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RESUMEN

Las nanoparticulas de sulfuro de cadmio (CdS-NPs) sintetizadas por via fangica
presentan caracteristicas quimicas y Opticas altamente estables a causa de su tamafio,
composicidon y estructura, las cuales las hacen una alternativa prometedora para el
desarrollo de métodos espectrofotométricos de alta sensibilidad en la deteccion de
metales en solucion. No obstante, la aplicacion de las nanoparticulas biogénicas resulta
un reto, debido a que el material biol6gico que se utiliza para llevar a cabo la sintesis y
el recubrimiento, es ampliamente diverso, por lo que el recubrimiento que presentan las
nanoparticulas es de composicion compleja y por lo tanto, en ocasiones su funcién y
aplicacion se ignora. Lo anterior se debe a que es necesario caracterizar a detalle los
componentes biolégicos que recubren las nanoparticulas para poder encontrar una
aplicacion en particular. A causa de lo anterior, actualmente se busca obtener
nanoparticulas biogénicas dirigidas hacia alguna aplicacién en especifico desde las
primeras etapas del proceso. Por ello, el presente trabajo tiene como objetivo
desarrollar un método espectrofotométrico a base de CdS-NPs, asi como la deteccion
de los iones metalicos. Se seleccionaron las condiciones de produccion del extracto
fungico que permitiera obtener la maxima concentracion de NADH, grupos sulfhidrilo y
FRAP, asi como la minima concentracidén de proteinas. Se sintetizaron y caracterizaron
las CdS-NPs por espectrofotometria, potencial Z, microscopia electronica de
transmision y electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SDS-PAGE. Finalmente se evalud la capacidad de deteccion de los iones metalicos en
muestras sintéticas de agua al agregar 1 mL de las CdS-NPs biogénicasapH4y8al
mL de la solucién de cada metal (Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*?, Fe*3 y Cr*%) a una
concentracion de 100 pg/mL. Se demostré que el extracto metandlico de Aspergillus
niger obtenido bajo condiciones evaluadas, cuenta con los componentes necesarios
para la sintesis y recubrimiento de las CdS-NPs, asi como para la deteccién de iones
metalicos, pues fue posible sintetizar CdS-NPs con forma triangular de longitud maxima

de 2.56 + 0.50 nm, capaces de detectar Pb?*, Cré* y Fe3* a pH 4, asi como Co?* a pH 8.



ABSTRACT

Cadmium sulfide nanoparticles (CdS-NPs) synthesized by fungal route present highly
stable chemical and optical characteristics due to their size, composition and structure,
which make them a promising alternative for the development of highly sensitive
spectrophotometric methods for metal detection in solution. However, the application of
biogenic nanoparticles is a challenge, due to the fact that the biological material used to
carry out the synthesis and coating, is widely diverse, thus the coating presented by the
nanoparticles is complex in composition and therefore, sometimes their function and
application is ignored. This is due to the fact that it is necessary to characterize in detail
the biological components that coat the nanoparticles in order to find a particular
application. Because of the above, currently the aim is to obtain biogenic nanoparticles
directed towards a specific application from the first stages of the process. Therefore,
the present work aims to develop a spectrophotometric method based on CdS-NPs, as
well as the detection of metal ions. The production conditions of the fungal extract were
selected to obtain the maximum concentration of NADH, sulfhydryl groups and FRAP,
as well as the minimum concentration of proteins. CdS-NPs were synthesized and
characterized by spectrophotometry, Z-potential, transmission electron microscopy and
electrophoresis in polyacrylamide gels under denaturing conditions (SDS-PAGE).
Finally, the ability to detect metal ions in synthetic water samples was evaluated by
adding 1 mL of the biogenic CdS-NPs at pH 4 and 8 to 1 mL of the solution of each
metal (Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*?, Fe*3 and Cr*®) at a concentration of 100 pg/mL.
It was demonstrated that the methanolic extract of Aspergillus niger obtained under
evaluated conditions has the necessary components for the synthesis and coating of
CdS-NPs, as well as for the detection of metal ions, since it was possible to synthesize
triangular-shaped CdS-NPs with a maximum length of 2.56 + 0.50 nm, capable of
detecting Pb?*, Cré* and Fe3* at pH 4, as well as Co?* at pH 8.
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1 INTRODUCCION

Los metales como el Co, Pb, Hg, Cr, Ni, Cu y Zn son altamente toxicos para la salud y
el medio ambiente y pueden ser transportados facilmente de un lugar a otro a causa de
diversas actividades antropogénicas, por lo que pueden llegar a contaminar cuerpos de
agua, aire y suelo. Los métodos actuales de deteccién y cuantificacion de dichos
elementos se realizan haciendo uso de técnicas analiticas como la espectroscopia de
masas y emision optica acoplado a plasma inductivamente (ICP-MS/ICP-OES). Estas
técnicas son costosas y en muchas de las ocasiones el nimero de muestras a analizar
hace incosteable un muestreo y por consiguiente la recuperacién del sitio. Por ello,
actualmente se busca el desarrollo de métodos rapidos de bajo costo y sencillos de
utilizar para la deteccién preliminar de metales contaminantes en muestras ambientales
y asi dirigir el muestreo y el andlisis de contaminantes. El uso de las nanoparticulas de
sulfuro de cadmio (CdS-NPs) sintetizadas por via bioldgica, las cuales presentan
caracteristicas quimicas y Opticas altamente estables a causa de su tamafio,
composicién y estructura, son una alternativa prometedora para el desarrollo de
métodos espectrofotométricos de alta sensibilidad para la deteccion de metales. No
obstante, la caracterizacion de los componentes bioldgicos de la cubierta de las
nanoparticulas (NP) obtenidas por dichos métodos resulta un reto, debido a la inmensa
cantidad de biomoléculas que estan presentes en la biomasa de los hongos,
responsables de la sintesis y recubrimiento, asi como de la interaccion con los iones
metalicos. El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar un método
espectrofotométrico a base de CdS-NPs biogénicas sintetizadas con los extractos
acuoso y/o metanolico de Aspergillus niger para la deteccién de iones metalicos como
el Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*?, Fe*3 y Cr*¢ en muestras sintéticas de agua a una

concentracion de 100 pg/mL.



2 ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion ambiental

El crecimiento poblacional dado en el territorio mexicano a partir del siglo XX es el
principal causante de la degradaciébn ambiental, pues ha generado una alta demanda
de los recursos naturales, los cuales pueden ser obtenidos de distintas maneras
(SEMARNAT, 2016). No obstante, otros factores socioecondémicos de la poblacion
como la economia, tecnologia, educacién, urbanizacion y desigualdad son
responsables de la eficacia con la cual se obtienen los recursos naturales y por lo tanto,

de la huella ecoldgica que generan (Riojas-Rodriguez et al., 2013; SEMARNAT, 2016).

México a partir de la segunda mitad del siglo pasado es un pais en desarrollo y
presenta un deterioro ambiental considerable, pues a causa de la urbanizacion y
migracion poblacional (SEMARNAT, 2016), muchos de los contaminantes tanto de
origen natural como antropogénico se han visto incrementados a causa de las tasas de
movilizacion y transporte, lo que genera impactos sobre el medio ambiente y la salud de

las personas (Vargas-Marcos, 2018).

Segun informes de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) sobre la situacion del medio ambiente en México (2016), las actividades
mineras, asi como las agropecuarias, acuicolas y de infraestructura son de las
principales actividades que generan las huellas ecolégicas mas altas en el ambiente.
Sin embargo, de acuerdo con el Sistema Nacional de Indicadores Ambientales de la
SEMARNAT, los tipos de contaminantes mas frecuentemente reportados son por
fuentes de hidrocarburos, seguido de metales pesados y acido-bases, de los cuales
éstos ultimos normalmente estan presentes en conjunto con la contaminacion por
metales y metaloides (SEMARNAT, 2020). A pesar de que la gran mayoria de
contaminantes presentes en el ambiente son por hidrocarburos como los derivados del
petréleo, la contaminacion por metales y metaloides no es menos importante (Vargas-
Marcos, 2018).

La determinacion del numero de personas afectadas por causa de factores

contaminantes en el ambiente no es claro, pues la Organizacion Mundial de la Salud
9



(OMS) no cuenta con cifras que estimen la gravedad del deterioro ambiental
(Organizacién Mundial de la Salud, 2018). Esto debido a que los problemas de salud en
la poblacion asociados a la contaminacién ambiental suelen variar considerablemente
de acuerdo con el tipo de contaminante, pues pueden ir desde infecciones
gastrointestinales y respiratorias por el desbalance de las poblaciones microbianas,
animales y de plantas, hasta problemas cardiopulmonares, neuroldgicos y canceres
ocasionados por accion directa de algunos contaminantes como los metales (Escobar,
2002; Vargas-Marcos, 2018).

2.2 Metales como contaminantes

Los metales naturalmente se encuentran distribuidos de manera homogénea en bajas
concentraciones en la corteza terrestre, rocas y agua (Susana y Botello, 1998). Estos
pueden ser agrupados por su densidad superior a 5 g/cm3 como metales pesados, los
cuales son asociados a una elevada toxicidad en el organismo a muy bajas
concentraciones segun la OMS (Tabla 1). No obstante, no todos los metales pesados
son téxicos, ni todos los metales no pesados son no téxicos, pues un metal puede ser
clasificado como téxico o contaminante dependiendo de la concentracion, su estado
ionico y la biodisponibilidad que presente en un sitio especifico (Briffa et al., 2020;

Suarez y Narvaez, 2017).

Algunos de los elementos metélicos mas téxicos y comunes en el ambiente para el
organismo son el Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn y As (este ultimo metaloide) (Morton-
Bermea et al., 2009; Susana y Botello, 1998). Sin embargo, aunque el Cu y el Zn son
necesarios en varias de las actividades bioldgicas de las células, éstos se encuentran
presentes en mayor proporcion en el medio ambiente y por lo tanto, también son un

factor de riesgo importante para la salud (Susana y Botello, 1998).

La toxicidad de los metales y los metaloides radica principalmente en su estado i6nico y
la afinidad que presentan hacia ciertos grupos funcionales como los sulfhidrilo (-SH),
carboxilo (-COOH), amino (-NH) e hidroxilo (-OH) presentes en biomoléculas como
proteinas, lipidos y carbohidratos, lo que hace que éstos puedan generar una

modificacion o supresion de las actividades fisiolégicas normales (Briffa et al., 2020).
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Por ejemplo, en enzimas y transportadores de iones de algunos organelos que regulan
los procesos celulares y la ésmosis, como son las mitocondrias, lisosomas, el nucleo y

la membrana celular (Tchounwou et al., 2012)

Tabla 1. Limites de concentracion de iones metéalicos en agua para consumo

Metal OMS limite (mg/L)
Arsénico (As) 0.01
Cadmio (Cd) 0.003

Cobre (Cu) 2
Cromo (Cr) 0.05
Mercurio (Hg) 0.006
Niquel (Ni) 0.07
Plomo (Pb) 0.01
Zinc (Zn) S/D

S/D: Sin datos observados para el dafio a la salud (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2018)

Los elementos metédlicos también pueden presentarse en altas concentraciones en
zonas con alta actividad antropogénica donde estan involucradas las emisiones
industriales, mineria, fundicion, actividades tecnoldgicas, agricolas y domésticas (Ali et
al., 2019; Shirani et al., 2020), pues la urbanizacion e industrializacién son la principal
causa de contaminacion por metales debido a que éstos son transportados por

escorrentias hasta cuerpos de agua (Morton-Bermea et al., 2009).

En los cuerpos de agua, los metales pueden encontrarse en suspension y ser
transportados por rios, aire y otros factores bidticos y abidticos a diferentes zonas o
bien, encontrarse en solucion y ser sedimentados hasta llegar a filtrarse a los mantos
acuiferos (Briffa et al., 2020). Por ello, los metales al ser tdéxicos a muy bajas
concentraciones para los seres vivos y dificiles de eliminar del medio ambiente, son una

preocupacion especialmente cuando se encuentran presentes en los cuerpos de agua,
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lo que resulta en la necesidad de un diagndéstico oportuno de dichos elementos
(Tchounwou et al., 2012; Valko et al., 2005).

2.3 Métodos convencionales para la deteccion de metales

Los métodos analiticos cualitativos y cuantitativos que pueden utilizarse para el andlisis
elemental son los volumétricos, gravimétricos y espectrofotométricos. No obstante, los
meétodos convencionales para la deteccion de los metales contaminantes comunes en
el medio ambiente (Atieh et al., 2017; Odobasi¢ et al., 2019) son por técnicas
instrumentales de espectroscopia de absorcién atomica (EAA), espectroscopia atomica
de fluorescencia (EAS), espectroscopia de rayos X (ERX) y la espectroscopia de masas
y de emision Optica acoplado a plasma inductivamente (ICP-MS e ICP-OES). Estas
técnicas pueden detectar cualitativa y cuantitativamente una gran variedad de

elementos con una elevada sensibilidad y especificidad (Gumpu et al., 2015).

La EAA puede determinar la concentracion de los elementos ionizados de una muestra
liquida, al hacer fluir un rayo de luz proveniente de una ldmpara catddica que atraviesa
la muestra en forma de vapor (Potts, 1987). Esto a partir de la determinacién de
absorcion de luz por parte de los elementos presentes en la muestra, con ayuda de un
espectrometro monocromatico (Potts, 1987; Stoeppler, 1983). Por otro lado, las técnicas
de ICP pueden detectar la emision de luz atbmica de la muestra a partir de su
ionizacién por la accion de una llama de plasma, mientras que la ERX realiza la
cuantificacion a partir de la absorcién y emision de energia de rayos X provenientes de
los electrones de las capas mas internas de los atomos que componen a la muestra
(Hutton et al., 2014; Sharma et al., 2018).

