QERDERDEVISTALO qu
&0

O
o

UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE
TABASCO

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC
MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL
CONTROL DE HONGOS EN EDIFICIOS MODERNOS

TFESIS

PARA OBTENER EL HTULO DE:

LICENCIADA-EN BIOLOGIA

PRESENTA:

TANIA CAROLINA SANCHEZ GARCIA

DIRECTORA:
DRA. SUSANA DEL CARMEN DE LA ROSA GARCIA
CODIRECTORA:

MTRA. STEPHANIA GUADALUPE LAZARO MASS

Villahermosa, Tabasco. Junio 2024




Consorcio de
Universidades

any 2624

9
w- | Felipe Carrillo
o PUERTO

s | UNIVERSIDAD JUAREZ
llAuTéNOMA DE TABASCO

,U

<
“ESTYDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE”

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIRECCIO

Villahermosa, Tab., a 21 de Mayo de 2024

ASUNTO: Autorizacion de Modalidad de Titulacion

3

C. LIC. MARIBEL VALENCIA THOMPSON
JEFE DEL DEPTO. DE CERTIFICACION Y TITULACION
DIRECCION DE SERVICIOS’ES.C.OLARES
PRESE NTE .
P

7\ )
Por este conducto y de acuerdd_a Ja solicitud correspondiente por parte del
interesado, informo a usted,‘que en base al reglamento de titulacién vigente en
esta Universidad, ésta DlreCC|on a mi car‘@o autoriza a la C. TANIA CAROLINA
SANCHEZ GARCIA egresada de\a L|c eh. BIOLOGIA de la Division Académica
de CIENCIAS BIOLOGICAS la opclo’n +de f’ular e bajo la modalidad de Tesis
denominado: “BIOSINTESIS DE NAﬁQPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC
MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA /PARA EL CONTROL DE

$
HONGOS EN EDIFICIOS MODERNOS”. s- ~
(" )
Sin otro particular, aprovecho la ocasion para saludarle aféctuosamente.
¢
4
%
X
DIRECTOR DE LA DIVISION ACADEMICA "é‘:’i;ﬂ
DE CIENCIAS BIOLOGICAS 1

C.c.p.- Expediente Alumno de la Division Académica
C.c.p.- Interesado

KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA
Tel. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dacbiol@ujat.mx
'\IL‘(IC maq @ Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques

N .
www.ujat.mx



2C24

& I‘ehpe Carrillo
PUFRTO

el UNIVERSIDAD JUAREZ
AUTONOMA DE TABASCO

<
“EsfUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE”

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIRECCIO

MAYO 21 DE 2024

C. TANIA CAROLINA SANCHEZ GARCIA
PAS. DE LA LIC{EN'BIOLOGIA
PRESENTE

.
En virtud de haber cumphdo con lo establecido en los Arts. 80 al 85 del

Cap. III del Reglamento de titulacion de esta Universidad, tengo a bien
comunicarle que se le autorizal‘,la \impresion de su Trabajo Recepcional,
en la Modalidad de _‘fesis® denominado: “BIOSINTESIS DE
NANOPARTICULAS ‘DE» OXIDO DE ZINC MEDIANTE
ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL CONTROL DE
HONGOS EN EDIFICIOS- MODERNOS", asesorado por la Dra.
Susana del Carmen la Rosa Garcva y Mtra. Stephama Guadalupe Lazaro
Mass, sobre el cual sustentara su*Examen Profesuonal cuyo jurado esta
integrado por la Dra. Erika Escalafte Esplnosa Dr. Gabriel Nufez
Nogueira, Dra. Susana del Carmen la Rosa Garcia; Dr. Rosendo Ldpez
Gonzalez y Dr. José Edmundo Rosique Gil.
ATENTAMENTE .
ESTUDIO EN LA DUPA. ACCION EN LA FE

DR. A GARRIDO MORA e
IRECTOR %
C.c.p.- Expediente del Alumno. 5{ .";'

Archivo. Y

KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOY,
A
wrflc(;ﬁ(llg dés Tel. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dacbiol@ @ujat.mx

'\1cx1um l% Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacién y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques
AL

Www.ujat.mx



UNA b R0 1 A A PO L6 FELCACEN WP

u'.nmlvnu,,,,‘.'~<

2C24
Felipe Cavrrillo
PUERTO

MEXICO

L DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
@ DIRECCION

‘ 21 de mayo de 2024

C. Tania Carolma z Garcia

Pasante de la Lic. e ogia.

