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RESUMEN

La nanotecnologia ha sido un campo de investigacion de gran interés debido a las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas que presentan los nanomateriales, siendo uno de los desafios mas
importantes producir nanomateriales mediante métodos bioldgicos que reduzcan el uso de
solventes toxicos y a la vez sean de bajo costo. En este contexto, diversas investigaciones han
estado orientadas a la biosintesis de nanoparticulas de plata con actividad antimicrobiana
mediadas por proteinas producidas por hongos y bacterias. Sin embargo, una cantidad limitada de
estudios han evaluado la biosintesis de nanoparticulas de plata por hongos de pudricién blanca,
los cuales, presentan un alto potencial para la biosintesis de nanoparticulas metalicas debido su
elevada produccién de proteinas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la biosintesis
extracelular de nanoparticulas de plata mediada por hongos de pudricion blanca aislados de
bosques del sur de Chile. Se realiz6 un estudio preliminar con extractos libres de micelio de las
cepas Anthracophyllum discolor y Stereum hirsutum donde se seleccioné la cepa que mostré una
mayor biosintesis de nanoparticulas de plata con AgNO; como sustrato evaluado por
espectroscopia UV-Vis. Posteriormente, con la cepa seleccionada se evalud el efecto de la
concentracion de AgNO3 (1 mM, 3 mM y 5 mM) y el pH inicial del medio (pH 5,0; 6,0; 7,0; 8,0;
9,0 y 10,0) en la formacion de las nanoparticulas de plata. Finalmente, en las condiciones de
reaccion con mayor formacion de nanoparticulas se determinaron las caracteristicas morfolédgicas
y la identificacion de grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas por microscopia
electronica de transmision (TEM) y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR), respectivamente. Los resultados demostraron que el uso de extracto libre de micelio de
A. discolor y S. hirsutum biosintetizaron nanoparticulas de plata, mostrando una banda de
absorbancia entre 400-420 nm, siendo el extracto libre de micelio de A. discolor el que present6
un mayor espectro de absorbancia. En cuanto al efecto del pH y la concentracion de AgNQO3, se
demostro que la biosintesis de nanoparticulas de plata fue mayor a pH 9,0 y 5 mM de AgNO3,
de lo cual se observo mediante FTIR la presencia de grupos aminos unidos a las nanoparticulas
de plata, lo que sugiere la liberacion intracelular and/or extracelular de proteinas por hongos de

pudricion blanca que cumplen la funcion de formaciény estabilizacion de las nanoparticulas.



SUMMARY

The nanotechnology has been a research field of great interesting due to physical, chemistry and
biology properties that have the nanomaterials. However, an important challenger of the
nanotechnology is the nanomaterials production by biological methods that reduce the use of
toxic solvent and the same time inexpensive. In this context, several studies have been oriented to
the biosynthesis of silver nanoparticles with antimicrobial activity mediated by fungi and bacteria
proteins. However, a limited amount of studies has evaluated the biosynthesis of silver
nanoparticles by white-rot fungi, which have a potential for biosynthesis of metallic nanoparticles
due to its high protein production. Therefore, the main of this study was to evaluate the
extracellular biosynthesis of silver nanoparticle mediated by white-rot fungi isolated of forest
from Southern Chile. A preliminary study with mycelium free extract of A. discolor and S.
hirsutum where the strain with higher biosynthesis of silver nanoparticle evaluated by
spectroscopy UV-Vis was developed. Then, the effect of AgNO3 concentration (1 mM, 3 mM
and 5 mM) and initial pH in the culture (pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 and 10.0) were evaluated in the
formation of silver nanoparticles with the strains previously selected. Finally, in the reaction
conditions with higher nanoparticles formation the morphological characteristics and
identification of organic functional group in the nanoparticle surface was determined by
transmission electron microscope (TEM) and Fourier transformed infrared (FTIR), respectively.
Results demonstrated that the use of mycelium free extract of A. discolor and S. hirsutum
biosynthesized silver nanoparticles, showing a absorbance peak between 400 and 420 nm, being
the mycelium free extract of A. discolor with higher absorbance spectra. In relation to the effect
of pH and AgNOj3; concentration was demonstrated that the biosynthesis of silver nanoparticle
was higher to pH 9.0 and AgNO3 5 mM. In the same way, the presence of amine group binding to
the silver nanoparticles was determined by FTIR, which suggest the intracellular and/or
extracellular proteins release by the whire-rot fungi that have as function the formation and

stabilization of the nanoparticles.



1. INTRODUCCION

Actualmente existe una necesidad por el desarrollo de tecnologias confiables y eco-amigables
con el medio ambiente. Asi es como la nanotecnologia, es considerada como uno de los campos
con mayor potencial de investigacion y aplicacion tecnoldgica, siendo el desarrollo de
tecnologias a escala nanométrica, en un rango de tamafio de 1 a 100 nandmetros, una de sus
mayores proyecciones. Los objetos en esta escala, como las nanoparticulas, presentan
propiedades y funciones que han despertado gran interés en diferentes area de la investigacion
puesto que podrian ser aplicables en farmacologia, medicina, ciencias ambientales, agricultura,
industria textil, entre otros (Durén et al., 2007; Ingle et al, 2008; Saravanan y Nanda, 2010).

En los ultimos afios se han orientado los estudios a la produccion de nanoparticulas metélicas,
con el fin de controlar el resultado de la sintesis y minimizar las variaciones en su distribucion,
tamafio y estructura, caracteristicas que constituyen uno de los principales desafios para su
implementacién en futuras aplicaciones. Otra area de gran interés es el estudio de su potencial
como bactericida y fungicida contra diversos patdgenos de plantas y humanos, muchos de ellos
resistentes a los tratamientos actuales (Sondi y Salopek-Sondi, 2004; Morones et al., 2005; Yoon
et al., 2008; Jaidev et al., 2010). Si bien, las nanoparticulas metélicas han sido sintetizadas
mediante procesos fisicos y quimicos; estos métodos en general son costosos, ineficientes y
generan desechos peligrosos que son un riesgos para el medio ambiente y la salud humana (Azim
et al., 2009). Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar procesos para la sintesis de
nanoparticulas que no generen impactos en el medio ambiente, siendo los procesos bioldgicos
una alternativa que ha demostrado una eficiente formacion de nanoparticulas (Duréan et al., 2010;
Zhang et al., 2011). En este contexto, se ha demostrado que microorganismos tales como
bacterias, hongos y levaduras, juegan un papel importante en la reduccion de iones metalicos para
la produccién de las nanoparticulas, siendo considerados o denominados como nanofabricas
(Durén et al., 2010; Zhang et al., 2011). Si bien, los métodos bioldgicos para la sintesis de
nanoparticulas estan aun en desarrollo se han descrito muchos microorganismos capaces de
producir nanoparticulas, dentro de los cuales se ha destacado la biosintesis por hongos,

principalmente por las ventajas que presenta en cuanto a un facil manejo durante su cultivo, su



alta tolerancia a los metales y ademas secretan un gran nimero de proteinas que permiten la

produccion de nanoparticulas (Mohanpuria et al., 2008).

La biosintesis de nanoparticulas por hongos se desarrolla mediante un mecanismo de
oxido/reduccion, donde participan las enzimas como agente reductor del metal, llevando a
compuestos que forman las nanoparticulas (Duran et al., 2005; Mukherjee et al., 2008). Este
mecanismo puede ser desarrollado intracelular o extracelularmente. Ambos mecanismos de
cultivo han sido estudiados (Duran et al., 2005; Mukherjee et al., 2008), no obstante, la sintesis
extracelular es la técnica mas utilizada ya que produce un gran nimero de nanoparticulas libres
de las células, permitiendo un proceso relativamente sencillo (Mukherjee et al., 2002; Shaligram
et al., 2009).

En el proceso de biosintesis de nanoparticulas las caracteristicas deseadas en la produccién son
tamafo y forma homogénea, que definen la dispersidad de las particulas, ademas de presentar
una alta area de superficie especifica dado por su menor tamafio; estas caracteristicas (forma y
tamafo) son  fundamentales para aumentar su capacidad antimicrobiana al interactuar
directamente con las membranas microbianas, generando la muerte celular (Duran et al., 2010).
Por lo tanto, el control directo de varios parametros de reaccion como pH, concentracion de
sustrato, temperatura y tiempo de reaccién, se han estudiado para optimizar el proceso de
biosintesis de nanoparticulas (Gericke et al., 2006; Nayak et al., 2011).

En este contexto, se han reportado diversos estudios para la biosintesis de nanoparticulas
metalicas, tales como nanoparticulas de plata (Duran et al., 2005; Fayaz et al., 2010, Castro-
Longoria et al., 2011; Dar et al., 2012); nanoparticulas de cobre por Fusarium oxysporum
(Hosseini et al., 2012); también han sido biosintetizadas nanoparticulas de CdS y Si por
Fusarium oxysporum (Ahmad et al., 2002; Bansal et al., 2005); entre otras. Estos antecedentes
demuestran que el uso de diferentes cepas fungicas permite la obtencion de materiales de
dimensiones nanométricas cuya aplicabilidad es aun indefinida.

Muchos hongos han sido probados en la biosintesis de nanoparticulas metalicas, una de las
reacciones mas estudiadas corresponde a la biosintesis utilizando por F. oxysporum utilizando
como sustrato AgNO3 (Durén et al., 2005; Fayaz et al., 2009; Sanghi et al., 2011). Sin embargo,

son pocas las investigaciones que han evaluado nuevas cepas fungicas, tales como hongos de



pudricion blanca que sean capaces de biosintetizar nanoparticulas y que ademas se considere el
uso de estas, como potenciales agentes antimicrobianos. En este contexto, los hongos de
pudricion blanca aislados de los bosques de Chile podrian tener un alto potencial para la
biosintesis de nanoparticulas metalicas debido a su alta produccién de enzimas extracelulares
oxidativas como Lacasa y diferentes peroxidasas, las cuales tienen la capacidad para transformar
o mineralizar compuestos peligrosos para el ambiente a través de diversos mecanismos (Rubilar
et al., 2007; Tortella et al., 2008).