La seleccion de técnicas instrumentales para la cuantificacion de los elementos
presentes en las muestras se realiza con base en el objetivo principal del analisis, es
decir, la sensibilidad y especificidad deseada, la reduccion de interferencias o de
acuerdo con la complejidad de la muestra, la matriz y el tiempo de analisis. No obstante,
dichas técnicas son costosas, se requieren tiempos largos de procesamiento de
muestras y requieren de equipos y materiales de alto costo, asi como personal

entrenado para su analisis (Gumpu et al., 2015). Por ello, recientemente se exploran
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nuevas alternativas para la deteccidén in situ de iones metélicos contaminantes de
cuerpos de agua; que sean rapidos, especificos y selectivos. Todo ello con el objetivo
de utilizarlos como pruebas preliminares para dirigir el muestreo en zonas especificas, y
asi hacer mas eficiente el proceso de andlisis instrumental al reducir el nUmero y toma
de muestras (Odobasic et al., 2019).

2.4 Métodos en investigacion para la deteccion de metales

Los biosensores son dispositivos analiticos rapidos, especificos y selectivos, integrados
por un material bioldgico que reconoce el analito en investigacion, el cual con ayuda de
otros elementos transductores trasmiten un tipo de sefial que puede ser Optico, eléctrico
o térmico a un detector para poder ser analizado (Odoba$i¢ et al., 2019). Dada la
naturaleza de los elementos metalicos, los métodos rapidos para su deteccién se basan
principalmente en pruebas espectrofotométricas o electroquimicas, mediante el uso de
indicadores de iones metalicos y nanomateriales en solucién, los cuales cambian de
color o de potencial eléctrico al unirse con los iones libres (Gumpu et al., 2015; Lou et
al., 2014; Odobasic et al., 2019).

Los indicadores de iones metalicos son sustancias quimicas simples o complejas, que
contienen ligandos que reconocen los iones por su carga, afinidad y peso molecular,
tales como las bases de Schiff (Alorabi et al., 2019; Aydin y Keles, 2020; Reimann et al.,
2019), quelantes y colorantes (Abed et al., 2019; Chen et al., 2019). Dichos
compuestos, son poco selectivos hacia cierto tipo de iones metélicos y altamente
sensibles a las modificaciones del pH, pues cambian de color en funcién de su estado

de protonacion.

Los nanomateriales en solucion, gracias a las propiedades Opticas y eléctricas que
presentan algunos de ellos, como las nanoparticulas de oro (Au-NPs) y plata (Ag-NPs),
ademas de las nanoparticulas semiconductoras son una alternativa para la deteccion
de metales contaminantes (Gao et al., 2016; Gumpu et al., 2015; Lou et al., 2014; Pujol
et al., 2014). Las Au-NPs y Ag-NPs debido al coeficiente de extincion y de resonancia
de superficie plasmoénica que presentan, pueden generar cambios espectrofotométricos

en solucién en presencia de otros elementos o bien, producir un cambio en el potencial
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eléctrico de la solucion en la que se encuentren al detectar ciertos analitos (Kim et al.,
2017; Kobashigawa et al., 2019; Liu et al., 2017; Wang et al., 2018). Sin embargo, los
reactivos con los cuales son sintetizadas son costosos, lo que podria verse reflejado en
un precio elevado del producto final (Kim et al., 2017; Sabela et al., 2017; Wang et al.,
2018).

Los puntos cuanticos semiconductores o “quantum dots” (QD) por sus propiedades
fluorescentes y cataliticas dependientes de su tamafio, son un blanco prometedor para
la deteccion de iones metalicos en solucién por medio de cambios en el espectro de
absorcién y emisiéon de luz (Rempel et al., 2015; Suresh, 2013). Este tipo de
nanomateriales son de gran interés para el desarrollo de métodos rapidos de deteccion
de metales mediante reacciones redox que generan cambios colorimétricos en las
soluciones, permitiendo una identificacion de dichos elementos con una alta
sensibilidad, especificidad, capacidad de portabilidad a campo y con el uso de reactivos

menos costosos (Bera et al., 2010; Suresh, 2013)

2.5 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NP) son agregados solidos de tamafio nanométrico menor a 100
nm, compuestas por diversos elementos como pueden ser metales, no metales,
polimeros o la combinacion entre estos (Ashok, 2016a). Se clasifican en 1)
bidimensionales; cuando una de sus tres dimensiones se encuentra en el rango de la
nanoescala 2) unidimensionales; cuando dos de sus dimensiones estan a nanoescala y
3) cerodimensionales; cuando todas sus dimensiones estan a nanoescala, tales como

los puntos cuanticos (QD), fullerenos y nanohilos (Jain, 2017).

Las propiedades y caracteristicas fisicas y quimicas de los nanomateriales como la
flexibilidad, conductividad eléctrica, térmica, reactividad, catalisis, luminiscencia, indice
de superficie a volumen, entre muchas otras, suelen ser diferentes a las del material
original con el que fueron sintetizados, debido al tamafio y estructura que presentan
(Ashok, 2016a). Algunas de las nanoparticulas mayormente empleadas estan

compuestas por elementos metalicos, mientras que otras se componen tanto de un
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elemento metalico como de uno no metalico, tales como las nanoparticulas

semiconductoras (Saallah y Lenggoro, 2018; Siddigi y Husen, 2016; Suresh, 2013).

2.6 Puntos cuanticos

Los puntos cuanticos son nanoestructuras semiconductoras de tamafos nanomeétricos
que presentan cero dimensiones en un plano tridimensional (Maxwell et al., 2019). Los
QD exhiben propiedades Opticas distintas al ser excitados por radiaciones
electromagnéticas. Estrictamente, se le conoce como puntos cuanticos a aquellas
particulas semiconductoras que tienen un diametro menor al radio de Bohr y que
muestran propiedades luminiscentes altamente estables a causa de su tamaiio el cual
puede ir de 1.5 a 10 nm, dependiendo de los elementos por los que esté conformado el

nanomaterial (Bera et al., 2010; Pawar et al., 2018).

2.6.1 Materiales semiconductores como puntos cuanticos

Los puntos cuanticos semiconductores son un material compuesto por diversos
elementos no metélicos que incluyen los grupos II-VI, llI-V y IV-VI de la tabla periddica,
asi como diferentes iones metalicos (Pawar et al., 2018). 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, etc
(Kumar, 2019; Meziani et al., 2005). Dichos nanomateriales presentan propiedades
Opticas, eléctricas y térmicas diferentes a las de sus formas macroscopicas (Alivisatos,
1996; Mal et al., 2016; Silvi y Credi, 2015).

Los materiales semiconductores por su naturaleza presentan una banda de energia de
valencia (BV) y una banda de energia de conduccion (BC), donde los electrones
pueden pasar de la BV a la BC a partir de una energia de excitacion especifica,
determinada por la brecha o distancia (gap) entre las dos bandas de energia, la cual
depende del tamafio del material semiconductor (Alivisatos, 1996). Los electrones que
se encuentran sobre la BV al ser excitados y pasar a la BC, dejan “huecos” en la BV
conocidos como excitones. Estos ultimos al ser ocupados por los electrones que
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regresan de la BC a la BV, liberan fotones y emiten luz con mayor estabilidad 6ptica y
luminiscencia debido al efecto cuantico que se muestra en la gran mayoria de las
nanoestructuras con diametros inferiores a 10 nm (Lou et al., 2014; Priyanka et al.,
2016; Uddandarao et al.,, 2019; Uddandarao y Balakrishnan, 2017; Uddandarao y
Mohan, 2016).

2.6.2 Fendmeno de confinamiento cuantico

El fendmeno de confinamiento cuantico ocurre en los nanomateriales de cero
dimensiones donde los electrones que componen a los atomos del semiconductor se
encuentran tan restringidos en el espacio para su libre movimiento, en comparacién con
los electrones que fluyen libremente en las diferentes dimensiones de los materiales de
mayor tamafo, los cuales pueden llegar a presentar una dimension o hasta dos
dimensiones (Alivisatos, 1996; Bera et al., 2010; Kumar, 2019). Este fendmeno sucede
cuando una energia de excitacidbn hace brincar los electrones de los atomos de un
semiconductor de la BV a la BC, con la consecuente liberacion de energia en forma de
fotones. Esto se observa tanto en el material a granel como en los puntos cuanticos. Sin
embargo, la distancia o brecha entre la BV y la BC se vuelve mas grande en los
materiales mas pequefos y la energia de excitacion necesaria para que un electron
pase de la BV a la BC, se vuelve mayor (Maxwell et al., 2019; Pawar et al., 2018). Esto
a su vez genera el incremento en la emision de fotones en comparaciéon con los
materiales en su forma macroscépica, donde la brecha y la energia de excitacion
necesarias para que un electron pase de la BV a la BC se vuelve mas pequefia y por lo

tanto, su estabilidad éptica y luminiscencia disminuye (Alivisatos, 1996).

2.6.3 Puntos cuanticos de CdS

Los puntos cuanticos de CdS son nanoestructuras que se pueden presentar con
diferentes morfologias, las cuales se obtienen a partir de una estructura cristalina
basica cubica o hexagonal (Kozhevnikova et al.,, 2015). Estos nanomateriales han

ganado importancia en diversos campos a causa de las propiedades Opticas, eléctricas
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y quimicas (Khan, 2012; Khan et al., 2011; Kozhevnikova et al., 2015), dadas por la
energia de banda prohibida que presentan, la cual se incrementa de 2.42
electronvoltios (eV) hasta 3-4 eV cuando el material de CdS en su forma macroscopica
llega a tamafos inferiores a 10 nm (Kozhevnikova et al., 2015; Rempel et al., 2015;
Sandoval-Cardenas et al., 2017b). Lo anterior les confiere caracteristicas oOpticas
especificas como su coloracion y el rango de absorcion y emision de luz. Por ello, los
QD de CdS pueden emplearse en el recubrimiento de electrodos, celdas solares,
detectores de infrarrojo, sensores ambientales y bioldgicos, asi como en la construccion

de sensores potenciométricos y microscopicos (Yuting et al., 2019).
2.6.4 Propiedades Opticas de los puntos cuanticos de CdS

Los puntos cuanticos de CdS presentan un amplio rango de absorcion de luz que puede
ir desde los 350 a los 525 nm aproximadamente, con un espectro de emision de luz
dentro de los 400 y los 550 nm (Ahmad et al., 2002; Bel Haj et al., 2018; Bhadwal et al.,
2014; Chen et al., 2014; Khan et al., 2011; Sandoval-Cardenas et al., 2017b). El rango
de absorcion y emision de luz de los puntos cuanticos en el espectro electromagnético
depende directamente del tamafio y la estructura del nanomaterial, el cual se ve
modificado por el coeficiente de extincion, e indirectamente del recubrimiento que
puedan presentar los puntos cuanticos, pues éste ultimo les brinda caracteristicas de
solubilidad, estabilidad coloidal, biocompatibilidad y funcionalizacién del nanomaterial,
mismo que puede resultar en la dispersion o aglomeracion de las particulas y con ello
en la modificacién de la interaccién con el espectro electromagnético (Bel Haj et al.,
2018; Lou et al., 2014; Shang y Xiaohu, 2015; Yu et al., 2003).

2.6.5 Funcionalizacion de los puntos cuanticos y las CdS-NPs

La funcionalizacién de los puntos cuanticos con la cual tiene lugar la deteccién
espectrofotomeétrica de los elementos metélicos y otras moléculas esta determinada por
el tipo de recubrimiento que presentan (Lou et al., 2014). La cubierta del nanomaterial
es la principal responsable de las interacciones con las moléculas que se encuentran
presentes en una solucién y causante de los cambios en las propiedades fisicoquimicas
que pueda sufrir la nanoparticula o punto cuantico (Dameron et al., 1989; Pareek et al.,
2018; Poornaprakash et al., 2016; Uddandarao et al., 2019).

17



Algunos de los factores més importantes que influyen directamente sobre la cubierta de
las nanoparticulas y por lo tanto en las propiedades fisicoquimicas del nanomaterial
son, las variaciones de pH, interaccion con compuestos organicos, inorganicos y/o
elementos presentes en el medio, asi como la concentraciéon salina de la solucién y en
algunas ocasiones la temperatura (Bhadwal et al.,, 2014; Sabela et al.,, 2017,
Uddandarao et al.,, 2019; Varela y Bermejo-barrera, 2014). Dichos cambios estan
relacionados con modificaciones sobre los grupos tiol (-SH), carboxilo (-COOH), amino
(~NH2) e hidroxilo (-OH) que conforman la cubierta del punto cuantico de CdS, tales
como los amino&cidos de las proteinas, los carbohidratos y lipidos (Ahmad et al., 2002;
Priyanka et al., 2016; Uddandarao y Mohan, 2016).

2.6.5.1 Recubrimiento de nanomateriales

La cubierta de los nanomateriales como los puntos cuanticos de CdS, tiene como
objetivo principal brindar solubilidad al material y funcion especifica para su aplicacion
(Odobasic et al.,, 2019). Dicha cubierta puede ser de origen organico e inorganico y
debera tener la capacidad de unirse a los atomos que conforman al nacleo con alta
afinidad (Bel Haj et al., 2018; Lou et al., 2014). No obstante, la seleccion de la cubierta
es un tema muy complicado, pues esta tendra que cumplir con ciertas especificaciones
gue cubran las necesidades deseadas; por ejemplo, brindar estabilidad coloidal,
biocompatibilidad, capacidad de bioconjugacion, resistencia a cambios de pH,
temperatura, salinidad etc (Ahmad et al., 2002; Sandoval-Cardenas et al., 2017b). El
recubrimiento de los puntos cuanticos de CdS y de las nanoparticulas en general,
puede llevarse a cabo a partir de un origen sintético o biolégico, las ventajas y
desventajas de cada uno de ellos varian (Tabla 2) (Dameron y Winge, 1990; Mal et al.,
2016; Reyes et al., 2009; Sandoval-Cardenas et al., 2017b).
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los tipos de recubrimiento de nanomateriales

Cubierta de origen sintético

Ventajas

Se obtienen nanomateriales con
cubierta de composicién definida.

Los métodos de sintesis vy
recubrimiento sintético son por
procesos fisicos y quimicos rapidos.
Generalmente se obtiene mayor
homogeneidad en composicion,
tamafio y estructura de la cubierta y
el nanomaterial.
Se favorece

nanomaterial.

la solubilidad del

Desventajas

Se utilizan reactivos de alta pureza.

La eficiencia del proceso de recubrimiento
es bajo y se utiliza mayor cantidad de
reactivos.

Los recubrimientos presentan menor
fuerza de unibn al ndcleo del
nanomaterial.

