 
valor de referencia) y 2 ppm, respectivamente (WHO, 2022). En Argentina, por ejemplo, se 
han establecido límites específicos para tales MPs en las aguas aptas para el consumo 
humano con tratamientos convencionales de 0,05 ppm y 1 ppm para AgT y CuT, 
respectivamente (P.L.N Ley 24051/1991).  

1.1.2.​  Sistemas nanoparticulados  

Las propiedades de los metales en estado bulk o de los iones en solución difieren 
cuando este forma parte de un sistema nanoparticulado (entre 1 - 100 nm), dando origen a 
nuevas y versátiles aplicaciones dentro de múltiples industrias (Lindquist et al. 2010). Por 
ejemplo, tanto las nanopartículas de plata (AgNPs) como las de cobre (CuNPs) son 
ampliamente utilizadas en la medicina por sus propiedades antimicrobianas y antibacterianas 
en la fabricación de elementos biomédicos e implantes, como carriers de drogas en terapias y 
como biocidas ante bacterias resistentes (Padhye et al. 2023, Crisan et al. 2022). Sin 
embargo, las aplicaciones de tales sistemas no se restringen a la medicina, encontrándose 
también en la fabricación de textiles, contenedores, pinturas, envasado de alimentos y 
transporte de agroquímicos. Debido a su amplia aplicación, dichos sistemas abren un nuevo 
capítulo desde el punto de vista de toxicidad y bioacumulación ya que, de forma similar a los 
MPs, sus descartes eventualmente alcanzan cuerpos de agua, pudiendo influir en la biota 
como NPs metálicas o especies derivadas.  

En el caso de las AgNPs, por ejemplo, pese a su gran incidencia en la medicina 
generan efectos adversos tanto en la salud humana como en diversos sistemas biológicos y 
el ambiente. Entre sus potenciales efectos tóxicos se encuentran la inducción del crecimiento 
celular y de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés, reactive oxygen 
species), daños al ADN, apoptosis, y efectos a nivel de la reproducción y el desarrollo, etc. 
(Noga et al. 2023). Esta respuesta no es ajena a los sistemas vegetales, en los cuales se ha 
observado disminución de la biomasa, inducción del estrés oxidativo y, en plantas terrestres, 
disminución del crecimiento radicular, entre otros. Sí bien la toxicidad de las AgNPs se ve 
afectada por sus propiedades fisicoquímicas, las condiciones del medio y el sistema biológico 
afectado, el mecanismo más aceptado es el denominado “Caballo de Troya”. Por el cual, 
luego de ser internalizadas liberan Ag+ dentro del organismo, disparando una cadena de 
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reacciones que inducen al estrés oxidativo, la formación de ROS y los daños previamente 
mencionados (Padhye et al. 2023, Noga et al. 2023).    

Otro ejemplo se encuentra en las nanopartículas de sulfuros de plata (Ag2SNPs), 
ampliamente utilizadas en la fabricación de fotodetectores, filtros ópticos y celdas solares, 
entre otros (Li et al. 2015a). En paralelo abundan en los fangos debido a la interacción 
existente entre los sulfuros y las AgNPs en las aguas residuales, donde la mayoría se 
transforma en Ag2SNPs. Tales nanopartículas se consideran de las especies menos tóxicas 
en función de la baja solubilidad y reactividad de los sulfuros (Li et al. 2015a, Li et al. 2015b). 
Sin embargo, estudios recientes han demostrado su toxicidad en especies terrestres y 
acuáticas como Wang et al. 2015 y Shi et al. 2018. En el primer caso, la propia acumulación 
de Ag2SNPs en raíces de cultivos induciría el mismo mecanismo de absorción dado ante 
AgNPs.  En el segundo caso, la disolución dependiente de factores ambientales y la 
presencia de especies oxidantes como Mn afectaría la embriogénesis en D. rerio. En relación 
a lo anterior, Li et al. 2015a evaluaron la influencia de diversos factores ambientales en la 
disolución de Ag2SNPs, observando su favorecimiento ante luz solar y abundancia de hierro 
(III). No obstante, al menos en los sistemas acuosos, la sulfuración de las AgNPs no deja de 
mitigar la toxicidad comparativamente mayor de las AgNPs ante Ag2SNPs.  

En el caso de los sistemas con cobre, los sistemas sulfurados (CuSNPs) y en 
segundo lugar los óxidos (CuONPs) también se consideran seguros por su solubilidad. En 
forma similar a las Ag2SNPs, la liberación de iones metálicos como cobre (II) favorecida por 
factores externos también parecería ser una de las principales fuentes de toxicidad (Li et al. 
2015b). Respecto del impacto en los organismos, en el caso de los sistemas CuONPs y 
CuNPs se han observado efectos tóxicos a nivel de las branquias y tejidos (principalmente 
hepáticos) en peces y mamíferos (Kolukısaoğlu et al. 2021, Crisan et al. 2022). Por su 
parte, para CuSNPs (y en menor medida CuONPs), ante exceso de fosfatos también generan 
efectos negativos, a nivel de la eclosión en O. latipes (Li et al. 2015b). En dicho caso, aún si 
la sulfuración de CuONPs disminuye la toxicidad del cobre, también facilitaría una vía para la 
liberación de Cu2+ y su posible absorción.  
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Figura 1. Diagrama simplificado sobre el aporte de los MPs, los efectos adversos y las principales 
especies de plata (Ag) y cobre (Cu) pertinentes a esta tesis. Se esquematizan los efectos tóxicos 
dados por los cationes en solución, las nanopartículas metálicas (AgNPs y CuNPs) y el proceso de 
sulfuración (Ag2SNPs y CuSNPs).  

1.2​ Macrófitas acuáticas   

La vegetación en los cuerpos de agua (permanentes, temporales o efímeros) 
denominada macrófitas acuáticas o hidrófitas comprende diversos grupos taxonómicos, 
desde plantas vasculares hasta algas y cianobacterias. En el primer caso, a nivel ecológico 
las plantas vasculares actúan como fuente de alimento, refugio y, principalmente, como 
ingenieras ecosistémicas. De acuerdo a los cambios en las propiedades fisicoquímicas y la 
carga de nutrientes modifican el ambiente, regulando el caudal, la turbidez y la sedimentación, 
entre otros (Messetta et al. 2023, Giorgi et al., 2023).  

Dicha regulación se ve acompañada de un conjunto de adaptaciones que les permiten 
subsistir con exceso de agua (o sequía en el caso de las zonas inundables) y poco oxígeno. 
Entre ellas, una de las principales y más notorias es la presencia de un parénquima con 
amplias lagunas intercelulares denominado aerénquima. El mismo facilita la difusión de gases 
a través del cuerpo y confiere flotabilidad al actuar como bolsillos con gases. Puede estar más 
o menos desarrollado según el grupo y segmento corporal; como en las macrófitas donde 
solo las hojas se encuentran por sobre el cuerpo de agua, por ejemplo.  
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En relación a lo anterior, las macrófitas acuáticas vasculares pueden diferenciarse en 
grupos biológicos según su relación con el medio, es decir, si se encuentran flotando en la 
columna, sumergidas, etc. En macrófitas emergentes o arraigadas (enraizadas al sustrato y 
con tallos emergentes), arraigadas con hojas flotantes (hojas o tallos parcialmente sobre el 
agua), sumergidas (arraigadas o no, completamente bajo el agua) y macrófitas flotantes libres 
(Figura 2). En este último grupo, las raíces se encuentran libres en la columna de agua sin 
contacto alguno con el sustrato absorbiendo los nutrientes directamente de la misma. Con un 
parénquima bien desarrollado, suelen estar en la capa superior del agua, sobre la misma o 
levemente sumergidas. Además, entre otras adaptaciones, pueden presentar un sistema de 
raíces extenso o una carencia total de raíces como en el caso de los helechos y lentejas de 
agua, respectivamente (Messetta et al. 2023).  

 
Figura 2. Clasificación de macrófitas acuáticas vasculares en grupos biológicos según morfos. 
Extraído de Messetta et al. (2023). Plantas acuáticas de arroyos pampeanos: una guía de campo: 
revalorizando nuestro ambiente. 

Entre las flotantes libres se encuentran las Lemnaceae (lentejas y lentejones de agua), 
subfamilia que comprende 37 especies clasificadas en 5 géneros: Wolffiella, Wolffia, 
Landoltia, Lemna y Spirodela. Salvo el primer grupo, son plantas cosmopolitas centrándose 
en zonas sub a tropicales asociadas a cursos dulceacuícolas eutróficos de caudal lento 
(Fourounjian et al. 2020). Morfológicamente, son plantas vasculares de pequeño tamaño y 
cuerpo relativamente simple, cuyo talo se reduce sin diferenciar de la porción foliar en 
estructuras denominadas fronde. Pueden conformarse por una o más frondes de forma y 
tamaño variable así como presentar o no raíces (Figura 3). Entre las características que las 
diferencian de otras hidrófitas está la carencia de pelos radiculares en las raíces, limitando la 
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absorción a través de ellas. Debido a ello, la absorción de nutrientes y elementos ocurre 
principalmente en la superficie externa de las frondes.      

 
Figura 3. Ejemplares dentro de Lemnaceae. Izq: Ejemplares de Lemna gibba (menor tamaño) y 
Spirodela intermedia. Der: Vista general de frondes de Wolffiella oblonga. Extraídos de: Izq: Hurrell et 
al. (2008). “Flora Rioplatense: Sistemática, ecología y etnobotánica de las plantas vasculares 
rioplatenses. Parte 3: Monocotiledóneas” y Messetta et al. (2023). “Plantas acuáticas de arroyos 
pampeanos: una guía de campo: revalorizando nuestro ambiente”. 

Entre sus cualidades también se encuentra su rápido crecimiento vegetativo, por el 
cual desde una fronde madre se generan asexualmente frondes hijas que pueden permanecer 
unidas o no por medio de un estípite. De está forma, se las pueden encontrar formando 
colonias y/o agregados según la especie, como es el caso de S. intermedia, S. polyrrhiza y L. 
gibba, entre otras. Tales características (crecimiento, morfología, tamaño, etc.) les permiten 
generar en poco tiempo matas superficiales sobre el espejo de agua en condiciones con 
abundancia de nutrientes y/o cultivos. Por ello, suelen emplearse como modelos 
experimentales en ensayos de fitotoxicidad, como los descritos sobre Lemna y Spirodela 
(Schleiden 1839) por la Organización para el Desarrollo y la Cooperación Económica (OECD, 
por sus siglas en inglés, Organization for Economic Co-operation and Development) y la 
Organización Internacional para la Estandarización (ISO, por sus siglas en inglés, 
International Organization for Standardization), respectivamente (OECD 2006, ISO 2017).  

No obstante a lo largo de los años su uso se ha diversificado, desde la fabricación de 
fármacos hasta suplementos alimenticios para el ganado e incluso como potenciales 
modelos biológicos en la fitorremediación. En este último caso, tanto la capacidad de 
absorción que presentan las raíces así como la acumulación selectiva de las plantas, son 
herramientas útiles a la hora de reducir los niveles de contaminantes como los MPs (Dagdag 
et al. 2023). Aplicaciones observables tanto en especies terrestres como en acuáticas 
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(Padhye et al. 2023, Sembada & Lenggoro 2024), en la remoción de MPs en solución y 
formando parte de sistemas nanoparticulados. En los sistemas acuáticos, incluso es 
frecuente encontrar ensayos realizados sobre lentejas de distintas especies como modelos 
biológicos. En los cuales los modelos más frecuentes se encuentran en el género Lemna, con 
un amplio repertorio de ensayos en Ag, como ión libre y nanopartícula sobre L. minor, L. minor 
L y L. gibba, entre otras (Henke et al. 2011, Padhye et al. 2023, Pereira et al. 2018,  
Sembada & Lenggoro 2024. Otros modelos se encuentran en menor medida en Wolffia 
(Sembada & Lenggoro 2024), Spirodela (Jiang et al. 2012, 2014, 2017) y Landoltia (Lalau 
et al. 2020).  

De entre tales géneros, Spirodela presenta sólo dos especies en la actualidad de 
distribución parcial: S. polyrhiza (Schleid 1839) y S. intermedia (Koch 1932). Con una 
distribución más cosmopolita, S. polyrhiza se encuentra en la mayor parte del mundo 
(Norteamérica, Centroamérica, Asia, África, Europa y Oceanía) entre los 62°N - 35°S. En 
contraposición, S. intermedia posee una distribución más limitada, hallándose en América, 
desde México hasta Argentina, y Asia (Zhang & Azizullah, 2020). En nuestro país, 
principalmente, se distribuye al norte de la cordillera de los Andes (desde Salta hasta 
Neuquén), en el noreste y en la porción central templada (Córdoba, Santa Fe, Buenos Aires) 
(Figura 4). Tales regiones no solo presentan una amplia variedad de climas, sino también una 
distribución de diversos cuerpos de agua continentales como humedales, ríos, lagunas y 
arroyos, naturales y/o artificiales debido a su uso ornamental (Hurrell 2008). 

 
Figura 4. Distribución mundial del género Spirodela, en verde se marca la distribución de S. polyrrhiza 
y en rayas azules la distribución de S. intermedia. Extraído de: Tippery, N. P. & Les, D. H. (2020). Tiny 
Plants with Enormous Potential: Phylogeny and Evolution of Duckweeds. 19 - 34. de: Cao, X. H.; 
Fourounjian, P.; Wang, W. The Duckweed Genomes, Compendium of Plant Genomes. 
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El contraste en la distribución es notorio en la búsqueda bibliográfica en su uso como 
modelos biológicos para ensayos de fitotoxicidad. Por un lado, en S. polyrrhiza se han 
realizado estudios respecto de la toxicidad de diversos MPs, incluyendo Ag tanto en solución 
como formando parte de sistemas nanoparticulados. Entre ellos, Jiang et al. (2012) por 
medio del análisis fisiológico y la estimación de la frecuencia de abscisión así como de 
pigmentos, contenido de Ag y parámetros fotoquímicos evaluaron la toxicidad de AgNO3 y 
AgNPs. En continuación con tales ensayos, Jiang et al. (2014), además compararon la 
inducción de estrés oxidativo y la actividad de distintas enzimas asociadas entre distintos 
sistemas nanoparticulados de Ag. Recientemente Jiang et al. 2017 han expandido el análisis 
sobre S. polyrrhiza al  evaluar por medio de la fluorescencia variable de la clorofila la toxicidad 
a nivel del fotosistema II (PSII) y enzimas de gran importancia en la fotosíntesis como la 
RuBisCo.    

Por otro lado, en S. intermedia si bien se han realizado estudios sobre la toxicidad de 
MPs como Cu, Zn, Hg y de metaloides como el arsénico (As) (Miretzky et al. 2004, de la 
Fournière et al. 2019, da Silva et al. 2019) no se han encontrado publicaciones respecto de 
su toxicidad en sistemas nanoparticulados ni ante Ag. En el caso de Miretzky et al. (2004) y 
De la Fournière et al. (2019), se evaluó su potencial en la remoción de MPs en conjunto en 
lagunas de la región pampeana y de Hg en condiciones de laboratorio como posible 
biorremediador, respectivamente. Da Silva et al. 2019, también se enfocó en su potencial 
remediador, en este caso ante aguas contaminadas por As, observando un aumento de la 
producción de ROS en función de la proporción de As absorbida. Dicha respuesta, como se 
ha mencionado en apartados anteriores, se ve relacionada con el estrés oxidativo.  

1.3 ​ Especies reactivas de oxígeno 

Desbalances en el equilibrio redox en las células pueden adjudicarse a una multitud de 
agentes y factores. En las plantas, entre las causas más frecuentes se encuentra la presencia 
de contaminantes, herbicidas, toxinas, MPs o cambios en las condiciones ambientales como 
la sequía. Bajo el efecto de tales condiciones, se favorece la producción de ROS, especies 
altamente reactivas y tóxicas propias del metabolismo. La alta reactividad e inestabilidad de 
tales radicales se asocia con la presencia de electrones desapareados, sea por pérdida o por 
estar excitados, encontrándose ejemplos en el anión superóxido (O2

-) y el hidroperóxido 
(HO2) y en el oxígeno singulete (1O2) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), respectivamente 
(Arora et al. 2002, Haida & Hakiman 2019).  

La acción desmedida de las ROS, entonces, es capaz de superar las defensas 
antioxidantes (sean o no enzimáticas) generando daños a nivel del ADN, proteínas y lípidos y 
eventualmente la muerte celular. Cabe destacar que dichas defensas no se limitan al 
citoplasma; en las plantas es posible hallar en menor medida ciertos antioxidantes, como el 
ácido ascórbico o ascorbato (AA). Mediador indispensable del estrés oxidativo por su rol 
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como principal regulador redox citoplasmático y apoplástico, capaz de remover el H2O2 
(Mellidou & Kanellis 2024, Arora et al. 2002). No solo colabora con el equilibrio redox en 
cloroplastos, mitocondrias, vacuolas y peroxisomas, sino que también es capaz de 
restablecer la función antioxidante de otros compuestos. Además, participa en la señalización 
y en procesos fisiológicos como el desarrollo y la maduración de frutos y el organismo, 
implicándose directamente con la vía de regulación del etileno por ejemplo. Así, es sustrato y 
cofactor de múltiples enzimas, entre ellas las ascorbato peroxidasa (APX) y ascorbato 
oxidasa (AO), en el primer caso principalmente a nivel citoplasmático.  