Debido a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la biosintesis de nanoparticulas
de plata mediada por proteinas extracelulares de cepas nativas, aisladas de los boques del sur de
Chile, correspondiente a los hongos pudricion blanca Anthracophyllum discolor y
Stereum hirsutum. Ademas, se evalud el efecto de reaccién de los pardmetros pH y concentracion

sustrato sobre la biosintesis de las nanoparticulas de plata.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Biosintesis de nanoparticulas metalicas por hongos

Recientemente en los diccionarios, han aparecido palabras como: nanomeétrica, nanoescala,
nanociencia, nanotecnologia, nanoestructuras, nanotubos, nanoparticulas, nanocables vy
nanorobot, entre otras (Buzea et al., 2007). Investigaciones en el campo de la nanotecnologia se
han enfocado en el estudio de la sintesis de nanoparticulas metélicas, debido a las propiedades
inusuales que estas exhiben, presentando materiales con dimensiones entre 1 y 100 nm. Las
nanoparticulas son particulas potencialmente comparable con las escalas de longitud atomica y
molecular (~ 0.2 nm), de tal manera que comprender la diversidad de procesos bioldgicos a nivel
de nano-escala constituye la base para el desarrollo de la nanobiotecnologia (Kristiansen et al.,
1986).

Existen diversas nanoparticulas metélicas dentro de las que encontramos; Au, Ag, Pt, Pd, entre
otras. Las nanoparticulas de plata han recibido considerable atencion debido a las propiedades
fisico-quimicas atractivas que presenta, como actividad catalitica, conductividad térmica y
fotoemisién (Liu, 2006). Ademas, la plata, ha sido ampliamente utilizada por sus propiedades
antimicrobianas por cientos de afios, siendo demostrada su eficiencia contra quemaduras,
osteomielitis crénica severa, infecciones del tracto urinario e infecciones por catéteres venoso

centrales (Feng et al., 2000).

Aungue las nanoparticulas metélicas han sido sintetizadas por varios procesos fisicos y
quimicos; estos métodos involucran grandes costos, pueden ser ineficientes y ademas generan
desechos peligrosos que son tdxicos para el medio ambiente (Azim et al., 2009). Asi es, como
investigaciones orientadas a la produccién de nanoparticulas han recurrido a sistemas bioldgicos
como una opcion amigable y poco invasiva para el ambiente (Ahmad et al., 2003, Duran et al.,
2005). Numerosos microorganismos como bacterias, hongos, actinomicetos y levaduras han

demostrado ser capaz de sintetizar nanoparticulas de metalicas+



(Durén et al., 2010; Zhang et al., 2011). No obstante, la biosintesis por hongos presenta mayores
ventajas en comparacién con otros microorganismos. Los hongos permiten un facil manejo
durante su cultivo; ademas, la mayoria de los hongos poseen una alta tolerancia a metales y
también secretan una gran cantidad de proteinas que permiten una mayor produccion de

nanoparticulas (Mohanpuria et al., 2008).

La biosintesis de nanoparticulas se produce cominmente por un mecanismo de oxido-reduccion
de los iones metéalicos, siendo las enzimas responsables de la reduccidn de los compuestos de
metal que forman las nanoparticulas. La biosintesis de nanoparticulas mediada por hongos puede
ser desarrollada mediante dos métodos; de manera intracelular (Mukherjee et al., 2001; Gericke y
Pinches 2006) o extracelular (Bansal et al., 2004; Bajali et al., 2009).

2.1.1 Biosintesis intracelular de nanoparticulas

Cuando el proceso de biosintesis de nanoparticulas es intracelular, éstas se producen en la

superficie de membrana y el citoplasma de micelio flngico. (Senapati et al., 2005).

Se postula que la fase inicial en la formacion de nanoparticulas comienza por interacciones
electrostaticas entre los iones y los grupos carboxilo cargados de enzimas presentes en la pared
celular. En la fase siguiente los iones se reducen por enzimas que conducen a la formacion del
nacleo de las nanoparticulas (Mandal et al., 2006). A su vez, el nlcleo estd estabilizado por

proteinas en la pared celular o en el citoplasma formando completamente la nanoparticula.

La biosintesis intracelular de nanoparticulas tiene una limitacion de tamafio, lo cual podria estar
relacionado con la nucleacion de particulas dentro de los organismos (Narayanan et al., 2010).
Para la recuperacion de nanoparticulas intracelulares, es necesario llevar a cabo procesos fisicos
0 quimicos (Navazi et al., 2010), lo cual presenta una desventaja para los produccion a mayor
escala. Las nanoparticulas formadas dentro de la biomasa requiere la aplicacion de una etapa

adicional en el procesamiento para la liberacion de las nanoparticulas, dentro de las cuales se



podrian mencionar el uso de ultrasonidos o la aplicacion de detergentes u otro proceso mecanico
para la lisis celular. (Mandal et al., 2006; Bhainsa et al., 2006).

2.1.2 Biosintesis extracelular de nanoparticulas

Los hongos secretan gran cantidad de compuestos organicos, principalmente proteinas,
polisacaridos y &cidos organicos (Balaji et al., 2009; Jain et al., 2011) los cuales son los
principales responsables de la biosintesis extracelular, esto se debe a que estan involucrados en la
reduccion de los iones metalicos presentes en la solucion (Narayanan et al., 2010).

La biosintesis de nanoparticulas mediada por hongos consiste en la separacion de la biomasa del
medio de cultivo, con el fin de eliminar componentes de medios de crecimiento que podrian
interferir en la reaccion con los iones metélicos presentes. La biomasa se incuba en agua
desionizada o destilada, donde los hongos liberan por lisis celular sus componentes organicos de
interés, proteinas, polisacaridos y acidos organicos, que intervienen en la reduccion, formacion y
estabilizacion de las nanoparticulas. Posterior a ello, se filtra la biomasa y la solucidn resultante
es utilizada para la biosintesis de nanoparticulas, donde metales como el Cu, Ag o Au, entre
otros, se agregan en forma de sales para la formacion de la nanoparticulas metalicas de sintesis

bioldgica (Durén et al., 2005; Bhainsa et al., 2006; Balaji et al., 2009).

La metodologia planteada para la biosintesis extracelular sugiere ciertas ventajas respecto a la
intracelular, tales como el facil procesamiento del hongo y ademas la obtencion de un gran
nimero de nanoparticulas libres de las células, permitiendo un procesamiento relativamente
sencillo; ademas la biosintesis involucra una catalisis homogénea para la formaciéon de
nanoparticulas (Mukherjee et al., 2002; Shaligram et al., 2009). Se ha informado que el
sobrenadante producido en cultivos de hongos contiene diversas proteinas que son capaces de
estabilizar los iones metalicos a través de procesos de reduccidn enzimaticas y unirse a ellos en
los residuos de aminoacidos (Mukherjee et al., 2008; Saravanan y Nanda, 2010), logrando de esta
forma la estabilizacion de las nanoparticulas. Estas nanoparticulas sintetizadas extracelularmente
estan presentes como una solucion coloidal, que muestra un cambio de la coloracion producido

por los iones de metal reducidos en la solucion, como ocurren en la biosintesis de nanoparticulas



de plata (Ahmad et al., 2003; Duran et al., 2005). La formacién y estabilizacion de las
nanoparticulas puede ser monitoreado por espectroscopia UV-visible a intervalos de tiempo
diferentes para determinar el cambio en el perfil de absorcidn de la luz de la solucién y aumentar
usu intensidad, de esta manera se puede verificar de forma preliminar la reaccion de la biosintesis

de diversas nanoparticulas metalicas.

Se ha reportado la biosintesis extracelular por hongos utilizando metales como oro, cobre, plata,
zirconia, titanio como se puede observar en la Tabla 1. A partir de una solucion de nitrato de
plata se reporta la biosintesis de nanoparticulas de plata utilizando el hongo Asperguillus
fumigates (Bhainsa et al., 2006); F. oxysporum fue capaz de producir nanoparticulas de sulfito de
cobre de forma extracelular (Hosseini et al., 2012); mediante Neurospora crassa se sintetizaron
nanoparticulas de oro (Castro-Longoria et al., 2011). Utilizando el hongo Cryphonectria sp. se

reporto la biosintesis de nanoparticulas de plata (Dar et al., 2012).



Tabla 1. Biosintesis de nanoparticulas metélicas por diversas cepas de hongos

Cepa de Hongo Metal Referencia

Neurospora crassa Ag Castro-Longoria et al., (2011)
Cryphonectria sp. Ag Dar et al., (2012)
Fusarium oxysporum Ag Ghaseminezhad et al., (2012)
Penicillium purpurogenum Ag Nayak et al., (2011)
Fusarium oxysporum Ag Navazi et al., (2010)
Fusarium semitectum Au Sawle et al., (2008)
Verticillium luteoalbum DSM Au Gericke and Pinches, (2006)
Trichoderma asperellum Au Mukherjee et al., (2012)
Rhizopus Au Das et al., (2009)
Penicillium rugulosum Au Mishra et al., (2012)
Fusarium oxysporum Ba-Ti Bansal et al., (2006)
Fusarium oxysporum Cu Hosseini et al, (2012)
Aspergillus aeneus NJP12 ZnO Jainetal., (2012)
Fusarium oxysporum Pt Govender et al., (2009)
Fusarium oxysporum Zirconia Bansal et al., (2004)
Fusarium oxysporum Cds Ahmad et al., (2002)
Fusarium oxysporum Si Bansal et al., (2005)

2.2 Mecanismos de formacion de nanoparticulas metalicas por hongos

Diversos autores han intentado describir el mecanismo involucrado en la biosintesis de
nanoparticulas (Sanghi y Verma, 2009; Gericke y Pinches, 2006; Duran et al., 2005). Sin

embargo, este ain no se ha logrado descifrar por completo.
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Uno de los mecanismos sugeridos por Mukherjee et al., (2008) plantea que el mecanismo de

formacion de las nanoparticulas plata se inicia con la biorreduccion de AgNO3 y continda con la

estabilizacion o encapsulacion de la nanoparticula por un agente de proteccion adecuado.