Los nanomateriales son mas propensos a
desestabilizacion coloidal por factores
abioticos.

Los procesos de recubrimiento generan
mas residuos quimicos y pueden utilizar
mas energia.

Cubierta de origen biolégico

Ventajas

Desventajas

a los ¢ No se conoce la

Los recubrimientos se agregan
nanomateriales al momento de su sintesis.
Diversos compuestos de origen biolégico pueden
funcionar como recubrimiento del nanomaterial.

Se utiliza una menor cantidad de reactivos y de
menor pureza.

El proceso de recubrimiento es mas eficiente.

Se generan residuos menos contaminantes y en
menor proporcion.

El recubrimiento tiene mayor fuerza de union al
nacleo del nanomaterial.

Los nanomateriales tienen mayor estabilidad
coloidal frente a diversos factores abidticos.

Los nanomateriales recubiertos presentan mayor

composicién del
recubrimiento.

Es necesario realizar una
caracterizacion detallada
del recubrimiento.

Los procesos de sintesis
y recubrimiento de los
nanomateriales son mas
tardados.

Se pueden obtener
cubiertas menos
homogéneas en tamaiio,
composicién y estructura.

sensibilidad y especificidad por un analito.

Los recubrimientos sintéticos se emplean para las nanoparticulas que son sintetizadas
por métodos fisicoquimicos con el uso de reactivos de alta pureza, es decir, el
experimentador puede utilizar el recubrimiento de interés para alguna aplicaciéon en
especifico (Ashok, 2016a; Dameron y Winge, 1990; Pareek et al., 2018). No obstante, la
gran mayoria de veces se genera un recubrimiento con poca fuerza de union al nucleo,

lo que pude resultar en una desestabilizacion coloidal frente a diferentes factores
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abidticos (Hulkoti y Taranath, 2014; Tang et al.,, 2005). Algunos ejemplos de los
recubrimientos sintéticos mas frecuentemente utilizados son aquellos que contienen
fosfenos (6xidos) o mercaptanos (sulfhidrilos), tales como trioctilfosfina (TOP), 6xido de
trioctilfosfina (TOPO), &cido mercaptoacético (MAA), acido mercaptopropiénico (MPA),

acido tioglicolico (TGA), L-cisteina, entre otros (Bel Haj et al., 2018; Lou et al., 2014).

Los recubrimientos de origen biologico a diferencia de los sintéticos son obtenidos a
partir del metabolismo de los microorganismos como parte de su desarrollo e
intervienen en los nanomateriales al momento de sus sintesis. Esto debido a que los
puntos cuanticos y nanoparticulas que presentan dichos recubrimientos se originan a
partir de organismos vivos como plantas, bacterias y hongos, asi como de extractos
organicos derivados de su materia organica (Bhadwal et al., 2014; Jacob et al., 2016).
La cubierta del nanomaterial se produce a partir de los componentes organicos
(proteinas, carbohidratos y lipidos) una vez que los compuestos esenciales para la
sintesis de las particulas generan el nucleo; estos ultimos pueden ser enzimas
reductasas de sulfatos y/o nitratos y cofactores enzimaticos como el NADH, NADPH y
ATP (Ahmad et al., 2002; Reyes et al., 2009).

El recubrimiento obtenido por procesos biologicos es eficiente, de alta fuerza de union
al ndcleo, estabilidad coloidal y elevada resistencia a factores abidticos. Ademas,
debido a que se utilizan procesos enzimaticos, moléculas y compuestos propios de los
organismos que las generan, se reduce el uso de materiales toxicos, costosos y
dafinos a la salud y al ambiente (Sharma et al., 2018). Asimismo, las nanoparticulas al
contener una cubierta de mayor complejidad estructural, pueden exhibir mayor
sensibilidad y especificidad hacia cierto tipo de analitos (Priyanka et al., 2016;
Uddandarao et al., 2019; Uddandarao y Balakrishnan, 2017). Por otro lado, las
desventajas de este tipo de recubrimientos es que no se conoce de qué esta formada la
cubierta y por lo tanto, tampoco la funcidon que tendrdn para alguna aplicacion en
especifico, pues el recubrimiento se genera de manera inespecifica con los materiales
organicos que se encuentran en el medio, los cuales pueden ser muy variados sino se
restringe la cantidad de componentes a utilizar durante el proceso (Priyanka et al.,
2016; Uddandarao y Balakrishnan, 2017). No obstante, para reducir las diferencias del
recubrimiento que se pueda obtener, se utilizan extractos que ayuden a eliminar la
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mayor cantidad de componentes bioldgicos no esenciales, asi como a caracterizar los
elementos que conforman la muestra a utilizar (Ahmad et al., 2013; Chowdhury et al.,
2014; Duran et al., 2005; Kobashigawa et al., 2019; Sabela et al., 2017; Siddiqi y
Husen, 2016). Todo ello con el objetivo de llevar a cabo la sintesis y el recubrimiento
del nanomaterial de manera repetible y reproducible (Ahmad et al., 2002; Basavaraja et
al., 2008; Gnansounou y Raman, 2017; Sabri et al., 2016; Shaligram et al., 2009).

2.6.5.2 Compuestos de origen biolégico como recubrimientos de nanomateriales

Actualmente existen numerosos reportes acerca de la sintesis y recubrimiento de
nanoparticulas con compuestos de origen bioldgico con el fin de reducir el uso de
productos sintéticos (Aruna-Devi et al.,, 2015; Sandoval-Cardenas et al., 2017b;
Uddandarao et al., 2019; Uddandarao y Mohan, 2016). No obstante, en la mayoria de
ocasiones la obtencién y purificacion de nanoparticulas suele complicarse dependiendo
del tipo de organismo que se utilice para su produccion, pues para el caso de bacterias
y plantas, es necesario llevar a cabo varios pasos metddicos para su obtencion como la
lisis de la pared celular o la extraccion y purificacibn de compuestos polares,
respectivamente (Sharma et al., 2018). Por otro lado, la sintesis de nanoparticulas por
via fungica suele ser mas simple, pues las proteinas, enzimas, compuestos y moléculas
implicadas en su sintesis, recubrimiento y funcionalizacion pueden encontrarse en la
pared celular de los hongos o ser secretados al medio, lo que facilita el uso de la
biomasa o el medio acuoso para dicho proceso sin la necesidad de realizar la lisis
celular (Ahmad et al., 2002; Duran et al., 2005; Reyes et al., 2009).

Los recubrimientos de NP y puntos cuanticos de CdS por via fangica se han investigado
en procesos intracelulares y extracelulares (Jacob et al., 2016). En el primer caso, se
encuentran reportados los hongos levaduriformes Schizosaccharomyces pombe y
Candida glabrata (Dameron y Winge, 1990; Dameron et al., 1989). Por otro lado, los
hongos filamentosos Pleurotus ostreatus (Borovaya et al., 2015), Phanerochaete
chrysosporium (Chen et al., 2014), Coriolus versicolor (Sanghi y Verma, 2009),
Trichoderma harzianum (Bhadwal et al., 2014), Fusarium oxysporum (Ahmad et al.,
2002; Sandoval-Céardenas et al., 2017a, 2017hb), Aspergillus versicolor y Aspergillus

niger producen en su biomasa los componentes necesarios para llevar a cabo tanto la
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sintesis y el recubrimiento de las nanoparticulas de manera extracelular (Alsaggaf et al.,
2020; Das et al.,, 2012), tales como proteinas y enzimas como sulfato y nitrato
reductasas (Sandoval-Cardenas, 2017), ademas de moléculas mediadoras como el
ATP y NADPH (Aruna-Devi et al., 2015; Reyes et al., 2009); dicha via es mas rapida y
un tanto mas sencilla. Esto debido a la diversidad de enzimas que presentan en su

pared celular (Hulkoti y Taranath, 2014).

2.6.5.3 Mecanismos de deteccion de metales a partir del recubrimiento del

nanomaterial

Los mecanismos por los cuales tiene lugar la deteccion espectrofotométrica de los
elementos metalicos y otras moléculas alun no estan bien descritos, pero se sabe que
se pueden generar cambios en sus propiedades 6pticas a partir de diferentes procesos
que dependeran tanto de la estructura, composicion y tamafio del nanomaterial, asi
como de las caracteristicas del analito y su proximidad e interaccion con el nanomaterial
(Priyanka et al., 2016; Uddandarao et al., 2019; Uddandarao y Balakrishnan, 2017).
Ademas, los factores como el pH, temperatura, salinidad y la complejidad de las
muestras a analizar, determinaran también los limites de sensibilidad y especificidad del
método (Uddandarao et al., 2019; Uddandarao y Balakrishnan, 2017; Varela y Bermejo-
barrera, 2014). Algunos de los mecanismos descritos son:

1. Interaccion de los excitones del nhanomaterial con los electrones de los analitos.
Los iones de los analitos en solucion tendran la capacidad de donar electrones a
los excitones de la BV de las NP excitadas y/o aceptar los electrones
energizados liberados de la BV de las NP excitadas y con ello la reduccion o
eliminacion de la fluorescencia (Lou et al., 2014).

2. Formacion de complejo analito-ligando. Los analitos se unen a los grupos
funcionales de la cubierta de las nanoparticulas y le brindan rigidez y proteccion
al ndcleo, limitando la interaccion de los electrones excitados de las NP con los
electrones de los atomos del medio y por lo tanto favorece la fluorescencia (Lou
et al., 2014).

3. Desplazamiento de ligandos. Los analitos por afinidad al ndcleo de la NP

desplazan las moléculas y los grupos que forman la cubierta y que les dan
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estabilidad coloidal, lo que genera la pérdida de su solubilidad y/o estabilidad
coloidal con la formacién de conglomerados y la consecuente disminucion de la
fluorescencia (Lou et al., 2014).

4. Activadores y supresores de la fluorescencia. Agentes intermediarios especificos
adicionados al medio o compuestos presentes en las muestras son capaces de
aumentar o inhibir la fluorescencia de las NP y a su vez ser susceptibles a la
conjugacion con analitos (iones metéalicos) que modifican la fluorescencia de las
NP (Lou et al., 2014).

5. Formacién de complejo analito-ligando-analito. Un analito puede interaccionar
con el grupo funcional de la cubierta de dos nanoparticulas a la par y formar
redes que culminan con la formacién de conglomerados y la pérdida de la

fluorescencia

2.7 Avances en el desarrollo de métodos para la deteccion de metales con

nanomateriales

Existen numerosos reportes y revisiones extensas del uso de nanoparticulas para la
deteccion de iones metdlicos a partir de AuNP, AgNP y distintos QD semiconductores,
todos ellos con diferentes estrategias de deteccion de dichos elementos (Bel Haj et al.,
2018; Kim et al., 2017; Kobashigawa et al., 2019; Lou et al., 2014; Sabela et al., 2017;
Shrivas et al.,, 2015; Varela y Bermejo-barrera, 2014; Wang et al., 2018). Los
mecanismos de deteccién son variados y generalmente se basan en procesos de
afinidad con los grupos -SH, -COOH, -NHz e -OH de las moléculas que conforman la
cubierta, lo que genera la dispersion o conglomeracion de las NP(Priyanka et al., 2016;
Uddandarao y Balakrishnan, 2017). Algunos de los metales que han sido detectados
por procesos de afinidad con los grupos —SH son el Pb, Zn, Cu, Ca, Mn*? y As, Cr*3,
mientras que por interaccion con los grupos -COOH, -NH:z e -OH se han detectado Co,
Hg, Pb, Pd y Pt*?, todos estos métodos con diferente sensibilidad, especificidad e

interferencias (Sabela et al., 2017).

La gran lista de métodos reportados para la deteccion de iones metélicos hasta el

momento utiliza nanoparticulas sintetizadas por procesos quimicos Y fisicos con el uso
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de recubrimientos sintéticos especificos (Lou et al., 2014). No obstante, también existen
unos pocos reportes acerca del uso de nanoparticulas y puntos cuanticos recubiertos
con biomoléculas de Aspergillus flavus por procesos bioquimicos para la deteccion de
Cu, Mn y As (Ahmad et al.,, 2002; Bhadwal et al., 2014; Priyanka et al., 2016;
Uddandarao et al.,, 2019; Uddandarao y Balakrishnan, 2017; Uddandarao y Mohan,
2016). Dos ejemplos de este tipo de nanomateriales utilizados en solucion son las
nanoparticulas de calcogenuros metalicos de sulfuro de zinc (ZnS) y sulfuro de plomo
(PbS), reportadas como particulas cristalinas semiconductoras de 1 — 20 nm con
propiedades fluorescentes, electroluminiscentes (Borovaya et al., 2015; Chen et al.,
2014; Priyanka et al.,, 2016; Uddandarao y Balakrishnan, 2017). Este tipo de
nanoestructuras ademas de las propiedades anteriormente mencionadas, tienen en
comun su estructura en forma de esfera, tamafio aproximado y recubrimiento con
biomoléculas fangicas (Priyanka et al., 2016; Sandoval-Cardenas et al., 2017b;
Uddandarao y Mohan, 2016). Tanto las nanoparticulas de ZnS como las de PbS se han
empleado para la deteccion espectrofotométrica de metales a partir del analisis
espectroscopico de fluorescencia por cambios en los espectros de absorcion y emision
de luz en presencia de diferentes elementos (Priyanka et al., 2016; Uddandarao y
Balakrishnan, 2017). El mecanismo por el cual los metales en solucion son detectados
tiene lugar cuando dichos elementos se enlazan con la cubierta de la NP y generan
cambios en el nanomaterial que lleva a una aglomeracion y asi, la modificacion en la
absorcién y emision de luz de las nanoparticulas (Priyanka et al., 2016; Uddandarao y
Balakrishnan, 2017).

2.8 Limitantes en el desarrollo de métodos para la deteccién de metales con

nanomateriales

Actualmente existen numerosos reportes acerca de métodos de deteccion de iones
metalicos a base de nanoparticulas con cubiertas sintéticas y pocos reportes con el uso
de nanoparticulas con cubiertas de origen bioldgico (Aruna-Devi et al., 2015; Borovaya
et al., 2015; Khan et al., 2011; Lou et al., 2014; Onwudiwe et al., 2014; Reyes et al.,
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2009; Sanghi y Verma, 2009, 2009; Wang et al., 2018). No obstante, la gran mayoria de

ellos presenta mas de una limitante.