AO, es una enzima asociada a la membrana, perteneciente al grupo de las oxidasas de 
cobre azul presente solamente en las plantas y los hongos cuya acción es catalizada por las 
auxinas y la luz (De Tullio et al. 2012). Por su parte, es responsable de la oxidación 
apoplástica de AA a monodehidroascorbato (MDHA), un radical de menor estabilidad que 
degenera en dehi ascorbato (DHA) y AA (Figura 5) (Mellidou & Kanellis 2024). En este 
caso, el AA se transporta a través de la membrana del citoplasma al apoplasto para su uso 
como donor de electrones en la reducción de O2 a H2O. Respecto de su actividad enzimática 
bajo condiciones de estrés oxidativo, es sabido que sus niveles disminuyen en presencia de 
heridas, inhibidores del crecimiento, organofosforados y MPs de forma heterogénea en 
distintas especies (Mellidou & Kanellis 2024; Rekha et al. 2000;  Tamás et al. 2007).   

 

    

Figura 5. A. Estructura del ácido ascórbico o vitamina C y su anión ascorbato (AA). B. Esquema 
simplificado del mecanismo de acción de la ascorbato oxidasa (AO), enzima asociada a la membrana, 
en la oxidación de ácido ascórbico (AA) a monodehidroascorbato (MDHA) en el apoplasto y simplasto.  

La medición de la actividad enzimática, no solamente de AO sino de diversas enzimas, 
actualmente se ve facilitada por una amplia variedad de métodos y técnicas cuya sensibilidad, 
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accesibilidad y costo difieren. Entre los principales métodos se encuentran los ensayos 
colorimétricos, cromatográficos y electroquímicos. En el primer caso, el seguimiento en el 
UV-Visible suele ser el más elegido debido a su bajo costo en comparación a los siguientes 
métodos. Pese a su bajo costo, sin embargo, el procedimiento suele tomar su tiempo al 
limitarse la medición a cada muestra individualmente. Asimismo, requiere de volúmenes 
relativamente altos por el uso de cubetas para su aplicación. En el segundo, se aplican 
diversas técnicas de separación como la cromatografía en capa fina (TLC, por sus siglas en 
inglés, Thin Layer Chromatography), cromatografía líquida acoplada a masas (LC-MS, Liquid 
Chromatography-Mass Spectrophotometry) y la cromatografía líquida HPLC 
(High-Performance Liquid Chromatography), entre otras. Técnicas con una alta sensibilidad, 
precisión y reproducibilidad pero cuyos costos y manejo no facilitan su uso (Haida & 
Hakiman 2019). La electroquímica aprovecha el transporte de electrones entre una superficie 
y un analito dado al aplicar una corriente o potencial externos. Esta superficie es capaz de 
ceder o aceptar electrones en función de las propiedades del analito (si es una especie 
reducida u oxidada). Generalmente consiste en la combinación de tres electrodos: electrodo 
de trabajo (WE, por sus siglas en inglés, working electrode), donde ocurrirá la hemireacción 
de interés, el contraelectrodo (CE) que permite cerrar el circuito y el electrodo de referencia 
(RE, por sus siglas en inglés, reference electrode) que permite establecer el potencial sobre el 
electrodo de trabajo (en general la cupla Ag+/AgCl) (Pedre 2019, Elgrishi et al. 2017).  

Las principales mediciones electroquímicas puede ser potenciométricas o 
potenciostáticas, donde en el primer caso la información deviene de la corriente resultante al 
modificar el potencial de la celda. Las técnicas de potencial controlado presentan una alta 
sensibilidad y selectividad para con las especies electroactivas. Además, suelen tener un bajo 
costo y ser fácilmente trasladables (Wang 2006). Entre las más empleadas, se encuentran 
las voltametrías cíclicas (VC), en las cuales se realiza un barrido de potenciales lineal de un 
electrodo sin agitación. Para ello, el operador define el rango de potenciales, el sentido de la 
corrida y la velocidad de barrido (V/s) (Wang 2006, Elgrishi et al. 2017).  

Frente al panorama planteado, esta Tesis propone evaluar en principio la toxicidad de 
tales MPs, Ag y Cu, en sus distintos estados de oxidación formando parte de distintas 
especies. Si bien se conoce sobre su toxicidad como cationes libres en términos generales y 
sobre la salud humana; la información sobre la toxicidad en sus diversos sistemas 
nanoparticulados pese a no ser escasa, es incompleta. A través de diversos estudios 
realizados con AgNPs fue posible determinar que representa un contaminante en ciertas 
concentraciones para las especies vegetales. Sin embargo, el mecanismo detrás de dicha 
toxicidad todavía no está claro, pudiendo deberse tanto a la liberación de Ag+ desde AgNPs 
como por la acción de AgNPs propiamente. Respecto de Cu y las CuNPs, también es 
necesario realizar dicha comparación, considerando no sólo la incidencia sino el conjunto de 
aplicaciones en común con las AgNPs.  

19 



Tesis de licenciatura                    ​ ​ ​ ​ ​ Cruz, Maia Sabrina.  

Relacionado con esto y con los sulfuros en sistemas nanoparticulados, recientemente 
se ha propuesto que su efecto sobre los organismos no es inocuo. Sí bien la sulfuración se ha 
considerado un mecanismo ecológico por el cual las AgNPs y las CuNPs evitan la 
bioacumulación, tanto las Ag2SNPs y las CuSNPs han demostrado toxicidad por sí mismas 
en medios terrestres y acuáticos. Asimismo, la disolución mediada por condiciones 
ambientales en sistemas acuáticos implicaría un aporte no trivial de los cationes al medio. En 
este sentido, el uso de sistemas biológicos acuáticos que puedan actuar como acumuladores 
o sensores por medio de procesos económicos y simples es una herramienta de máximo 
interés. 

S. intermedia, una macrófita acuática con aptitudes similares respecto del crecimiento 
y cuidado a L. minor y el resto de las Lemnaceae pero con una breve aplicación en ensayos de 
fitotoxicidad podría ser un potencial sensor y/o acumulador de tales MPs. Su presencia en 
una porción importante del país con una variedad de cuerpos de agua continentales colabora 
con su potencial uso. Paralelamente, el uso de bajas concentraciones, como el nivel guía de 
MPs descrito en la Ley 24051/1991, es un buen punto de referencia en lo que respecta a su 
aprovechamiento.  
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2.​ HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

Considerando el marco teórico propuesto, respecto del empleo de los sistemas 
nanoparticulados mencionados, su incidencia, descarte y posterior alcance de cuerpos de 
agua cercanos o no a centros urbanos; en el marco de esta tesis se propone evaluar la 
toxicidad de los mismos sobre un sistema biológico (Spirodela intermedia, macrófita acuática 
de raíz flotante), cuya amplia distribución incluye el centro y norte de nuestro país mediante:   

 

Hipótesis de Trabajo 

Los metales pesados formando parte de los compuestos nanoparticulados, generarán 
efectos tóxicos diferentes que en su estado iónico.  

Objetivo general  

Obtener parámetros que revelen los efectos tóxicos generados por los metales 
pesados en su forma iónica y como parte de un compuesto nanoparticulado en Spirodela 
intermedia. 

Objetivos específicos  

OE1: Sintetizar y caracterizar fisicoquímicamente los compuestos nanoparticulados 
de metales pesados teniendo como sistemas modelos plata y cobre.   

OE2: Evaluar la toxicidad y grado de sorción de los metales pesados en sus dos 
formas en Spirodela intermedia, mediante cambios morfológicos, determinaciones 
electroquímicas enzimáticas y cambios de concentración en las soluciones de inoculación, 
respectivamente.  
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3.​  MATERIALES Y MÉTODOS 

3.0. Materiales 

●​ AgNO3 (Baker). 

●​ CuSO4.5H2O (Biopack) y CuSO4.5H2O (Carlo Erba).  

●​ Na2S (Anedra). 

●​ NaBH4 (Sigma).  

●​ PVP (Anedra). 

●​ NaOH. 

●​ Ácido ascórbico (Becker Analyzed).   

●​ Formamida (ICN Biomedicals). 

●​ Buffer fosfato salino (PBS).  

●​ Agua desionizada.  

●​ Cultivo de Spirodela intermedia.  

●​ Placas de Petri 90 x 15 mm. 

●​ Microscopio óptico (Arcano Mod XSZ-100).   

●​ Electrodos serigrafiados de grafito.  

3.1. ​Síntesis de nanopartículas 

3.1.1.     Síntesis de nanopartículas metálicas  

A.​ Síntesis de nanopartículas de Ag0 con PVP 

De acuerdo al protocolo desarrollado por Pedre (2018), se realizó la síntesis de 
nanopartículas de Ag con polivinilpirrolidona K30 (PVP) como estabilizante. Las soluciones 
en sus debidas concentraciones, AgNO3 0,2 M y NaBH4 0,1 M, se elaboraron a partir de las 
sales presentes en la Tabla 1 a continuación, disueltas cada una en 50 mL de PVP 20 g/L. 

Tabla 1. Reactivos y concentraciones para la síntesis de nanopartículas de plata metálica. 

Reactivos  Concentración 

PVP K30 (Anedra)  20 g/L 

AgNO3 (Baker) 0,2 M 

NaBH4 (Sigma) 0,1 M 
 

22 



Tesis de licenciatura                    ​ ​ ​ ​ ​ Cruz, Maia Sabrina.  

A continuación, se mezclaron 2,5 mL de la solución de plata y 2,5 mL de NaBH4 en 
PVP, agregados gota a gota a la primera solución. Así se formó una solución grisácea y 
brillante a la cual se le ajustó a pH = 10 - 11 con el agregado de 2 gotas de NaOH 0,1 M. 

Para caracterizar las nanopartículas, se midió el espectro de absorción en el 
UV-Visible (UV-3101 PC, Shimadzu) de una dilución 1:100 finalizada la síntesis, presente en la 
Figura 6.   

 
Figura 6. Espectro de absorción en el UV-Visible (normalizado) de una dilución 1:100, λMAX = 419 nm, 
de la dispersión de nanopartículas de plata metálico (AgNPs).   
 

B.​ Síntesis de nanopartículas de Cu0  

Las nanopartículas de Cu se sintetizaron de acuerdo a los protocolos de Sarkar et al. 
(2008) y Gonçalves Martins et al. (2020) para las síntesis con y sin PVP en formamida, 
respectivamente. En el primer caso, el PVP se disolvió en 25 mL de formamida (ICN 
Biomedicals), mientras que la sal de cobre (CuSO4.5H2O) y el ácido ascórbico (AA) se 
disolvieron en 25 mL de agua desionizada en las concentraciones presentes en la Tabla 2. En 
el segundo, de forma similar, las soluciones de CuSO4.5H2O 0,03 M y AA 0,1 M se prepararon 
en agua deionizada.  
  
Tabla 2. Reactivos y concentraciones para las síntesis de nanopartículas de cobre metálico.  

Reactivos Concentración teórica  Concentración real  

PVP K30 (Anedra) 1% m/v 1,00 ± 0,01 g/L 

CuSO4.5H2O (Carlo Erba) 0,03 M 0,03 ± 0,01 M 

Ácido ascórbico (Becker Analyzed) 0,06 M | 0,1 M 0,06 ± 0,01 | 0,09 ± 0,01 M 
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En la síntesis descrita por Sarkar et al. (2008) la formación de nanopartículas 
comprende dos etapas; la mezcla de los reactivos disueltos y la estabilización por el agregado 
de PVP en formamida. Inicialmente se mezclan 12,5 mL de cada reactivo (Sc.1), formándose 
los clusters de partículas de Cu por la rápida reducción de los cationes. A continuación, se 
mezcla rápidamente la Sc. 1 con 25 mL de PVP 1% g/v en formamida, llevando a un volumen 
final de 50 mL. En este paso, se forman lentamente las nanopartículas estables, visible por el 
cambio de coloración de la solución, de transparente a un rojizo opaco (Figura 7A). El 
producto de dicha síntesis se conservó en heladera para su caracterización.     

En la síntesis descrita por Gonçalves Martins et al. (2020) las soluciones 
previamente mencionadas se mezclaron gradualmente en volúmenes iguales de 40 mL a 
temperatura ambiente. Sin modificación del pH original (pH = 5), la solución resultante se 
sometió a agitación constante a 180 rpm, sin protección de gas inerte a 64 ± 0,5°C durante 22 
horas, período en el cual se formó un precipitado amarillento y la solución se tornó de un color 
rojo oscuro (Figura 7C). Pasadas las 22 horas se separaron las fracciones, lavando 3 veces 
con agua desionizada el precipitado. 

En ambos casos, los productos de las síntesis de nanopartículas de cobre fueron 
caracterizados mediante la medición de los espectros de absorción en el UV-Visible (UV-3101 
PC, Shimadzu). En ambos casos (síntesis con y sin PVP y formamida), en una dilución 1:100 
como se observa en la Figura 7B. Finalmente, el producto de síntesis empleado para los 
ensayos sobre S. intermedia fueron las nanopartículas sin PVP ni Formamida a partir del 
protocolo de Gonçalves Martins et al. (2020).  

 
Figura 7. Dispersiones de nanopartículas de cobre (A. PVP + Formamida, C. Sin PVP ni Formamida) y 
espectros de absorción en el UV-Visible (normalizado) de las síntesis (B). Rojo: PVP + Formamida 
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(dilución 1:100). Negro: Sin PVP ni Formamida (dilución 1:100), con máximos a los 711 nm y 789 nm, 
respectivamente.   

3.1.2.     Síntesis de nanopartículas de sulfuros metálicos 

Las nanopartículas de sulfuro de plata y cobre se sintetizaron a partir de los 
precursores notificados en la Tabla 3. En ambos casos, las sales fueron disueltas en 25 mL 
PVP K30 20 g/L, según el protocolo de Pedre et al. (2018). Asimismo, se emplearon distintas 
concentraciones de Na2S para cada síntesis, 0,05 M y 0,1 M para plata y cobre, 
respectivamente.  

Tabla 3. Reactivos y concentraciones para las síntesis de nanopartículas de sulfuro de plata y cobre.  

Reactivos  Concentración teórica  Concentración real  

PVP K30 (Anedra)  20 g/L 19,9 ± 0,1 g/L 

AgNO3 (Baker) 0,02 M 0,019 ± 0,001 M 

Na2S (Anedra) 0,05 M | 0,1 M 0,031 ± 0,001 M 

CuSO4.5H2O (Carlo Erba) 0,02 M 0,013 ± 0,001M 
 

Por un lado, de la solución de AgNO3, se tomó una alícuota de 1 mL que se sonicó 
durante 1 minuto en un sonicador (TESTLAB). Seguidamente, se adicionó 1 mL de Na2S a pH 
= 10. Con el agregado de sulfuro de sodio, la solución, originalmente translúcida, tomó una 
coloración marrón oscuro (Figura 8A). 

Por el otro, de la solución de CuSO4, se tomó una alícuota de 1 mL que se sonicó 
durante 1 minuto en un sonicador (TESTLAB). Seguidamente, se adicionó 1 mL de Na2S a pH 
= 10, tornándose de color rojo oscuro la solución originalmente incolora (Figura 8C).  

En ambos casos, las soluciones finales fueron sonicadas durante 1 minuto y 
conservadas en heladera. La caracterización de las nanopartículas se realizó al 3er día y al 1er 
día de su síntesis para plata y cobre, respectivamente, a partir de la medición de los espectros 
de absorción en el UV-Visible (UV-3101 PC, Shimadzu) como se observa en la Figura 8B y 
Figura 8D.  
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Figura 8. Dispersiones de nanopartículas de sulfuro de plata (A) y cobre (C) y espectros de absorción 
en el UV-Visible (normalizado) de las dispersiones de nanopartículas de sulfuros. B. Ag2SNPs (dilución 
1:100), D. CuSNPs (dilución 1:100).  

La caracterización de los diversos sistemas nanoparticulados se elaboró por medio de 
la confección de los espectros de absorción y de los plasmones al UV-Visible y por 
microscopía electrónica de barrido (SEM), como se observa en la Figura 16.  

3.2. ​Cultivo, cuidado y determinación de S. intermedia 

3.2.1    Aclimatación y adquisición de plantas 

El batch de S. intermedia empleado tanto en el ensayo preliminar como en los 
sucesivos ensayos con cationes y nanopartículas fue provisto por el laboratorio. Previa a la 
inoculación en cada caso, las plantas se aclimataron entre 10 - 23 días en agua destilada, de 
acuerdo al protocolo (OECD, 2006). Seguidamente, según el ensayo se lavó dos veces cada 
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planta con agua desionizada, con la intención de remover las plantas y residuos asociados a 
la especie de interés. 

3.2.2   Determinación taxonómica  

A partir de la distribución geográfica de los diversos géneros de Lemnaceae 
(Fourounjian et al. 2020), el “Manual de la Flora de los alrededores de Buenos Aires”, “Flora 
Rioplatense: Sistemática, ecología y etnobotánica de las plantas vasculares rioplatenses” 
(Hurell 2008) y el uso del  “Catálogo de Plantas Vasculares del Cono Sur” (Zuloaga et al. 
2019) así como de las diversas claves para la familia Lemnaceae en Sudamérica (Landolt & 
Schmidt-Mumm 2009, Tur & Lavigne 1992, Pott 2002), se identificaron a nivel de especie 
las lentejas provistas por el laboratorio como Spirodela intermedia (Koch 1932).  

