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PROLOGO

Las propiedades particulares de las Nps, muy diferentes en muchos aspectos a
las de sus solidos masivos, han abierto nuevos campos de estudio e investigacion a todo
nivel: tedricos y aplicados. Son mas inestables que los sélidos masivos de los que se
diferencian principalmente por su estructura electrénica que no suele ser continua. Esto
es una ventaja a nivel de su reactividad y suelen presentar superficies especificas altas
que son muy propicias para los procesos de catalisis, un ingrediente muy importante
en los procesos cinéticos. Otra propiedad interesante es que no presentan defectos
estructurales en su volumen como vacancias o dislocaciones, a diferencia de sus
correspondientes soélidos masivos.

Las presentes monografias forman parte del titulo: “Nanociéncias e
Nanotecnologia: Pesquisa e Aplicagdes”. Los articulos estan ordenados de lo
mas general (e.g., produccioén y caracterizacion de las Nps) a los relacionados con
aplicaciones practicas (e.g., foto catdlisis y a su relacion principalmente con aplicaciones
de origen biologico).

Estos muestran la potencialidad de las nanotecnologias en la comprension
de nuevas aplicaciones en campos tan variados como la catalisis, fotocatalisis, bio-
remediacion, contaminantes, ambientes acuaticos, antisépticos, bactericidas, virucidas,
compuestos bio-activos, biosintesis extracelular e intracelular, estudio de suelos,

vegetales y probidticos, etc.

Juan Ramon Collet-Lacoste
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CAPITULO 9

ESTUDIO DE LAS NANOPARTICULAS DE SULFURO
DE CADMIO OBTENIDAS A PARTIR DE BIOMASA Y
EXTRACTOS FUNGICOS DE Fusarium oxysporum'
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RESUMEN: Las nanoparticulas de sulfuro
de cadmio (CdSNPs) sintetizadas por via
fungica presentan propiedades fisicoquimicas

' El proyecto A1-S-31777 fue financiado por el Fondo
Sectorial de Investigacion para la Educacion, Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)

Nanociéncias e Nanotecnologia: Pesquisa e Aplicacoes

que pueden ser aplicadas en diversas areas,
por lo que actualmente se estudian los
diferentes métodos de sintesis biogénica
de nanoparticulas (NPs) para lograr ciertas
caracteristicas de interés. El hongo Fusarium
OXysporum es un microorganismo ampliamente
estudiado en la sintesis de diversas NPs,
debido a la amplia variedad de moléculas con
capacidad reductora que produce, mismas
que posiblemente participan en el proceso de
sintesis y recubrimiento de los nanomateriales.
Por ello, este capitulo pretende evidenciar las
diferencias entre el uso de la biomasa flungica
y el filtrado libre de células de F. oxysporum
para la sintesis de CASNPs.

PALABRAS CLAVE: Biosintesis extracelular.
Biosintesis intracelular. Filtradhussao
extracelular. Filtrado libre de células.

STUDY OF CADMIUM SULFIDE

NANOPARTICLES OBTAINED FROM

Fusarium oxysporum BIOMASS AND FUNGAL
EXTRACTS

ABSTRACT: Cadmium sulfide nanoparticles
(CdSNPs) synthesized by fungal pathway
present physicochemical properties that
can be applied in different areas, so different
methods of biogenic synthesis of nanoparticles
(NPs) are currently being studied to achieve
certain characteristics of interest. The fungus
Fusarium oxysporum is a microorganism
widely studied in the synthesis of diverse
NPs, due to the wide variety of molecules
with reducing capacity that it produces, which
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possibly participate in the process of synthesis and coating of nanomaterials. Therefore,
this chapter aims to evidence the differences between the use of fungal biomass and cell-
free filtrate of F. oxysporum for the synthesis of CASNPs.

KEYWORDS: Cell-free filtrate. Extracellular filtrate. Intracellular biosynthesis. Extracellular
biosynthesis.