Los nanomateriales que presentan cubiertas sintéticas, generalmente utilizan mayor
concentracion de los precursores para llevar a cabo la sintesis y el recubrimiento del
nanomaterial por procesos fisicoquimicos (= 0.1 M), ademas de que en ocasiones la
optimizacién de su sensibilidad, especificidad y estabilidad coloidal son necesarias
(Sharma et al., 2018). Por otro lado, los nanomateriales con cubierta biolédgica, tienen
como mayor limitante la caracterizacion del recubrimiento y la determinaciéon de su
funcionalizacion a causa de la gran variedad de componentes que se utilizan para el
proceso de sintesis y recubrimiento de la nanoparticula (Bel Haj et al., 2018; Shang y
Xiaohu, 2015; Silvi y Credi, 2015). No obstante, dichas limitantes pueden ser
remediadas de una manera menos complicada mediante procesos de caracterizacion
fisicoquimica y técnicas moleculares especificas (Bel Haj et al., 2018; Shang y Xiaohu,
2015; Silvi y Credi, 2015).

Una limitante que se presenta en el uso de los nanomateriales tanto con un
recubrimiento sintético como bioldgico es la cuantificacion de la concentracién de las
NP, pues para ello es necesario recurrir a técnicas gravimétricas o espectroscopicas
para cuantificar con mayor exactitud el peso molecular de un compuesto del cual se
desconoce el nimero de elementos que lo conforman (Shang y Xiaohu, 2015). Para ello
se suele utilizar andlisis instrumental o informacion de reportes previos de la
identificacién de algunos pardmetros importantes y especificos de los nanomateriales,

como el coeficiente de extincion (Yu et al., 2003).

2.9 Importancia de la caracterizacion de las propiedades de los nhanomateriales

Conocer algunas de las caracteristicas fisicas y quimicas de las nanoparticulas es clave
para su identificacion, debido a que sus propiedades cambian con base al material de
que estan hechas, su tamafio y el medio que las rodea (Ashok, 2016b). Por esto,
actualmente existen numerosas técnicas analiticas que permiten determinar algunas
caracteristicas esenciales de las nanoparticulas, como son el tamafio, forma, estructura,

peso molecular, composicion y propiedades quimicas, eléctricas y Opticas de su
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superficie (Sharma et al., 2018). Todo esto, mediante espectroscopia ultravioleta-visible
(UV-vis), espectroscopia de masas acoplado a plasma inductivamente (ICP-MS),
espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDAX), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), esparcimiento dindmico de luz (DLS), potencial zeta
(ZP), microscopia de fuerza atomica (AFM) y microscopia electrénica de transmision
(TEM) y de barrido (SEM) (Ashok, 2016b; Priyanka et al., 2016; Sharma et al., 2018;
Uddandarao y Balakrishnan, 2017)
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3 JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfoca en el desarrollo de un método de deteccion
espectrofotométrico a base de CdS-NPs biogénicas sintetizadas con el extracto fungico
de Aspergillus niger para la deteccion de iones metalicos en solucion. Lo anterior
debido a que los métodos de deteccidn actuales, a pesar de ser rapidos, sencillos,
especificos y sensibles, son a base CdS-NPs sintetizadas por procesos fisicoquimicos
los cuales presentan algunas limitantes, tales como un recubrimiento simple y con
menor fuerza de union al ndcleo, que reduce el tiempo de utilidad de las nanoparticulas
a causa de fenomenos de inestabilidad coloidal, ademés de que se utilizan reactivos de
alta pureza y grandes cantidades de energia con una baja eficiencia de produccion. El
uso de CdS-NPs de origen biogénico sintetizadas a partir de extractos fungicos,
ayudard a mejorar la estabilidad coloidal, biocompatibilidad y tiempo de utilidad de las
nanoparticulas, ya que presentan como ventaja un recubrimiento de mayor complejidad
quimica debido a que durante su sintesis se utiliza solo aquel extracto fungico que
contenga la maxima concentracion de poder reductor, NADH y grupos sulfhidrilo que se
requieren para el proceso de sintesis, asi como la minima concentracion de proteinas
que participan en el recubrimiento del nanomaterial y la deteccion de los iones

metdalicos.

El contar con el método de deteccion a base de CdS-NPs biogénicas obtenidas a partir
de un extracto fungico, favorecera las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas y por lo tanto el éxito de su aplicacion para la deteccion de metales en
solucion. Lo anterior generara conocimiento nuevo en cuanto al proceso de sintesis,
recubrimiento y aplicacion de CdS-NPs de origen biogénico para la deteccién de iones
metalicos debido a que actualmente las CdS-NPs obtenidas por procesos biogénicos
son sintetizadas a partir de un gran niumero de componentes organicos no esenciales
para dichos procesos, lo que resulta en un recubrimiento de gran tamafio y complejidad
casi imposible de caracterizar y por lo tanto de ser aplicado para alguna funcion en

particular.
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4 HIPOTESIS

Las nanoparticulas biogénicas sintetizadas con el extracto acuoso o metandlico de
Aspergillus niger tienen la capacidad de detectar iones metalicos como el Co, Hg, Pb,

Zn, Cu, Ni, As, Mn*2, Fe*?® y Cr*® en muestras sintéticas de agua.

5 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método espectrofotométrico a base de CdS-NPs biogénicas sintetizadas
con el extracto acuoso o metandlico de Aspergillus niger para la deteccion de iones
metalicos como el Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*?, Fe*3 y Cr*® en muestras sintéticas

de agua

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar el extracto acuoso o0 metandlico que contenga las moléculas
indispensables para la sintesis y el recubrimiento de CdS-NPs mediante
espectroscopia UV-vis y electroforesis SDS-PAGE.

2. Sintetizar CdS-NPs mediante el extracto organico de la biomasa de Aspergillus
niger.

3. Caracterizar fisicoquimicamente las CdS-NPs biogénicas obtenidas por el
extracto fungico mediante métodos espectroscopicos, microscopicos, potencial
zeta y electroforesis SDS-PAGE.

4. Evaluar la capacidad del método espectrofotométrico en la deteccion de los
iones metalicos Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*2, Fe*3 y Cr*® en muestras

sintéticas de agua mediante CdS-NPs biogénicas.
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7 METODOLOGIA

7.1 Seleccion del extracto acuoso o0 metandlico con las moléculas
indispensables para la sintesis y el recubrimiento de CdS-NPs mediante
espectroscopia UV-vis y electroforesis SDS-PAGE

7.1.1 Diseio de experimentos

Se llevo a cabo un disefio de experimentos para la determinacion de las condiciones de
produccion de los extractos organicos fungicos de Aspergillus niger utilizando el
software Design-Expert v11. Se incluyeron tres factores con un nivel alto y uno bajo por
triplicado; 1) Estado de la biomasa (seca, humeda), 2) Solvente (agua, metanol) y 3)
Tiempo (24 h, 72 h). Se evaluaron cuatro respuestas involucradas en la sintesis y
recubrimiento de las NP de CdS, asi como en la deteccién de iones metalicos en
solucion; 1) NADH, 2) FRAP (Poder Reductor Antioxidante Férrico), 3) Proteinas y 4)
SH (grupo sulfhidrilo). Se seleccionaron las condiciones de las variables que permitieran
maximizar la concentracién de los grupos sulfhidrilo y el cofactor enzimatico NADH, asi

como minimizar la concentracién de proteinas.
7.1.2 Obtencion y adaptacién del hongo

El hongo Aspergillus niger se obtuvo del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental del
Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada (CICATA), Unidad
Querétaro del Instituto Politécnico Nacional, Querétaro, México. La cepa bajo
criopreservacion fue descongelada de manera gradual y posteriormente, 100 uL de la
conserva fue inoculada en placas de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA); los cultivos
se incubaron durante 4 dias a 30°C. Se realizaron tres pases consecutivos en placas
con PDA, bajo las mismas condiciones de incubacion; la pureza y ausencia de
contaminacion de los cultivos se observé en un microscopio a 40X a partir de una

tincion en fresco con KOH al 5% de (Priyanka et al., 2016).
7.1.3 Produccién de la biomasa flngica

Se obtuvo un preinéculo de A. niger, el cual consistio en obtener discos de micelio de

10 mm de didmetro después de incubar el hongo a 30°C durante 15 dias en una placa
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de Petri con Agar Dextrosa Sabouraud. La obtencién de la biomasa fungica se obtuvo al
inocular un disco de micelio de 10 mm de A. niger en matraces de 1 L con 250 mL de
medio MGYP incubado a 30°C y 150 rpm durante 4 dias (g/L): extracto de malta, 6;
glucosa, 10; extracto de levadura, 3; peptona de gelatina, 5 (Sandoval-Cardenas et al.,
2017b). Se produjo biomasa himeda y biomasa seca como material para los extractos
organicos; la biomasa hiumeda se recuper6 por filtracién al vacio después de 4 dias de
incubacion a 30°C y 150 rpm y se lavo tres veces con 50 mL de agua destilada estéril,
mientras que la biomasa seca se obtuvo después de poner la biomasa humeda a 55°C
por 24 h (Basavaraja et al., 2008; Duran et al., 2005).

7.1.4 Produccion de extractos organicos flungicos

La biomasa humeda y seca al 6% (1.5 g) por separado se coloc6é en un matraz de 125
mL con 25 mL de agua destilada estéril y se incub6 por 24 y 72 h a 30°C y 150 rpm
(Shaligram et al., 2009). El sobrenadante se filtré al vacio con papel filtro de poro fino y
se almacend bajo oscuridad a -20°C hasta su posterior uso. El procedimiento anterior
se repitio al reemplazar como solvente, el agua por el metanol concentrado para la

extraccion de biomoléculas (Duran et al., 2005; Shaligram et al., 2009)
7.1.5 Determinacion del cofactor enzimatico NADH

El cofactor enzimatico NADH y su forma oxidada (NAD™) se identificaron y analizaron
por espectrofotometria de absorcion UV-Vis en el equipo Genesys 10S, Thermo
Scientific mediante un barrido de 200 a 800 nm con velocidad media e intervalo de 1
nm, asi como con mediciones puntuales a 340 y 260 nm, respectivamente (Giancaspero
et al., 2013; Simonian, 2002). La cuantificacion del NADH a 340 nm se realizé a partir
de la ecuacion de la recta de una curva de calibracién de 0 a 0.2 mM de NADH (Cat.
No. N8129, Sigma-Aldrich) disuelto en buffer Tris-base, 0.01M pH 9.5. Los extractos
organicos diluidos 1:5 en agua destilada estéril se incubaron durante 10 min con 500 pL
del buffer Tris-base en una relacién 1:1 y se analizaron a 340 nm. El blanco que se

utilizé para el andlisis de espectrofotometria fue agua destila.

7.1.6 Determinacion del poder reductor antioxidante férrico (FRAP)
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El poder reductor total de los extractos organicos fungicos se determiné con base en la
técnica FRAP reportada por Vijayalakshmi y Ruckmani (2016), mediante la ecuacion de
la recta de una curva de calibracion de 0.002 a 2 mM/L de FRAP; concentraciones
equivalentes 0.001 a 1 mM/L de acido ascérbico. Para ello, se coloc6 1 mL de los
extractos organicos concentrados o diluidos en un tubo cénico de 15 mL y se le agregé
2.5 mL de buffer de fosfatos 0.2 M, pH 6.6 (g/L): 8; cloruro de sodio, 0.2; cloruro de
potasio, 1.44; fosfato de sodio dibasico, 0.24; fosfato de potasio monobasico. En
seguida, se afiadieron 2.5 mL de ferricianuro de potasio al 1%, se resuspendio la
mezcla en vortex y se incub6 a 50°C por 20 min en bafio maria. Posteriormente, a la
mezcla se agreg6 2.5 mL de acido tricloroacético (TCA) al 10% y se centrifugd a 3,000
rpm durante 10 min. Finalmente se tomaron 2.5 mL del sobrenadante, se afiadieron 2.5
mL de agua destilada, 0.5 mL de cloruro férrico al 0.1%, se mezcld, dejé incubar por 10
min a temperatura ambiente y se determino la absorbancia de las muestras a 700 nm
(Vijayalakshmi y Ruckmani, 2016). Se utiliz6 agua destilada como blanco para el

analisis de espectrofotometria
7.1.7 Determinacion de la concentracion de proteinas

La cuantificacion de proteinas solubles de los extractos organicos acuoso y metandlico
fue mediante el microensayo Bradford de Bio-Rad mediante la ecuacién de la recta de
una curva de calibracion de Albumina Sérica Bovina (BSA) (CAS No. 9048-46-8) de
0.001 mg/mL a 0.03 mg/mL en agua y en metanol al 10%, a partir de una solucion stock
de 1.37 mg/mL. La cuantificacion de proteinas se determind después de 5 minutos de
incubacion de 800 ul de la muestra con 200 pl del reactivo Bradford (Cat No. 5000006)
a temperatura ambiente en un espectrofotdmetro a 595 nm. Los extractos acuosos y
metanolicos se diluyeron en una relacion 1:10 en agua destilada y como blanco se

utilizé agua o metanol al 10% sin el reactivo Bradford.
7.1.8 Determinacion de la concentracion de grupos sulfhidrilo (SH)

La identificacidbn de los grupos funcionales (-SH) se realiz6 mediante el método
propuesto por Beveridge y colaboradores (1974). Para ello, a 500 pL de los extractos
organicos se agrego 500 pL de buffer Tris-glicina 0.1M, pH 8.0 con 0.01M de EDTA
(g/L): 10.4; tris-base, 6.9; glicina, 1.2; EDTA sin sodio. Enseguida se adicionaron 25 pL
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del reactivo Ellman; DTNB (Cat No. D8130, Sigma-Aldrich) 6 mg/1.5 mL de buffer Tris-
glicina y se dejé incubar por 30 min bajo oscuridad. Las muestras se analizaron a 412
nm y la concentracion de los grupos sulfhidrilo se calculé en pM/L de (—SH) a partir del
valor de absorcion de luz, la ley de Lamber-Beer, el coeficiente de absortividad molar
del producto formado TNB (4cido 2-nitro-5-tiobenzoico) y la descripcion No. 22582,
Thermo Scientific para la determinacion de los grupos sulfhidrilo (Beveridge et al.,
1974).