Cabrera (1953) describe diversas comunidades vegetales asociadas a cuerpos de 
agua en la región de Buenos Aires y alrededores. Dentro de las mismas, la familia Araceae se 
encuentra representada por ejemplares de al menos 4 de los géneros, entre ellos Spirodela, 
por la especie S. intermedia. Actualmente, dicha especie se distribuye a lo largo de 
Sudamérica, como detallan Zuloaga et al. (2019) y Fourounjian et al. (2020). S. intermedia 
(lentejón de agua) se diferencia por la presencia de raíces de Wolffiella y Wolffia, y por el 
número de raíces de Lemna, según:  

A. Frondes con raíces. Bolsas prolíferas 2.  
​ B. Raíces varias, fasciculadas ---------------------------------------Spirodela 
​ B’. Raíz solitaria ----------------------------------------------------------Lemna  

​ A’. Frondes sin raíces. Bolsa prolífera una sola ---------------------------Wolffiella, Wolffia 

Respecto de su morfología, S. intermedia posee frondes asimétricas, generalmente 
gibosas con bordes foliares ovoides, cuyo largo se encuentra entre los 3 a 12 mm. Similar a 
otras lemnaceas, puede formar colonias de entre 3 a 4 frondes unidas entre sí por estípites o 
encontrarse como frondes solitarias (Figura 9). Asimismo, cada una en su cara inferior 
presenta un profilo o escama atravesado por más de una raíz en contraste a S. polyrrhiza 
(Landolt & Schmidt-Mumm 2009). No forman turiones (estructuras de resistencia) ni 
presentan la mancha rojiza en la cara superior de las frondes característica de S. polyrrhiza. 
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Figura 9. Izq: Vista lateral (A) y superior (B) de una colonia tipo de S. intermedia a 0X. Der: (C) Corte 
transversal a 100X y (D) detalle de cloroplastos de corte longitudinal a 400X en cara superior de una 
fronde sana de S. intermedia.  

3.3. Parámetros evaluados  

En cada ensayo realizado con los metales, ya fuera en solución o en sus formas 
nanoparticuladas, se evaluaron los efectos sobre diferentes parámetros:  

●​ Parámetros morfométricos: 

○​ Número de frondes (n°/placa) 

○​ Número de colonias (n°/placa) 

○​ Área foliar total (cm2) 

○​ Longitud de raíces (mm) 

●​ Peso húmedo (PH, g) 

●​ Alteraciones morfológicas:  

○​ Turgencia 

○​ Área clorótica final (cm2) 

○​ Área/signos de necrosis 

○​ Escisión de raíces y colonias  

●​ Enzimas vinculadas al estrés oxidativo:  

○​ Ascorbato oxidasa (AO).  

Para la observación y medición de todas las características se empleó el programa de 
análisis de imágenes ImageJ versión 1.54g (Rasband 2018) como se detalla a continuación.  

Descripción del uso del programa ImageJ 

A partir de la opción desplegable del menú File y el comando Ctrl+O se abrieron cada 
grupo de réplicas y niveles de tratamiento. A continuación, se calibraron las medidas de 
distancia con el uso de la herramienta Straight, delimitandose 1 cm sobre la escala presente 
en las fotografías. Seguidamente, se seleccionó en el apartado Analyze → Set Scale. En 
función del objetivo, se utilizaron diversas herramientas para la medición del área foliar total, 
longitud de raíces, conteo de frondes y la determinación del porcentaje y área de clorosis. 

3.3.1    Parámetros morfométricos  

●​ Número de colonias: Debido a la heterogeneidad en el número y tamaño de frondes 
por colonia en las Araceae en general (Landolt & Schmidt-Mumm 2009), una sola 
fronde ya puede considerarse una monocolonia según la bibliografía (Henke et al. 
2011). Las colonias adultas de Spirodela comprenden entre 3 - 4 frondes como se 
describió previamente, sin embargo según las condiciones pueden encontrarse 
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colonias de menos de 3 frondes y monocolonias. Por ello, se consideró todo conjunto 
unido entre sí por estípites como una colonia de 2 o más frondes. Asimismo, se 
contabilizaron las monocolonias para la determinación de la frecuencia de abscisión.     

●​ Número de frondes: Frondes madres e hijas presentes en los ensayos. Se contabilizó 
la totalidad dada por placa presentasen o no signos de clorosis y/o necrosis.   

●​ Número de frondes cloróticas: A partir de las coordenadas de color del control se 
determinó el área clorótica. Así, se consideró una fronde clorótica como aquella que 
tuviese al menos el 50% del área clorótica, ya fuese que estuviese libre como una 
monocolonia o formase parte de una.     

●​ Área foliar total (cm2): Totalidad del área ocupada por las colonias incluyendo las 
monocolonias, sin omitir las áreas cloróticas y/o necróticas (Figura 10A). Delimitada 
desde las coordenadas de color, con la herramienta Threshold color, bajo el modelo 
HSB (por las siglas en inglés: Hue, Saturation, Brightness)1. Para la misma, se definió 
el rango 0 - 76; 100 - 225; 0 - 225 HSB, respectivamente, con el objeto de abarcar la 
totalidad del área vegetal. Seguidamente se calculó el área con las opciones Analyze 
→ Analyze particles. 

●​ Área clorótica (cm2): La clorosis se manifiesta como la aparición de coloración amarilla 
en regiones previamente verdes y fotosintéticamente activas, debido a la pérdida de 
pigmentación en los cloroplastos (Pereira et al. 2018). Es así que se definió el área 
desde las coordenadas de color 30 - 40; 100 - 225; 0 - 225 HSB, respectivamente, con 
la herramienta Threshold color →  Analyze → Analyze particles (Figura 10B). 

●​ Longitud de raíces (mm): Toma aleatoria de cuatro colonias por tratamiento, cuya 
medición se realizó con las herramientas Segmented Line → Ctrl+M.  

 
Figura 10. Determinación de áreas, foliar (A) y clorótica (B)  realizadas con el programa de análisis de 
imágenes ImageJ.  

1 Seleccionado debido a la precisión observada con dicho modelo a comparación del modelo RGB 
(Red, Green, Blue).  
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3.3.2    Variables respuesta 

A partir de tales mediciones se estimaron diversas variables respuestas con el objeto 
de comparar e identificar alteraciones en la morfología de las plantas en controles y 
tratamientos, tales como la tasa relativa de crecimiento (𝛍) y el porcentaje de inhibición del 
crecimiento (%Ir) según el protocolo de la Organización para el Desarrollo y la Cooperación 
Económica (OECD, Organization for Economic Co-operation and Development) para 
ensayos de toxicidad realizados en Lemnaceae (OECD 2006). Debido a que los protocolos 
se corresponden con las especies modelo para dichos ensayos (L. minor y L. gibba), el 
protocolo fue adaptado para la especie empleada a lo largo de la puesta a punto, en función 
de estudios sobre S. polyrrhiza (Jiang et al. 2012 y 2014) y las mediciones posteriores.  

La tasa relativa de crecimiento (𝛍) se describe como:  

 ​ [1] 𝛍
𝑖 − 𝑗

 =  
𝑙𝑛(𝑁

𝑗
) − 𝑙𝑛(𝑁

𝑖
) 

𝑡
𝑗
 − 𝑡

𝑖

Donde Nj es la variable medida a tiempo y, Ni la variable medida a tiempo i; y tj y ti los 
respectivos tiempos en los cuales se midió la variable.  

A partir de la tasa relativa de crecimiento por tratamiento, se estimó para cada uno el 
porcentaje de inhibición del crecimiento (%Ir), como:  

​​ [2] %𝐼
𝑟
 =  

(𝛍
𝐶
 − 𝛍

𝑇
)

𝛍
𝐶

*  100%

Donde C y T representan el crecimiento específico en el control y en el tratamiento, 𝛍 𝛍
respectivamente.  

Debido a que la respuesta de las variables puede no ser homogénea bajo los 
tratamientos, la tasa de crecimiento y los sucesivos parámetros se estimaron desde el área 
foliar total y el número de frondes.   

Por otro lado, con el objeto de complementar las estimaciones anteriores, se 
calcularon tanto el porcentaje de abscisión de frondes (FA%) descrito por Henke et al. 2011 y 
la incidencia de clorosis (  %) (Pereira et al. 2018). Ambos, a partir de la cantidad de 𝛓
colonias, frondes y frondes cloróticas; como:  

  ​ [3] 𝐹𝐴% =  
𝐶𝑁

𝑡
 − 𝐶𝑁

0

𝐹𝑁
𝑡
 − 𝐶𝑁

0
*  100%

Donde CNt, CNo, FNt son el número de colonias inicial y a tiempo t y el número de 
frondes al tiempo t, respectivamente.  
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Y donde  se estima como:  𝛓

 ​ [4] 𝛓 =  𝐶
𝑓 *  100%

Donde C es el número de frondes cloróticas y f el número total de frondes. 

3.3.3    Alteraciones morfológicas  

Si bien los parámetros previamente mencionados en general informan sobre el posible 
efecto negativo de un contaminante, también se tuvieron en cuenta las alteraciones 
morfológicas registradas en los ensayos. Tales como la turgencia general, la escisión de 
raíces, cambios en la forma de las frondes, etc. Asimismo, se calculó el área clorótica total 
(%) puesto que  se estimó desde las frondes consideradas cloróticas (> 50% clorosis); y la 𝛓
necrosis (%). Para el caso de los cambios observados que fuesen cualitativos, como la 
pérdida de raíces, se calificó en bajo (↓), medio (↑) y alto (↑↑) en función de la intensidad 
observada hacia fines del ensayo:  

●​ ↓: Cambios leves observables a simple vista. Ej. pocas raíces sueltas, leve pérdida de 
turgencia en frondes.   

●​ ↑: Cambio intermedio observable. Ej. Múltiples raíces sueltas, notoria pérdida de 
turgencia, las frondes se observan con una menor gibosidad.  

●​ ↑↑: Cambio notorio observable. Ej. Totalidad de raíces sueltas, frondes no gibosas, 
planas de ruptura fácil por aerénquima colapsado.  

El seguimiento y registro fotográfico diario de las variables y alteraciones en las 
plantas se realizó sin uso de material óptico (0X), con una cámara Samsung AF OIS de 64 
MP. Para la toma de fotografías, todas las placas se colocaron dentro de una cámara de 
iluminación con una lámpara de 6400K a la misma altura sobre un fondo blanco. En cada caso 
se tuvo en cuenta el agregado de la misma regla para la determinación de la escala en el 
análisis de imágenes. Salvo para la medición de la longitud de raíces, no se removieron las 
plantas de sus respectivos tratamientos. Además, finalizada la exposición se determinó el 
peso húmedo (PH), retirando todas las frondes y colonias por tratamiento, así como todos los 
restos vegetales y raíces posibles para su pesado y conservación. 

Finalmente, solo en el caso de la mayor concentración de los tratamientos en los 
ensayos con plata se realizaron cortes para su observación al microscopio óptico (Arcano 
Mod XSZ-100), así como para el control agua con el objeto de complementar las 
observaciones respecto de la pérdida de pigmentación asociada a la clorosis:  
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Figura 11. Preparados de cortes transversales a 40X de una fronde bajo luz blanca natural (A) y luz 
polarizada (B). Nom: cs = cara superior fronde, ci = cara inferior fronde, r = raíces, ae = aerénquima y cr 
= cristales de calcio. La coloración verde se debe a los cloroplastos.  

3.4. Mediciones electroquímicas 

La medición de actividad enzimática se realizó solamente en los niveles de 
concentración mayores para cada uno de los tratamientos y los controles, en función de la 
respuesta observada desde los parámetros morfométricos. Previa a la medición se obtuvo el 
extracto de masa vegetal desde el protocolo descrito por Pereira et al. (2018), ejemplificado 
al inicio de la Figura 12. La puesta a punto tanto de la medición de la actividad enzimática 
como de la extracción se realizó en colaboración con los licenciados en química M. Petri y L. 
Terraciano.  

Figura 12. Protocolo realizado para la extracción, incubación y medición de la actividad enzimática de 
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AO por tratamiento. Dónde control, PVP y tratamientos se refieren a los extractos vegetales bajo el 
control en agua, PVP 0,1 ppm y los tratamientos Ag+ 0,06 ppm, AgNPs y Ag2SNPs 0,1 ppm.  

La actividad enzimática de la ascorbato oxidasa (AO) se midió a partir de la incubación 
de 100 µL de cada extracto vegetal con 100 µL ácido ascórbico 10 mM (en PBS 100 mM pH = 
7) durante 5 minutos. Finalizado el tiempo de incubación, se realizaron las mediciones por 
medio de de un sistema de electrodos serigrafiados (WE y CE de carbono y pseudo RE 
Ag/AgCl) (Pedre 2018) y un potenciostato Gamry Interface 1000. Las voltametrias cíclicas se 
realizaron a una vBARRIDO = 0,05 V/s, en el rango de (-0,7 - 0,7) V, por duplicado, partiendo de 
dos extractos vegetales por tratamiento.   

Seguidamente, se normalizaron las corrientes máximas (Imáx) para cada tratamiento en 
función del máximo dado por el ácido ascórbico (I0

máx). Asimismo, también se normalizó cada 
medición respecto de la masa del extracto.   

3.5. Análisis estadísticos 

El procesamiento de los datos, de las síntesis y parámetros morfológicos, se realizó 
con los programas Excel y Origin(Pro), respectivamente. Asimismo, con el programa RStudio 
(2020), se realizaron los test estadísticos así como la determinación de los supuestos de 
homogeneidad de varianza (Test de Levene). Para los parámetros morfométricos se 
realizaron test no paramétricos de Kruskal-Wallis (Test H), seguido de comparaciones 
múltiples con pruebas uni o bilaterales (one-tailed y two-tailed test) cuando el Test H fuese 
significativo (𝛂 < 0,05).  

3.6. Descripción de experimentos  

La totalidad de ensayos se realizaron en la misma área cercana a una fuente de luz 
natural a modo de no ajustar el fotoperíodo. Tanto el diseño experimental como la selección 
de colonias desde el cultivo original se realizaron de forma aleatoria.  

3.6.1    Ensayo preliminar 

Dicho ensayo se realizó con el objeto de evidenciar, según la presencia o no de 
clorosis y/o necrosis, el efecto negativo y la concentración de cada catión (Ag+ y Cu2+) que los 
manifiesten. Además, a partir de tales resultados cualitativos se definió la prioridad de los 
siguientes ensayos con nanopartículas. La concentración se definió a partir de los valores 
límites de Ag y Cu totales presentes en las aguas aptas para el consumo humano con 
tratamientos convencionales (P.L.N Ley 24051/1991). En la Tabla 4 se notifican la 
concentración madre realizada desde las sales de plata y cobre y los niveles límite, obtenidos 
desde diluciones 1:1000 y 1:10, respectivamente.  
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Tabla 4. Precursor y concentraciones de los respectivos cationes en la solución madre y los 
establecidos por los niveles guía en ppm.  

Fuente del catión Sc. Madre (ppm) Nivel guía (ppm) 

AgNO3 (Baker) 5,2 ± 0,1 0,05 ± 0,01  

CuSO4.5H2O (Biopack) 10,2 ± 0,1 1,02 ± 0,01  
 

En todos los casos, las plantas se trasvasaron desde el cultivo original a vasos con 25 
mL de cada solución. En cada uno, se inocularon cuatro colonias de tamaños similares (4 - 5 
frondes) evitando el contacto de las raíces y plantas con el fondo de cada recipiente y la 
superposición entre sí. Los mismos fueron expuestos bajo luz natural, sin ajuste del 
fotoperiodo, durante 7 días (20/03 - 26/03) sin agregado del volumen perdido por evaporación 
y/o absorción. Se realizó la observación de los signos negativos (clorosis, necrosis, 
separación de raíces, etc.) sin uso de material óptico (0X) y sin remoción de los tratamientos. 
Asimismo, se anotó cualquier observación pertinente respecto de alteraciones morfológicas 
en las plantas y/o cambios en la coloración de las soluciones.  

3.6.2    Diseño experimental  

En función de la respuesta observada en el ensayo preliminar, la puesta a punto se 
realizó con los tratamientos con plata (AgNPs y Ag+). Para cada uno, se consideraron tres 
niveles de concentración (A, B y C) con 2 a 3 réplicas según ensayo y disponibilidad de 
espacio como se observa en la Tabla 5. En total se realizaron cuatro ensayos de diferente 
duración, en los cuales se ajustó la metodología, con el agregado de réplicas, reemplazo de 
recipientes, regulación del tiempo de exposición y modificación de las concentraciones. En 
todos los casos se consideró un control del sistema completo en agua desionizada, solvente 
común a todas las síntesis.  