1 INTRODUCCION

Las nanoparticulas semiconductoras son un material compuesto por diversos
elementos no metalicos que incluyen los grupos II-VI, [lI-V y IV-VI de la tabla periddica, asi
como diferentes iones metalicos (Kumar, 2019). Dentro de estos grupos de elementos se
incluyen los cationes de Zn, Cd y Hg en combinacion con los aniones de S, O, Te, y Se
para formar nanomateriales como los de ZnO, ZnS, CdTe, CdS por mencionar algunos.
Estos materiales presentan propiedades opticas, eléctricas y térmicas unicas debido a la
naturaleza conductora y aislante de los elementos que la conforman (Kumar, 2019).

Las CASNPs son nanoestructuras semiconductoras que han ganado importancia
en diversos campos a causa de las propiedades opticas, eléctricas y quimicas que
exhiben. Dichas propiedades estan dadas por la energia de banda prohibida, la cual
se incrementa de 2.42 electronvoltios (eV) hasta 3 — 4 eV cuando el material de CdS a
granel llega a tamanos inferiores a 100 nm. Lo anterior les confiere caracteristicas de
interés para una amplia variedad de aplicaciones en el campo de la biomedicina, 6ptica y

electronica (Kozhevnikova et al., 2015).

2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE SULFURO DE CADMIO

Las CASNPs pueden ser sintetizadas por métodos fisicos, quimicos y biolégicos.
En los métodos bioldgicos se utilizan organismos vivos como plantas, bacterias y hongos,
asi como materia organica como biomasas para llevar a cabo el proceso de reduccion y
nucleacion de las nanoparticulas; estos métodos tienen como ventaja que los procesos
requieren materiales menos toxicos, de menor costo y generan menor dafo a la salud y
al ambiente, pues hacen uso de procesos enzimaticos, moléculas y compuestos propios
de los organismos que las generan (Jacob et al., 2016). Por lo anterior, se ha reportado
que las nanoparticulas sintetizadas por éstos métodos presentan una alta estabilidad
coloidal y biocompatibilidad, debido posiblemente a que las nanoparticulas presentan un
recubrimiento con biomoléculas. No obstante, en la mayoria de las ocasiones la obtencion
y purificacion de nanoparticulas biogénicas suele ser complicada dependiendo del tipo de
organismo que se utilice para su produccion (Jacob et al.,, 2016). En el caso de la sintesis

y recubrimiento de nanoparticulas por via fungica, las proteinas, enzimas y moléculas
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implicadas se encuentran en la pared celular de los hongos o son secretadas al medio, lo
que facilita el uso de la biomasa, el filtrado extracelular o el filtrado libre de células de los
hongos (Siddigi & Husen, 2016).

3 SINTESIS DE CdSNPs A PARTIR DE HONGOS

Los hongos son microorganismos con alto potencial para sintetizar nanoparticulas
de diferentes materiales, debido a que secretan o pueden tener en su pared celular unagran
cantidad de enzimas, proteinas, y moléculas implicadas en la reduccion y estabilizacion
de las NPs, por lo que la sintesis puede llevarse a cabo intra y extracelularmente utilizando
la biomasa o el filtrado libre de células (Jacob et al., 2016), ademas de generar menos
residuos toxicos y presentar recubrimientos biogénicos derivados del hongo que les
confieren mayor estabilidad y biocompatibilidad (Siddigi & Husen, 2016).

Para la sintesis de nanoparticulas mediante hongos es necesario cultivar el hongo
en agar nutritivo y transferirlo a un medio liquido rico en nutrientes para producir la biomasa
fungica, posteriormente los metabolitos fungicos producidos entraran en contacto con el
precursor inorganico formando las NPs (Siddigi & Husen, 2016). La sintesis de las NPs
mediante hongos puede realizarse de dos maneras; sintesis intracelular mediante la
biomasa fungica, donde las NPs se sintetizan dentro de la célula y sintesis extracelular
mediante el filtrado libre de células, donde las NPs se sintetizan en el medio, como se

observa en la siguiente figura (Fig.1) (Patil et al., 2021r).