7.1.9 Perfil proteico de los extractos fungicos por electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE)

El perfil proteico de los extractos acuoso y metandlico se realiz6 mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) de
acuerdo con las especificaciones reportadas en el boletin No. 10007296 de Bio-Rad
para la electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970). En un gel de poliacrilamida al 15%
se colocaron las muestras del extracto organico con buffer de carga 4X a una
concentracion final de 1 pg/20 pL, asi como 10 pl de marcador de peso de 10 — 250
kDa (Cat. No. 161-0373). El gel se corri6 en una camara de electroforesis Mini-
PROTEAN® Tetra System, Bio-Rad con buffer de corrida 1X a 200V durante 45 min y
se tind con plata, con base en el protocolo Silver Satin Plus, Bio Rad (Cat. No. 161-
0449). El peso molecular se determind con una curva de calibracion que se construyé al
colocar el logaritmo del peso molecular de cada banda en el eje Y, contra la movilidad
electroforética o relativa (Rf) de cada banda en el eje X. Se determind la ecuacion de la
recta y se sustituyé el valor de la movilidad electroforética (Rf) de cada banda obtenida
en los geles de electroforesis para estimar el peso molecular. La distancia migrada por
las proteinas o bandas del gel, asi como la distancia migrada por el frente (zona donde
quedo el colorante del buffer de carga después de la corrida) se obtuvo con el programa

Image J®.

Distancia migrada por la proteina

Distancia migrada por el frente
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7.2 Sintesis de CdS-NPs mediante el extracto orgéanico de la biomasa de

Aspergillus niger

7.2.1 Sintesis de CdS-NPs

La sintesis de CdS-NPs se realiz6 al incubar por triplicado 6 mL del extracto organico
seleccionado de Aspergillus niger con 30 mL de Cd(NOz3)2*4H20 2 mM y 30 mL de
Na2S0s3 0.3 M en un matraz de 250 mL a 30°C y 150 rpm durante 72 horas (CdS-NPs
de Na2SOsz) (Sandoval-Cardenas et al., 2017b). La reaccion de sintesis de las
nanoparticulas también se llevo a cabo utilizando 60 mL de Cd(NO3)2*4H20 1 mM y S°
0.15 M (CdS-NPs de S°). Para el control biolégico negativo se utilizaron 6 mL del
extracto con 60 mL de agua destilada, mientras que para el control inorganico se utilizé
el Cd(NO3)2*4H20 con el Na2SOs (inorganico- Na2S03) o con el S° (inorganico-S°) a la
misma concentracion y volumen. En un tubo cénico de 50 mL se recupero el volumen
final por filtracion al vacio con papel filtro estéril grado 608 y posteriormente con filtros
para jeringa con membrana de nylon de 0.45 um (Khan et al., 2011; Sandoval-Cardenas
et al., 2017b).

7.3 Caracterizacion fisicoquimica de las CdS-NPs biogénicas mediante métodos

espectroscépicos, microscépicos, potencial zeta y electroforesis SDS-PAGE

7.3.1 Caracterizacion espectroscopica y de potencial eléctrico de las CdS-NPs

La caracterizacion dptica para la determinacion de la resonancia de plasmoén superficial
de las CdS-NPs por espectroscopia de absorcion y fluorescencia, se realizd6 en un
espectrofotometro UV-vis Genesys 10S, Thermo Scientific mediante un barrido de 200 a
500 nm, mientras que el andlisis de fluorescencia se llevé a cabo con una excitacion (A)
a 365 nm mediante un barrido de 400 a 700 nm en un espectrofotometro F96Pro,
Luzeren con lecturas cada 1 nm, apertura del slit de excitacion y de emision de 10.0 nm
y fotomultiplicaciéon (PMT) de 5. Por otro lado, el calculo de la energia de banda

prohibida o “Band Gap” se realizé con el método grafico “Tauc” a partir del espectro de
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absorcion UV-Vis de las CdS-NPs. El analisis de la dispersidad de las nanoparticulas se
realiz6 en un Zetasizer Ver. 7.11, Malvern Instruments Ltd, mediante potencial Z para la
determinacion del potencial eléctrico de la superficie de las CdS-NPs y la identificacion
del pH de mayor estabilidad coloidal; para ello, las CdS-NPs se ajustaron apH de 4y 8
con NaOH y HCI 0.1 M (Priyanka et al., 2016; Uddandarao y Balakrishnan, 2017).

7.3.2 Caracterizacién microscopica de las CdS-NPs

Sobre una caja de Petri con papel filtro y con la ayuda de pinzas ultrafinas (Cat. No.
72864-D), se coloco una rejilla de cobre (Cu) con pelicula de carbén Holey ultrafino,
Agar Scientific (Cat. No. AGS147-3H). Se adicion6é una microgota de la reaccién de
sintesis de las CdS-NPs sobre la rejilla y se llevd a un desecador a temperatura
ambiente y vacio durante 3 dias para eliminar la humedad. El tamafio y la estructura de
las nanoparticulas se calculé y determind con el programa Image J® a partir de las
micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM) en un
microscopio JEOL, JEM-1010. La estimaciéon de la concentracién de las CdS-NPs se
realiz6 mediante la ecuacién de la ley de Lambert Bear, a partir del valor de la
absorbancia del nanomaterial y del coeficiente de extincion de las nanoparticulas. Este
altimo se determind mediante la ecuacion propuesta por Yu y colaboradores (2003), al
sustituir el diametro del nanomaterial obtenido de la caracterizacién y analisis de las

micrografias, en la férmula &€ = 21536(D)?3

La estructura y composicion de las nanoparticulas se analizO por microscopia
electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM) y espectroscopia de difraccion
de rayos X por energia dispersiva (EDX) en un microscopio JEOL, JEM-ARMZ200F. Las
micrografias que se obtuvieron por HRTEM se analizaron con el programa Image J® y
Digital Micrograph® para calcular el patrén de difraccién y las distancias interplanares de

las NP cristalinas.
7.3.3 Electroforesis SDS-PAGE de las CdS-NPs

La caracterizacion del recubrimiento de las CdS-NPs se realiz6 mediante una
electroforesis SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes. Las proteinas de la
cubierta de las nanoparticulas fueron extraidas al tratar la muestra que contenia las

CdS-NPs con SDS al 1% a 100°C durante 10 min y centrifugar a 8000 rpm durante 10
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minutos. El sobrenadante se utilizé6 en gel SDS-PAGE como fue reportado para la
caracterizacion de los extractos organicos y como control se utilizaron las CdS-NPs que
no fueron tratadas con SDS (Chowdhury et al., 2014).

7.4 Evaluacion del método espectrofotométrico para la deteccion de iones

metalicos en muestras sintéticas de agua mediante CdS-NPs biogénicas.

La deteccion espectrofotométrica de metales (Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*?, Fe*® y
Cr*6) se realizd a partir de la preparacion de muestras sintéticas de agua con sales
metalicas de cloruros (CoClz, ZnClz, CuClz, NiClz, MnClz y FeCls), 6xidos metalicos
(HgO y As203), acetato de plomo (Pb[CH3COQ]2) y dicromato de potasio (K2Cr207), los
cuales se pusieron en contacto con 1 mL de la solucion de CdS-NPs concentradas, al
agregar 1 mL de la solucion de cada metal a una concentracion de 100 pg/mL
(Uddandarao y Balakrishnan, 2017). Las pruebas se realizaron con las CdS-NPs a pH
de 4 y 8, identificando el cambio en la coloracion de las soluciones y el espectro de
absorcion UV-Vis y fluorescencia. El control biolégico de Aspergillus niger, ademas de
los controles inorganicos de S° y Na.SOs también se pusieron en contacto con cada
uno de los metales bajo las mismas condiciones, tanto a pH de 4 como de 8. Lo anterior
con motivo de descartar algun tipo de interferencia que pudiera surgir entre el extracto
fungico y los precursores de las CdS-NPs con los metales seleccionados para la

evaluacion del método espectrofotométrico.

La determinacion del limite de deteccion de los metales que fueron detectados con las
CdS-NPs se llevé a cabo con 1 mL de la solucién de las CdS-NPs y 1 mL de cada uno
de los metales detectados a 50, 100, 300 y 500 pug/mL. Los resultados se analizaron de
manera visual y mediante espectrofotometria de absorcién y fluorescencia con un
barrido espectral de 200 a 800 nm y de 400 a 700 nm, respectivamente (Uddandarao y
Balakrishnan, 2017).

35



8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Seleccion del extracto acuoso y metandlico para la sintesis y el
recubrimiento de CdS-NPs mediante espectrofotometria y electroforesis
SDS-PAGE

8.1.1 Disefo experimental

El disefio de experimentos que se obtuvo para la seleccion de los extractos organicos
de Aspergillus niger fue un disefio factorial 23 con 24 corridas, donde la variable A
corresponde al estado de la biomasa (seca, himeda), la B al solvente (agua, metanol) y
la C al tiempo de incubacion (24 h, 72 h). Cada combinacion posible se realizé por

triplicado como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio factorial 2% con tres replicas para la produccién de los extractos

organicos de Aspergillus niger

Estado Tiempo de Estado Tiempo de

Corrida dela Solvente incubacion | Corrida dela Solvente incubacion
biomasa (h) biomasa (h)
1 Seca Metanol 72 13 Humeda Agua 72
2 Humeda Agua 24 14 Seca Metanol 24
3 Seca Agua 72 15 Humeda  Metanol 24
4 Seca Metanol 72 16 Humeda  Metanol 72
5 Seca Metanol 24 17 Humeda Agua 24
6 Himeda  Metanol 24 18 Seca Agua 24
7 Seca Agua 24 19 Seca Metanol 24
8 Huimeda  Metanol 72 20 Seca Agua 72
9 Humeda Agua 72 21 Humeda Agua 72
10 Huimeda  Metanol 24 22 Seca Metanol 72
11 Seca Agua 72 23 Humeda Agua 24
12 Seca Agua 24 24 Himeda  Metanol 72

A partir del disefio experimental y como variables de respuesta se determinaron los
valores de la concentracién de algunas de las biomoléculas que han sido reportadas
por tener mayor influencia en la sintesis y recubrimiento de las CdS-NPs, asi como en
la deteccion de los iones metalicos. Los factores que fueron considerados dentro del
disefio experimental fueron el cofactor enzimatico NADH, el poder reductor antioxidante
férrico (FRAP), la concentracién de proteinas y la concentracion de grupos sulfhidrilo
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(SH), lo que resulté en un disefio experimental 23 con cuatro respuestas para el anélisis

de las condiciones de produccion del extracto organico de Aspergillus niger (Anexo Al).
8.1.2 Concentracion de biomoléculas en el extracto organico de Aspergillus niger

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) para la comparacion de medias de los
extractos organicos de Aspergillus niger respecto a la concentracibn FRAP y proteinas,
mostraron que el estado de la biomasa resulta ser el factor significativo que mas influye
en la concentracion FRAP y proteinas (Tabla 4 y Tabla 5). Asi mismo, el tipo de
solvente en la obtencion de los extractos organicos de A. niger, es un factor que influye
en gran medida, sobre todo en la concentracibn de los grupos SH, donde su
contribucion es superior al 50%, asi como también en la concentracion de NADH y
proteinas, donde contribuye con un 23.7 y 15.4%, respectivamente (Tabla 4). La razén
que explica lo anterior se atribuye a que los hongos del género Aspergillus son
considerados excelentes productores de acidos organicos, alcaloides, precursores de
micotoxinas y policétidos ciclicos, los cuales presentan propiedades liposolubles y por lo
tanto, mayor solubilidad con solventes organicos como el metanol (Carvalho et al.,
2019). Por otro lado, la mayor contribucion del estado de la biomasa, sobre las
variables de respuesta, se debe a que la biomasa humeda e integra puede dificultar la
penetraciéon del solvente a las células, asi como la expulsion de las moléculas
organicas, ademas de que el solvente sufre un efecto de dilucién por el hecho de utilizar
biomasa hidratada (Valu et al., 2020) Por otra parte, la biomasa seca por accion de la
ruptura celular al haber sido macerada y deshidratada, deja biodisponibles los
componentes organicos a los solventes, lo que permite una liberacion mas eficiente de
las diversas moléculas presentes dentro y fuera de las células. Lo anterior ha sido
confirmado por diversos autores que utilizan métodos de extraccion de moléculas
organicas a partir de la biomasa de hongos y plantas, los cuales involucran la ruptura
celular por microondas, ultrasonido, congelacion, liofilizacién y maceracion, donde éste
ultimo método es uno de los que ha mostrado ser altamente eficiente (Cetin et al., 2021;
Jernejc, 2004; Zekri et al., 2021).

El tiempo de incubacion no fue significativo en las variables de respuesta, excepto en la

concentracion de FRAP. De igual manera, las interacciones entre el estado de la

37



biomasa (A), solvente (B) y tiempo de incubacién (C) no resultaron significativos en los
modelos descriptivos de las variables de respuesta, a excepcion de la variable FRAP,
donde la interaccion BC y la interaccion ABC resultaron significativas (Tabla 4). Lo
anterior se atribuye al uso de la biomasa macerada, pues al romper las células se
liberan los componentes orgénicos y el solvente penetra las células de manera mas
eficiente. Por lo tanto, en un menor tiempo de incubacién se extraen grandes
cantidades de moléculas organicas y con ello, resulta un bajo porcentaje de

contribucion del factor tiempo sobre las variables de respuesta (Jernejc, 2004).

Tabla 4. Porcentaje de contribucion de los factores y sus interacciones sobre las
variables de respuesta NADH, FRAP, PROTEINAS y -SH evaluadas en los extractos

organicos de Aspergillus niger.

Contribucién al modelo estadistico (%)

Factores .