Duréan et al., (2005) sugiere un posible mecanismo para la biosintesis de nanoparticulas de plata

por F. oxysporum ,donde actla la enzima nitrato reductasa y posterior a ello mediante un proceso

extracelular de transporte participa una quinona. Resultados similares avalan el mecanismo

propuesto, siendo utilizados los hongos F. oxysporum (Ahmad et al., 2003); F. acuminado (Ingle

et al., 2008); Aspergillus niger (Jaidev et al., 2010) y Amylomyces rouxii (Musarrat et al., 2010)

para la biosintesis de nanoparticulas de plata y atribuyéndose a la accién de la enzima nitrato

reductasa.
CH O OH OH
| OH OH
oo = (00
CH;0 | COCH; CH;0 COCH;
0 OH
EDUCTASE
NOQ NOa'
2H,0
NADP "B NADPH

Figura 1. Esquema del mecanismo propuesto para la biosintesis de nanoparticulas de plata

propuesto por Duran et al., (2005)

Otro mecanismo propuesto por

Jain et al., (2011) propone la participacion de dos grupos

proteicos en la biosintesis de nanoparticulas de plata por Asperguillus flavus. La biosintesis
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podria ocurrir mediante una proteina de 32 kDa, posiblemente la enzima reductasa secretada por
el hongo y ademés en una segunda etapa una proteina de 35 kDa se uniria a las nanoparticulas
participando en formacion y estabilidad. Resultados similares han sido reportados por Bansal et
al. (2004) donde la biosintesis de nanoparticulas de 6xido de circonio por Fusaruim oxysporium
mostrd dos proteinas extracelulares con peso molecular de 24 y 28 kDa. A su vez, Balaji et al.
(2009) postulan que proteinas, polisacaridos y exudados de &cidos organicos son capaces de
producir cristales de diferentes formas, pero con un crecimiento dirigidos a la produccion de

nanoparticulas esfeéricas.

Aunque los hongos de pudricion blanca se utilizan cominmente en biorremediacion, ha sido
reportado que estos hongos también pueden ser utilizados como una plataforma para la
produccién de nanoparticulas de plata. Estudios desarrollados por Sanghi y Verma (2009)
demostraron que el hongo de pudricion blanca C. versicolor produjo nanoparticulas de sulfuro de
cadmio (CdS), demostrando que el grupo tiol de la proteina fungica fue un principal responsable
de la sintesis de nanoparticulas de CdS. Estudios realizados por Sanghi et al., (2011) reportaron
que en la biosintesis de nanoparticulas de oro por P. chrysosporium la enzima Lacasa fue

dominante, atribuyendo esto a la formacion de las nanoparticulas.
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2.3 Biosintesis de nanoparticulas metalicas y produccion enzimatica por hongos de
pudricion blanca

Los hongos de pudricién blanca son del tipo basidiomicetos, tales como Anthracophyllum
discolor y Stereum hirsutum (Figura 2) (Eaton y Hale, 1993). Su nombre se deriva a partir de la
apariencia que deja en la madera en la que se encuentra, proceso en el cual la degradacion de la
lignina da un aspecto blanquecino a la madera (Pointing, 2001). Estos hongos han sido utilizados
con eficiencia en la degradacion de variados compuestos organicos contaminantes de diferente
naturaleza quimica y varios grupos de plaguicidas (Tortella et al., 2005, Tortella et al., 2008;
Rubilar et al., 2008., Tortella et al., 2013). Por ello es que desde la ultima década, los hongos de
pudricion blanca se han utilizado de forma intensiva para procesos de biorremediacion, ya que
tienen la capacidad para transformar o mineralizar compuestos peligrosos para el ambiente a

través de mecanismos enzimaticos oxidativos (Rubilar et al., 2008).

Figura 2. Hongos de pudricion blanca. a) Anthracophyllum discolor, b) Stereum hirsutum

El sistema enzimatico que tiene una accion activa en la degradacion de compuestos
contaminantes esta constituido principalmente por enzimas ligninoliticas extracelulares no
especificas en relacién al sustrato, entre las cuales se destaca la enzima lignina peroxidasa (LiP),

manganeso peroxidasa (MnP), manganeso independiente de peroxidasa (MiP) y la enzima lacasa
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(Kertsen et al., 1990). Estas enzimas rara vez se encuentran todas en un mismo microorganismo.
Sin embargo, se ha demostrado que con diversas combinaciones se produce el mismo efecto, con

respecto a la degradacion de la madera (Poiting,2001).

El principal efecto que provocan la enzimas lignoliticas durante la degradacion de la lignina, es la
formacion de radicales libres intermedios que se forman cuando un electron es removido o

agregado de una estructura quimica en su estado mas estable (Reddy y Mathew, 2001).

La LiP es un fuerte oxidante y no solamente oxida los usuales sustratos de las peroxidasas tales
como, fenoles y anilinas, sino que también una variedad de estructuras no-fendlicas y éteres
aromaticos que se asemeja a las unidades estructurales basicas de la lignina (Tien y Kirk,1998).
La principal funcién de la enzima MnP es la oxidacién de Mn®* a Mn** usando H,O como
oxidante (Paszczynski et al.,1992). La MiP difiere de la MnP y LiP porque es capaz de oxidar de
Mn?*aMn®" 'y catalizar reacciones sobre sustratos arométicos en ausencia de Mn®* (Martinez et
al., 1996). La lacasa es un fenol oxidasa que cataliza la oxidacion de un amplio espectro de
compuestos fendlicos y aminas aromaticas utilizando oxigeno molecular como aceptor de

electrones, reduccion a agua (Rodakiewicz-Nowak, 2000).

Segun lo reportado por algunos investigadores, los hongos de pudricion blanca méas comdn
utilizados en la biorremediacion son Phanerochaete chrysosporium (Wang et al., 2008),
Schizophyllum commune (EI-Rahim et al., 2009) y Pycnoporus sp (Esposito et al., 1993). El
estudio de los hongos mencionados y su elevada produccion enzimética ha impulsado su
investigacion en el area de biorreduccién de nanoparticulas de plata (Vigneshwaran et al.,
2006).

Aunque el desarrollo de la tecnologia en el uso de los hongos de pudricion blanca para la
biosintesis de nanoparticulas de metal es una rama reciente, se han reportado ya un nimero
limitado de hongos tales como: Phanerochaete chrysosporium ( Vigneshwaran et al., 2006;

Sanghi et al., 2011), Pleurotus sajor caju (Nithya et al., 2009), Coriolus versicolor (Sanghi y


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011916409008820
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Verma, 2009a; Sanghi y Verma, 2009b) y Shizophyllum commune (Mashitahet et al., 2011); los
cuales han sintetizado nanoparticulas en base a los metales Au, Ag y Cd.

Uno de los trabajos realizados por Sanghi et al., (2011) reporta al hongo P.chrysosporiumun para
la biosintesis de nanoparticulas de oro, demostrando que éstas se encuentran en un rango de
tamafio de 10 a 100 nm. EI mismo estudio informa de biosintesis intracelular y extracelular de
nanoparticulas de oro por P. chrysosporiumun, las cuales son mediadas por enzimas

ligninoliticas.

La biosintesis de nanoparticulas de plata por el hongo de pudricién blanca Pleurotus sajor caju
fue reportado por Nithya et al. (2009) informando como resultados un rango de tamafio de estas
entre 5 a 50 nm. La formacion de nanoparticulas se analiz6 por espectroscopia UV-Vis y
ademas se evalud la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas contra las cepas bacterianas
Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus informando como resultado
que las nanoparticulas de plata presentan mayor actividad antimicrobiana frente a bacterias gram-

positivas.

Teniendo en cuenta la naturaleza no patdgena de los hongos de pudricidn blanca, que presentan
una gran produccién de biomasa y facil manejo de ésta; es que son altamente considerados como
candidatos para la produccion de nanoparticulas metalicas en escala mayor (Vigneshwaran et al.,
2006).

2.4  Caracterizacion de nanoparticulas de plata biosintetizadas por hongos

Diversas técnicas son consideradas para la caracterizacion de nanoparticulas metélicas siendo
las mas utilizadas: espectroscopia de ultravioleta-visible (Uv-Vis), técnicas de microscopia,
analisis de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos X,
potencial zeta y distribucion de tamafio de particula transformada de Fourier.
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2.4.1 Espectroscopia UV-Vis

El uso del método de espectroscopia Uv-Vis permite determinar la formacion y estabilidad de
nanoparticulas de metal. La deteccion de nanoparticulas de metal se evalia mediante la deteccion
de cambios de color de las soluciones de la reaccion. Estos cambios se atribuyen a la excitacion
de la resonancia de plasmon en las nanoparticulas metélicas (Duran et al., 2010; Narayanan et al.,
2010)

Diferentes investigaciones han demostrado que méaximo pico de absorcién en la biosintesis de
nanoparticulas Ag se produce entre 410 y 420 nm (Ahmad et al., 2003; Basavaraja et al., 2008;
Nayak et al., 2011), lo que indica que la Ag" se redujo a Ag’ obteniendo como resultados un
aumento gradual en la absorbancia con respecto al tiempo de reaccion para la formacion de
nanoparticulas. Resultados similares fueron reportados por Nayak et al., (2011) donde se
demostréd que el méaximo pico de absorcion en la biosintesis de nanoparticulas de plata por

Penicillium purpurogenum era 420 nm.

2.4.2 Técnicas de Microscopia

Dentro de las técnicas de microscopia mas utilizadas se encuentran la microscopia electrénica
de transmision (TEM) y la microscopia electrénica de barrido (SEM), las cuales permiten
analizar la morfologia de las nanoparticulas metalicas.

La microscopia TEM permite visualizar el tamafio y la forma de nanoparticulas. Ahmad et al.,
(2003) sefalan que a través del uso esta técnica se logré identificar particulas individuales de
plata y agregados biosintetizadas por F. oxysporium. La morfologia de las nanoparticulas fue
principalmente esférica pero también de tipo triangular las que varian en el rango de 5 a 50 nm.
Asimismo, Sanghi y Verma (2009) demostro que micrografias TEM de nanoparticulas de Ag
sintetizadas por P. chrysosporium fueron simétricas y de forma esférica, con un tamafio de
aproximadamente 10 nm.