PRESENTE &

En cumplimiento de los lin nentos de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, se implemento
la revisién del trabajo recep Tesis), a través de la plataforma Turnitin iThenticate para evitar el
plagio e incrementar la cah%los procesos académicos y de investigacion en esta Division

Academica. Esta revision se re n correspondencia con el Cédigo de Etica de la Universidad y el
Cadigo Institucional de Etica para estlga0|on

to las observaciones, el indice de similitud y el reporte de
en la plataforma iThenticate de su documento de tesis
zinc mediante actinobacterias: estrategia para el

Por este conducto, hago de su cono
originalidad obtenido a través de la revj
“Biosintesis de nanoparticulas de 6xi
control de hongos en edificios m

OBSERVACIONES: ;

Se excluyeron citas, bibliografia y se I el num%coincidencias a 15 palabras.
RESULTADO DE SIMILITUD R 0%
' 58 paI ras, <15 coincidencias, <10% fuentes

Finalmente, se le solicita al C. Tania Carolina hez 5 in tegrar en la version final del trabajo

recepcional (tesis), este oficio y el informe de nalldad | porcentaje de similitud de Turnitin

iThenticate. a
Sin otro particular al cual referirme, aprovecho la oportunidad par

$rle un cordial saludo.

GARRIDO MORA

DIRECTOR : @5 '

C.c.p. Dra. Susana del Carmen de la Rosa Garcia. Directora de tesis.

C.c.p. Archivo O

.
KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA
W\C/éorsggadcs Tel. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dacbiol@ujat.mx
Mexicanas €5 Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a

conservar los bosques
www.ujat.mx



%
®/, CARTA AUTORIZACION
$

A\

7

El que suscribe,@ﬁiza por medio del presente escrito a la Universidad Juarez

Autéonoma de Tab para que utilice tanto fisica como digitalmente el Trabajo
Recepcional  en odalidad de Tesis de Licenciatura denominado:
“BIOSINTESIS DE OPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE

ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL CONTROL DE HONGOS EN
EDIFICIOS MODERNOS ,aa cual soy autor y titular de los Derechos de Autor.

La finalidad del uso por part? la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco el
Trabajo Recepcional antes men a, sera unica y exclusivamente para difusion,
educacion y sin fines de lucro; agfOhizacion que se hace de manera enunciativa
mas no limitativa para subirla a la Red Abierta de Bibliotecas Digitales (RABID) y a

cualquier otra red académica c¢ as que la Universidad tenga relacion
institucional.

Por lo antes manifestado, liber J.)nivS idad Juarez Autonoma de Tabasco de
cualquier reclamacion legal que iera ej specto al uso y manipulacion de
la tesis mencionada y para los fin 'pglad@iste documento.

ad

Se firma la presente autorizacion enl/ d
21 de Mayo de Dos Mil Veinticuatro. o

@)
wionzo 2,
W

TANIA CARO&K\SANCHEZ GARCIA )\

gﬂahermosa, Tabasco el Dia

)

Q

O

L 4



A mi madre y a mi padre

Por haberme proporcionado la mejor educacion y lecciones de vida. Por ensefiarme que con
esfuerzo, trabajo y constancia tade/se consigue, y a su vez por la motivacién de continuar
mis estudios. Gracias por todo el apoyo, consejos, animos, amor y un sin numero de cosas
que jamas podré terminar de mencionar.

A mis hermanas

Loly y Ana, gracias por siempre estar.ahi para reir, llorar y solidarizarnos. Por los buenos
ratos que me contagian de felicidad, por-gelebrar mis triunfos como si fueran suyos. Gracias
por ser mis confidentes y compafrieras de toda.la vida,.pero también por ser las personas que
me motivan, son mi todo.

Siempre estaré complétamente agradecida, los amo.



AGRADECIMIENTOS

A mi directora de tesis, la Dra. Susana del Carmen De la Rosa Garcia, principalmente quiero
agradecerle que _sin su apoyo y compromiso no hubiese sido posible la elaboracion de este
trabajo, pero también por ser parte de mi formacion académica, por compartir su
conocimiento, su entdsiasmo que transmite al ver el mundo microscopico, que me contagia
y me ha motivado parasseguir estudiando. Gracias por abrirme las puertas del laboratorio, por

su amistad, y por ser la persena quien supo guiarme en todo este proceso.