NADH FRAP PROTEINAS -SH

Biomasa (A) 37.8** 74.1%* 58.3** 2.6
Solvente (B) 23.7** 1.7** 15.4** 51.3**

Tiempo (C) 3.5 1.8* 0.04 9

AB 3.4 0.3 1.8 1.3

AC 0.5 0.003 1 0.1

BC 0.6 7.2%* 3.8 0.04
ABC 1.1 2.3* 11 0.01
Error 29 6.2 18.2 354

AB; AC, BC y ABC: Interaccion entre los factores Biomasa (A), Solvente (B) y Tiempo (C)
* Estadisticamente significativo con intervalo de confianza del 95%

** Estadisticamente significativo con intervalo de confianza del 99%
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Tabla 5. Promedio y desviacidon estandar de las variables de respuesta (NADH, FRAP,

Proteinas y -SH) de los extractos organicos de Aspergillus niger

Extractos orgénicos NADH (mM/L) FRAP (mMI/L) Proteinas -SH (unM/L)
(mg/ml)
Seca Metanol  24h 0.92 + 0.302 3.22 £ 0.99° 0.21 +0.01¢ 181.31 £ 59.102
Humeda  Metanol 24h  0.65+0.212 0.92 + 0.05¢ 0.30 + 0.01% 181.52 + 44.792
Seca Agua 24h  0.64 +0.01%°c 3.01 +0.16° 0.14 £ 0.008°¢ 121.75 + 0.472°
Humeda Agua 24h  0.28 + 0.24 1.17 £ 0.06¢ 0.31 +0.10% 96 + 49.95%
Seca Metanol 72h  0.74 +0.072° 2.54 +0.03 0.24 + 0.01%¢ 157.56 + 13.03%°
Humeda  Metanol 72h  0.52 + 0.28%°¢ 0.96 + 0.17¢ 0.33 +0.012 147.02 +52.13%
Seca Agua 72h  0.68 +0.02%° 4.38 £0.072 0.14 £ 0.01° 91.57 +4.33%
Humeda Agua 72h 0.12 + 0.03° 1.76 +0.18« 0.25 +0.01° 59.36 + 25.19°

a, b ¢: analisis estadistico de Tukey con intervalo de confianza del 95% para la comparacion de

medias. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Las condiciones para la obtencion de los valores maximos de NADH y SH en los
extractos de A. niger fue cuando se utilizé biomasa seca, metanol y 24 h de incubacion
(Figura 1y 4), pues se obtuvo 0.92 £ 0.30 mM/L de NADH y 181.31 + 59.1 uM/L de SH,
mientras que para obtener la concentracion méaxima de FRAP de 4.38 £ 0.07 mM/L, se
ocupd biomasa seca, agua y 72 h (Figura 2). Por otro lado, para obtener la maxima
concentracion de proteinas de 0.33 + 0.01 mg/mL se requiri6 de biomasa humeda,
metanol y 72 h de incubacién, mientras que para obtener minimas concentraciones de
proteinas se requieren las mismas condiciones en las que se obtienen los valores mas
altos de NADH y SH, es decir, biomasa seca, agua o metanol y 24 h de incubacion
(Figura 3). El tiempo de incubacion al no ser significativo en las variables de respuesta
gue son de mayor interés (NADH, SH y proteinas) fue descartado, con el motivo de
reducir el tiempo de obtencion de los extractos. Lo anterior es semejante a lo
reportando en la sintesis de nanoparticulas de plata, pues se han obtenido
concentraciones de 0.1 — 1 mM/L de NADH y NADPH, donde la concentracibn mas
empleada ronda los 0.5 mM/L (Hietzschold et al., 2019; Kumar et al., 2007; Talekar et
al., 2016). Por otra parte, el poder reductor reportado en la sintesis de nanoparticulas

es a base de extractos de plantas y abarca un amplio rango, pues puede ir desde 1 mM
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- 1 M de FRAP (Mahendran y Ranjitha Kumari, 2016; Phongtongpasuk et al., 2016;
Salari et al, 2018), mientras que las biomoléculas como péptidos, cisteina,
homocisteina, tioglicerol y tioacetamida utilizadas en el recubrimiento de nanoparticulas
sintetizadas por métodos fisicoquimicos para la deteccion de iones metalicos, reportan
un rango de 100 — 500 uM/L (Abolhasani et al., 2014; Chen et al., 2008, 2006; Chen y
Rosenzweig, 2002; Gallagher et al., 2010; Jiao et al., 2014; Koneswaran Yy
Narayanaswamy, 2009; Naik et al., 2002; Wei et al., 2012). Por ello, en este estudio las
mejores condiciones para maximizar la concentracion de NADH y SH, asi como
disminuir la concentracion de proteinas son utilizar biomasa seca, metanol y 24 h de
incubacion, lo que corresponde a 0.92 = 0.30 mM/L de NADH, 3.22 + 0.99 mM/L de
FRAP, 0.21 £ 0.01 mg/mL de proteinas y 181.31 £ 59.10 uM/L de SH (Anexo B1).
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Figura 1. Concentracion de NADH de los extractos organicos de Aspergillus niger.
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Figura 2. Concentracion del poder reductor antioxidante férrico (FRAP) de los extractos

organicos de Aspergillus niger.
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Figura 3. Concentracion de proteinas de los extractos organicos de Aspergillus niger.
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Figura 4. Concentracion de grupos sulfhidrilo (SH) de los extractos organicos de

Aspergillus niger.

8.1.3 Identificacion parcial de las proteinas presentes en el extracto organico de

Aspergillus niger por SDS-PAGE

El perfil proteico del extracto metandlico de Aspergillus niger que se utilizé para llevar a
cabo la sintesis de las CdS-NPs mostro claramente la presencia de diversas proteinas,
pues se encontraron 5 bandas en el gel tefiido con plata (Figura 5). Las bandas
presentaron pesos moleculares correspondientes a 87, 52, 38, 28 y 24 kDa en el

extracto metandlico de Aspergillus niger.
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Figura 5. Perfil proteico del extracto metandlico de Aspergillus niger. Carril 1; marcador

de peso molecular, carril 2 — 4; triplicado del extracto fungico a 1 ug/20 pL.

8.2 Sintesis y caracterizacion fisicoguimica de las CdS-NPs biogénicas mediante
métodos espectroscopicos, microscopicos, potencial zeta y electroforesis
SDS-PAGE

8.2.1 Caracterizacion espectroscopica de las CdS-NPs biogénicas

El analisis espectroscépico para la caracterizacion de las CdS-NPs sintetizadas a partir
del extracto metandlico de Aspergillus niger, confirmé que el Cd(NOz3)2*4H20 utilizado
para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas, presenta una banda de absorcién a
225 nm, correspondiente al grupo nitrato que conforma la sal (Kelly y Love, 2007),

misma banda que se observa en el control inorganico Na2SOs y el inorganico S° (Figura

43



10-11). Lo anterior indica que el Na2SOs y el S° no presentan absorcion y que no hay
reaccion abidtica entre ambos compuestos con el Cd(NOz3)2*4H20. Por otro lado, el
control biolégico presentd bandas de absorcion a 230 y 280 nm (Figura 10-11),
correspondientes a biomoléculas presentes en el medio, como carbohidratos,
compuestos polares y aminoacidos con grupos aromaticos como la tirosina y el
triptéfano, los cuales también se ven reflejados en el espectro de absorcién de las CdS-
NPs (Raynal et al., 2010; Taniguchi y Lindsey, 2018). Ademas, en la muestra
correspondiente a la sintesis de CdS-NPs surgié un fenémeno de esparcimiento de la
luz a partir de los 335 nm cuando la reaccion se realizd con el extracto metandlico de
Aspergillus niger, Na2SOs 0 S° y Cd(NOs)2*4H20 (Figura 6), el cual se atribuye a la
presencia de las CdS-NPs (Alsaggaf et al., 2020; Loa et al., 2021; Uddandarao y
Mohan, 2016).
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Figura 6. Espectro de absorcion de luz de las CdS-NPs sintetizadas con el extracto

metanolico de Aspergillus niger.

En el analisis de fluorescencia con una excitacion a 365 nm, se observo una banda de
fluorescencia alrededor de los 450 nm en el control biolégico y en las CdS-NPs (Figura
7), correspondiente al NADH y los aminoacidos de las proteinas que se encuentran en
el extracto fungico (Giancaspero et al., 2013; Perucho et al., 2015). No obstante, en las
CdS-NPs se presenté una banda de emision de luz adicional a 505 nm cuando se utilizé
el extracto con S° y Na2SO3 como precursores de la reaccion (Figura 7). Dicha banda
se sugiere puede corresponder al pico de emision excitonico de la recombinacion de
los electrones de la superficie de las CdS-NPs con otros componentes que recubren el
nanomaterial, el cual se ha reportado de los 450 a los 520 nm (Gadalla et al., 2018;
Khan, 2012; Kozhevnikova et al., 2015; Su et al., 2016).
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Figura 7. Espectro de emision de luz de las CdS-NPs sintetizadas con el extracto

acuoso de Aspergillus niger.

La formacion de nanoparticulas o puntos cuanticos de CdS a partir del extracto fangico
de Aspergillus niger cuando se utilizd Na2SOs y S° se confirmo por el método grafico
Tauc, el cual permitié determinar la energia de banda prohibida o band gap del CdS
(Bel Haj et al., 2018). En dicho analisis se encontré que las CdS-NPs sintetizadas con el
extracto metandlico de A. niger presentaron valores de 4.04 y 4.02 eV (Figura 8),
respectivamente. Dichos valores son superiores a la energia de banda prohibida que
presenta el CdS a granel, el cual es de 2.42 eV, pues la energia de banda incrementa a
medida que el tamafio del material disminuye, lo que resulta en una gran estabilidad
quimica, eléctrica y o6ptica del CdS a escala nanométrica (Bhadwal et al., 2014;
Kozhevnikova et al., 2015).
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Figura 8. Energia de banda prohibida de las CdS-NPs de Aspergillus niger por el
método grafico Tauc. A; CdS-NPs sintetizadas a partir de S°, B; CdS-NPs sintetizadas a

partir de NazSO:s.

8.2.2 Caracterizacion microscopica de las CdS-NPs biogénicas

La caracterizacion de las muestras por microscopia electrénica de transmisién de alta
resolucion (HRTEM) confirmé la presencia de CdS-NPs triangulares sintetizadas con el
extracto metanolico de Aspergillus niger, independientemente de la fuente de azufre
utilizada como precursor inorganico (Figura 9 — 10). Los resultados no mostraron
cambios en el tamafio de las nanoparticulas obtenidas mediante el extracto metandlico
de Aspergillus al utilizar S° o Naz2SOs como precursores de la reaccion, pues las
primeras presentaron un tamafno promedio de 3.62 + 0.65 nm (Figura 9A), mientras que
las CdS-NPs sintetizadas a partir Na2SOs presentaron un tamafio promedio de 2.56 +
0.50 nm (Figura 10A). Por otro lado, el analisis de las micrografias mediante el software
ImageJ™ y DigitalMicrograph®, confirmé que las CdS-NPs sintetizadas a partir de S° y
Na2SOs tienen estructura cristalina hexagonal, debido a que fue posible identificar las
columnas atomicas de las nanoparticulas con una distancia interplanar de 2.32 y 1.91
A, correspondientes a los indices de Miller (1 02 )y (10 3) para las CdS-NPs
obtenidas a partir de S° (Figura 9B), mientras que las CdS-NPs sintetizadas a partir
Na2SOs, presentaron una distancia interplanar de 2.74 y 3.73 A, asi como los indices de

Millerde (102)y (100), respectivamente (Figura 10B).
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La obtencion de CdS-NPs mas pequefias al utilizar Na2SO3 como precursor inorganico
en comparacion con el uso de S°, se atribuye a la eficiencia con la cual se lleva a cabo
la reaccion de reduccién de los precursores de azufre, misma que esta determinada por
la naturaleza del compuesto (Mal et al., 2016), su estado de oxidacion y la capacidad
reductora del extracto fungico (Linder, 2018). Lo anterior se debe a que las
biomoléculas antioxidantes presentes en el extracto donan electrones al azufre, lo que
reduce su estado de oxidacion de +4 para el caso del Na2SOs o de O para el caso del
S° a un estado de oxidacion de -2, esto permite que el S? interaccione con el Cd?* para
formar CdS y con ello, los nucleos de las nanoparticulas, los cuales tendran un tamafio
proporcional al azufre reducido (Ahmad et al., 2002; Bhadwal et al., 2014; Sandoval-
Cardenas et al., 2017a, 2017b). Lo anterior se explica mediante el principio de Ostwald
gue describe como los cristales mas grandes se forman a partir de la deposicion de

cristales de menor tamario sobre su superficie (Kamble et al., 2020).
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Figura 9. Microscopia electronica de transmision de alta resolucién de las CdS-NPs
sintetizadas con el extracto metanolico de Aspergillus niger a partir de S°. A; CdS-NPs
triangulares indicadas con flechas color rojo, B; distancia entre planos, patron
cristalogréfico e indices de Miller de las CdS-NPs.
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Figura 10. Microscopia electrénica de transmision de alta resoluciéon de las CdS-NPs
sintetizadas con el extracto metandlico de Aspergillus niger a partir de Na2SOs. A; CdS-
NPs triangulares indicadas con flechas color rojo, B; distancia entre planos, patron
cristalogréfico e indices de Miller de las CdS-NPs.

El andlisis de espectroscopia de difraccion de rayos X de dispersion de energia (EDX)
confirmd que las nanoparticulas observadas en las micrografias por HRTEM, estan
conformadas por Cd y S, pues fue posible detectar dichos elementos en el campo
analizado. Ademas, fue posible identificar otros elementos que estuvieron presentes
durante la preparacion de la muestra, tales como el Cu, Si, Na, C y O, los cuales
corresponden al material del que estdn hechas las rejillas donde se deposito la muestra,
el componente principal de los materiales de cristal donde se llevaron a cabo las
reacciones (Si), el sodio del precursor inorganico Na2SOs y los elementos prioritarios
que componen el material organico presente en el extracto metandlico (C y O) (Figura
11).
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Figura 11. Espectroscopia de difraccion de rayos X por energia dispersiva de las CdS-
NPs.