Respecto de las unidades muestrales, cada una abarcó un recipiente con 9-12 
colonias de entre 3-5 frondes en función de la necesidad de biomasa vegetal requerida para 
los posteriores análisis. Posterior al registro diario, las mismas se dispusieron nuevamente 
aleatoriamente en la mesada, bajo la recomendación del diseño presente en OECD (2006). 
Para el último ensayo, se comparó también con las nanopartículas de sulfuro de plata 
(Ag2SNPs) y un control del agente estabilizante (PVP).  
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Tabla 5. Concentraciones de plata total para los ensayos con plata en solución (Ag+) y en los sistemas 
nanoparticulados (AgNPs y Ag2SNPs). Los respectivos cálculos para cada nivel de concentración se 
encuentran en el Anexo 7.1 Cálculos (7.1.1. Ensayos en plata)  

Concentración (ppm)  
Ensayos 

1 - 3 4 5 

Ag+ 

A 0,03  0,03  0,062 

B A 1:10 A 1:10 A 1:10 

C A 1:100 A 1:100 A 1:100 

AgNPs 

A 0,03 0,06 0,1 

B A 1:10 A 1:10 A 1:10 

C A 1:100 A 1:100 A 1:100 

Ag2SNPs 

A — — 0,1 

B — — A 1:10 

C — — A 1:100 
 

En el primer ensayo las soluciones se elaboraron con tres días de antelación, 
conservándose en recipientes plásticos en heladera. Se realizó a lo largo de 13 días (26/4 - 
8/5) con Vi = 50 mL por recipiente y dos réplicas por tratamiento. En el mismo, los recipientes 
empleados fueron vasos de precipitados de 250 mL, dispuestos aleatoriamente en la mesada. 
Debido a la ausencia de cobertores por las características de los recipientes, la pérdida de 
solución por evaporación y toma de muestras implicó la necesidad de agregados de agua 
desionizada a lo largo del ensayo. Asimismo, se realizaron tomas de muestras (V = 10 mL) los 
días 5, 8, 11 y 13 en las soluciones de mayor concentración de AgNP y Ag+, diluyendo en 
mayor medida tales tratamientos. En paralelo, se extrajo una colonia por réplica de dichos 
tratamientos. Mientras que en el segundo ensayo, de 5 días (5/8 - 9/8), se mantuvieron el 
número y tipo de unidades experimentales, los niveles de concentración y las réplicas por 
tratamiento. De igual forma que en el primer ensayo, se realizaron tomas de muestras de 
solución y colonias por tratamientos (niveles más concentrados).  

Debido a la contaminación y el deterioro de la síntesis de nanopartículas de plata 
(AgNPs) inicial, para el tercer ensayo se realizaron nuevas soluciones madre a partir de una 
provista por el laboratorio. El mismo duró un  total de 12 días (2/9 - 13/9), durante el cual se 
redujo la toma de muestras al primer y último día de exposición (días 1 y 12), nuevamente solo 
en los tratamientos más concentrados. Debido a la evaporación, se realizaron agregados de 5 

2 Finalizados los ensayos realizados con plata, a partir de mediciones analíticas se determinó una 
pureza del 60% en la plata stock utilizada para los tratamientos con Ag+. El posterior análisis se realizó 
teniendo en cuenta dicha información con el objeto de no desestimar los resultados observados.  
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mL en todos los recipientes (vasos de 250 mL) al 3°, 5° y 9° día  con la solución base de cada 
tratamiento (PVP) para evitar diluir. Además, debido a lo observado previamente, para el 
tratamiento con Ag+ se agregó una réplica en la concentración intermedia.  

Para el cuarto ensayo se realizaron diversas modificaciones del diseño experimental 
aplicadas en los anteriores. Así se aumentó tanto el número de réplicas como el de colonias 
por tratamiento. Respecto de las réplicas, se decidió el agregado de una tercera en todos los 
niveles de tratamiento. Mientras que, con respecto a las colonias, se agregaron 3 colonias 
más por unidad muestral, con un total de 12 iniciales manteniendo la relación de 9 - 12 frondes 
L. minor análogas a 9 - 12 colonias de S. intermedia. 

En función de las mediciones analíticas realizadas con las muestras del tercer ensayo, 
se duplicó la concentración de todos los tratamientos. También se realizaron dos controles 
analíticos (sin plantas) de las soluciones más concentradas de nanopartículas y Ag+. Debido a 
la adsorción de los metales por la superficie de vidrio, carácter de vital importancia al trabajar 
con concentración bajas, se intercambiaron los recipientes de los ensayos previos por placas 
de Petri plásticas de 90 x 15 mm. Así, se inocularon en 40 mL aproximadamente durante una 
semana (30/9 - 7/10), período en el cual el seguimiento fotográfico se realizó los primeros 
cuatro días de exposición, bajo una cámara con luz controlada con una lámpara de 6400K, 
sobre un fondo blanco. Asimismo, a la par de la observación diaria se agregó un seguimiento 
de las variables fotoquímicas realizado en colaboración.  

Otro cambio realizado fue la suspensión de agregados de volumen perdido por 
evaporación y/o toma de muestras cada 72 hs. En todos los casos, para minimizar la misma, 
las unidades fueron tapadas teniendo cuidado de permitir el paso del aire. Finalmente, debido 
al cese en la extracción de muestras analíticas durante el ensayo, estas solo se realizaron en 
la condición inicial (día 0, solución de inoculación) y final (día 7), tanto en los tratamientos más 
concentrados como en los controles analíticos agregados.  
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Figura 13. Diseño experimental de la puesta a punto realizada con los tratamientos de AgNPs. 
Izquierda: Ensayos 1 - 3. Derecha: Ensayo 4, en la esquina izquierda superior se encuentran los 
controles análiticos de AgNPs y Ag+.   

3.6.2    Ensayos con plata 

En función de la respuesta cualitativa observada a lo largo de la puesta a punto con el 
sistema AgNPs (véase Anexo 7.2 Puesta a punto del diseño experimental) y teniéndose en 
cuenta las correcciones realizadas hacia el último ensayo, se realizó la comparación de los 
sistemas nanoparticulados respecto del catión en solución. A partir de las soluciones madre 
reportadas en la Tabla 6 se realizaron las respectivas diluciones para los tratamientos con 
plata (Ag+, AgNPs y Ag2SNPs) y el control con el agente estabilizante (PVP).  

Tabla 6. Concentración de plata total presente en las soluciones madre para cada sistema 
nanoparticulado, el catión en solución; y concentración de PVP empleada.  

Tratamiento  AgNPs (M) Ag2SNPs (M) Ag+ (M) PVP (ppm) 

Sc. Madre 5.10-3 ± 1.10-3 1,8.10-2 ± 1.10-3 0,10 ± 0,01 1000  
 

Así, las plantas fueron expuestas a tres niveles de concentraciones de los dos 
sistemas nanoparticulados y Ag+, en el rango entre 0,1, 0,01 y 0,001 ppm. Para el control con 
PVP, las mismas solo se expusieron a la mayor concentración estimada de los sistemas y 
Ag+, es decir, 0,1 ppm. Asimismo, se contó con 3 controles de agua desionizada y controles 
analíticos sin la presencia de colonias, de los tres sistemas con plata en su mayor 
concentración como se observa en la Figura 14. De la misma forma, hacia fines de la puesta 
a punto solo se tomaron muestras analíticas de las etapas inicial y final de todas las réplicas 
de los niveles más altos de concentración.  
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Figura 14. Diseño experimental del ensayo con AgNPs, Ag2SNPs, Ag+ y los controles de PVP y agua 
desionizada. Donde 1, 2 y 3 se refieren a los controles analíticos de Ag2SNPs, AgNPs y Ag+, 
respectivamente.  

3.6.3    Ensayos con cobre 

En función de lo observado en el ensayo preliminar, la puesta a punto realizada con los 
sistemas de plata, el ensayo con Ag+, AgNPs y Ag2SNPs y la información bibliográfica y 
analítica, se simplificó el diseño experimental para los ensayos con cobre. Por un lado, se 
modificaron las concentraciones a un único tratamiento de 1 ppm para cada sistema (Cu2+, 
CuNPs y CuSNPs) realizados a partir de las Sc. Madre en la Tabla 7.  

Tabla 7. Concentración de cobre total presente en las soluciones madre para cada sistema 
nanoparticulado y el catión en solución; y valores reales (ppm) utilizados en el ensayo.  

Tratamiento  CuNPs CuSNPs Cu2+ 

Sc. Madre (M) 1,6.10-2  ± 0,001 6,8.10-3 ± 0,0001 1,5.10-2 ± 0,001 

Ensayoreal (ppm) 0,98 ± 0,01 0,99 ± 0,01  0,98 ± 0,01 
 

Por otro lado, el número de réplicas, colonias, la disposición y el material empleado no 
se vió modificado. De la misma forma, se realizaron 3 controles de agua desionizada y 
controles analíticos sin la presencia de colonias de los tres sistemas de cobre. Además, 
nuevamente solo se tomaron muestras analíticas de las etapas inicial y final. Por cuestiones 
temporales, la duración del tratamiento se acortó a las 48 hs de exposición.  
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Figura 15. Diseño experimental del ensayo con CuNPs, CuSNPs, Cu2+ y el control de agua 
desionizada. Donde 1, 2 y 3 se refieren a los controles analíticos de Cu2+, CuNPs y CuSNPs, 
respectivamente.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. ​Caracterización de sistemas nanoparticulados  

La caracterización de los sistemas nanoparticulados se realizó por medio de la 
medición de sus respectivos espectros en el UV-Visible así como por su observación por 
microscopía electrónica de barrido (SEM). Medio por el cual se determinó también el tamaño 
promedio de nanopartículas en cada caso, a partir del análisis de imágenes con ImageJ.  

Para los sistemas nanoparticulados de cationes metálicos, AgNPs y CuNPs, se 
analizó el plasmón de resonancia de todas las síntesis. Sin embargo, solo se calculó la 
distribución de tamaños de las síntesis finalmente empleadas. En cada caso, las mismas se 
refieren a las sintetizadas a partir de los protocolos de Pedre (2015) y Gonçalves Martins et 
al. (2020), respectivamente. En los siguientes apartados se justifica la selección de los 
sistemas previamente mencionados.  

4.1.1.    Caracterización espectrofotométrica de los sistemas 
nanoparticulados  

4.1.1.1. Ensayos con plata    

Por un lado, como se observa en la Figura 6, las nanopartículas de plata realizadas 
presentan un máximo a los 419 nm y un tamaño promedio mayor al esperado por Pedre 
(2015). Por otro lado, el espectro de absorción de las nanopartículas de sulfuro de plata fue 
consistente con lo esperado por Pedre et al. (2018), con un máximo cercano a los 300 nm 
que disminuye hacia los 800 nm (Figura 8B). 

4.1.1.1. Ensayos con cobre 

Tras la medición de los plasmones de las nanopartículas metálicas (CuNPs), con PVP 
y formamida y en ausencia de ambos, se observaron dos picos de absorción a los 711 y 789 
nm, respectivamente. Comparativamente, la primera síntesis realizada presenta CuNPs de 
menor tamaño y carácter más homogéneo como se infiere desde el área bajo la curva en la 
Figura 7. En contraposición, en la síntesis realizada sin PVP, las mismas presentan un 
tamaño promedio de 11 ± 5 nm, como se observa en la distribución de la Figura 16. En dicho 
caso, la distribución, su espectro y la bibliografía permitieron caracterizar un sistema 
nanoparticulado de entre 3,6 - 26,3 nm. La diferencia en tamaño y distribución entre tales 
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síntesis, indicaría que la primera con formamida en el medio sería la más indicada para 
realizar los ensayos.  

En las plantas, principalmente en las terrestres y en menor medida en las acuáticas, 
los poros presentes en las raíces (y talo o fronde en el segundo caso) son la vía de ingreso de 
nutrientes y compuestos, entre ellos las nanopartículas. Así, se sustentan dos vías de 
transporte de metabolitos y elementos que alimentan al resto de la planta. No obstante, la 
toxicidad propia de la formamida podría ocultar el efecto de las nanopartículas, si lo hubiera. 
La misma presenta una dosis letal media (LD50) con su ingesta en ratas de 5,325 ppm 
solamente. En humanos, el contacto puede ocasionar ataxia e irregularidades a nivel 
sanguíneo. Asimismo, a nivel ambiente, se ha demostrado su toxicidad en distintos 
organismos dentro de las tramas tróficas acuáticas, como bacterias, algas, 
microinvertebrados y peces (Sigma-Aldrich, 2025). Por ello, solamente se continuó con la 
caracterización de los sistemas con plata (AgNPs y Ag2SNPs), sulfuro de cobre y la síntesis 
de cobre metálico por su reducción con ácido ascórbico (CuSNPs y CuNPs). 

Finalmente, como se observa en la Figura 8D, el espectro de las CuSNPs demuestra 
un máximo desde los 300 nm que disminuye hacia los 800 nm, en forma similar a la registrada 
por Pedre et al. (2018).  

4.1.2    Caracterización de los sistemas nanoparticulados por SEM  

Por un lado, la distribución de tamaños en el caso de los sistemas nanoparticulados 
de cationes metálicos, AgNPs y CuNPs, fue de un tamaño promedio de 6 ± 5 y 11 ± 5 nm, 
respectivamente. Como se observa en la Figura 16(A-B), las AgNPs presentan una 
distribución heterogénea de tamaños, encontrándose casi en su totalidad nanopartículas de 
entre 0 - 2 nm de diámetro. 

Por su parte, las nanopartículas de cobre, CuNPs, demuestran un rango de tamaños 
superior a las de plata Figura 16(C-D), con diámetros entre los 3 y 20 nm en general. En 
dicho caso también, la mayor frecuencia de tamaños se encuentran en las nanopartículas de 
3 - 4 nm, y entre 7 - 8 nm.  
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Figura 16. Dispersiones de nanopartículas e histogramas de su respectiva distribución de diámetros 
(nm) y proporción (N°partículas). A-B. Dispersión de AgNPs (escala = 20 nm) e histograma. C-D. 
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Dispersión de CuNPs (escala = 40 nm) e histograma. E-F. Dispersión de Ag2SNPs (escala = 40 nm) e 
histograma. G-H. Dispersión de CuSNPs (escala = 100 nm) e histograma. 

En contraposición, la distribución de tamaños en las nanopartículas de sulfuros 
metálicos, Ag2SNPs y CuSNPs, presentaron una media de 14 ± 11 y 17 ± 18, 
respectivamente. En el primer caso, Ag2SNPs a diferencia de la síntesis de plata metálica, no 
solo el tamaño promedio, sino el rango de tamaños de los sulfuros fue mayor y menos 
homogéneo. Como se observa en la Figura 16(E-F), predominan las nanopartículas de entre 
3 - 4 nm y 11 - 12 nm de diámetro.  

En forma similar, el sistema CuSNPs también se conformó por nanopartículas de 
mayor tamaño promedio y distribución más heterogénea que su contraparte metálica Figura 
16(G-H). Mayormente, las nanopartículas presentaron un diámetro entre los 5 - 6 nm. 
Además, ante Ag2SNPs también los tamaños y rangos fueron mayores con una tamaño 
incluso cercano a los 100 nm.  

En resumen, los tamaños estimados para todos los sistemas nanoparticulados se 
observan en la Tabla 8. Los sistemas metálicos, en general, demostraron un menor tamaño 
promedio y rango de nanopartículas, así como una mayor homogeneidad. Asimismo, en el 
caso del sistema AgNPs, también se observó una mayor abundancia comparativa al resto de 
los sistemas.  

Tabla 8. Diámetro promedio, rangos de tamaño en nm estimados para los sistemas nanoparticulados 
de plata  (AgNPs, Ag2SNPs) y cobre (CuNPs, CuSNPs).  

Sistema  Rango diámetro (nm) Diámetro promedio (nm)  

AgNPs 0,4 - 18,6  6 ± 5 

Ag2SNPs 2,5 - 48,4 14 ± 11 

CuNPs 3,6 - 26,3 11 ± 5 

CuSNPs 5,1 - 70,1 17 ± 18 
 

4.2. ​Resultados del ensayo preliminar con Ag+ y Cu2+ 

La respuesta observada entre los cationes, Ag+ y Cu2+,  y sus respectivas diluciones no 
fue homogénea en ninguno de los dos casos. Ag+ demostró un efecto negativo con mayor 
rapidez e intensidad observándose efectos tanto en la solución concentrada como en la 
diluida. A horas de inocular, el tratamiento expuesto a 5 ppm, demostró un cambio en la 
coloración de la solución de incolora a marrón oscuro. Dicha turbidez se mantuvo los 
siguientes días tornándose grisácea entre el 4° y 5° día de exposición. Paralelamente, las 
colonias demostraron signos de clorosis a partir del segundo día, con decoloración a lo largo 
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del borde de la fronde y manchas amarillas, así como la pérdida de raíces. Asimismo, al 7° día 
de exposición se observó la presencia de petequias negras, indicativas de necrosis.  

Por otro lado, en la dilución, se observaron tales signos en forma marcada a partir del 
4° día, con una separación parcial de las raíces de las frondes. Entre el 4° y 7° día, en ambos 
tratamientos, la clorosis aumentó en el remanente de las colonias y frondes sueltas. 
Finalmente, para el 7° y último día de tratamiento, en la solución concentrada tanto la solución 
como las raíces sueltas presentaron una coloración turbia. En contraste, en la diluida tanto la 
solución como las raíces permanecieron con su coloración original.  

 
Figura 17. Izq: Tratamiento preliminar con Ag+. A. Ag+ = 5 ppm (1° día) B. Ag+ = 5 ppm (7° día) C. Ag+ = 
0,05 ppm (1° día). D. Ag+ = 0,05 ppm (7° día). Der: Detalle de regiones con daño en B. Ag+ = 5 ppm 
(arriba) y D. Ag+ = 0,05 ppm (abajo); en ambos casos las posiciones 1 -3 se refieren a las respectivas 
posiciones en las fotografías B y D.  