Otra ventaja que otorga el uso de microscopia TEM es que permite caracterizar la estabilizacion

de las nanoparticulas mediante una nivelacion alrededor de las particulas para probar si las
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proteinas de los hongos son responsables de cubrir la particula (Duran et al., 2007; Sanghi y
Verma, 2009).
El analisis de SEM permite la determinacion de la monodispersidad de las nanoparticulas y su

caracterizacion elemental por SEM combinado con espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
2.4.3  Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia FTIR permite caracterizar la union a proteinas con nanoparticulas de metal
mediante la identificacion de la estructura secundaria en la interaccion de la proteina de
nanoparticulas metalicas (Duran et al., 2010). Vigneshwaran et al., (2007) demostraron que el
espectro FTIR de la biosintesis de nanoparticulas de plata por A. niger revelé bandas 3280 cm™ y
2924 cm™, correspondiente a las vibraciones de estiramientos de aminas primarias y secundarias,
respectivamente. Ademas, se observaron dos bandas en 1379 cm™ y cm 1033 correspondiente a
las vibraciones de estiramientos de C N de aminas aromaticos y alifaticos, respectivamente.
Similares resultados fueron obtenidos por Hosseini et al. (2012) en la biosintesis de
nanoparticulas de cobre biosintetizada por F. oxysporium.

Por lo tanto, en base a los estudios que se han reportado es posible confirmar la presencia de
proteina en la nanoparticulas de metal biosintetizadas por hongos.

Estas evidencias sugieren que las moléculas bioldgicas, posiblemente, pueden desempefiar un
papel en formacion y estabilizacion de nanoparticulas en la solucién de reaccion. (Ahmad et al,
2003; Vigneshwaran et al, 2007; Ingle et al., 2009; Sanghi y Verma, 2009; Hosseini et al.,
2012).

2.4.4 Potencial zeta

El potencial zeta y la distribucion de tamafio de particula de nanoparticulas de metal es
posible determinarlos utilizando un equipo Nano Zetasizer. El potencial zeta es una técnica que
determina la estabilidad de las nanoparticulas debido a la repulsion electrostatica. En la Tabla 2
se muestran valores referenciales de comportamiento de estabilidad de los coloides. Coloides con

potencial zeta mayores a £30 mV indican estabilidad de las particulas. Estudios desarrollados
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por Sadowski et al., (2008) demuestran que las nanoparticulas de plata biosintetizada con
Penicillium evidenciaron un potencial zeta negativo de -26,3 = 0,3 demostrando que las

nanoparticulas son bastante estables debido a la repulsion electrostatica que existe entre ellas.

Tabla 2. Potencial zeta referencial que indican el comportamiento de estabilidad de coloides

Potencial Zeta [mV] Comportamiento de estabilidad del coloide
deOazx5h Coagulacion o floculacion réapida

de £10 a £30 inestabilidad incipiente

de £30 a 40 estabilidad moderada

de+40ax60 Buena estabilidad

mas de + 61 Excelente estabilidad

2.5 Efectos de los parametros de reaccion en la biosintesis de nanoparticulas

Uno de los principales desafios en la produccion de nanoparticulas consiste en una
metodologia que controle su formacion, morfologia y tamafio.
Estudios realizados por Morones et al., (2005) informaron que el efecto antimicrobiano de
nanoparticulas de plata puede atribuirse principalmente a su concentracién, pequefio tamafio,
monodispersidad y superficies altamente especificos. En estas condiciones, las nanoparticulas
pueden interactuar directamente con las membranas microbianas de bacterias y hongos
patdgenos, generando la muerte celular (Duran et al., 2010). Esto sugiere lo importante que es
determinar el valor 6ptimo de los parametros de la reaccion en la biosintesis de nanoparticulas
metalicas. Sin embargo, los estudios de pardmetros que controlan la formacién, tamafio y
morfologia de los proceso de biosintesis se realizaron principalmente con nanoparticulas de plata
(Gericke y Pinches, 2006; Kathiresan et al., 2009; Nayak et al., 2011), siendo la biosintesis de

otros metales raramente reportados.
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2.5.1 Efectos del pH

El pH es un pardmetro fundamental durante la optimizacion de un proceso que controla la
morfologia de nanoparticulas. Estudios desarrollados por Nayak et al. (2011) demostraron que la
morfologia de las nanoparticulas de plata biosintetizadas por P. purpurogenum varian
dependiendo del pH inicial de la reaccion. A pH 4 y 5 las nanoparticulas fueron polidispersa con
un tamafio promedio de 40 y 55 nm, mientras que las particulas mas pequefias se formaron a pH 8
y 9 con un tamafio promedio entre 8 y 13 mm, presentando una forma uniforme entre ellas.
Resultados similares fueron obtenidos por Kathiresan et al., (2009) en la produccion de
nanoparticulas de plata por P. fellutanum.

Asimismo, estudios desarrollados por Sanghi y Verma (2009) demostraron que la biosintesis de
las nanoparticulas de plata por C. versicolor a pH 10 fue maés rapida que a pH normal 5.6.
Mishra et al., (2010) reporté la formacion de nanoparticulas de plata en condiciones de pH
alcalino utilizando Penicillium rugulosum.

Por otra parte, se ha demostrado que el efecto del pH en la biosintesis depende del tipo de
nanopraticula que se quiere biosintetizar. En este sentido la formacion monodispersa de menor
tamafio de nanoparticulas es generada principalmente a pH alcalino, mientras que por ejemplo, la
biosintesis de nanoparticulas de plata se realiza principalmente a pHs acidos.

Gericke y Pinches (2006) demostr6 que el pH inicial es un parametro importante en la biosintesis
de nanoparticulas de oro por Verticillium luteoalbum. Los resultados mostraron que a pH 3 y 5,
las nanoparticulas de oro eran predominantemente esféricas y uniformes presentando un tamafio
de 10 nm de diametro, mientras que a pH 7 y 9, la particula aumenta de tamafio a 30 nm

presentando varias formas tales como tridngulos, hexagonos, esferas y varillas.
2.5.2 Efectos de la concentracion de iones en el metal
La concentracion de iones metalicos ha sido estudiada con respecto al efecto que puede

ocasionar sobre el tamafio y la monodispersidad de las nanoparticulas. Estudios de Nayak et al.,

(2011) demostraron que un aumento en la concentracion de AgNO3; aumenta la formacion de
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nanoparticulas de plata en el filtrado fangico de P. purpurogenum. Al utilizar una concentracion
de 5 mM de AgNO; se observo una alta polidispersidad de las nanoparticulas.

Resultados reportados por Gericke y Pinches (2006b) informan de una alta monodispersidad
observada en las nanoparticulas esféricas que presentaban un tamafo entre 8-10 nm al utilizar

una concentracion de 1 mM de AgNOs.

2.6  Aplicaciones de las nanoparticulas

En la actualidad las nanoparticulas de diferente naturaleza son utilizadas en diversas
disciplinas, como la medicina, agricultura y la industria debido a que sus propiedades permiten su

uso tanto en la fisica, biologia y quimica.

En el &rea de la biomedicina los nanomateriales poseen maltiples aplicaciones relacionadas tanto
con el diagnostico como con la terapia de enfermedades. Los avances logrados en la ultima
década han abierto oportunidades para el disefio de nanoparticulas multifuncionales para
aplicaciones médicas y farmacéuticas (Simon de Dios y Diaz-Garcia, 2010). En este contexto, la
plata ha sido utilizada por sus propiedades antimicrobianas por cientos de afos, los iones de plata
han sido conocidos por tener efectos inhibitorios, bactericidas y propiedades antimicrobianas de
amplio espectro. En diversos estudios se han observado las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata, tanto en virus como en bacterias. Saravanan y Nanda (2010) e Ingle et al,
(2008) probaron el efecto bactericida de nanoparticulas de plata contra multiples bacterias
resistentes a los farmacos. Con el aumento de los microorganismos resistentes a multiples
antibidticos y antifungicos, diversas investigaciones se han dirigido al desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos sin resistencia y bajo costo. En este contexto, las nanoparticulas
metalicas se han estudiado con resultados prometedores. Asi es como diversas investigaciones
demuestran la accion antimicrobiana de las nanoparticulas metélicas como plata, contra
microorganismos como bacterias Staphylococcus sp (Jaidev et al., 2010; Fayaz et al., 2010),
Salmonella typhi (Fayaz et al., 2010), Bacillus sp. ( Jaidev et al., 2010), Escherichia coli (Jaidev
et al., 2010; Fayaz et al., 2010; Nithya y Ragunathan, 2009; Vigneshwaran et al., 2007; Sondi et
al., 2004 ) y tambien contra hongos (AgNP) Asperguillus niger (Jaidev et al., 2010), Fusaruim
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oxysporium (Musarat et al., 2010), Phoma glomerata (Gajbhiye et al., (2009) y Candida albicans
(Musarat et al., 201; Panacek et al., 2009).

Otra aplicacion de nanoparticulas metalicas se basa en reducir el uso de fertilizantes y pesticidas,
logrando de esta forma aumentar el rendimiento en los cultivos (Rickman et al., 1999). Varios
estudios han mostrado que las nanoparticulas metalicas tienen actividad antifungica contra
patdgenos de plantas, como B. cinerea (Oh et al., 2006; He et al., 2011), P. expansum (Oh et al.,
2006) y Raffaelea SP (Kim et al., 2009), demostrando su gran potencial como fungicida. Hongos
como B. cinerea y F. oxysporum causan dafios importantes en cultivos, principalmente en el de
arandanos siendo controlados mediante la aplicacién de de oxicloruro de cobre, 6xido de cobre y
sulfato de cobre, sin embargo, la concentracion de estos puede matar a todo el tejido de la planta.
Por lo tanto, el uso de nanoparticulas de metalicas podria reducir este riesgo, basicamente por las
concentraciones nanomolar que se utilizan.