8.2.3 Determinacion de la concentracion de las CdS-NPs

El célculo de la concentracion aproximada de las CdS-NPs se realiz6 mediante la ley de
Lambert Beer:

| A =eCL |

A = absorbancia (u. a.)
e = coeficiente de extincibn molar
C = concentracion

L = longitud de la celta (1 cm)

a partir de la determinacion del coeficiente de extincion de las CdS-NPs, el cual se

obtuvo mediante la ecuacion descrita por Yu y colaboradores (2003) con la ayuda del
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tamafio y la longitud de onda de las nanoparticulas que se calculé con las micrografias
obtenidas por HRTEM (Tabla 6):

CdS: € =21536 (D)*°

¢ = coeficiente de extincion de las CdS-NPs

D = diametro o longitud de las CdS-NPs

Tabla 6. Concentracion de las CdS-NPs sintetizadas mediante del extracto fungico de

Aspergillus niger a partir de S° y Na2SOs.

L. de onda ) » Coeficiente de »
_ Absorbancia Diametro o Concentracion
CdS-NPs absorcién extincién molar
(u.a) (nm) g (uM)
(nm) (cmiM)
S° 335 0.13 3.62 +0.65 415,140.17 0.33
Naz2S03 335 0.12 2.56 + 0.50 187,118.60 0.64

Es importante resaltar que dicho método es una estimacion matematica de la
concentracion de las nanoparticulas basada en pruebas empiricas donde se determiné
el coeficiente de extincion de diversas CdS-NPs de origen fisico-quimico, por lo que los
resultados pueden variar considerablemente, pues en la investigacion realizada por Yu
y colaboradores (2003), la naturaleza de los ligandos superficiales o la cubierta de las
nanoparticulas, el indice de refraccion de los disolventes, el método de sintesis y la
temperatura, no mostraron influencia detectable sobre el coeficiente de extincién de las
CdS-NPs analizadas. No obstante, el coeficiente de extincion al ser un parametro que
determina cuanta luz puede absorber una sustancia, misma que esta relacionada con la
presencia de dobles y triples enlaces quimicos, puede verse modificado por la
presencia de una cubierta compleja de biomoléculas que recubren a las CdS-NPs.
Otras técnicas que nos pudieran ayudar a cuantificar con mayor precision la
concentracion de las nanoparticulas como gravimetria y esparcimiento de luz dinamica
suelen utilizar equipos altamente sofisticados y metodologias muy especificas para
llevarlo a cabo, tales como ultracentrifugas, espectroscopia de masas acoplando a

plasma inductivamente (ICP-MS) y contadores de particulas nhanométricas individuales
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(Shang y Xiaohu, 2015) por lo que éste método resulta mas facil y sencillo con una

buena aproximacion.

8.2.4 Estudio de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas biogénicas de CdS por

potencial zeta.

El analisis de dispersidad de las CdS-NPs sintetizadas a partir del extracto metandlico
de Aspergillus niger a pH 4 y 8, mostré que las nanoparticulas sintetizadas a partir de
Na:SOs se encuentran inestables coloidalmente a pH acido, mientras que a pH basico
muestran mayor estabilidad, pues presentaron un potencial eléctrico de -13.8 y -22.6
mV, respectivamente (Figura 12 C — 12D). Lo anterior indica que las biomoléculas que
podrian estar involucradas en el recubrimiento de las CdS-NPs contienen grupos
funcionales facilmente ionizables a pH acido, generando cargas negativas y por lo tanto
un potencial eléctrico negativo, lo que sugiere la presencia de grupos funcionales (—
COO") presentes en los acidos organicos que producen los hongos del género
Aspergillus (Yu et al., 2021). Por otro lado, las nanoparticulas sintetizadas a partir de S°
a pH de 4 y 8, mostraron un potencial eléctrico de -10.5 y -12.0 mV, lo cual indica que
las CdS-NPs se encuentran inestables coloidalmente tanto a pH acido como a pH
basico (Figura 12A — 12B), lo cual podria ser un inconveniente para su uso en la
deteccibn de metales contaminantes en solucion. Lo anterior debido a que los
mecanismos de deteccion de metales a partir del uso de nanoparticulas, se basan en
procesos de aglomeracion y dispersion de las nanoparticulas por modificaciones del
potencial eléctrico de su superficie a causa del efecto de la interaccion de la cubierta de

las CdS-NPs con los metales.
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Figura 12. Potencial zeta de las CdS-NPs sintetizadas a partir del extracto metandlico
de Aspergillus niger mediante Potencial zeta. A; CdS-NPs sintetizadas a partir S° pH 4,
B; CdS-NPs sintetizadas a partir S° pH 8, C; CdS-NPs sintetizadas a partir Na2SOs pH
4, D; CdS-NPs sintetizadas a partir Na2SOs pH 8.

8.2.5 Perfil proteico de las CdS-NPs por electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE)

Los resultados del perfil proteico de las CdS-NPs sintetizadas a partir de S° y Na2SOs,
sugieren que la cubierta de las nanoparticulas no esta conformada por proteinas o
péptidos, pues las CdS-NPs sometidas a un tratamiento desnaturalizante para la
separacion de la cubierta del nanomaterial, no presentaron modificaciones en el nimero
y la intensidad de bandas obtenidas con respecto a las CdS-NPs sin tratamiento (Figura
13). El tratamiento desnaturalizante consistio en someter térmicamente las CdS-NPs a
100°C durante 10 min en SDS al 1% y separar por centrifugacion el nucleo de las
nanoparticulas de su cubierta, pues esta Ultima al estar separada del nucleo de las
CdS-NPs, puede migrar facilmente desde la parte superior hasta la parte inferior del gel
de poliacrilamida, dependiendo de su peso molecular. Po otro lado, para el caso de las
CdS-NPs sin tratamiento, la cubierta se encuentra anclada al nucleo de las
nanoparticulas y en su conjunto, resulta una estructura de mayor tamafio y peso
molecular, lo cual impide la migracion de las proteinas y las CdS-NPs a través del gel,

por lo que no es posible visualizar las proteinas de la cubierta de las CdS-NPs sin un
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tratamiento desnaturalizante (Chowdhury et al., 2014; Jain et al., 2011). No obstante,
los carriles 2 y 4 con las CdS-NPs sin tratamiento y los carriles 3 y 5 con las CdS-NPs
con tratamiento desnaturalizante, presentaron las mismas bandas obtenidas en el
extracto metandlico 87, 52, 38, 28 y 24 kDa (Figura 5 y 13), lo que significa que las
proteinas no intervinieron en el recubrimiento de las nanoparticulas, pues de haberlo
hecho, en los carriles 3 y 5 con las CdS-NPs con tratamiento desnaturalizante, se
habrian visualizado bandas proteicas diferentes a las bandas proteicas de los carriles 2
y 4 que contenian las CdS-NPs sin tratamiento. Lo anterior se comprende debido al
hecho de que el extracto utilizado para la sintesis de las CdS-NPs fue metanol, el cual
tiene un efecto negativo sobre las proteinas, pues induce cierto grado de
desnaturalizacion ocasionando una precipitacion y con ello, imposibilita su participacion
en el recubrimiento de las nanoparticulas. Ademas, dada la naturaleza del
microorganismo utilizado para producir el extracto fungico, es posible que otro tipo de
biomoléculas se encuentren recubriendo las nanoparticulas, tales como &cidos
organicos, los cuales son producidos en mayor proporcion por hongos del género
Aspergillus. Esto explicaria también los resultados del potencial eléctrico de las CdS-
NPs, donde el potencial eléctrico negativo obtenido parece estar dado por una mayor
concentracion de grupos facilmente ionizables a pH acido, tales como los grupos

carboxilo (Carvalho et al., 2019).
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Figura 13. Perfil proteico de las CdS-NPs de Aspergillus niger sintetizadas a partir de
S° y NazSOs. Carril 1; marcador de peso molecular, carril 2; CdS-NPs sintetizadas a
partir de S° sin tratamiento desnaturalizante, carril 3; CdS-NPs sintetizadas a partir de
S° con tratamiento desnaturalizante 100°C-SDS 1%, carril 4; CdS-NPs sintetizadas a
partir de Na2S0Os sin tratamiento desnaturalizante, carril 5; CdS-NPs sintetizadas a partir
de Na2SOs con tratamiento desnaturalizante 100°C-SDS 1%. Todos los carriles tienen

una concentracion de proteinas igual a 1 ug/20 L.
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8.3 Evaluacion del método espectrofotométrico para la deteccion de iones

metalicos en muestras sintéticas de agua mediante CdS-NPs

Al poner en contacto cada uno de los metales (Co, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn*?, Fe*3y
Cr*%) a una concentraciéon de 50 — 500 ug/mL con las CdS-NPs a pH 4, sintetizadas a
partir de Na2SOs como precursor inorganico, se evidenciéo un cambio en la coloracién
de la soluciéon en presencia de Pb?*, Cré* y Fe3* (Figura 14A — 14C y Anexo B2). Por
otro lado, cuando los metales se pusieron en contacto con las CdS-NPs a pH 8,
sintetizadas a partir de Na2SOs, se generd un cambio en la coloraciéon de la solucion de
Co?* (Figura 14D y Anexo B2). Los limites de deteccion detectados mediante
espectrofotometria UV-Vis para el Pb?* (315 nm), Cr6* (600 nm), Fe** (290 nm) y Co?*
(340 nm) fue a 50, 50, 300 y 50 pg/mL, respectivamente (Anexo B3). No se detecto
cambio en el color ni en el espectro de luz de ninguna de las soluciones metalicas al
ponerse en contacto con las CdS-NPs sintetizadas a partir de S° (Anexo B4), control
biolégico (Anexo B5), control inorganico de Na2SOs y control inorganico de S° (Anexo
B6 — B7). La incapacidad de reaccion de las CdS-NPs sintetizadas a partir de S° con los
iones metalicos se atribuye a su recubrimiento, pues el potencial eléctrico de dichas
nanoparticulas, dado por su cubierta, fue de -10y -12 mV a pH de 4 y 8, lo que indica
que las CdS-NPs siempre estaran inestables coloidalmente, independientemente de su
pH, lo cual imposibilita el fenomeno de conglomeracion y dispersion de las particulas v,
por lo tanto, de los cambios de color y del espectro electromagnético (Uddandarao y
Balakrishnan, 2017).
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Figura 14. Deteccion espectrofotométrica de A; Pb?* CdS-NPs pH 4, B; Cré* CdS-NPs
pH 4, C; Fe®* CdS-NPs pH 4 y D; Co?* CdS-NPs pH 8

La comprension de los posibles mecanismos de interaccion de los metales detectados
con las CdS-NPs biogénicas y los cambios en el espectro electromagnético, requiere
entender las propiedades y funciones de dichos elementos sobre las moléculas
organicas presentes en los organismos. Asi, el Cr, Fe y Co son metales de transicion
considerados microminerales con actividad biologica, pues el primero participa como
constituyente de las hormonas tiroideas (Jumina y Harizal, 2019); el segundo actua
como cofactor enzimatico y constituyente de la hemoglobina y mioglobina (Marengo-
Rowe, 2006; Pannequin et al., 2002); y el tercero como constituyente de la vitamina B12
para la formacion de los globulos rojos, regulacién positiva del ADN y funcionamiento
nervioso (Yildiz, 2017).
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El Cr es un elemento de transicion fuertemente oxidante y carcinogénico en su estado
de oxidacion Cré* o Cr° (Pietrzyk y Frank, 1979), que actla sobre casi cualquier
antioxidante que contenga grupos funcionales -S° y —O-, tales como compuestos
polares o residuos de cisteina, mismos que convierten el Cr®* a Cr®* en el organismo
(Levina y Lay, 2019), de los cuales, éste ultimo tiene funcion catalitica sobre algunas
enzimas (Jumina y Harizal, 2019). Por otro lado, el Fe es asimilado en la mayoria de los
organismos como Fe** y posteriormente transformado a ion ferroso (Fe?*) por un gran
namero de enzimas reductasas y compuestos aromaticos a partir de sus grupos
funcionales —NH-, —-COO" y —O" (Escudero et al., 2012), pues el ion Fe?* resulta mas
estable cuando interacciona con moléculas de origen organico como cofactor
(Pansuriya y Patel, 2008). EI Co?* como metal de transicion puede cambiar su
coloracién de azul a rojo, dependiendo de su numero de coordinacion, mismo que
puede ir de 1 a 6 (Howell y Jackson, 1933). El nimero de coordinacion es el nUmero de
atomos donantes que se encuentran unidos al elemento, mismos que pueden ser
grupos funcionales —NH" y —O-, los cuales presentan mayor afinidad hacia dicho metal,
formando una estructura en la cual el ion metalico se encuentra en el centro, rodeado
por 1 a 6 grupos funcionales coordinados (Renfrew et al., 2018). Por el contrario, el Pb
detectado con las CdS-NPs biogénicas no esta considerado como mineral traza en el
organismo. A pesar de lo anterior, el Pb tiene una fuerte afinidad hacia los grupos —
COO y -S (Farkas y Buglyd, 2017; Gyliene et al., 1997), los cuales se encuentran tanto
en los &cidos orgénicos, como en los residuos de cisteina de péptidos y proteinas, lo

gue ocasiona la precipitacion de los iones metalicos (Perelomov et al., 2011).

Segun la NOM-001-SEMARNAT-2021 que establece los limites permisibles de
contaminantes en descargas de aguas residuales, el Pb y Cr son considerados
contaminantes cuando se encuentran por arriba de 1y 1.5 pg/mL, respectivamente. No
obstante, el limite de deteccién para ambos metales mediante el uso de CdS-NPs fue
de 50 ug/mL cuando las nanoparticulas se encuentran a una concentracion de 0.64
MM/L, es decir, una concentracion muy diluida, pues otros autores han detectado
metales contaminantes como el As, Cu y Mn en agua, a una concentracion de 1 pg/mL
mediante el uso de nanoparticulas biogénicas semiconductoras como las de PbS y ZnS

(Priyanka et al., 2016; Uddandarao y Balakrishnan, 2017). Sin embargo, las
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concentraciones a las que han utilizado las nanoparticulas de PbS y ZnS, se
encuentran a una concentracion de 1.12 y 2.60 mM/L, respectivamente (Priyanka et al.,
2016; Uddandarao y Balakrishnan, 2017). Lo anterior sugiere que, al incrementar la
concentracion de las CdS-NPs para la deteccion de metales, también se incrementara
su sensibilidad. Otra razén que pudiera ser la causa de una baja sensibilidad en la
deteccion de los iones metalicos es el tamafio del recubrimiento de las CdS-NPs, pues
a medida que el grosor del recubrimiento incrementa, se dificulta la transferencia de
electrones entre el ndcleo de las nanoparticulas y los iones metalicos (Lou et al., 2014),
lo que impide los procesos de Oxido-reduccién que generan los cambios de coloracion

de las soluciones debido a la naturaleza de los elementos.