Con respecto a los tratamientos con Cu2+, tanto la solución concentrada como la 
diluida presentaron una pequeña proporción de raíces sueltas al 4° día, sin embargo las 
colonias permanecieron unidas y carentes de signos necróticos, sin decoloración notoria y 
turgentes hasta el 7° día. La única diferencia observada entre concentraciones fue el tamaño 
de las colonias, con frondes de menor tamaño en las tratadas con la solución concentrada. 
Asimismo, al finalizar el experimento, aquellas tratadas con 10 ppm mostraron una leve 
decoloración en el borde foliar de las frondes mayor a la dada en en el tratamiento de 1 ppm. 
En contraste al tratamiento con Ag+, en ninguna de las dos concentraciones se observaron 
cambios en la coloración de la solución ni de las raíces.  
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Figura 18.  Izq: Tratamiento preliminar con Cu2+ A. Cu2+ = 10 ppm (1° día) B. Cu2+= 10 ppm (7° día) C. 
Cu2+ = 1 ppm (1° día). D. Cu2+ = 1 ppm (7° día). Der: Detalle de regiones con daño en B. Cu2+ = 10 ppm, 
las posiciones 1 -2 se refieren a las respectivas posiciones en la fotografía B.  

Las diferencias observadas, respecto de parámetros (%), FA(%), y de las 𝛓 
alteraciones morfológicas entre tratamientos se resumen en la Tabla 9 a continuación.  

Tabla 9. Comparación de la respuesta observada en los ensayos preliminares con las concentraciones 
límites en aguas aptas para consumo con tratamientos convencionales, expresadas como AgTOTAL y 
CuTOTAL y las soluciones concentradas.  

Tratamiento/ 
Respuesta 

AgTOTAL   CuTOTAL  

5 ppm 0,05 ppm 10 ppm  1 ppm  

Clorosis (%) 68,75 0 45,5 33,3 

Necrosis (%) 12,5 0 0 0 

Pérdida de raíces  ↑↑ ↑ ↑ ↓ 

FA(%) 100 25 50 0 

Pérdida de turgencia  ↑↑ ↑ ↑ ↓ 

Área foliar (cm2) - Dif. - 1,07 1,13 0,95 1,11 

Área clorótica final (%) 35,6 1,30 13,5 6,2 
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En términos generales, la plata, dentro de un rango de concentraciones menores a las 
del cobre, demostró efectos negativos no solo con mayor rapidez, sino también magnitud. La 
exposición a la solución concentrada resultó en el mayor porcentaje de clorosis y necrosis 
observado. Asimismo, la pérdida de raíces y el porcentaje de abscisión de frondes fue el 
máximo en dicho tratamiento.  

Por otro lado, entre los tratamientos con las concentraciones límites la respuesta 
negativa no difirió drásticamente. Ante Ag+ = 0,05 ppm se observó una pérdida parcial de 
raíces, una abscisión 25% frondes y una nula clorosis (0%). En contraste, ante Cu2+ = 1 ppm 
la pérdida de raíces y la abscisión fueron mínimas, y la clorosis fue mayor a la dada con Ag+, 
siendo del 33%.  En función de tales observaciones, la abscisión de raíces y frondes que a 
priori indicarían un daño mayor ante Ag+ que ante Cu2+ (donde sólo se observó una clorosis 
mínima), se realizaron primeramente los ensayos catión - sistema nanoparticulado con plata.  

4.3. ​Resultados de ensayos con plata 

En continuación con los resultados preliminares, se decidió realizar en principio los 
tratamientos empleando soluciones de plata como catión  (Ag+) y formando parte de sistemas 
nanoparticulados (AgNPs y Ag2SNPs). En este caso, ante Ag+ = 0,06 ppm y AgNPs = 0,1 
ppm, se observaron los mayores efectos negativos. A la vez, comparativamente entre los 
sistemas nanoparticulados, AgNPs y Ag2SNPS, las nanopartículas metálicas tuvieron 
mayores efectos que las de sulfuro. Teniendo en cuenta esto en principio, se observaron 
mayores efectos negativos en los tratamientos con AgNPs, seguido de Ag+ y en último lugar 
Ag2SNPs. 

En esta ocasión, debido al seguimiento diario fue posible comparar entre días la 
surgencia de signos como la clorosis y la abscisión de frondes y raíces. De esta forma, se 
pudo observar como ya a las 24 hs de exposición la respuesta negativa fue diferencial entre 
los distintos tratamientos. Con Ag+ y Ag2SNPs, en todos los niveles ya se distinguió una leve 
clorosis. En el segundo caso también se observó una mínima separación de raíces en la más 
concentrada.  

En contraposición, ante AgNPs, no solo se dió la misma respuesta a partir de los 0,01 
ppm, sino que también fue notoria la pérdida de raíces y abscisión de frondes en la totalidad 
de las réplicas de mayor concentración. Sin embargo, cabe mencionar, que las raíces 
remanentes no fueron necesariamente las de menor longitud, observándose un leve aumento 
desde un largo promedio de 0,8 ± 0,1 cm a 0,9 ± 0,2 cm. La turgencia, por su parte, disminuyó 
en gran medida dentro de las 24 hs como se observa en la Figura 19 en el caso de AgNPs = 
0,1 ppm y en menor medida ante Ag+ = 0,06 ppm, cuyas frondes a comparación de los otros 
tratamientos y los controles no demuestra la gibosidad característica.  
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Figura 19. Raíces de S. intermedia a las 0, 24, 48, 72 y 120 hs de exposición de las concentraciones 
más altas de plata (0,06 ppm Ag+ y 0,1 ppm AgNPs y Ag2SNPs) y los controles en Agua y PVP. Izq a 
der: Ag+, AgNPs, Ag2SNPs, Control y PVP. 

A las 48 hs de exposición, no se observaron cambios notorios en los casos de Ag+ y 
Ag2SNPs a diferencia de AgNPs donde se acrecentó en la mayor concentración, tendencia 
que se mantuvo hacia fines del ensayo en dicho caso. Es así que a las 120 hs de exposición, 
el mayor contraste desde la situación inicial y para con los controles lo demostró el 
tratamiento con AgNPs. Ante Ag+, en todos los niveles se observó una leve pérdida de 
pigmentación, con menos del 10% de clorosis en los 3 niveles como se observa en la Tabla 
10. En términos generales, respecto de la coloración, morfología y turgencia no se registraron 
grandes cambios a lo largo de la duración del ensayo. 

Por su parte, en Ag2SNPs, en todos los niveles la clorosis, pérdida de raíces y si hubo, 
la abscisión de frondes fue mínima donde aún con la variabilidad entre tratamientos no superó 
el 5% en todos los niveles. La clorosis, también, si bien fue significativamente diferente a la 
dada en los controles, no superó al 10%, demostrando un mayor efecto en el tratamiento 
intermedio. En contraste, ante AgNPs, los efectos mínimos de ambos parámetros solo se 
observaron ante 0,01 y 0,001 ppm, cuyas colonias se mantuvieron en general turgente, con 
raíces y con poca pérdida de pigmentación. En ambos casos prácticamente no se observó 
abscisión de frondes y la clorosis fue incluso menor a la observable ante las mismas 
concentraciones de Ag2SNPs. En contraposición, frente a 0,1 ppm, en todas las réplicas 
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predominó la clorosis y la abscisión de frondes cubriendo más del 50% en ambos casos. 
Asimismo, la abscisión de raíces como se observa en las Figuras 19 y 20 fue mayoritaria, 
permaneciendo las más frágiles y de menor longitud como se mencionó previamente. 

 
Figura 20. Aspecto general de S. intermedia bajo cada uno de los tratamientos a las 0, 24, 48, 72 y 120 
hs de exposición de las concentraciones más altas de plata (0,06 ppm Ag+ y 0,1 ppm AgNPs y 
Ag2SNPs) y los controles Agua y PVP. Los apartados se refieren a las respectivas posiciones 1 a 3 en las 
placas finales. Izq a der: Ag+, Ag2SNPs, AgNPs, Control y PVP. 

4.3.1​   Parámetros morfométricos  
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En relación a lo mencionado previamente, la estimación de parámetros como la tasa 
de abscisión de frondes, FA(%), y la clorosis, 𝛓 (%), predominaron en los tratamientos con 
AgNPs. En el caso de FA(%), no se observaron diferencias significativas para con el control 
ante la exposición a la totalidad del sistema Ag2SNPs. Asimismo, las concentraciones 
intermedias y mínimas de Ag+ y el sistema AgNPs tampoco demostraron diferencias 
significativas para con los controles. Solo los tratamientos de 0,1 ppm y 0,06 ppm resultaron 
en una abscisión de frondes significativamente mayor. 

Tabla 10. Frecuencia de abscisión FA(%), y clorosis 𝛓 (%) promedio (N = 3) estimadas a t = 5 días, 
para todos los tratamientos, donde A = 0,1 ppm, B = 0,01 ppm y C = 0,001 ppm para AgNPs y Ag2SNPs 
y A = 0,06 ppm, B = 0,006 ppm y C = 0,0006 ppm para Ag+. El error se notifica como el desvío estándar 
(s). 

Tratamiento FA(%)  (%)  𝛓

Control   0 0 

PVP  0 0,7 ± 1,1  

Ag+ 

A 5 ±  3 *, ** 10 ± 3 *, **  

B 0  6 ± 1 * 

C 0 6 ± 1 

Ag2SNPs 

A 1 ± 1 7 ± 2 * 

B 0,9 ± 1,6 7 ± 1 *, ** 

C 1 ± 1 6 ± 5 * 

AgNPs  

A 63 ±  27 *, ** 60 ± 19 *, ** 

B 0,8 ± 1,5 6 ± 2 

C 0  5 ± 1 

* y ** Indican diferencias significativas para con los controles de agua y PVP, respectivamente (𝛼 = 0,05).  

En el caso de 𝛓 (%), en todos los tratamientos con Ag2SNPs se observaron diferencias 
significativas para con el control de agua, e incluso contra el PVP en la concentración 
intermedia. Mientras que en los tratamientos con Ag+ y AgNPs la significancia solo se observa 
en las concentraciones mayores, 0,006 ppm y 0,06 ppm en el caso de Ag+ y en 0,1 ppm para 
AgNPs. Además, en dichos tratamientos también se encuentran diferencias significativas 
para con el PVP en las mayores concentraciones. 
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Figura 21. FA(%) y clorosis (𝛓, %) por tratamiento (ppm) a los 5 días de exposición, * y ** Indican 
diferencias significativas para con los controles agua y PVP, respectivamente (𝛼 = 0,05) en cada 
parámetro.  

En adición al análisis anterior, se estimaron los parámetros en función del tiempo 
como se observa en las Figuras 22 y 23. Por un lado, solamente ante la mayor concentración 
de AgNPs se observó una FA(%) significativamente mayor a la de los controles desde las 24 
hs de exposición. Asimismo, respecto del tratamiento con Ag+ = 0,06 ppm, solo en el último 
día de ensayo se observó dicha respuesta. 

 
Figura 22. FA(%) en función del tiempo (días) para los tratamientos (ppm), * y ** Indican diferencias 
significativas para con los controles agua y PVP, respectivamente (𝛼 = 0,05).  
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Por otro lado, la clorosis fue significativamente notable en dichos tratamientos (Ag+  
0,06 ppm y AgNPs 0,1 ppm) a las 48 hs de exposición. Tendencia observable hacia fines del 
ensayo, junto a la clorosis leve, pero significativa, presente en todos los tratamientos con 
Ag2SNPs (0,1 a 0,001 ppm).  

 
Figura 23. Clorosis (𝛓, %) en función del tiempo (días) para los tratamientos (ppm), * y ** Indican 
diferencias significativas para con los controles agua y PVP, respectivamente (𝛼 = 0,05).  

Respecto de los parámetros relacionados con el crecimiento, es decir las tasas de 
crecimiento desde el área foliar total (𝛍AF) y el número de frondes (𝛍FRONDES), en ambas 
estimaciones no se observaron diferencias significativas entre tratamientos y controles para 
fines del ensayo (Tabla 11). La estimación de la inhibición del crecimiento (%Ir) a partir de las 
tasas, por su parte, presentó una gran variabilidad dentro de los tratamientos (entre 
concentraciones y réplicas). 
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Tabla 11. Tasas de crecimiento (día-1) e Inhibición del crecimiento (%) promedio (N = 3) estimadas a t = 
5 días para todos los tratamientos, donde A = 0,1 ppm, B = 0,01 ppm y C = 0,001 ppm para AgNPs y 
Ag2SNPs y A = 0,06 ppm, B = 0,006 ppm y C = 0,0006 ppm para Ag+. El error se notifica como el desvío 
estándar (s).  

Tratamiento 𝛍ÁF (día-1)  𝛍FRONDES (día-1) %Ir𝛍ÁF %Ir𝛍FRONDES 

Control    0,01 ± 0,02     0,02 ± 0,01   -  - 

PVP    0,01 ± 0,01      0,01 ± 0,01    - - 

Ag+ 

A  0,00 ± 0,01   0,01   77 ± 61  32 ± 21  

B   0,01 ± 0,01     0,02 ± 0,01  79 ± 2  29 ± 20 

C   0,01 ± 0,02     0,01 ± 0,01  95 ± 102  47 ± 38 

Ag2SNP
s 

A   0,00 ± 0,01     0,02 ± 0,01    6 ± 12 5,5 ± 21 

B   0,02 ± 0,02     0,01   - 260 ±  108 35 ± 13 

C   0,00 ± 0,03    0,01   - 198 ± 73  55 ± 16  

AgNPs 

A   - 0,04 ± 0,04     0,01 ± 0,01   929 ± 119  28 ± 20 

B   0,00 ± 0,01     0,01 ± 0,01   - 8 ± 35  52 ± 33  

C   - 0,01     0,01 ± 0,01   308 ± 8  44 ± 41  
* y ** Indican diferencias significativas para con los controles Agua y PVP, respectivamente (𝛼 = 0,05).  

Como se observa en la Figura 24, los tratamientos con Ag+ demostraron la menor 
inhibición en ambos casos (%Ir𝛍ÁF y %Ir𝛍FRONDES). Los sistemas nanoparticulados en cambio, 
presentaron respuestas diferenciables respecto de la inhibición del crecimiento entre 
concentraciones. La observada bajo los tratamientos con Ag+ y Ag2SNPs fue menor al 250% 
en ambas estimaciones. Por un lado, bajo Ag+ no se observaron diferencias en la inhibición 
entre niveles de concentración. En Ag2SNPs tampoco hubo diferenciación al comparar los 
%Ir𝛍FRONDES, sin embargo, los %Ir𝛍ÁF en las menores concentraciones fueron negativos, 
indicando un cierto crecimiento del área foliar.  

Bajo los tratamientos con AgNPs, en cambio, no se observaron diferencias en la 
estimación %Ir𝛍FRONDES, a diferencia de %Ir𝛍ÁF. Ante AgNPs = 0,1 ppm y AgNPs = 0,001 ppm, 
la misma  fue mayor al 250%, y, en el primer caso superior incluso al 500%. Finalmente, al 
analizar la tendencia de las tasas de crecimiento en función del tiempo, similar al análisis 
realizado con FA(%) y 𝛓 (%), no se observaron diferencias significativas para con los controles 
en ninguno de los casos (véase Anexo 7.3 Tablas y Figuras).  
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Figura 24. Izq: Tasas de crecimiento, 𝛍AF en verde y 𝛍FRONDES en celeste, en función del tratamiento 
(ppm) a fines del ensayo. Der: Inhibición del crecimiento (%) a partir de las respectivas tasas de 
crecimiento para los tratamientos (Ag+, AgNPs y Ag2SNPs).  

4.3.2​   Alteraciones morfológicas 

Como se mencionó en la sección 4.3 Ensayos con plata no se observaron cambios 
notables respecto de la coloración y turgencia hacia fines del ensayo en la mayoría de los 
tratamientos. Por su parte, la exposición a AgNPs = 0,1 ppm manifestó la respuesta negativa 
de mayor magnitud, con altas FA(%) y 𝛓 (%), y la pérdida de turgencia y raíces más notoria.  
Dicha respuesta se complementa con las alteraciones morfológicas presentes en la Tabla 12, 
puesto que, por ejemplo, la necrosis solo se observó en las mayores concentraciones de 
AgNPs y Ag+. En tales casos, si bien la magnitud fue mínima (con menos del 5%), coincide 
con los tratamientos en los cuales también se observó una mayor clorosis (Tabla 10).  

Respecto de las raíces, la pérdida fue mínima y/o nula salvo en casos puntuales como 
ante AgNPs = 0,1 ppm y Ag+ = 0,06 ppm. En todos los tratamientos con Ag2SNPs y los niveles 
menores de los anteriores sistemas, no se observaron diferencias notorias para con los 
controles. Además, al realizar el seguimiento diario de la longitud por tratamiento no se 
observaron diferencias significativas respecto de la condición inicial en ninguno de los casos, 
aún si las remanentes en AgNPs fueron las de menor longitud.  

Tabla 12. Comparación de la respuesta promedio final (N = 3) observada en los ensayos con Ag+, 
Ag2SNPs y AgNPs en los tres niveles de tratamiento, donde A = 0,1 ppm, B = 0,01 ppm y C = 0,001 
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ppm para AgNPs y Ag2SNPs y A = 0,06 ppm, B = 0,006 ppm y C = 0,0006 ppm para Ag+. El error se 
notifica como el desvío estándar (s).  