En cuanto al area de la industria la aplicacién de las nanoparticulas abarca una amplia gama de
procesos de produccion, tales como cosmeéticos, productos farmacéuticos, pinturas y electrénica,
entre otros. La nanotecnologia también promete revolucionar la industria en la produccion de
alimentos, elaboracién, envasado, transporte, almacenamiento, nuevos sabores, texturas de
alimentos (Chaudhry et al., 2010). Otra aplicacion relacionada a esta area propone el uso de las
nanoparticulas como compuestos bioactivos en alimentos funcionales (Chau et al., 2007), estos
tienen beneficios fisioldgicos y pueden ayudar a reducir el riesgo de ciertas enfermedades, como
el cancer (Sozer y Kokini, 2004). Lo fundamental para llevar a cabo la produccién de
nanoparticulas en esta area de procesos industriales es asegurar el desarrollo de una tecnologia

basada en organismos no patogénicos (Thakkar et al., 2010).
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3. HIPOTESIS

Hongos de pudricién blanca, aislados de bosques templados del sur de Chile, poseen un
alto potencial para la biosintesis de nanoparticulas de plata debido a su alta produccion de

enzimas extracelulares.



22

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la sintesis extracelular de nanoparticulas de plata mediada por proteinas de hongos de
pudricién blanca.

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar y seleccionar cepas de hongos de pudricion blanca para la biosintesis de nanoparticulas
de plata.

Evaluar el efecto del pH del extracto libre de micelio y la concentracion de nitrato de plata
(AgNO3) en la sintesis de nanoparticulas.

Caracterizar morfoldgicamente las nanoparticulas de plata biosintetizadas por el hongo de

pudricion blanca Anthracophyllum discolor.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Compuestos quimicos

Se utilizd nitrato de plata (Sigma-Aldrich, 100% de pureza), se prepar0 100 mL de una
solucién 1 mM. Se almacend en un frasco &mbar protegido de la luz y se mantuvo a 4 °C. A
partir de esta solucion se adicioné a cada extracto libre de micelio segun los requerimientos de

cada experimento.

Para la determinacion de proteinas se utilizé el reactivo de Bradford y posterior al uso del
reactivo fue almacenado a 4 °C protegido de la luz.

Para la determinacion de enzimas ligninoliticas se utilizé6 malonato de sodio, 2,6 dimetoxifenol,
sulfato de manganeso hidratado, acido etilendiaminotetraacético, perdxido de hidrogeno (30%),

alcohol veratrilico y tartrato de sodio.

5.2 Microorganismo utilizado

Se utilizaron los hongos de pudricion blanca Anthracophyllum discolor y Stereum hirsutum
perteneciente a la coleccion de cultivo del laboratorio de Biotecnologia Ambiental de La
Universidad de La Frontera (Chile).

5.3 Medios de cultivo
5.3.1 Cultivo de conservacion de la cepa. Las cepas A. discolor y S. hirsutum se conservaron

en tubos inclinados a 4 °C con el medio descrito en el Cuadro 1, esterilizado en autoclave por 20

minutos a 121 °C.
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Cuadro 1. Medio de cultivo para conservacion de hongos de pudricion blanca

Composicion del medio (cantidad para 1 L)

Agar 159 KH,PO4 10g
Glucosa 20 ¢ MgSO4x5H,0 0,59
Peptona 5049 pH 55

Extracto de Levadura 209

5.3.2  Cultivo de mantenimiento. A partir de los tubos de conservacion, parte del micelio se
colocé en el centro de placas Petri con el medio descrito en el Cuadro 2. Las placas fueron
incubadas a 25 °C durante 7 dias. Luego, las placas se almacenaron a 4 °C por no més de 7 dias
antes de ser utilizadas para la preparacién del in6culo.

Cuadro 2. Medio de mantenimiento agar extracto de malta, glucosa (G-AEM) para

hongos de pudricién blanca

Composicion del medio (Cantidad para 1 L)

Agar 15¢ Extracto de malta 359
Glucosa 159 pH 55

533 Cultivo de crecimiento. El indculo fue preparado a partir del cultivo del hongo en
placas, transfiriéndose 7 discos de agar colonizado (6 mm de diametro) a un matraz Erlenmeyer
de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo descrito en el Cuadro 3. Los matraces se

incubaron a 25 °C durante 14 dias en condiciones estaticas, para la formacion de micelio fangico.
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Cuadro 3. Medio de crecimiento para hongos de pudricién blanca

Composicion del medio (Cantidad para 1 L)

Glucosa 159 Extracto de levadura 250
Peptona 5¢ pH 55
5.4 Ensayos

5.4.1 Caracterizacion del medio de cultivo y extracto libre de micelio. Durante la etapa de
crecimiento de la biomasa del hongo en medio de cultivo liquido y durante la incubacién de
biomasa en agua desionizada, se midio la actividad enzimética y se determiné el contenido de

proteinas.

5.4.1.1 Actividad enzimatica Lacasa (Lac), Manganeso peroxidasa (MnP) y Manganeso
independiente peroxidasa (MiP). Durante la etapa de crecimiento de la biomasa del hongo en

medio de cultivo liquido, se midi6 la actividad enzimatica durante los dias 0, 3,5, 7y 12.

La actividad de la MnP, Lacasa y MiP se determind a partir de la oxidacion del compuesto 2,6
dimetoxifenol (2,6 DMP) para producir el dimero llamado cerilignona. Esta reaccion se
determind a 468 nm. La actividad lacasa se determiné a partir de la reaccion que contiene 200 pL
de malonato de sodio (250 mM, pH 4,5), 50 pL de 2,6 DMP (20 mM), 50 uL de muestra y 550
uL de agua destilada. La actividad MnP se determin6 a partir de la misma mezcla de reaccion, a
la que se adiciond 50 pL de Mn** (20 mM) , se inicio por la adicion de 100 pL de 100 pL de

H.0, (4 mM) siendo corregida por la actividad lacasa.

La actividad MiP se determind en la mezcla de reaccion contenida en 200 pL de malonato de
sodio (250 mM, pH 4,5) , 50 pL de 2,6 DMP (20 mM), 1 mM de EDTA, 50 pL de muestra 'y 500
uL de agua destilada, en un volumen total de 1 mL. La reaccion fue iniciada con 100 pL de H,0,

(4 mM) y fue corregida por la actividad lacasa.
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La actividad MnP se expres6 como combinacion de la actividad Mn-MiP menos la actividad
MiP. El coeficiente de extincién molar fue de 49.000 M™cm™.
UL™= ((DO x (1.000/50))*1.000.000)/49.600

La actividad LiP se determin6 mediante la oxidacion del alcohol veratrilico a aldehido a 310 nm.
La mezcla de reaccion consistio en 200 pL de tartrato de sodio (250 mM, pH 3,0), 200 pL de
alcohol veratrilico (10 mM), 50 pL de muestra y 450 L de agua destilada. La reaccion se inicio
con la adicion de 100 pL de H,0, (4 mM). El coeficiente de extincién molar fue de 9.600 M cm’

1

UL"= ((DO x (1.000/50)) x 1.000.000/9.600

5.4.1.2 Determinacion de proteinas. Previo a las mediciones de las muestras se realizo la
curva de calibracion. Se prepar6 una solucion Patron en base albumina de huevo de 10 mg/mL de
agua, como paso siguiente se prepar6 una disolucién de 1 mg/mL de proteina en solucién como
solucion stock, la curva de calibracion se construyé en base a las concentraciones sefialadas en la
Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion de proteinas

Concentracion | g5 001 002 003 004 005 006 007 008 009 01
(mg/mL)

Solucién
Patron(mL)
Agua
destilada(mL)

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

100 99 98 97 96 95 94 93 92 91 90

Las proteinas se midieron en la etapa de crecimiento de la biomasa del hongo en medio de cultivo
liquido y durante la incubacion de biomasa en agua desionizada. Las mediciones se realizaron los
dias 0, 5, 10 y 14. La determinacién de proteinas se realizd por el método de Bradford. Se
adicion6 1 mL de reactivo de Bradford, 20 pL de cada muestra y se dejé reaccionar por 2 min.
Las muestras se midieron por espectroscopia UV- Vis Spectronic GENESYS 10S en base a la
curva de calibracion (Anexo 3).
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5.4.1.3 Determinacion de la biomasa, peso fresco y peso seco. Después de 14 dias de
inoculado el hongo en medio de crecimiento, la biomasa fue filtrada y lavada con agua
desionizada para retirar los residuos que permanecen en la biomasa, posteriormente fue
depositada en un matraz Erlenmeyer que contenia agua desionizada. Posterior a ello se obtuvo el
extracto y se descartd la biomasa para los siguientes ensayos. La biomasa se llevo a estufa de
secado a una temperatura de 50 °C durante 24 h para determinar el peso seco de la muestra.

5.4.2 Seleccion de cepa hongo de pudricién blanca para la sintesis de nanoparticulas de
plata. Se realizd un primer filtrado de la biomasa formada en el medio de cultivo liquido,
utilizando Whatman N°1, se lavo con agua desionizada para eliminar todo residuo de medio de
cultivo que pueda interferir en la reaccion. ElI micelio fingico obtenido se transfirio a matraz
Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de agua desionizada estéril. Estos se incubaron

durante 24 h en un agitador orbital a 150 rpm y 25 °C en oscuridad.

Posterior a las 24 h de incubacion del micelio fangico, se separaron los componentes de la
solucion acuosa por filtracion, utilizando Whatman N°1, obteniendo Extracto Libre de Micelio

(ELM) el cual se utiliz6 para la biosintesis de la nanoparticulas de plata.

Se realizaron ensayos, para ambas cepas, donde a matraces Erlenmeyer con 30 mL de ELM se le
adicionaron 300 pL de AgNO3; a 1 mM para obtener la concentracién de 1 mM. La solucion
resultante se incub6 a 25 °C en un agitador orbital a 150 rpm durante 72 h en condicion de
oscuridad. Para cada experimento se realiz6 un control positivo, el cual contenia ELM sin nitrato
de plata y un control negativo, el cual contenia solucién de nitrato de plata sin ELM, ambos
controles se mantuvieron en las mismas condiciones del experimento. Finalmente, se tomaron
alicuotas de cada muestra y controles a las 0, 3, 24, 48 y 72 h de incubacion, seguidamente fueron
analizadas mediante espectroscopia UV-Vis un rango de 200 a 800 nm Spectronic GENESY'S
10S.