Los cambios de coloracion de las soluciones metalicas al ponerse en contacto con las
CdS-NPs sintetizadas a partir de Na2SOs se evidenciaron en el espectro de luz
mediante absorcion y fluorescencia (Figura 15). En la deteccién del Pb?* se presenté un
efecto de esparcimiento de luz en las muestras a partir de los 300 nm a medida que la
concentracion de Pb?* se incrementa (Figura 15A). Lo anterior puede atribuirse a la
unién del Pb2* con los grupos —COO- de las biomoléculas que recubren a las CdS-NPs
(Atieh et al., 2010; Qu et al.,, 2022), lo que induce su precipitacion, el efecto de
esparcimiento de luz (Figura 14A) y un incremento de la fluorescencia de las CdS-NPs
a 505 nm (Figura 15B), pues estas Ultimas al encontrarse inestables a pH 4, adquieren
carga de la interaccion del Pb?* con los grupos funcionales —COO-, lo que las vuelve
aun mas inestables al neutralizar sus cargas negativas y por lo tanto induce su
precipitacion. Por otra parte, el K2Cr207 en su forma Cr207> donde el cromo se
encuentra como Cr®, al ser un metal de transicion presenta una coloraciéon amarilla
emitida por la absorcion de luz ultravioleta a 350 y 450 nm (Figura 14B y 5C), mientras
que la reduccién de Cré a Cr3* ocasiona un cambio de coloraciéon del amarillo al verde,
generado por la absorciéon de luz a 430 y 600 nm del Cr®*, respectivamente (Pietrzyk
and Frank, 1979). La reduccién de Cré* a Cr3* en presencia de las CdS-NPs inestables
a pH 4, se sugiere es generada por la transferencia de electrones que ocurre entre el
nacleo de las CdS-NPs y el orbital d del Cr, lo que provoca que la absorcion de luz a
350 y 450 nm del Cr207% se reduzca, y con ello (Figura 15C), surja el cambio en la

coloracién de la solucién de amarillo a verde (Figura 14B), pues el Cré* se coordina para
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obtener Cr¥, cambiando la tonalidad de la solucién (Pietrzyk and Frank, 1979). Del
mismo modo, por procesos de reduccidon de los iones Fe3* mediante los grupos
funcionales —OH presentes en la cubierta de las CdS-NPs, se evidencia un cambio en
la coloracion de las soluciones por la reduccién de Fe3* a Fe?*, con la disminucién del
color dorado de la solucién y la aparicion de un precipitado marréon al fondo del tubo
(Figura 14C), la cual se debe a la formacién de hidréxido férrico (Fe(OH)zs) (Christensen
y Stulc, 1979; Pietrzyk y Frank, 1979). Por el contrario, en la deteccion de Co?*, los
procesos de coordinacion de los iones metalicos libres con los grupos funcionales —O" y
—NH- de la cubierta de las CdS-NPs, generan una tonalidad cobriza a causa de la
absorcién de luz de las soluciones a 280, 340 y 490 nm (Figura 14D y 5G), debido a
que a medida que el Co?* se reduce por coordinacién de sus electrones, se genera un
cambio de coloracion que puede ir del azul al rojo, dependiendo del nimero de ligandos
que se encuentren rodeando al Co?* (Howell y Jackson, 1933). Los procesos descritos
para la deteccion de Cré*, Fe* y Co?*, involucran procesos de reduccion de los iones
que culminan con la disminuciéon de la fluorescencia (Figura 15D, 15F y 15H), misma
gue se ha reportado es causa de procesos de donacién de los electrones de la banda
de conduccién de las CdS-NPs a los analitos receptores de electrones (Lou et al.,
2014).
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Figura 15. Deteccion espectrofotométrica por absorciéon UV-Vis y fluorescencia de A —
B; Pb?* CdS-NPs pH 4, C — D; Cr® CdS-NPs pH 4, E — F; Fe® CdS-NPs pH 4, G — H;
Co?* CdS-NPs pH 8
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Finalmente, con motivo de confirmar que los cambios de coloracién de las soluciones
fueron generados por accion de las Cd-NPs y sus grupos funcionales que conforman el
recubrimiento y no por procesos de oxido-reduccion generados entre las biomoléculas
fungicas libres y los iones metdlicos, se observo que cuando los metales se pusieron en
contacto con el control biolégico y el control inorganico de Na:SOs que contienen las
biomoléculas con capacidad reductora y los precursores de las CdS-NPs a pH 4y 8, no
presentan cambios en la coloracion ni en el espectro electromagnético de la solucion de

Pb?*, Cré*, Fe3* y Co?* como ocurrié en presencia de las CdS-NPs (Figura 16).
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Figura 16. Analisis espectrofotométrico de la interacciéon de las CdS-NPs, control
biolégico y control inorganico con A; Pb2* pH 4, B; Cré* pH 4, C; Fe** pH 4 y D; Co?* pH
8

Por otra parte, es de importancia destacar que los metales detectados con el método
espectrofotométrico aqui descrito son eficientes cuando se utilizan los elementos con
un estado de oxidacién de Pb?*, Cré*, Fe3* y Co?* provenientes del acetato de plomo
(Pb[CH3COO]2), dicromato de potasio (K2Cr207), cloruro férrico (FeCls) y cloruro de
cobalto (CoCl2), respectivamente. El alcance del proyecto no contemplé otras sales con
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los iones metalicos al mismo estado de oxidacion con motivo de identificar si la
naturaleza quimica del elemento esta involucrada en el proceso de deteccion. Sin
embargo, es conocido que los elementos metalicos se encuentran presentes en la
naturaleza de maneras especificas; por ejemplo, se sabe que el Pb casi nunca se
encuentra en su forma pura, sino que estda combinado con otros elementos; el mas
abundante en la corteza es el PbS y los estados de oxidacion en los que mayormente
es encontrado este elemento son 2+ y 4+ (Acharya, 2013). Por otra parte, el Cr es un
elemento de transicibn de gran abundancia en la corteza terrestre y en diversos
procesos industriales capaz de formar diversas especies quimicas con estados de
oxidaciéon que pueden ir de -4 a +6, pero que sus formas mas comunes en el ambiente
son cuando se encuentra en estado de oxidacion de 6+ y 3+ (Jumina y Harizal, 2019).
El Fe es un elemento que puede llegar a formar una gran cantidad de minerales, sobre
todo cuando se combina con el oxigeno, pues es el metal mas abundante en la tierra,
pudiéndose encontrar con un estado de oxidacion de 2+, 3+, 4+ y 6+ en mayor
proporcion (Bernat, 1983). Por otro lado, el Co al igual que el Cr es un metal de
transicion con gran abundancia en la naturaleza, y se encuentra con estado de
oxidacion de 2+ y 3+, pues las formas 4+, 1+ y 1-, son mucho menos comunes y
estables (Yildiz, 2017).

9 COCLUSION

En el presente trabajo se demostrd la capacidad de sintesis de CdS-NPs a partir del
extracto metandlico de la biomasa de Aspergillus niger, debido a que posee los
componentes esenciales para llevar a cabo la sintesis y el recubrimiento de las
nanoparticulas el cual se mostré no son de naturaleza proteica, asi como la deteccion
de iones metalicos como el Pb?*, Cré*, Co?* y Fe®" a 50 y 300 yg/mL en muestras
sintéticas de agua. Por ello, con este proyecto se demuestra que es posible dirigir la
investigacion de las nanoparticulas biogénicas hacia una aplicacion en particular como
la deteccion de metales contaminantes en medio acuoso desde las primeras etapas de
la investigacion. No obstante, con el fin de lograr una efectiva aplicacion de las

nanoparticulas biogénicas, es necesario que los precursores utilizados para su sintesis
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y recubrimiento, cuenten con los elementos necesarios para llevar a cabo la funcion
deseada, como una elevada concentracion de poder reductor, NADH y grupos —SH, asi
como una baja concentracion de proteinas, lo que brinda nuevas alternativas para la

aplicacion de la nanobiotecnologia.
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11 ANEXO A: Tablas

Anexo Al. Disefio experimental 23 con cuatro variables de respuesta de los extractos

organicos de Aspergillus niger

Factores Respuestas
Estado . ]
de la Solvente Tiempo NADH FRAP Proteinas -SH
_ (h) (mM/L) (mMI/L) (mg/ml) (uM/L)
biomasa
Seca Metanol 24 0.7710 2.8679 0.2214 152.12
Seca Metanol 24 1.2610 4.3416 0.1931 249.329
Seca Metanol 24 0.7130 2.4407 0.2149 142.473
Humeda Metanol 24 0.6152 0.9799 0.2947 153.604
Humeda Metanol 24 0.4540 0.8818 0.3012 157.778
Humeda Metanol 24 0.8815 0.8916 0.3170 233.189
Seca Agua 24 0.6490 2.9377 0.1476 121.548
Seca Agua 24 0.6330 3.1993 0.1474 122.29
Seca Agua 24 0.6290 2.8941 0.1339 121.399
Humeda Agua 24 0.2140 1.1565 0.2902 91.5504
Humeda Agua 24 0.5515 1.1107 0.4272 148.039
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HUumeda

Agua
Metanol
Metanol
Metanol
Metanol
Metanol
Metanol

Agua
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72
72
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72
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72

0.0827
0.7330
0.6710
0.8230
0.8440
0.3677
0.3415
0.6550
0.7070
0.6670
0.0902
0.1090
0.1502

1.2415
2.5017
2.5453
2.5627
1.0191
0.7608
1.0943
4.3242
4.4637
4.3590
1.7974
1.9282
1.562

0.2162
0.2352
0.2493
0.2218
0.3148
0.3392
0.3399
0.1524
0.1326
0.1428
0.2367
0.2420
0.2596

48.4187
143.958
158.799
169.929
204.806
132.734
103.516
96.1696
90.9753
87.5618
40.3489
49.8101
87.9329

12 ANEXO B: Figuras
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Anexo B1. Grafico de superficie de respuesta para la concentracion de NADH, FRAP,

Proteinas y -SH de los extractos organicos de Aspergillus niger. Los graficos muestran

el factor “Estado de la biomasa” y “Solvente” con un tiempo de incubaciéon de 24 h. En

puntos color rosa se indica las mediciones por abajo del valor previsto, mientras que en

puntos de color rojo se muestran las mediciones por encima del valor previsto.
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Anexo B2. Analisis espectrofotométrico de la interaccion de las CdS-NPs sintetizadas a
partir de Na2SOs3 con los iones metalicos en solucion a 100 yg/mL. A; iones metalicos a
100 yg/mL en agua pH 4, B; iones metalicos a 100 yg/mL en agua pH 8. Los iones
metalicos son provenientes de diversas sales metalicas descritas en la metodologia. C;
CdS-NPs sintetizadas a partir de Na2SOs en presencia de los iones metalicos a 100
pg/mL y pH 4, D; CdS-NPs sintetizadas a partir de Na2SOs en presencia de los iones
metalicos a 100 ug/mL y pH 8.
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Anexo B3. Andlisis del limite de detecciéon de A; Pb?* (315 nm), B; Cré* (600 nm), C;
Fe3* (290 nm) y D; Co?* (340 nm) a partir de CdS-NPs sintetizadas a partir Na2SO3

mediante espectrofotometria UV-Vis.
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Anexo B4. Analisis espectrofotométrico de la interaccion de las CdS-NPs sintetizadas a
partir de S° con los iones metalicos en solucion a 100 pg/mL. A; iones metalicos a 100
pMg/mL en agua pH 4, B; iones metalicos a 100 yg/mL en agua pH 8. Los iones
metalicos son provenientes de diversas sales metalicas descritas en la metodologia. C;
CdS-NPs sintetizadas a partir de S° en presencia de los iones metalicos a 100 uyg/mL y
pH 4, D; CdS-NPs sintetizadas a partir de S° en presencia de los iones metélicos a 100
Mg/mLy pH 8.
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Anexo B5. Andlisis espectrofotométrico de la interaccion del control bioldégico de
Aspergillus niger con los iones metalicos en solucion a 100 pg/mL. A; iones metalicos a
100 yg/mL en agua pH 4, B; iones metalicos a 100 ug/mL en agua pH 8. Los iones
metalicos son provenientes de diversas sales metalicas descritas en la metodologia. C;
control biologico de A. niger en presencia de los iones metalicos a 100 ug/mL y pH 4, D;

control biolégico de A. niger en presencia de los iones metélicos a 100 pg/mL y pH 8.
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Anexo B6. Analisis espectrofotométrico de la interacciéon del control inorganico de
Na2S0s3 y Cd(NOs)2*4H20 con los iones metalicos en solucién a 100 ug/mL. A; iones
metalicos a 100 ug/mL en agua pH 4, B; iones metalicos a 100 ug/mL en agua pH 8.
Los iones metalicos son provenientes de diversas sales metalicas descritas en la
metodologia. C; control inorganico de Na2SO3 y Cd(NO3)2*4H20 en presencia de los
iones metalicos a 100 ug/mL y pH 4, D; control inorganico de Na2SO3 y Cd(NO3)2*4H20

en presencia de los iones metalicos a 100 ug/mL y pH 8.
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Anexo B7. Analisis espectrofotométrico de la interaccion del control inorganico de S°y

Cd(NOs3)2*4H20 con los iones metalicos en solucién a 100 yg/mL. A; iones metalicos a

100 yg/mL en agua pH 4, B; iones metalicos a 100 uyg/mL en agua pH 8. Los iones

metalicos son provenientes de diversas sales metalicas descritas en la metodologia. C;

control inorganico de S° y Cd(NOz3)2*4H20 en presencia de los iones metélicos a 100

pMg/mL y pH 4, D; control inorganico de S° y Cd(NO3)2*4H20 en presencia de los iones

metalicos a 100 ug/mL y pH 8.
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