Tratamiento Necrosis 
(%) DifÁF (cm2) 

Área 
clorótica 
final (%) 

Peso 
húmedo (g) 

Pérdida 
de 

raíces  
Pérdida de 
turgencia  

Control  0  1,04 ± 0,08  1 ± 1  1,2 ± 0,1 ↓ ↓ 

PVP  0  1,05 ± 0,05  1,4 ± 1,3  1,0 ± 0,2 ↓ ↓ 

Ag+ 

A 0,8 ±  1,3 1,02 ± 0,03  6 ± 2 *, ** 0,7 ± 0,2 ↑ ↑↑ 

B 0  1,03 ± 0,04  2,3 ± 1,1   0,9 ± 0,1 ↓ ↑ 

C 0  1,1 ± 0,1 1,45 ± 0,08  0,8 ± 0,1 ↓ ↓ 

Ag2SNPs 

A 0 1,02 ± 0,03  3,6 ± 1,1  0,9 ± 0,2 ↓ ↓ 

B 0  1,1 ± 0,1  3,3 ± 1,5  1,0 ± 0,1 ↓ ↓ 

C 0  1,0 ± 0,2  5 ± 4  0,8 ± 0,1 ↓ ↓ 

AgNPs 

A 3,5 ± 6,1 0,8 ± 0,2  34 ± 17 *, ** 0,5 ± 0,1 ↑↑ ↑↑ 

B 0,6 ± 1,1 1,02 ± 0,03  5 ± 1 *, ** 0,8 ± 0,1  ↓ ↑ 

C 0  0,93 ± 0,02  3,5 ± 1,6  0,7 ± 0,1 ↓ ↓ 
* y ** Indican diferencias significativas para con los controles Agua y PVP, respectivamente (𝛼 = 0,05).  

El área foliar, característica medida diariamente para la estimación de la tasa de 
crecimiento (𝛍), no demostró un cambio significativo respecto de la condición inicial. Esto se 
observa tanto en la Figura 25 como en la Tabla 12 a partir de la diferencia entre tales 
condiciones (DifAF). En relación a las áreas totales, por su parte, el área clorótica final (mayor a 
la empleada para determinar 𝛓 según el criterio empleado) demostró ser significativamente 
mayor en los tratamientos con mayor 𝛓 y en la concentración intermedia de AgNPs. En el caso 
de los tratamientos con Ag2SNPs, pese a presentar una mayor área clorótica, la misma no se 
diferenció significativamente de los controles en contraste con la 𝛓.  
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Figura 25. Área foliar inicial y final, y área clorótica final (cm2) en cada uno de los tratamientos (ppm) al 
inicio y fines del experimento, días 0 y 5, respectivamente. Los *, ** se refieren a diferencias 
significativas para con el control y PVP, respectivamente en el caso del área clorótica final (𝛼 = 0,05).   

Finalmente, la observación al microscopio óptico de los tratamientos más 
concentrados, complementó las observaciones previamente mencionadas respecto de la 
pérdida de pigmentación (asociada a la clorosis y las áreas cloróticas) y turgencia. En las 
frondes bajo AgNPs y Ag+ se observa como la coloración verde provista por los plastos es 
menor a la observable cualitativamente en el control. Si bien no fue posible observar a mayor 
aumento cambios en su morfología o cantidad, la coloración más amarilla e incluso marrón 
como en el punto 2 en CT de Ag+ a 40 y 100X se encuentra asociada a la clorosis. En las 
tratadas con el sistema Ag2SNPs, por su parte, la coloración no difiere del control.  
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Figura 26. Preparados de cortes transversales (CT) a 40X y 100X de frondes tratadas con 0,1 ppm 
(AgNPs y Ag2SNPs) y 0,06 ppm (Ag+) y el control bajo luz blanca natural y luz polarizada. Arriba: 
Control (izq), Ag+ (der); Abajo: Ag2SNPs (izq), AgNPs (der). Nom: cs = cara superior fronde, ci = cara 
inferior fronde, r = raíces, ae = aerénquima y cr = cristales de calcio. La coloración se debe a los plastos.  

Respecto de la turgencia, pese a las rupturas notorias en el aerénquima causadas por 
el corte y el montaje del preparado, se observa como las frondes del control y Ag2SNPs 
mantienen una forma gibosa aún en tales circunstancias. Asimismo, un cambio notorio entre 
plantas es la dispersión, morfología y cantidad de cristales de oxalato de calcio (cr) presentes, 
donde en el control se observa una clara diferenciación según sección (cara superior, 
aerénquima, cara inferior y raíces), no tan notoria ya en los tratamientos.  

4.4. ​Resultados de ensayos con cobre 

Pese a que la exposición en los ensayos fue solo de 48 hs a comparación de los 
ensayos en plata (120 hs), en dicho umbral de tiempo fueron notorios diversos efectos 
negativos sobre las colonias de S. intermedia. De forma similar, ante el catión en solución y el 
sistema CuNPs, se observaron las mayores respuestas, ya a las 24 hs de exposición en 
ambos sistemas, tanto en relación a la abscisión de raíces como de colonias. Paralelamente, 
en el sistema CuSNPs la principal observación respecto de la toxicidad fue la abscisión de 
raíces, respuesta presente en todos los tratamientos con cobre.  

Como se observa en la Figura 28, y en contraposición a lo observado ante la plata, la 
abscisión de raíces se observó en la totalidad de los sistemas, a las 24 hs en el caso de Cu2+ y 
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CuNPs y a las 48 hs para el sistema CuSNPs. Inicialmente, es notorio que las raíces eran 
largas en los tres tratamientos y cercanas a las presentes en el control de 1,2 ± 0,1 cm. Sin 
embargo, ya a las 24 y 48 hs de exposición, las remanentes en Cu2+ y CuNPs presentaron un 
largo promedio levemente inferior, de 0,8 ± 0,1 cm y 0,8 ± 0,2 cm, respectivamente (Figura 
27). No obstante, no se observaron diferencias significativas respecto de la longitud inicial y 
final de raíces por tratamiento, de forma similar al ensayo realizado en plata.  

Otro carácter asociado a las raíces mencionable respecto de sus cambios entre 
tratamientos, es la notoria pérdida de la caliptra en las plantas tratadas con cobre, cuando las 
plantas del control no demostraron dicha pérdida (Figura 27). A comparación, aquellas 
expuestas a cobre en los tres sistemas, ya a las 24 hs parecen haberla perdido.  

 
Figura 27. Raíces de S. intermedia a las 0, 24 y 48 hs de exposición de los tratamientos con cobre (1 
ppm) y el control. Izq a der: Control, Cu2+, CuNPs y CuSNPs.  

Respecto de la turgencia, en general se observó una pérdida de gibosidad en las 
frondes tanto de los tratamientos con Cu2+ como con CuNPs. En contraste, las tratadas con 
CuSNPs no sólo demostraron una menor abscisión de raíces sino también una menor pérdida 
de turgencia, asemejándose más a su condición inicial y a las control.  

 

57 



Tesis de licenciatura                    ​ ​ ​ ​ ​ Cruz, Maia Sabrina.  

 
Figura 28. Aspecto general de S. intermedia bajo cada uno de los tratamientos a las 0, 24 y 48 hs de 
exposición de los tratamientos con cobre (1 ppm) y el control. Los apartados se refieren a las 
respectivas posiciones 1 a 3 - 4 en las placas finales. Izq a der: Control, Cu2+, CuNPs, CuSNPs.  

Cabe mencionar que la abscisión de frondes en los tratamientos con Cu2+ y CuNPs, 
ocurrió tempranamente, a las 24 hs de exposición (Figura 28). Efecto remarcado a las 48 hs, 
con una FA(%) mayor al 50% en ambos casos. En contraposición, la abscisión presente en 
CuSNPs fue mínima e indiferenciable a la observada en el control a lo largo de la duración del 
ensayo. 

4.4.1 Parámetros morfométricos  

Como se mencionó previamente, la FA(%) observada en los tratamientos con Cu2+ y 
CuNPs fue significativamente superior a la presente en el control y en el sistema CuSNPs, 
similitud que posee en común con los ensayos realizados en plata, donde Ag+ y AgNPs 
demostraron respuestas similares. Además, entre tales tratamientos y la incidencia de la 
abscisión, resalta CuNPs con una FA = 70% solamente a las 48 hs de exposición (Tabla 13).  
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Tabla 13. Frecuencia de abscisión (%) y clorosis (%) promedio (N = 3) estimadas a las 48 horas de 
exposición para todos los tratamientos con cobre 1 ppm. El error se notifica como el desvío estándar 
(s).  

Tratamiento FA(%)  (%)  𝛓

Control 0,8 ± 1,4  0  

Cu2+ 55 ± 10 * 5 ± 4  

CuNPs  70 ± 2 * 6,8 ± 2,0  

CuSNPs 2,2 ± 2,0  3 ± 3  
* Indica diferencias significativas para con el control agua (𝛼 = 0,05).  

Respecto de la clorosis (%), si bien tanto Cu2+ como CuNPs presentaron el mayor 
nivel, el mismo fue menor al 10% (Figura 29). Además, no se observaron diferencias 
significativas para con el control ni entre tratamientos.  

 
Figura 29. FA(%) y 𝛓 (%) por tratamiento (ppm) a las 24 y 48 hs de exposición, * indica diferencias 
significativas para con el control agua (𝛼 = 0,05) en cada parámetro.  

Los parámetros 𝛍ÁF y 𝛍FRONDES presentes en la Tabla 14 de forma similar a la dada bajo 
la exposición de los sistemas de plata no demostraron diferencias significativas entre sí y ni 
para con el control. Tales tasas no se diferenciaron en magnitud con las estimadas en el 
ensayo anterior.     
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Tabla 14. Tasas de crecimiento (día-1) e Inhibición del crecimiento (%) promedio (N = 3) estimadas a 
las 48 horas de exposición para todos los tratamientos con cobre 1 ppm. El error se notifica como el 
desvío estándar (s).  

Tratamiento 𝛍ÁF (día-1)  𝛍FRONDES (día-1) %IrÁF %IrFRONDES 

Control 0,05 ± 0,02  0,00 ± 0,01  -   -   

Cu2+  0,02 ± 0,02  0,02 ± 0,01 57 ± 44  - 520 ± 315  

CuNPs  0,05 ± 0,03  0 ± 0  - 11 ± 60  100 ± 0  

CuSNPs - 0,02 ± 0,02  0,01 ± 0,03  146 ± 43  100 ± 0 
* Indica diferencias significativas para con el control agua (𝛼 = 0,05).  

La inhibición del crecimiento estimada a partir de 𝛍FRONDES demostró ser mayor en los 
tratamientos con sistemas nanoparticulados. En contraste, su estimación en el tratamiento 
con Cu2+ implicaría una estimulación del crecimiento, y en este caso puntual del número de 
frondes. Asimismo, tales frondes como se observa en la Figura 28, presentaron un menor 
tamaño y turgencia que las presentes al inicio del ensayo.  

La estimación desde 𝛍ÁF, por su parte, resultó en la inhibición del crecimiento en todos 
los tratamientos, observándose un máximo bajo la exposición a CuSNPs. Ante CuNPs, si 
bien la variabilidad entre réplicas es notoria, la respuesta general también fue de inhibición. En 
contraste, al exponerse a Cu2+ la respuesta inhibitoria varía entre estimaciones. Como se 
observa en la Tabla 14, en el primer caso (%IrhAF) se percibe una inhibición respecto del 
control a partir del área foliar. En el segundo caso, %IrhFRONDES, la respuesta es inversa como 
ya se ha mencionado.  
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Figura 30. Izq: Tasas de crecimiento, 𝛍AF en verde y 𝛍FRONDES en celeste, en función del tratamiento 
(ppm) a fines del ensayo. Der: Inhibición del crecimiento (%) a partir de la tasas de crecimiento (𝛍AF) 
para los tratamientos (Cu2+, CuNPs y CuSNPs).  

4.4.2 Alteraciones morfológicas 
En continuación con las diferencias observadas entre ensayos, ante los sistemas de 

cobre no se observó en ninguna medida necrosis. Aún si la duración del mismo fue solamente 
de 48 hs, dicha diferencia es notable al considerar la magnitud de la pérdida de raíces y la 
mínima clorosis observada (Figura 28, Tabla 15).  
 
Tabla 15. Comparación de la respuesta promedio final (N = 3) observada en los ensayos con Cu2+, 
CuNPs y CuSNPs 1 ppm. El error se notifica como el desvío estándar (s).  

Tratamiento Necrosis 
(%) DifÁF (cm2) 

Área 
clorótica 
final (%) 

Peso 
húmedo 

(g) 
Pérdida 

de raíces  
Pérdida de 
turgencia  

Control  – 1,10 ± 0,05 0,6 ± 0,8 1,40 ± 0,04 ↓ ↓ 

Cu2+  – 1,04 ± 0,04 6 ± 6 * 1,55 ± 0,95 ↑↑ ↑↑ 

CuNPs  – 1,11 ± 0,06 6,0 ± 0,2 * 1,31 ± 1,08 ↑↑ ↑↑ 

CuSNPs – 0,96 ± 0,04 2 ± 1 1,23 ± 0,02 ↑↑ ↓ 
* Indica diferencias significativas para con el control agua (𝛼 = 0,05).  

Respecto de las áreas foliares, en cambio, no se registraron diferencias significativas 
para con los valores iniciales a las 48 hs de exposición. No obstante, el área clorótica final 
ante Cu2+ y CuNPs si fue significativamente mayor a la observada en el control.  
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Figura 31. Área foliar inicial y final, y área clorótica final (cm2) en cada uno de los tratamientos (ppm) al 
inicio y fines del experimento, a las 0 y 48 hs de exposición, respectivamente. El * se refiere a las 
diferencias significativas para con el control agua en el caso del área clorótica final (𝛼 = 0,05).   

4.5. ​Resultados electroquímicos 

Entre los objetivos de esta tesis se propuso la medición de enzimas asociadas al 
estrés oxidativo, como la ascorbato oxidasa (AO). A continuación se presentan las 
mediciones realizadas respecto de la actividad enzimática de AO en los sistemas con plata 
(Ag+, AgNPs y Ag2SNPs). 

4.5.1​   Ensayos con plata 

En las soluciones buffer PBS se observa la corriente de oxidación del ácido ascórbico 
(AA). Si está solución se expone a un extracto vegetal que contiene AO, dado que la enzima 
oxidará parcialmente al AA, electroquímicamente se verá una señal menor para la oxidación 
del AA. De este modo una menor corriente de oxidación electroquímica evidencia una mayor 
actividad enzimática. Bajo estas condiciones y puntualmente para S. intermedia, se ha 
verificado estar determinado la AO y no la ascorbato peroxidasa (Petri et al. trabajo en 
preparación). 

En relación con lo mencionado previamente, naturalmente los extractos vegetales 
presentan especies capaces de reducirse u oxidarse, como se observa en los voltagramas C y 
D de la Figura 32. Sin embargo, la respuesta observada en presencia del AA se encuentra en 
órdenes de magnitud mayores, con máximos entre 300 y 400 A en el caso del control en agua 
y PVP, y a 600 A para el AA por su cuenta. En este sentido, la existencia de tales elementos, 
no implicaría un problema al observar la respuesta con el agregado de AA en los extractos 
debido a la diferencia de magnitudes en las corrientes obtenidas.  
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Figura 32. A. Voltagrama cíclico de PBS, ácido ascórbico (AA), extracto vegetal en el control de agua y 
en PVP con AA y del extracto vegetal en el control de agua con PBS. B. Voltagrama cíclico de PBS y el 
extracto vegetal en el control de agua y PBS. vBARRIDO = 0,05 V/s, VRef = Ag/AgCl.  

Analizando los tratamientos con plata, se observan diferencias respecto de la 
actividad enzimática con el agregado de AA. En tales casos, es de esperar que si la presencia 
del contaminante afecta la actividad enzimática la corriente de oxidación del AA sea mayor 
que para el caso del control. Es así que, observando el voltagrama en la Figura 33 y en 
relación a la señal dada por los controles, el sistema AgNPs parece afectar a priori la actividad 
de la ascorbato oxidasa. En contraposición, Ag+ y Ag2SNPs no parecen afectarla e incluso 
favorecerían su actividad al presentar una corriente menor a la observada en los controles.  

 
Figura 33. Voltagrama cíclico de los extractos vegetales bajo los tratamientos de Ag+

 = 0,06 ppm, 
AgNPs = 0,1 ppm y Ag2SNPs 0,1 ppm y de los controles en agua y PVP; en presencia de ácido 
ascórbico (AA). vBARRIDO = 0,05 V/s, VRef = Ag/AgCl. 
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Finalmente, se estimó el índice Imáx/Imáx
0 promedio, sin normalizar y normalizado en 

función de la masa vegetal. El mismo, se refiere a la relación a la corriente de oxidación de AA 
obtenida en cada uno de los tratamientos respecto de la obtenida en el buffer PBS. De esta 
forma, un mayor valor representa una menor actividad enzimática de AO.  

En la Figura 34, se observa una menor actividad enzimática de AO en el sistema 
AgNPs 0,1 ppm en presencia de AA. En el caso del sistema Ag2SNPs 0,1 ppm la respuesta es 
la opuesta, como se mencionó previamente en relación al voltagrama en la Figura 33, 
mientras que ante Ag+ al normalizar en función de la masa vegetal, la actividad enzimática es 
incluso mayor a la dada en los controles. Sin embargo, cabe recordar, que esto es ante casi la 
mitad de la concentración dada en los sistemas nanoparticulados, con 0,06 ppm.  