Fig. 1 Esquema de los mecanismos de sintesis intracelular y extracelular en hongos.
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4 SINTESIS DE CdSNPs A PARTIR DE LA BIOMASA FUNGICA

En la sintesis intracelular, las NPs son producidas dentro de la célula, los iones
metdlicos se unen a la pared celular mediante interacciones electrostaticas y son
reducidos por las biomoléculas presentes en la pared celular formando las NPs (Kashyap
et al. 2013). Se han postulado algunos mecanismos y moléculas implicadas en los procesos
de biosintesis, sin embargo, ain no se han dilucidado por completo. En el caso de F.
oxysporum se ha reportado que es capaz de producir NPs de diversos materiales como
la plata, oro, circonio, silicio, titanio, platino, titanio de bario y sulfuro de cadmio mediante
la secrecion de enzimas y biomoléculas (Bansal et al., 2006; Priyabrata Mukherijee, et al.,
2002; Riddin et al., 20086).

Los hongos son capaces de producir una amplia gama de moléculas proteicas
y enzimas, sin embargo estas varian de acuerdo a la especie y a las condiciones de
crecimiento; se ha observado que el tipo de biomolécula y la cantidad producida son
diferentes entre el filtrado extracelular y la biomasa, ya que en el filtrado extracelular,
el hongo se somete a estrés al no tener los nutrientes necesarios para su crecimiento
por lo que secretan una gran cantidad de biomoléculas, las cuales son las responsables
de la reduccién y recubrimiento de las NPs, por lo que dependiendo del tipo de sintesis
utilizado las caracteristicas finales de las NPs pueden ser diferentes (Hamedi et al., 2017).

Vetchinkina y col. (2018) evaluaron la sintesis intracelular y extracelular de NPs
de HAuCI4 con 4 diferentes hongos Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes, Ganoderma
lucidum, y Grifola frondosa y observaron que dependiendo del tipo de sintesis, la forma
y tamano de las NPs se ve afectada; mediante sintesis intracelular se formaron NPs
de 50 100 nm de diametro y de diferentes formas (hexagonal, tetragonal y triangular)
mientras que con el filtrado extracelular se obtuvieron NPs mas homogéneas, esféricas y
de menor tamano 2- 20 nm de diametro, asi mismo evaluaron la actividad de los siguientes
compuestos Mn-peroxidasa, lacasas y tirosinasas encontrando que la cantidad variaba
de acuerdo al tipo de hongo, no obstante habia una mayor produccién de todos los
compuestos en el filtrado extracelular en comparacion con el de la biomasa, por lo que
la reduccidn de iones y formacion de particulas esta directamente relacionada con el
metabolismo de los hongos.

A causa de la gran variedad de componentes bioldgicos que presenta la biomasay
aquellos excretados al medio acuoso; los nanomateriales que son sintetizadas utilizando la
biomasa pueden dar como resultado nanoparticulas heterogéneas en tamaro, estructura
y composicion, con baja pureza, y con un excedente de materia organica que puede

interferir para su correcta caracterizacion y con sus potenciales aplicaciones (Reyes et
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al., 2009). En nuestro grupo de trabajo se sintetizaron CdSNPs utilizando un residuo de
azufre y la biomasa de F. oxysporum f. sp. lycopersici; el hongo se crecié en 30 ml de
MGYP (g/L) (6 g extracto de malta, 10 g glucosa, 3 g extracto de levadura, 5 g peptona) en
agitacion constante por 4 dias a 30°C, la biomasa resultante se recupero por filtracién al
vacio y se incub6 6 g de biomasa con 62.5 mL de Cd(NO,)2 01 mMy 0.62 g del residuo de
azufre por 12 h a 30°C, obteniendo CdSNPs esféricas de 2.64 +0.84 nm de diametro, sin
embargo en la micrografia de TEM (Fig. 2), las NPs se observan aglomeradas y rodeadas
de un excedente de material organica, lo cual concuerda con el diametro hidrodinamico

determinado mediante DLS (Dispersion de luz dinamica) de 195.61.94 + 4.04 nm.