La cepa que mostré un mayor sefial de absorbancia entre 400 y 420 nm fue seleccionada para

estudios posteriores.
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5.4.3  Efectos del pH y concentracion de AgNO3 sobre la biosintesis de nanoparticulas de
plata por hongo de pudricién blanca. Del ELM de la cepa seleccionada en el punto 6.4.2,
fueron tomados 30 mL y depositados en matraces Erlenmeyer para luego adicionar la sal AgNOs,
posterior a ello todas las muestras fueron sometidas a un cambio de pH, para ello se utilizaron
soluciones de HCl y NaOH a 0.1 M. La escala empleada fue 5.0 - 6.0 - 7.0 - 8.0 - 9.0 - 10. La
escala de pH se analizo para las concentraciones 1 mM, 3 mM y 5 mM de AgNOs. Para llevar las
muestras a una concentracion de 1mM se adicionaron 300 puL de AgNOg3 para llevarlas a una
concentracion de 3 mM se adicionaron 900 pL del reactivo y para llevarlas a 5 mM se
adicionaron 1500 pL. Luego todas las muestras son sometidas a las condiciones de incubacion
sefialadas en el punto 6.4.2. Finalmente, se tomaron 200 pL de cada muestra y se analizaron
mediante espectroscopia UV-Vis en un rango de 200 a 800 nm en intervalos de tiempo

correspondiente a 0, 3, 24, 48 y 72 h de incubacion.

La condicién de cultivo que mostré un mayor sefial de absorbancia entre 400 y 420 nm fue

seleccionada para estudios posteriores.

5.4.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata. Las muestras resultantes que contenian
nanoparticulas de palta fueron analizadas mediante microscopia TEM y espectroscopia FTIR

544.1 Microscopia Electronica de Transmisiéon (TEM). Las muestras resultantes que
contenian nanoparticulas de plata fueron analizadas mediante TEM. Para ello 50 mL de muestras
seleccionadas fueron concentrados utilizando un sistema al vacio ‘en rota vapor EYELA Rotary
Evaporator a 50 rpm y 50°C, obteniendo un volumen final de 5 mL de muestra. Las muestras
fueron almacenadas en frascos ambar de 10 mL. Las muestras fueron fijadas sobre un porta
objeto metalico adicionando un volumen aproximado de 20 uL y secadas a temperatura ambiente
para su observacion. Para la observacion de las muestras se utiliz6 un microscopio TEM modelo
JEOL JEM 1200EX II, provisto de una camara GATAN Modelo 782. Operando a 120 Kv
(Universidad de Concepcion).
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5.4.4.2 Espectroscopia Infrarroja transformada de Fourier (FTIR). Las muestras resultantes
que contenian nanoparticulas de plata fueron analizadas mediante FTIR. Se concentr6 una
solucion de 500 mL de muestras que contenian nanoparticulas de plata, utilizando un sistema al
vacio de rota vapor modelo EYELA Rotary Evaporator a 50 rpm y 50 °C, obteniendo 250 mL de
muestra. El concentrado resultante fue centrifugado 5 min a 5000 rpm utilizando tubos amicon de
10 kDA hasta obtener un volumen final de 5 mL de un concentrado de nanoparticulas de plata. El
concentrado final fue analizado en el equipo CARY 630 FTIR Agilent Technologies en fase

liquida (Universidad de la Frontera, Departamento de Ciencias Quimicas).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Crecimiento de los hongos y caracterizacion del extracto libre de micelio

Para la formacion de nanoparticulas de plata por los hongos de pudricion blanca A. discolor y S.
hirsutum se realiz6 una biosintesis extracelular, para lo cual los hongos fueron incubados durante
12 dias. Durante la incubacion de los hongos se evalud periddicamente las proteinas y las
enzimas extracelulares lacasa, MnP, LiP y MiP (Figura 3). Para la cepa A. discolor se observo
que la enzima que presentd una mayor actividad fue la enzima MnP con aproximadamente 22 U
L™ a los 12 dias de incubacién, seguida por las enzimas LiP y lacasa (Figura 3a). Asimismo, el
contenido de proteinas en el medio de cultivo aumentd durante el tiempo de incubacion
alcanzando un valor de 1,6 mg mL™ (Figura 3a). En cuanto a la cepa S. hirsutum se observé que
la enzima predominante en el medio fue la LiP con un valor maximo de 35 U L™ a los 7 dias, la

que disminuy6 durante el tiempo de incubacion (Figura 3).
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Figura 3. Actividad de la enzima Lac, MnP, MiP y LiP y proteinas presentes en el medio de
cultivo de los hongos de pudricion blanca A. discolor (a) y S. hirsutum (b) durante 12 dias de
incubacion
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Posterior a la incubacion del hongo, se realiz6 un lavado de la biomasa con agua desionizada con
el objetivo de remover todos los componentes del medio de cultivo que pudieran interferir en la
reaccion con el i6n metélico. Luego, la biomasa es cultivada en agua desionizada, en la cual el
hongo libera proteinas intracelulares y extracelulares. Finalmente, la biomasa es filtrada y la
solucion restante denominada extracto libre de micelio es la utilizada para la formacion de las
nanoparticulas. En este contexto, al extracto libre de micelio se realiz6 una determinacion del
contenido de proteinas, enzimas LiP, MnP, MiP y lacasa, y pH (Tabla 4). Si bien durante el
crecimiento del hongo se mostré una produccion de proteinas y enzimas, éstas disminuyeron

considerablemente en el extracto libre de micelio.

Tabla 4. Caracterizacion del extracto libre de micelio de los hongos A. discolor y S. hirsutum

Parametro Unidad Hongos

A. discolor S. hirsutum
Proteinas mg mL* 0.015 0.015
Lacasa uL? 0.00 0.45
MnP uL? 1.29 0.49
LiP uL* 0.00 0.00
pH 6.3 6.6

La biosintesis extracelular por hongos es la técnica mas ampliamente utilizada debido a que se
produce una gran cantidad de nanoparticulas libres de células través de un proceso relativamente
simple, donde actlan principalmente proteinas y enzimas (Duran et al., 2005). En este contexto,
los hongos de pudricion blanca producen un elevado contenido de proteinas y enzimas durante su
crecimiento, las cuales podrian interaccionar para la formacién de nanoparticulas metalicas. Sin
embargo, los resultados obtenidos de la caracterizacion del extracto libre de micelio demostraron
que el lavado y filtracién de la biomasa produce una eliminacion considerable del contenido de
proteinas asi como también de enzimas ligninoliticas, obtenidas durante la etapa de crecimiento
de los hongos. Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos se puede deducir que para la
formacion de nanoparticulas se requiere una pequefia concentracion de proteinas y enzimas, las

cuales no necesariamente corresponde a las enzimas ligninoliticas.
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En este aspecto, una cantidad limitada de estudios se han desarrollado con este tipo de hongos y
con nanoparticulas de plata. Estudios realizados por Sanghi et al. (2011) demostraron que durante
la biosintesis de nanoparticulas de oro por Phanerochaete chrysosporium la enzima lacasa fue la
dominante en el medio fungico, atribuyéndose a ésta la formacion de las nanoparticulas. Por otra
parte, Sanghi y Verma (2009) demostré que el hongo de pudricion blanca Coriolous verisolor
produce nanoparticulas de sulfito de cadmio, donde el grupo tiol de las proteinas fungicas es el
principal responsable de la formacidn de nanoparticulas.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos y a lo reportado por otros estudios se hace
imprescindible el estudio de los mecanismos de formacion de las nanoparticulas metalicas,
debido a que de esta forma seria posible identificar las posibles reacciones que permiten la

formacion de las nanoparticulas y asi optimizar el proceso de reaccion.

6.2 Seleccion de cepa hongo de pudricién blanca para la biosintesis de nanoparticulas de

plata.

La informacidn respecto a la biosintesis de nanoparticulas por hongos de pudricién blanca es
muy limitada, en la actualidad solo, se ha reportado la biosintesis de nanoparticulas de oro por el
hongo P. chrysosporiumun (Sanghi et al., 2011.) nanoparticulas de Ag por Pleurotus sajor caju
(Vigneshwaran et al., 2007; Nithya et al., 2009; Chan et al., 2012, Chan et al., 2013) y de CdS
por Coriolus versicolor (Sanghi y Verma, 2009). La biosintesis por cepas de hongos genera una
alta produccion de compuestos organicos extracelulares (Mohanpuria et al., 2008; Jain et al.,
2011) necesarios para la biosintesis de nanoparticulas y posibles de obtener tras un proceso

relativamente sencillo.

Para ellos se estudié la biosintesis de nanoparticulas de plata en el extracto libre de micelio de
los hongos A. discolor y S. hirsutum, a través de la medicion del espectro UV-Vis.

Lo primero que se observo en el extracto libre de micelio, de las cepas A. discolor y S. hirsutum
cuando se adiciono la solucion de AgNO;3 fue un cambio de coloracion (Figura 4). EI cambio va
desde un color amarillo palido en el tiempo O h (Figura 4c), a un café o marron intenso que se

observa transcurridas las 72 h de incubacion (Figura 4f). EI cambio de color es gradual a medida
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que transcurre el tiempo (Figura 4d y 4e). El control negativo (Figura 4a) y control positivo
(Figura 4b) no presentan cambio de coloracion al transcurrir el periodo de incubacion de la

reaccion.

En este sentido, la forma més simple de identificar la biosintesis de nanoparticulas de plata es
observando el cambio de coloracion presentado en la solucion de reaccién extracto libre de
micelio al adicionar la sal metalica. La adicion de la sal metalica en el extracto libre de micelio
genera un cambio de color a amarillo en la solucion, que se intensifica de forma gradual
transformandose en marron o café intenso, caracteristica cualitativa que indica la formacion de
nanoparticulas de plata (Duran et al., 2005; Vigneshwaran et al., 2007; Basavaraja et al., 2008;

Shaligram et al., 2009; Jain et al., 2010), lo cual es posible atribuirlo a la excitacion de plasmon

superficial en las nanoparticulas (Mukherjee et al., 2002; Ahmad et al., 2003).