 
Figura 34. Imax/I0

max promedio en función de los tratamientos (Ag+
 = 0,06 ppm, AgNPs = 0,1 ppm,  

Ag2SNPs 0,1 ppm) y los controles (agua y PVP) en presencia de ácido ascórbico (AA), sin normalizar 
(A) y normalizado en función de la masa del extracto (B). 

En relación con lo anterior, ensayos realizados en el grupo de investigación durante la 
escritura de esta tesis, ante la misma concentración de los sistemas (0,1 ppm), dieron como 
resultado una menor actividad enzimática en presencia de Ag+. Respecto de los sistemas 
nanoparticulados, la observación en Ag2SNPs se mantuvo, mientras que ante AgNPs sí bien 
se observó disminución de la actividad, la misma no superó a la dada con Ag+.  

4.6. ​Discusión  

4.6.1 Sistemas con plata 
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En el marco de esta tesis se realizaron ensayos con tres sistemas de plata en solución 
y formando parte de sistemas nanoparticulados (Ag+, AgNPs y Ag2SNPs), sobre una 
macrófita acuática de raíz libre de amplia distribución en el país. Tales sistemas se han 
sintetizado y caracterizado como parte de está tesis (Tabla 8, Figura 16), resultando en 
nanopartículas de plata del orden de los 10 nm aproximadamente.  En Argentina, el nivel límite 
guía de AgT en las aguas aptas para el consumo humano con tratamientos convencionales es 
de 0,05 ppm (P.L.N Ley 24051/1991). En el presente ensayo ante Ag+, AgNPs y Ag2SNPs, 
las mayores concentraciones fueron de 0,06 ppm para el catión y 0,1 ppm en los sistemas 
nanoparticulados. El valor guía en dicho caso se duplicó con el objeto de cuantificar 
analíticamente las concentraciones menores (1.10-3

 ppm contra 5.10-4 ppm). Asimismo, se 
evaluaron parámetros morfométricos, tasas de crecimiento (𝛍AF y 𝛍F) y sus correspondientes 
porcentajes de inhibición (%Inh𝛍) así como las alteraciones morfológicas observadas a lo 
largo del ensayo sobre S. intermedia (Koch 1932).  

Ante perturbaciones como el aumento de MPs, las plantas exhiben cambios 
morfológicos, fisiológicos, etc. (Singh et al. 2022), cuya medición por medio de parámetros 
morfométricos permite cuantificar su impacto y/o toxicidad. Ante la presencia de Ag esto pudo 
percibirse al observar el conjunto de parámetros, alteraciones y mediciones electroquímicas 
realizadas. De está forma, se observó una mayor toxicidad sobre S. intermedia ante AgNPs, 
seguido de Ag+ y finalmente Ag2SNPs. En este último grupo, salvo en uno solo de los 
parámetros, no se observaron diferencias significativas ni en función del tiempo ni respecto de 
los controles. De entre tales parámetros, además, la frecuencia de abscisión (FA%) y la 
clorosis 𝛓 (%) demostraron ser los más sensibles en los rangos empleados sobre S. 
intermedia como se explica a continuación.  

Por un lado, FA% fue significativamente mayor (𝛼 < 0,05) ante 0,06 y 0,1 ppm de Ag+ y 
AgNPs, respectivamente (Figuras 19, 21 - 22). En dicho caso, la presencia temprana (24 hs) 
de una abscisión significativa en AgNPs en contraste a Ag+ (120 hs), podría adjudicarse a la 
diferencia del 40% entre concentraciones. Ya que entre las especies Ag+ es la más tóxica 
(Padhye et al. 2023, Gumpu et al. 2015, Topp et al. 2010); hecho reafirmado en ensayos 
comparativos posteriores de los sistemas Ag+ y AgNPs a la misma concentración. Estas 
observaciones son consistentes con Topp et al. (2010) y Jiang et al. (2012) respecto de la 
FA% en presencia de Ag+ en L. minor y S. polyrrhiza, ante AgNPs. También se observan 
similitudes con Jiang et al. (2012), en cuanto a la abscisión de raíces (Figuras 19-20) como 
la significancia de FA% a partir de las 24 hs. Sin embargo, las concentraciones en las cuales 
se dan tales resultados difieren, ocurriendo a 0,5 y 1 ppm de AgNO3 y AgNPs, 
respectivamente. Es decir, valores entre 5 a 10 veces mayores a la máxima en AgNPs y en el 
nivel límite guía, lo que demostraría una susceptibilidad a AgNPs en S. intermedia mayor a la 
dada en S. polyrrhiza.    
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Por otro lado, se observó una 𝛓 (%) temprana significativa (𝛼 < 0,05) ante 0,06 ppm 
Ag+ y 0,1 ppm AgNPs a las 24 y 48 hs de exposición, respectivamente. Además, a las 120 hs y 
fines del ensayo también se observaron efectos frente a Ag+ 0,06 ppm y todas las 
concentraciones de Ag2SNPs (0,1 ppm a 0,001 ppm) (Figuras 20-21 y 23). La clorosis, 
visible como coloración amarilla en los bordes o regiones en las hojas verdes (Pereira et al. 
2018), es una manifestación clara del cambio en el contenido de pigmentos, respuesta que 
puede ocurrir bajo diversos factores, incluyendo la contaminación por MPs. Esto ya se ha 
observado en estudios previos realizados ante Ag (Lalau et al. 2020, Pereira et al. 2018, 
Jiang et al. 2012), en los cuales la pérdida de pigmentos, principalmente fotosintéticos, no 
solo deriva en la pérdida de coloración sino también en daños a nivel celular. Que, a su vez, 
pueden derivar en condiciones de estrés oxidativo y favorecer la formación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS). No es menor mencionar entonces, que las AgNPs también 
colaboran con el aumento en los niveles de ROS en S. polyrrhiza y otras especies como L. 
gibba (Jiang et al. 2014, 2017, Pereira et al. 2018).  

Bajo condiciones de estrés, tales como la presente en el trabajo, las ROS derivadas 
del metabolismo propio se tornan tóxicas detonando cadenas de daño que pueden terminar 
en la apoptosis (Arora et al. 2002). Las enzimas antioxidantes cumplen entonces un rol clave 
en el freno de tales cascadas, minimizando el daño en la medida de lo posible. Por ello, la 
medición de su actividad es una herramienta clave en la determinación de la toxicidad a nivel 
celular. 

La ascorbato oxidasa (AO) es una de las principales defensas antioxidantes al oxidar 
el ácido ascórbico (AA) al monodehidroascorbato (MDHA) en el apoplasto (Mellidou & 
Kanellis 2024). Asimismo, es sabido que su actividad enzimática disminuye bajo ciertas 
condiciones, entre ellas la presencia de MPs (Tamás et al. 2007). En relación con este 
conocimiento y la actividad de Ag+ y AgNPs en la inducción de ROS, sería esperable que bajo 
estrés oxidativo la actividad de AO se vea disminuida. Los resultados de las VC 
complementan estas observaciones (Figuras 32-33). Si bien la actividad resultó ser mínima 
en el sistema AgNPs indicando un mayor daño a AO, lo que se percibe como  un mayor 
Imax/I0

max normalizado, ante Ag+ ocurre lo opuesto. En dicho caso, pese a observar lo opuesto, 
debe considerarse que se desconoce la naturaleza de la contaminación del reactivo de 
AgNO3 empleado en tales soluciones. En la repetición realizada durante la escritura de esta 
tesis la tendencia era menor pero en el mismo sentido que para las AgNPs. 

De entre los parámetros morfométricos propuestos, en contraposición a la FA% y 𝛓 
(%) de las cuales ya se ha hablado extensamente, 𝛍AF (día-1) y 𝛍F (día-1) demostraron una nula 
sensibilidad sin significancia alguna entre tratamientos. Esto se opone a lo observado por 
Henke et al. (2011), Pereira et al. (2018) y Lalau et al. (2020), entre otros; donde 𝛍 es el 
estimador más sensible a nivel fisiológico. No obstante, es relevante mencionar que en tales 
estudios se emplean medios Steinberg o Hoagland ricos en nutrientes además de rango de 
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concentraciones superiores a los usados aquí. En contraste a tales estudios, en esta tesis no 
se emplearon medios de cultivo de ningún tipo tanto en los tratamientos como controles. Ya 
que, previo a los ensayos no se observaron daños, clorosis o efectos negativos sobre las 
plantas inoculadas en agua desionizada. Teniendo en cuenta el rango bajo empleado en los 
ensayos y el conocimiento de la supervivencia de S. intermedia en el agua, se continuó con 
dicha diferencia metodológica a modo de minimizar las posibles interacciones entre metales y 
nutrientes. Además. considerando que tanto Jiang et al. (2014) como Lalau et al. (2020) 
atribuyeron la agregación de AgNPs al aumento de la fuerza iónica, parámetro que a su vez 
dependerá del medio, es posible que no sólo las propiedades del sistema AgNPs haya influido 
en la toxicidad en nuestros ensayos sino también la menor fuerza iónica. Ya que, en tales 
casos, también argumentan que la agregación disminuye la toxicidad de AgNPs al impedir su 
ingreso a través de los poros celulares (Pereira et al. 2018). 

 

El diámetro promedio de las AgNPs fue de 6 ± 5 nm, mientras que las Ag2SNPs 
presentaron un promedio de 14 ± 11 nm (Tabla 8, Figura 16). Cuando en Lalau et al. (2020), 
Pereira et al (2018) y Wang et al. (2014) las AgNPs en promedios rondaron entre 27,33 ± 
0,97, 79 ± 8 nm y 22,9 ± 6,1 nm (PVP-AgNPs), respectivamente. No sólo las características 
de las nanopartículas limitan su absorción al interior, sino también la propia fisiología de la 
planta relacionada con las condiciones del ambiente. En las macrófitas acuáticas de raíz 
flotante, como son S. intermedia, L. minor, L. punctata y S. polyrrhiza, la absorción de 
elementos ocurre principalmente a través de la superficie externa de las frondes. En relación a 
ello, el tamaño de los estomas depende tanto de la especie como de las condiciones 
ambientales, dentro de un rango entre 10 a 80 µm (Hetherington & Woodward, 2003). Sí 
bien la primer vía de ingreso no se vería limitada, permitiendo su transporte hacia el resto de la 
planta, el ingreso a las células sí. Las células vegetales presentan poros que conectan el 
citoplasma continuo permitiendo el transporte intercelular de compuestos, denominados 
plasmodesmos. Los mismos, poseen en promedio un tamaño de 10 nm, pudiendo modificar 
su apertura durante ciertos procesos como la reproducción (Pereira et al. 2018). Teniendo 
esto en cuenta, es posible que en está ocasión las AgNPs hayan podido ingresar, 
favoreciendo su toxicidad. 

El mecanismo comúnmente propuesto en las AgNPs respecto de su toxicidad es la 
estrategia del “caballo de Troya”, en la cual la Ag+ liberada por la inestabilidad innata de las 
AgNPs ingresa al cuerpo a través del engaño (Padhye et al. 2023). De está forma, se 
transladaría por medio del apoplasto al resto del cuerpo, pudiendo o no ingresar a la vía 
simplástica y desencadenando los daños a nivel celular ya mencionados (Sembada & 
Leggoro 2024). Pese a que en el presente trabajo se pudo confirmar la presencia de Ag en la 
planta a través de mediciones analíticas posteriores, no se ha podido confirmar sí la misma 
fue adsorbida en la superficie o incorporada a la matriz vegetal. No obstante, en función de lo 
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mencionado previamente, la probabilidad de que las AgNPs hayan ingresado considerando la 
respuesta medida, no es necesariamente baja. Asimismo, a nivel celular se confirmó ante 
AgNPs 0,1 ppm daño en la AO, enzima de rol principalmente apoplástico (Mellidou & 
Kanellis 2024). Considerando tales observaciones, aunque sería necesario realizar más 
mediciones para confirmar estas hipótesis, resulta factible que las AgNPs puedan ingresar 
por la superficie y a través de los poros celulares ingresen al apoplasto generando daños en 
AO. 

En los párrafos previos ya se ha explicado cómo Ag+ y AgNPs son tóxicas sobre S. 
intermedia, en el rango empleado. Tales resultados son consistentes con lo observado en 
rangos superiores sobre otras especies como S. polyrrhiza, L. minor, L. punctata, etc. (Jiang 
et al. 2012, 2014, 2017; Topp et al. 2010, Lalau et al. 2020). Asimismo, resultados 
similares se han observado en otros grupos de plantas vasculares terrestres y acuáticas 
(Padhye et al. 2023). Por ello, la presencia de daños fisiológicos y a nivel celular en tales 
sistemas eran respuestas esperables aún con la diferencia de concentraciones y el 
desconocimiento respecto a la toxicidad en S. intermedia. Con el nivel límite de 0,05 ppm 
delimitado por la Ley 24051, esta observación no es trivial. Puesto que en ambos sistemas 
nanoparticulados, por lo menos uno de los parámetros más sensibles fue significativo. Por un 
lado, aún si FA(%) solo fue significativo ante AgNPs 0,1 ppm, tanto en dicha concentración 
como en su dilución 1:10 𝛓 (%) también. Por otro lado, en el sistema Ag2SNPs 𝛓 (%) fué el 
único parámetro propuesto significativo, incluso, en la totalidad del rango estudiado. 
Asimismo, en contraste a los otros sistemas, no demostró daño a nivel de la enzima AO. 
Siendo que la sulfuración es considerada la alternativa ecológica a la toxicidad de las AgNPs 
(y de las CuNPs), debido a la baja solubilidad de los sulfuros (Kps = ∼10−51) (Li et al. 2015a, 
Padhye et al. 2023) la falta de daño en S. intermedia en bajas concentraciones es 
consistente con esos resultados. 

4.6.2 Sistemas con cobre  

En la evaluación de la presencia de Cu2+, CuNPs y CuSNPs sobre S. intermedia, el 
nivel guía estipulado por la Ley 24051 fué la base para definir el rango y/o las concentraciones 
de los tratamientos. En está ocasión, el nivel aceptable de Cu en las aguas aptas para el 
consumo humano con tratamientos convencional es de 1 ppm. Debido al desconocimiento 
respecto de la toxicidad de los sistemas nanoparticulados CuNPs y CuSNPS sobre S. 
intermedia y a razón de su necesidad como micronutriente esencial no se modificó la 
concentración en el presente ensayo.  

Bajo este contexto, la exposición a Cu2+ y CuNPs demostró una mayor toxicidad sobre 
S. intermedia. En ambos, ya a las 24 hs la FA(%) fue significativa (𝛼 < 0,05) con un 55 ± 10 % 
frente a Cu2+ y 70 ± 2 % ante CuNPs (Figuras 28 - 29). De está forma, las nanopartículas de 
cobre metálico parecerían ser más tóxicas que Cu2+ en contraste a la bibliografía (Gumpu et 
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al. 2015). Con una bibliografía limitada en lo que respecta sistemas vegetales acuáticos, 
Song et al. 2015, obtuvieron resultados similares en tres especies de Lemnaceae, L. minor, 
S. polyrrhiza y W. arrhiza con una abscisión de raíces temprana total en las dos primeras en 
tratamientos mayores a 0,6 ppm. Esto es consistente con las observaciones tanto en Cu2+ 
como en CuNPs, e incluso bajo el tratamiento de CuSNPs teniendo en cuenta que a 
concentraciones elevadas inhiben el crecimiento e inducen la abscisión de raíces (Song et al. 
2015). 

Respecto de los parámetros 𝛓 (%), 𝛍AF y 𝛍F, ninguno presentó diferencias significativas 
entre tratamientos ni para con el control. Asimismo aún con la abscisión temprana de raíces 
no se observaron indicios de clorosis (con un 𝛓 ＜10%) ni necrosis. Debido a la capacidad de 
ingresar por raíces que presentan tanto Cu2+ como CuNPs, Jiang et al. (2012), propuso que 
la abscisión de raíces y frondes podría ser un mecanismo defensivo que evitaría la expansión 
interna del contaminante. La marcada abscisión dada ante Cu2+ y CuNPs a diferencia de 
CuSNPs considerando la diferencia en la toxicidad de tales especies apoyaría esta 
observación.  