Fig. 2 Micrografia TEM a) NPs a escala de 20 nm, b) NPs a escala de 5 nm, c) histograma de dispersion de tamafos.

e |

Actualmente se explora nuevas metodologias de sintesis de nanomateriales a
partir de extractos acuosos a partir de la biomasa de hongos filamentosos con la finalidad
de eliminar la mayor parte de impurezas y componentes bioldgicos no esenciales para su
sintesis y asi optimizar la produccion de NPs y conseguir NPs mas puras. No obstante,
algunos autores han reportado que no se logro sintetizar NPs a partir del filtrado
extracelular de F. oxysporum f. sp. lycopersici y que fue necesario el uso de su biomasa
para lograr la sintesis (Sandoval-Cardenas, 2017).

5 SINTESIS DE CdSNPs A PARTIR DEL FILTRADO EXTRACELULAR Y FILTRADO
LIBRE DE CELULAS

La sintesis fungica de CdSNPs a partir del filtrado extracelular es el proceso
en el cual se obtienen nanomateriales que son sintetizados y recubiertos mediante

biomoléculas presentes en el medio de cultivo o sobrenadante donde fue crecido
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el hongo (Fig. 3). Esto debido a que en dicho medio se encuentran compuestos que
son liberados por el hongo como producto de su metabolismo primario y secundario
(Sandoval-Cardenas, 2017), de los cuales algunos compuestos activos, generalmente
provenientes del metabolismo secundario tienen la capacidad reductora necesaria para
llevar a cabo la sintesis y recubrimiento de las nanoparticulas; sin embargo, el filtrado
extracelular puede llegar a ser poco efectivo (Hamedi et al., 2017). Hamedi y col. (2017)
han demostrado que el uso del filtrado extracelular del hongo F. oxysporum obtenido de
la fase estacionaria del cultivo, es poco eficiente en la sintesis de nanoparticulas de plata
(AgNP). Por otro lado, Sandoval-Cardenas (2017) utilizaron el filtrado extracelular de F.
oxysporum para la sintesis de CASNPs sin éxito. En general, la sintesis de NPs biogénicas
mediante el filtrado extracelular de hongos en comparacion con la sintesis mediada por
el uso del filtrado libre de células, resulta en la obtencion de nanoparticulas mas grandes
y de mayor heterogeneidad en cuanto a su tamafno y estructura, asi como en un proceso
poco eficiente (Hamedi et al., 2017). Lo anterior se sugiere es causa de la participacion de
diversos componentes biolégicos sobre el recubrimiento de las NPs, pues para el caso del
filtrado extracelular, una cantidad abundante de componentes del medio de cultivo y de
metabolitos secretados por los hongos, pueden estar involucrados en el recubrimiento de
los nanomateriales, mientras que los componentes bioldgicos del filtrado libre de células
que participan en el recubrimiento de las NPs, son menos abundantes y diversos al ser

extraidos a partir de la biomasa de los hongos con algun solvente en especifico.

Fig. 3 Esquema general de la sintesis de CASNPs a partir del filtrado extracelular.
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La sintesis fungica de NPs mediante el filtrado libre de células tiene lugar cuando
se obtienen nanomateriales biogénicos sintetizados y recubiertos con biomoléculas que
se extraen de la biomasa fungica al ponerla en contacto con algun solvente especifico
por un tiempo determinado (Fig. 4). Lo anterior se debe a que el uso de solventes sobre
la biomasa de los hongos extrae ciertos componentes bioldgicos, dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas de ambos, lo que reduce el nimero de componentes
que no contribuyen en la sintesis y recubrimiento de las nanoparticulas y mejora la
homogeneidad de los nanomateriales obtenidos en cuanto a su tamafo, composiciéon y
estructura (Madakka et al., 2018).