Figura 4. Cambio de coloracion para la biosintesis de nanoparticulas de plata por los hongos de
pudricion blanca A. discolor 1 mM de AgNO; por 72 h de reaccion. Control negativo AgNO3(a),
control positivo extracto libre de micelio (b). Cambio de coloracidn en extracto libre de micelio a
las Oh (c), 3i (d) ,24h (e), 48h (f) y 72h (9)
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En la Figura 5 se muestran las bandas de absorcion registrados por los extractos de las cepas A.
discolor (Figura 5a) y S. hirsutum (Figura 5b). La Figura 5(a y b) presentaron dos regiones de
absorbancia, una entre los 200 a 300 nm vy otra entre los 400 a 420 nm. Las altas bandas de
absorbancia registrados a 200 y 300 nm son atribuibles a residuos de triptéfano y tirosina en las
proteinas presentes en los extractos libres de micelio (Vigneshwaran et al., 2007; Jaidev y
Narasimba, 2010). Por otra parte, la segunda region observada en ambos gréficos (5 a 'y b) son de
gran interés ya que exhiben una banda creciente en la zona de interés entre los 400 y 420 nm
donde se reporta la formacion de nanoparticulas de plata. EI cambio de color y el perfil del rango
de absorbancia registrado por los extractos de ambas cepas entre 410 y 420 nm fue indicativo
de una efectiva reduccion extracelular de iones de plata en la solucién lo que es coincidente con
los estudios realizados por Ahmad et al. (2003) y Duran et al. (2005).

Si bien los extractos de ambas cepas, presentaron la region de interés para la formacién de
nanoparticulas de plata, la banda de absorbancia fue mayor y el plasmoén de superficie mas
definido para el extracto de A. discolor (Figura 5a) en comparacién con la cepa S. hirsutum que
presentd una banda de absorbancia inferior y menos pronunciado. Estudios realizados por
Bhainsa y Souza (2006) y Shaligram et al. (2009) demostraron que un aumento significativo de
la banda de absorbancia y la presencia de un plasmon definido son caracteristicas que se
asocian con un tamafio y forma deseados en la nanoparticulas de plata (Bhainsa y Souza, 2006;
Shaligram et al., 2009).

Por lo tanto, tomando en consideracion los resultados obtenidos, la cepa fungica A. discolor fue

seleccionada para analisis posteriores
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Figura 5. Espectros de absorbancia UV-Vis para la biosintesis de nanoparticulas plata por los
hongos de pudricién blanca (a) A. discolor 200- 800 nm y (b) S. hirsutum 200-800 nmy con 1
mM de AgNO; por 72 h de reaccion

6.3 Efectos del pH y concentracion de AgNO3 sobre la biosintesis de nanoparticulas plata

por hongo de pudricién blanca.

La variacion de pH se ha informado como uno de los pardmetros de reaccion para la
produccion de nanoparticulas (Gericke y Pinches, 2006). El estudio de la cepa seleccionada A.
discolor se llevéd a cabo utilizando como sustrato AgNO3 en diferentes concentraciones (1, 3y 5
mM). Por otra parte, se evalu6 el efecto de diferentes pH (pH 5,0, 6, 0, 7,0 8,0; 9,0 y 10,0) para
cada una de las tres concentraciones en estudio, con el fin de evaluar la mejor condicion para la
biosintesis de nanoparticulas mediante la determinacion por espectroscopia UV-Vis. Los

resultados de este ensayo se muestran en las Figura 6, 7y 8.

El andlisis del espectro UV-Vis para la biosintesis de nanoparticulas de plata con 1 mM de
AgNOQO; a diferentes pH se muestra en la Figura 6. A pH 5,0 no se observé ninguna banda de
absorcion durante las 72 h de reaccion (Figura 6a). A pH 6,0 (Figura 6b) y pH 7,0 (Figura 6¢) se
observo que los espectros registrados presentaron formas irregulares del plasmén en el tiempo de
reaccion, pero no se observé formacién de ninguna banda de absorcion significativo. Efecto
contrario fue mostrado en los extractos con pH 8.0, 9.0 y 10, donde una banda de absorbancia

entre 420 y 450 nm fue expresado en diferentes magnitudes. En el extracto con pH 10 se mostro
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la banda mas baja (Figura 6f) mientras que en el extracto con pH 8,0 y 9,0 se mostr6 una banda
més definida entre 420 y 450 nm, siendo mayor a pH 9,0. Cabe mencionar, que en ambas
condiciones la sefial se increment6 con el aumento del tiempo de reaccion. En este sentido, el
rango de tamafio de las nanoparticulas y su distribucion se relacionan con la posicién de la banda
plasmonica, mientras mas amplia sea esta banda mas va a aumentar el rango de tamafio posible

para las nanoparticulas (Narayanan et al., 2010).
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Figura 6. Espectros de absorcién UV-Vis para biosintesis de nanoparticulas plata por el hongo de
pudricion blanca A. discolor en medio con 1 mM de AgNOs; por 72 h de reaccion. Los espectros
corresponden a los resultados de la reaccion a diferentes condiciones de pH en la solucién de
reaccion: (a) pH 5, (b) pH 6, (c) pH 7, (d) pH 8, () pH 9y (f) pH 10
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El anélisis del espectro UV-Vis de la biosintesis de nanoparticulas de plata con AQNOz;a 3 mM a
diferentes pH se muestra en la Figura 7. A pH 5,0 y 6,0 no se observé ninguna banda de
absorcion en la region de interés (400-420 nm) durante el tiempo de reaccién (Figura 7a y 7b).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos con el extracto libre de micelio a concentracion de
1 mM de AgNO;s en los valores de pH 5,0 y 6,0, los que de igual forma no presentaron bandas de
absorbancia en la region de interés. Sin embargo, para los extractos con pH 7,0 8,0 9,0y 10 se
observaron diferentes bandas de absorbancia. A pH 7,0 (Figura 7c) se registr6 una banda de
absorbancia entre 400 y 420 nm aumentado en el tiempo de reaccién mostrando una plasmén de
superficie amplio y poco definido. La banda de absorbancia a pH 8,0 (Figura 7d) se observo
entre 400 y 420 nm, el cudl fue superior al exhibido en el extracto libre de micelioa pH 7,0 en
cuanto a altura creciente en el tiempo pero no en cuanto a la amplitud de la banda. Asimismo, en
el extracto a pH 9,0 (Figura 7e) se registré un aumento significativo de la banda de absorbancia
entre 400 y 420 nm durante el tiempo de reaccion y presentando una forma definida en altura y
amplitud. Finalmente, a pH 10 (Figura 7f) se registrd un pico irregular entre los 420 y 440 nm sin

un crecimiento significativo de la banda en el tiempo.
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Figura 7. Espectro de absorcion UV-Vis de biosintesis de nanoparticulas por el hongo de pudricion
blanca A. discolor en medio con 3 mM de AgNO; por 72 h de reaccion. Los espectros corresponden

a los resultados de la reaccion a diferentes condiciones de pH en la solucion de reaccion:

(@ pH 5,

(b) pH 6, (c) pH 7, (d) pH 8, (e) pH 9y (f) pH 10, respectivamente
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El analisis del espectro de UV-Vis de la biosintesis de nanoparticulas de plata con AGQNO3; 5 mM
a diferentes pH se muestra en la Figura 8. A pH 5,0 y 7,0 (Figura 8a 'y 8c) no se observo ninguna
banda de absorbancia en la region de interés para la formacion de nanoparticulas de plata durante
el tiempo de reaccion. Sin embargo, a pH 6,0 (Figura 8b) si bien no se observo una banda de
absorbancia durante las 48 h de reaccion, si se observo una débil sefial a las 72 h de reaccion.
Efecto contrario fue encontrado en los extractos a pH 8.0, 9.0 y 10.0, en los cuales se observa
claramente la banda de absorbancia entre 400 y 450 nm (Figura 8d,e,f). Bajo estas condiciones
las bandas de absorbancia aumentan con el tiempo de reaccion, resultando en un plasmén muy
definido a través del tiempo de reaccion.

Cabe sefalar, que la banda de absorbancia con mayor altura y mayor definicién fue la obtenida en
el extracto libre de micelio con AgNO3; 5 mM a pH 10.0, lo cual indicaria que bajo esta condicion
existe una mayor formacion de nanoparticulas de plata.

Como conclusion de los resultados obtenidos en cuanto al efecto del pH, es posible sefialar que
para lograr la biosintesis de nanoparticulas de plata es necesario llevar a cabo la reduccion del i6n
plata en condiciones alcalinas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kathiresan et
al., (2009) y Sanghi y Verma (2009), en los cuales se sefialan que la biosintesis de nanoparticulas
de plata se produce principalmente en condiciones neutras y alcalinas. Asimismo, Sanghi y
Verma, (2009) demostraron que la biosintesis de las nanoparticulas de Ag por C. versicolor a pH
10 fue més rapida y estable que a pH normal (5.6). Ademas, diversos estudios (Kathiresan et al.,
2009; Nayak et al., 2009; Gericke y Pinches, 2006) han demostrado que el pH en el medio de
reaccion puede afectar el tamafio y forma de las nanoparticulas. En este contexto, Nayak et al.,
(2011) demostré que en la biosintesis de Ag nanoparticulas por el hongo P. purpurogenum en un
medio a pH 4 y 5, las nanoparticulas eran polidispersas con un tamafio entre 40 y 55 nm, mientras
que las particulas mas pequefias se formaron a pH 8 y 9 con un tamafio entre 8 y 13 nm y una

forma uniforme.
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Figura 8. Espectro de absorcion UV-Vis de biosintesis de nanoparticulas por el hongo de pudricion
blanca A. discolor en medio con 5 mM de AgNOs por 72 h de reaccion. Los espectros corresponden
a los resultados de la reaccion a diferentes condiciones de pH en la solucion de reaccion: (a) pH 5,
(b) pH 6, (c) pH 7, (d) pH 8, (¢) pH 9y (f) pH 10
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Por otro parte, la concentracion de iones metalicos también afecta la formacion de nanoparticulas.
Estudios de Nayak et al (2011) demostraron que un aumento en la concentracion de AgNO;
aumenta la formacion de nanoparticulas de plata por el hongo P. purpurogenum. A 5 mM de
AgNO; se observaron nanoparticulas altamente polidispersas y al utilizar 1 mM de AgNO3 se
obtuvieron nanoparticulas de platas altamente monodispersas y esféricas de tamafio entre 8-10
nm. En este contexto, este reporte es contrario a los resultados experimentales obtenidos, en
cuanto a que se obtuvo un plasmon altamente definido y creciente sugiriendo con esto la

formacion de particulas similares en forma y tamafio a una concentracion de 5 mM de AgNOs.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos resulta fundamental maneja la condicién optima
bajo la cual se realizara la biosintesis de nanoparticulas puesto que la actividad antimicrobiana de
nanoparticulas de metal se da en funcién del tamarfio de particula, morfologia y monodispersidad
(uniformemente distribuida) (Durén et al., 2012). Si bien el pH es en pardmetro indicador para la
formacion de nanoparticulas en una primera instancia, es esencial la determinacion de la

distribucion de tamafio de las nanoparticulas (Sadowski et al., 2008).