En el diámetro promedio de los sistemas CuNPs y CuSNPs se encontraría otra 
explicación también. De la misma forma que las AgNPs y Ag2SNPs, el posible ingreso se ve 
limitado por la propia fisiología de S. intermedia. Teniendo en cuenta lo anterior, los promedios 
en cada sistema fueron 11 ± 5 y 17 ± 18 nm, respectivamente. Debido a la variabilidad dada en 
tales sistemas, la posibilidad de que ingresen como CuNPs y CuSNPs persiste. Una 
diferencia no mencionada hasta ahora entre síntesis de nanopartículas, es la proporción final 
de cada sistema (Figura 16). Los dos sistemas con Ag demostraron una proporción mucho 
mayor a la de los sistemas con Cu, hecho que influye directamente en la posibilidad de 
ingresar a la matriz vegetal. No obstante, teniendo que nuevamente no se hizo uso de medios 
de cultivo o de agentes externos que puedan afectar la integridad de las nanopartículas, se 
puede afirmar que los efectos observados bajo cada sistema (Cu2+, CuNPs y CuSNPs) se 
deben netamente a la acción del cobre en sus distintas especies. 
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
FUTURAS  

El conjunto de estimaciones indicarían que Ag es más tóxico que Cu en todas sus 
especies, de acuerdo a la bibliografía, generando ambos efectos tóxicos sobre S. intermedia. 
En ambos sistemas, Ag+, AgNPs y Ag2SNPs y Cu2+, CuNPs y CuSNPs; al menos uno de los 
parámetros estimados fue significativo en la determinación de toxicidad. En dichos casos, la 
FA% demostró ser el parámetro más sensible a la presencia de Ag como Ag+ 0,06 ppm y 
AgNPs 0,1 ppm; y de Cu como Cu2+ y CuNPs 1 ppm. Asimismo, ante Ag la 𝛓 (%) asociada a la 
pérdida de pigmentos fotosintéticos y por ende a daños a nivel celular también fue 
determinante respecto de la toxicidad. En este sentido, si bien morfológicamente no fue 
posible apreciar diferencias entre la toxicidad de Ag+ - AgNPs y Cu2+ - CuNPs, ante los 
sulfuros (como era esperable) si fue observable tal distinción. Respecto del daño a nivel 
celular, a priori parecería ser que la actividad de la AO se ve afectada en presencia de Ag, ya 
sea como Ag+ o AgNPs. En este trabajo, debido a las propiedades de los sistemas 
nanoparticulados la probabilidad de que la toxicidad sea causada propiamente por la plata en 
nanopartícula es mayor. Por ello, es aconsejable continuar con los ensayos de toxicidad de 
tales MPs sobre S. intermedia, complementando los análisis biológicos con las 
determinaciones electroquímicas.   

Teniendo esto en cuenta, tanto FA% como 𝛓 (%) parecerían a priori buenos 
estimadores de la toxicidad en S. intermedia en contraste a lo observado en otras lemnaceas. 
Donde tales respuestas no solo fueron significativas, sino que también se vieron 
complementadas con las alteraciones morfológicas, principalmente la abscisión de raíces. 
Cabe mencionar que el grupo de investigación en el que se ha realizado esta tesis continúa 
trabajando en determinaciones analíticas respecto de bioacumulación y ensayos 
fotoquímicos que complementan estas observaciones.  

De este modo, se está realizando la repetición y realización de más ensayos sobre S. 
intermedia con el objeto de profundizar en su potencial uso como bioindicador. Cabe recordar 
que, no solo es una especie cuyas cualidades como su rápido crecimiento, tamaño 
intermedio y fácil cuidado, la hacen conveniente como sistema biológico; sino también su 
distribución a lo largo del país la hacen una especie de interés en lo que respecta a la 
contaminación de los ambientes nativos. Resaltando su sensibilidad a bajas concentraciones 
referentes a los límites en agua apta para el consumo previamente tratada de Ag y Cu en corto 
plazo, menos de 120 hs, como los estipulados por la Ley 24051. Si bien, no se refiere al nivel 
estipulado en los cuerpos de agua naturales, tanto en nuestro país como en otras partes del 
mundo no todas las fuentes de agua de consumo común son efectivamente tratadas. El uso 
de sensores, ya sean biológicos como plantas u otros organismos o fácilmente manipulables, 
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en estos casos proveerían una ventaja en la detección de contaminantes como los MPs sobre 
dichas aguas.   

Finalmente, considerando lo explicado previamente, se contemplaría a futuro no solo 
la repetición de ensayos en concentraciones equiparables, sino también en rangos cada vez 
más amplios. Asimismo, profundizar en la medición de más enzimas asociadas al ROS en S. 
intermedia y en otras especies potencialmente indicadoras. Paralelamente, teniendo en 
cuenta la especiación de tales iones en medios acuosos y la presencia de factores 
fisicoquímicos, compuestos orgánicos, etc. en los cuerpos de agua, replicar los ensayos en 
sistemas más complejos no sería algo menor. Puesto que, en el contexto actual, la 
contaminación por MPs formando parte de sistemas nanoparticulados debido a incidencia y 
avance en múltiples industrias, representa una problemática que solamente se extiende.   
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7. ANEXO  

7.1 Cálculos  

7.1.1 Ensayos en plata 

A continuación se anexan las diluciones desde la Sc. Madre empleadas en el ensayo 
con Ag. En el caso de AgNPs, sí bien se sintetizaron de acuerdo al protocolo descrito por 
Pedre (2018), debido a lo explicado en el apartado 7.2 Puesta a punto del diseño 
experimental se empleó una síntesis provista por el laboratorio de AgNPs = 5.10-3 M.   

  𝑉
𝑆𝑐.𝑀𝑎𝑑𝑟𝑒(𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠)

 =  250 𝑚𝐿 * 0,1 𝑚𝑔/𝐿
0,005 𝑚𝑜𝑙/𝐿 * 107,87 𝑔/𝑚𝑜𝑙 * 1000 𝑚𝑔 * 1000 𝑚𝐿 =  45. 44 µ𝐿 | 𝑆

1
 =  0, 1 𝑝𝑝𝑚

 𝑆
2
 =  0,1 𝑝𝑝𝑚 * 25 𝑚𝐿 

250 𝑚𝐿  =  0, 01 𝑝𝑝𝑚

 𝑆
3
 =  0,1 𝑝𝑝𝑚 * 2.5 𝑚𝐿 

250 𝑚𝐿  =  0, 001 𝑝𝑝𝑚

   𝑉
𝑆𝑐.𝑀𝑎𝑑𝑟𝑒(𝐴𝑔2𝑆𝑁𝑃𝑠)

 =  250 𝑚𝐿 * 0,1 𝑚𝑔/𝐿
0,018  𝑚𝑜𝑙/𝐿 * 107.87 𝑔/𝑚𝑜𝑙 * 1000 𝑚𝑔 * 1000 𝑚𝐿 =  12. 73 µ𝐿  | 𝑆

1
 =  0, 1 𝑝𝑝𝑚

 𝑉
𝑆𝑐.𝑀𝑎𝑑𝑟𝑒(𝐴𝑔+)

 =  250 𝑚𝐿 * 0,1 𝑚𝑔/𝐿
0,1  𝑚𝑜𝑙/𝐿 * 107,87 𝑔/𝑚𝑜𝑙 * 1000 𝑚𝑔 * 1000 𝑚𝐿 =  2. 32 µ𝐿 | 𝑆

1
 =  0, 1 𝑝𝑝𝑚

Para las diluciones  y en Ag2SNPs y Ag+ se siguió el mismo protocolo notificado con 𝑆
2
 𝑆

3
 

AgNPs. La solución de PVP = 0,1 ppm se realizó a partir de 0,1 g en 100 mL (PVP = 1000 
ppm).  

  𝑆
1 

=  0,1 𝑝𝑝𝑚 * 100 𝑚𝐿
1000 𝑝𝑝𝑚 =  10 µ𝐿

7.1.2 Ensayos en cobre 

   𝑉
𝑆𝑐.𝑀𝑎𝑑𝑟𝑒(𝐶𝑢𝑁𝑃𝑠)

 =  250 𝑚𝐿 * 1 𝑚𝑔/𝐿
0,016 𝑚𝑜𝑙/𝐿 * 63,55 𝑔/𝑚𝑜𝑙 * 1000 𝑚𝑔 * 1000 𝑚𝐿 =  246 µ𝐿 | 𝑆

1
 =  1 𝑝𝑝𝑚

  𝑉
𝑆𝑐.𝑀𝑎𝑑𝑟𝑒(𝐶𝑢𝑆𝑁𝑃𝑠)

 =  250 𝑚𝐿 * 1 𝑚𝑔/𝐿

6,8.10−3 𝑚𝑜𝑙/𝐿 * 63,55 𝑔/𝑚𝑜𝑙 * 1000 𝑚𝑔
* 1000 𝑚𝐿 =   578 µ𝐿 | 𝑆

1
 =  1 𝑝𝑝𝑚

   𝑉
𝑆𝑐.𝑀𝑎𝑑𝑟𝑒(𝐶𝑢2+)

 =  250 𝑚𝐿 * 1 𝑚𝑔/𝐿
0,03 𝑚𝑜𝑙/𝐿 * 63,55 𝑔/𝑚𝑜𝑙 * 1000 𝑚𝑔 * 1000 𝑚𝐿 =  131 µ𝐿 | 𝑆

1
 =  1 𝑝𝑝𝑚

7.2 Puesta a punto del diseño experimental 

Como se mencionó en el apartado 3.6.2. Diseño experimental, tanto el diseño como la 
metodología aplicada fueron modificándose en función de los ensayos realizados a lo largo de 
la puesta a punto. De manera tal  de suplir los factores que afectasen el conjunto de 
mediciones (morfométricas, fotoquímicas y analíticas).  
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A lo largo del 1° ensayo no se observaron marcados efectos adversos sobre las 
plantas bajo AgNPs. La abscisión de raíces y frondes fue mínima y la clorosis fue notoria hacia 
fines del ensayo en conjunto con la disminución de la turgencia. La pérdida de coloración, de 
hecho, resaltó hacia el 12vo día de exposición. En contraste, al tratarlas con Ag+, la clorosis 
fue evidente ya a las 72 hs en las de mayor concentración, por debajo del nivel límite de 
AgTOTAL referencia. Además, en función del tiempo en las menores concentraciones también 
fue notoria la clorosis y, en al menos una réplica, la necrosis y abscisión total de raíces. Tales 
respuestas solo se remarcaron hacia fines del ensayo sin demostrar mejoras.  

De forma similar, en el 2° ensayo la respuesta bajo el sistema nanoparticulado fue 
mínima, con solamente una leve clorosis y abscisión de raíces en la mayor concentración al 
finalizar. En contraposición, ante Ag+ entre las 48 - 72 hs se observó la abscisión completa de 
frondes y raíces.  

No obstante, las respuestas observadas en tales ensayos con el sistema 
nanoparticulado, no fueron realmente representativas de su efecto sobre las plantas. Al 
inocular nuevamente y medir el espectro UV-Visible de las AgNPs, se comprobó la 
contaminación de la síntesis original. Posiblemente en tales casos los recipientes en los 
cuales se almacenaron estuviesen contaminados, hecho que imposibilita diferenciar si la 
respuesta se debe al sistema o al contaminante en cuestión. Asimismo, debido a la 
interacción entre los sistemas y recipientes de vidrio donde fueron almacenadas, las 
concentraciones probablemente fuesen menores a las notificadas.  

Para el 3° ensayo, ya con la síntesis provista por el laboratorio, la abscisión con el 
sistema AgNPs se observó entre las 48 - 72 hs de exposición en todas las concentraciones. 
Asimismo, la clorosis fue evidente a partir de la semana salvo ante la mayor concentración 
donde se observó a las 72 hs. En consistencia con lo observado bajo Ag+, la exposición 
denotó efectos negativos que aumentaron en función de la concentración. En todos los 
casos, luego de las 72 hs tanto la clorosis como la abscisión de frondes fue notoria, casi en su 
totalidad en las más concentradas. Sin embargo, en función de la interacción entre 
recipientes, además de la pérdida de solución por evaporación se decidió repetirlo una vez 
más con el intercambio de los vasos por placas de petri plásticas. Además, se duplicó la 
concentración del sistema AgNPs, a un rango más cercano al nivel límite guía.     

En el 4° ensayo ante una mayor concentración del sistema AgNPs la abscisión de 
raíces, frondes y la clorosis fue mínima a fines del mismo. Mientras que, la respuesta con Ag+ 
se mantuvo, observándose una pérdida de turgencia y raíces ya a las 48 hs en todos los 
niveles de concentración así como clorosis. No obstante, la tendencia observada fue en 
oposición al aumento de concentraciones. Tales respuestas solo se acrecentaron ante un 
mayor tiempo de exposición en ambos sistemas.  
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7.3 Tablas y Figuras   

A continuación se anexan los resultados respecto de la longitud de raíces y áreas 
foliares promedio para los ensayos con los sistemas plata y cobre. Así como las tasas de 
crecimiento en función del tiempo para el ensayo con los sistemas plata (Ag+, AgNPs y 
Ag2SNPs).  
 
Tabla 16. Comparación de la respuesta promedio final (N = 3) observada en los ensayos con Ag+, 
Ag2SNPs y AgNPs en los tres niveles de tratamiento, donde A = 0,1 ppm, B = 0,01 ppm y C = 0,001 
ppm para AgNPs y Ag2SNPs y A = 0,06 ppm, B = 0,006 ppm y C = 0,0006 ppm para Ag+. El error se 
notifica como el desvío estándar (s). 

Tratamiento 
Longitud de raíces (cm) Área foliar (cm2) 

Inicial  Final  Inicial  Final 

Control  0,8 ± 0,1 0,9 ± 0,2 10,4 ± 0,5  10,7 ± 1,1 

PVP  0,92 ± 0,04 1,0 ± 0,1 9, 3 ± 1,1 9,7 ± 1,4 

Ag+ 

A 0,7 ± 0,1 0,8 ± 0,1  8,5 ± 0,6  8,8 ± 0,8  

B 0,93 ± 0,03 0,73 ± 0,06 8,5 ± 0,5  8,8 ± 0,5 

C 0,91 ± 0,05 0,76 ± 0,06 9,2 ± 0,7  9,6 ± 1,2 

Ag2SNPs 

A 0,78 ± 0,09 0,6 ± 0,2 8,3 ± 1,0  8,5 ± 0,8 

B 0,8 ± 0,1 0,9 ± 0,2 8,7 ± 0,7  9,3 ± 0,3 

C 0,9 ± 0,1  0,8 ± 0,1 9,3 ± 1,2  9,5 ± 1,0 

AgNPs 

A 0,8 ± 0,1 0,9 ± 0,2 10 ± 2 8,5 ± 0,6 

B 0,76 ± 0,06 0,9 ± 0,1 9,0 ± 0,4 9,2 ± 0,4 

C 0,79 ± 0,08 1,04 ± 0,06 8,8 ± 0,2 8,3 ± 0,3 
 
Tabla 17. Comparación de la respuesta promedio final (N = 3) observada en los ensayos con Cu2+, 
CuNPs y CuSNPs 1 ppm. El error se notifica como el desvío estándar (s).  

Tratamiento 
Longitud de raíces (cm) Área foliar (cm2) 

Inicial  Final  Inicial  Final 

Control   1,2 ± 0,1 1,1 ± 0,1 10,6 ± 1,2  11,7 ± 0,9 

Cu2+   1,1 ± 0,05 0,7 ± 0,1 10,9 ± 0,5 11,3 ± 0,3 

CuNPs   1,2 ± 0,2 0,8 ± 0,2 10,3 ± 0,3  11,5 ± 1,0 

CuSNPs  1,2 ± 0,2 0,9 ± 0,2 11,9 ± 0,4 11,4 ± 0,1 
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Figura 35. Tasa de crecimiento, 𝛍ÁF (día-1), en función del tiempo (hs) para los tratamientos con plata 

(ppm), con 𝛼 = 0,05.   

 
Figura 36. Tasa de crecimiento, 𝛍FRONDES (día-1), en función del tiempo (hs) para los tratamientos con 
plata (ppm), con 𝛼 = 0,05.  

79 


	Portada
	RESUMEN 
	ABSTRACT 
	ABREVIATURAS 
	ÍNDICE
	1.​INTRODUCCIÓN 
	1.1​Metales pesados    
	1.1.1.​ Plata y Cobre  
	1.1.2.​ Sistemas nanoparticulados  

	1.2 ​Macrófitas acuáticas   
	1.3 ​Especies reactivas de oxígeno 

	2.​HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
	3.​ MATERIALES Y MÉTODOS 
	3.0. Materiales 
	3.1. ​Síntesis de nanopartículas 
	3.1.1. Síntesis de nanopartículas metálicas  
	3.1.2. Síntesis de nanopartículas de sulfuros metálicos 

	3.2. ​Cultivo, cuidado y determinación de S. intermedia 
	3.2.1 Aclimatación y adquisición de plantas 
	3.2.2 Determinación taxonómica  

	3.3. Parámetros evaluados  
	3.3.1 Parámetros morfométricos  
	3.3.2 Variables respuesta 
	3.3.3 Alteraciones morfológicas  

	3.4. Mediciones electroquímicas 
	3.5. Análisis estadísticos 
	3.6. Descripción de experimentos  
	3.6.1 Ensayo preliminar 
	3.6.2 Diseño experimental  
	3.6.2 Ensayos con plata 
	3.6.3 Ensayos con cobre 


	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
	4.1. ​Caracterización de sistemas nanoparticulados  
	4.1.1. Caracterización espectrofotométrica de los sistemas nanoparticulados  
	4.1.1.1. Ensayos con plata    
	4.1.1.2. Ensayos con cobre 

	4.1.2 Caracterización de los sistemas nanoparticulados por SEM  

	4.2. ​Resultados del ensayo preliminar con Ag+ y Cu2+ 
	4.3. ​Resultados de ensayos con plata 
	4.3.1​  Parámetros morfométricos  
	4.3.2​  Alteraciones morfológicas 

	4.4. ​Resultados de ensayos con cobre 
	4.4.1 Parámetros morfométricos  
	4.4.2 Alteraciones morfológicas 

	4.5. ​Resultados electroquímicos 
	4.5.1​  Ensayos con plata 

	4.6. ​Discusión  
	4.6.1 Sistemas con plata 
	4.6.2 Sistemas con cobre  


	5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS  
	6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
	7. ANEXO  
	7.1 Cálculos  
	7.1.1 Ensayos en plata 
	7.1.2 Ensayos en cobre 

	7.2 Puesta a punto del diseño experimental 
	7.3 Tablas y Figuras   