Fig. 4 Esquema general de la sintesis de CASNPs a partir del filtrado libre de células.
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El uso de solventes para la extraccion de compuestos organicos a partir de
plantas y biomasa de microorganismos se ha reportado en numerosas investigaciones
(Hernandez-Jiménez, 2021). En el campo de las nanoparticulas se explora el uso de
solventes como el agua para la extraccion de moléculas con capacidad reductora como
enzimas reductasas, carbohidratos, fenoles, flavonoides y moléculas mediadoras como el
ATP, NADH y NADPH para convertir la sal metalica en nanoparticula (Hietzschold et al.,
2019), asi como también la extraccion de aminoacidos, proteinas u otras moléculas que
contengan los grupos funcionales carboxilo (-COOH), amino (-NH2), hidroxilo (-OH) y tiol
(-SH) necesarios para el proceso de recubrimiento de las nanoparticulas, mismos que les
brindaran caracteristicas de afinidad hacia ciertos compuestos y con ello, hacia alguna

aplicacioén en particular (Sandoval-Céardenas, 2017).
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Hasta donde se tiene conocimiento, no se ha reportado el uso del filtrado libre de
células para la sintesis de CdSNPs. No obstante, existen reportes que utilizan el filtrado
libre de células obtenido de la biomasa de hongos filamentosos del género Fusarium
para la produccion de nanoparticulas de plata (Hamedi et al., 2017; Madakka et al., 2018),
donde el uso de agua como solvente para la produccion del filtrado libre de células para la
sintesis de nanoparticulas, resulté altamente eficiente en comparacion con otros métodos
de sintesis biogénica, pues se obtienen nanoparticulas mas pequefias y con menor
heterogeneidad en tamano (Hamedi et al., 2017). Por lo anterior, en nuestro grupo de
trabajo recientemente se estudio con éxito la sintesis de CASNPs a partir del filtrado libre
de células de F. oxysporum obtenido al poner en contacto 25 mL de agua destilada estéril
con la biomasa del hongo al 6% (1.5 g) crecida en medio MGYP (Hernandez-Jiménez,
2021). A partir de ésta investigacion se ha encontrado que es posible sintetizar CASNPs
con diametro promedio de 161 + 2.6 nm a partir de Cd(NO,),+4H,0 y S° como precursores
inorganicos (Fig. 6). Al momento de redactar este documento, no se tienen informacion
sobre otros grupos de trabajo que reporten la sintesis de CASNPs a partir del filtrado libre
de células de Fusarium obtenido con solventes distintos al agua, asi, nuestro grupo de
investigacion encontro que el filtrado libre de células obtenido a partir de metanol presenta
concentraciones similares de poder reductor y NADH al filtrado libre de células obtenido a
partir de agua (Fig. 5), por lo que se confirma la capacidad de extraccion de compuestos
reductoresy cofactores redox como el NADH por dicho solvente, los cuales son necesarios
para diferentes reacciones enzimaticas y quimicas de reduccion y oxidacion, necesarias

para la sintesis biolégica de las nanoparticulas (Hietzschold et al., 2019).

Fig. 5 CdSNPs sintetizadas a partir del filtrado libre de células de Fusarium oxysporum.
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6 CONCLUSION

Se ha observado que las caracteristicas finales de las NPs como forma, tamano
y dispersion varian de acuerdo al método de sintesis utilizado, debido a los componentes
bioldgicos presentes en la biomasa, filtrado extracelular y filtrado libre de células que
resultan del metabolismo del hongo. En el presente documento se reportan algunos
resultados de la investigacion de nuestro grupo de trabajo donde se demostrd que es
posible sintetizar CASNPs con diferentes caracteristicas cuando se utiliza biomasa vy
filtrado libre de células de F. oxysporum, obteniendo NPs més pequenas (2.64 +0.84 nm),
aglomeradas y con exceso de materia organica para el primer caso, mientras que con el
filtrado libre de células se observan NPs de mayor tamafo (161 + 2.6 nm), dispersas y sin
excedente organico, por lo que de acuerdo a la aplicacion de interés, sera el método de

sintesis a utilizar.
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