6.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

La cepa fangica seleccionada para la biosintesis de nanoparticulas de plata fue A. discolor, en
base a esto se realizé el analisis FTIR, en el cual se mostraron las siguientes bandas: 1036, 1155,
1243, 1380, 1540, 2109, 2318, 2924 y 3043 cm™ (Figura 10).

En los espectros FTIR obtenido con las bandas de nanoparticulas biosintetizados que se
encuentran en la regién de 3280 cm™ y 2924 cm™, éstos se presentan como movimientos de tipo
estiramiento de vibraciones en aminas primarias y secundarias (Vigneshwaran et al., 2007, Chan
et al., 2013), otros informan de bandas 1640 cm™ y 1540 cm™ los movimientos correspondiente a
tipo de vibraciones de flexion (Vigneshwaran et al., 2007; Basavaraja et al., 2008; Shaligram et
al., 2009). Las bandas cerca de 1029 cm™ se informan como NC estiramiento de vibraciones de
aminas aromaticas Yy alifaticas (Shaligram et al., 2009), otra banda de interés es 1243 y 1244 cm-

1 que se designa para los movimientos de vibracion de flexion en aminas | y aminas Ill
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(Hosseini et al., 2012). Otra banda es 1076 cm-1 correspondiente a los movimientos de vibracion
de flexion en aminas I, se informo por Hosseini et al., (2012). Por otra parte, Chan et al., (2013)
informaron de la misma banda de sintesis de nanoparticulas de plata usadas en la biosintesis de
los hongos de pudricién blanca. La observacion general confirma la presencia de la proteina en
las muestras de nanoparticulas de plata. Estos resultados sugieren la liberacion de proteina
extracelular por los hongos de pudricion blanca, cumpliendo como funcion principal, la
formacion y estabilizacién de las nanoparticulas biosintetizados en solucion (Vigneshwaran et

al., 2007; Basavaraja et al., 2008; Shaligram et al., 2009).

2650 3150

%Transmitancia

Numero de onda (cmt)

Figura 10. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) de proteina producidas
por A. discolor
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La Figura 11 muestra las imé&genes obtenidas en la microscopia electronica de transmision (TEM)
se observa la formacién de nanoparticulas de plata contenidas en la solucion de extracto libre de
micelio de 3 mM de AgNOj; posterior a 72 h de reaccion. Las nanoparticulas de plata resultantes
de la biosintesis muestran una forma esférica y un tamafio aparentemente similar entre si,
indicando una alta monodispersidad. A su vez en la Figura 11(a) las nanoparticulas se observan
mas individualizadas que en la Figura 11(b) mostrando ademas agregaciones de tamafios
diferentes en ambas figuras (Figura 11a y b) las cuales se demuestran en las zonas més oscuras de

la imagen, manteniendo la forma esférica similar entre si.

.~ " 5 '
.,:io.’.a.‘- . . .0.” " .
’ "f'

.
.“ o ; . ‘.?".ct..ﬁ..'...'

.“ .. ,c-
10 UL AL
| s :

Figura 11. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de transmision (TEM) (a) y (b) de
nanoparticulas de plata biosintetizadas en el extracto libre de micelio de A. discolor a después
de 72 h de incubacién

El desarrollo de un protocolo para la produccion de nanoparticulas metélicas controlando la
morfologia y tamafio de particula es el gran reto de biosintesis. Estudios realizados por Morones
et al., (2005) demostraron que el efecto antimicrobiano de nanoparticulas de plata puede
atribuirse principalmente a su concentracién, tamafio pequefio, monodispersidad y superficies
altamente especificos. En estas condiciones, las nanoparticulas pueden interactuar directamente
con las membranas microbianas de bacterias y hongos patdgenos, generando de muerte celular

(Duran et al., 2010). Por lo tanto, determinar el valor 6ptimo de los parametros de la reaccion en
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la biosintesis de nanoparticulas y como afectan su distribucién es sumamente importante y
preciso corroborar mediante diferentes técnicas las caracteristicas que esta evidencian. (Gericke
y Pinches, 2006; Nayak et al., 2011). Una de estas técnicas corresponde a la microscopia TEM la
cual permite visualizar el tamafio y la forma de nanoparticulas. La formacion de nanoparticulas
de plata esféricas en la solucion de extracto libre de micelio y con similar tamafio entre si
indican posible monodispersidad de estas, caracteristicas deseadas en la muestra (Ahmad et al.,
2003). Si bien este tipo de microscopia permite identificar particulas individuales, también es
posible identificar agregados de estas, asi lo reporta Gericke y Pinches, (2006) observando una
morfologia irregular y a su vez agregados de las nanoparticulas. Este reporte es similar en un
aspecto y difiere en otro en cuanto a los resultados experimentales, ya que si fue posible observar
agregado de particulas en la imagen, pero ademas se observo tamafio y forma similar de las

nanoparticulas de plata en la muestra.
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7. CONCLUSION

El espectro UV-Vis de extracto libre de micelio de hongos de pudricion blanca A.
discolor y S. hirsutum en solucion con nitrato de plata, generan una banda de absorbancia
entre 400 y 420 nm atribuido a la formacion de nanoparticulas de plata.

El hongo de pudricion blanca Anthracophyllum discolor presenta bandas de absorbancia
mayores a Stereum hirsutum, lo que sugiere una mayor produccion de nanoparticulas por

este parte de este hongo.

El extracto libre de micelio del hongos A. discolor es eficaz para la biosintesis de
nanoparticulas de plata en solucién de nitrato de plata bajo condiciones de pH alcalina,
obteniendo los mejores resultados a pH 9 en las tres concentraciones de AgNO;

utilizadas.

La biosintesis de nanoparticulas de plata en el extracto de A. discolor presenta bandas de
absorbancia variables segln la concentracion de iones metélicos que se utiliza la banda
mas alta se genera con 5 mM de AgNOs3, luego a 1 mM se genera un pico de absorbancia

medio, y la banda mas bajo se obtiene utilizando 3 mM de AgNO:s.

La presencia de grupos amino unidos a las nanoparticulas de plata se confirm6 mediante
espectroscopia FTIR, lo que sugiere la liberacion extracelular de proteinas por el hongo
de pudricion blanca. Estas proteinas, probablemente, cumplen la funcién de formacion y

estabilizacion de las nanoparticulas biosintetizadas.

Futuras perspectivas de investigacion. EI hongo Anthracophyllum discolor ha
demostrado ser capaz de producir nanoparticulas de plata. EI mecanismo probable para la
biosintesis extracelular de nanoparticulas de plata es uno de los desafios posteriores de

esta investigacion.
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Anexo 1. Tabla peso frescoy peso seco para biomasa de la cepa fungica A. discolor.

9. ANEXOS

Muestras(biomasa)

Peso fresco (Q)

Peso seco (g)

i
NEBowo~voorwNhr

6,0
51
3,8
2,8
3,8
4,9
5,1
4,9
5,9
3,3
6,0
5,3

0,62
0,43
0,48
0,51
0,61
0,60
0,56
0,65
0,72
0,58
0,64
0,98
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Anexo 2. Tabla de pH inicial y pH ajustado correspondiente al extracto libre de micelio (ELM)

obtenido de la cepa A.discolor

Muestras pH inicial pH ajustado
(ELM)

1 6.6 5.0
2 6.7 5.0
3 7.2 6.0
4 7.1 6.0
5 7.2 7.0
6 7.2 7.0
7 7.2 8.0
8 7.4 8.0
9 7.4 9.0
10 7.4 9.0
11 7.4 10
12 7.5 10
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Anexo 3. Concentraciones utilizadas para realizar la curva de calibracién de proteinas

mg/L 0,00 0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
nm 0,005 0,013 0,017 0,034 0,064 0,084 0,122
Curva de calibracion para proteinas
0,14
0,12 *
0,10
< 0,08
(@]
€ 0,06
0,04 .
0,02
0,00 *
000 002 004 006 008 010 0,12
nm

Anexo 4. Tabla determinacion de proteinas en medio de cultivo para la cepa A.discolor

Tiempo(d) Muestral Muestra 2 Muestra 3 Promedio  Desvest
Abs mg/mL Abs mg/mL Abs mg/mL

0 0,01 0,107 0,029 0,273 0,014 0,142 0,17 0,0875

3 0,02 0,194 0,041 0,378 0,02 0,194 0,26 0,1062

6 0,034 0317 0,036 0,334 0,004 0,055 0,24 0,1564

8 0,031 0,291 0,015 0,151 0,017 0,168 0,20 0,0763

14 0,078 0,701 0,062 0,561 0,051 0,465 0,58 0,1186
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Anexo 5. Tabla Actividad enzimatica de Lacasa (Lac), Manganeso peroxidasa (MnP),
Manganeso independiente (MiP), Lignina peroxidasa (LiP) para la cepa A.discolor

Tiempo(d) Lac(UL-1) MnP(UL-1) MiP (UL-1) LiP (U L-1)
0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 01 0,0 0,0
5 0,0 08 03 5,0
7 5.4 20,7 0,0 07
12 0,0 21,5 0,0 03

Anexo 6. Cambio de coloracion para la biosintesis de nanoparticulas plata por el hongo de
pudricién blanca A. discolor en medio con (a) 1 mM, (b) 3mM y (c) 5mM de AgNO3 por 72 h de
reaccion a diferentes condiciones de pH en la solucién de reaccion. Imagen (1) pH 5, imagen (I1)
pH 6, imagen (I11) pH 7, imagen (IV) pH 8, imagen (V) pH 9y imagen (VI) pH