A mi codirectora, la Mtra. Stephania Guadalupe Lé&zaro Mass, por su apoyo, paciencia y
tiempo dedicado. Gracias por siempre resolver mis dudas, por ser inspiracion de siempre

querer llegar lejos.

Al Dr. Sergio Alberto Gémez Caornelio, por su.ayuda, por brindarme la disposicion de mis

cepas en todo momento, por su amistad, y ser parte de este logro, muchisimas gracias.

Agradezco a mis sinodales, al Dr. Gabriel.Nufiez Nogueira, Dra. Erika Escalante Espinosa
por su interés, tiempo, por sus acertados comentarios que siempre fueron de manera positiva,
asi como también por su disposicion para participar en-a. evaluacion de este trabajo.
Igualmente, al comité revisor el Dr. Rosendo L6opez Gonzélezy el,Dr. Edmundo Rosique Gil

por su tiempo en la revision de este trabajo.

A mis amigos del Laboratorio, Isys, Félix, Luis, Jazmin, Yessi, Vivi, y*Graciela, por ser parte
de esta experiencia, por su apoyo, por estar en las buenas y en las malas, porhacer mejores
los dias en el lab. jGracias, chicos!

A mis amigos de la carrera y a todas las grandes personas que conoci durante’este tiempo,
que supieron aceptarme e hicieron a un lado nuestras diferencias y me brindaron suamistad
y apoyo, gracias por las horas compartidas, los trabajos realizados y aventuras vividas.

No menos importante, agradecer a la Division Academica de Ciencias Biologicas (DACBIal)

por sus instalaciones prestadas, llevando a cabo la realizacion de este trabajo en ‘el



Laboraterio de Microbiologia Aplicada, que me ha exigido tanto, pero al mismo tiempo me
ha permitido obtener mi tan ansiado titulo. Asi mismo, agradecer a otras instituciones como
Universidad/Politécnica del Centro, al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
IPN (Cinvestav-Unidad Mérida) y a los Laboratorios de Nanotecnologia y de Bioensayos y
Pruebas Medioambientales en el Centro de Investigacion de Ciencia y Tecnologia Aplicada
del Estado de Tabasco (CICTAT) de la Division Académica de Ingenieria y Arquitectura
(DAIA) de la Universidad.Juarez Autonoma de Tabasco (UJAT).

Proyecto financiado por de'PRODECTI 2022-01/75 “Biosintesis de nanoparticulas de Zn'y
Ag por actinobacterias con actividad antifingica para aplicacion en la industria de la

construccién”.



INDICE

LISTA DE TABLAS ..o et er et et e e e et e e e et e s e e et e es e e ereeseesee e ees e, I

LISTA DE EMBURAS ... oo et e et e e e e et e e e e e es e e e e e eer e, 1

RESUMEN ..o oot ee oot ee e e e et et e e et e e e et e et e s e e et e et e e e e et e es e e etees e s e e eaeesanaaeans i

Capitulo 1

1. INTRODUCCION ..o oo e et e et e e ee e e e en e, 2

Capitulo 2

2. ANTECEDENT ES ..t oo oot e e e e e e e e e ee e e e et e e er e e e e e e er e e er e 5
2.1 DIFERENTES AREAS DE APLICACION DE NANOPARTICULAS DE
ZNO oo e ettt 5
2.3 CONDICIONES TROPRICALES Y SINDROME DEL EDIFICIO
ENFERMO ..o oo oot ettt e r e e e et e e e e e e eer e er e 6
2.4 NANOTECNOLOGIA Y LA INDUSTRIA DE LA CONSTRUCCION......... 7
2.5 SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS ..o oo 8
2.6 ACTINOBACTERIAS EN-l=A SINTESIS DE NANOPARTICULAS............ 8
2.7 TECNICAS DE CARACTERIZACION PE NANOPARTICULAS............. 10
2.8 ACTIVIDAD ANTIFUNGICADE NANOPARTICULAS. ..o 10

Capitulo 3

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA........ccoflommmeeeeeeeeeeeeee oo e e, 13
3.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION ... oo 13
B20BIETIVOS ..o e 14

Capitulo 4

A, HIPOTESIS ..o oo et e e et e et e e e et eer e e s e e e e esereaeeseeesereeas 16

Capitulo 5

5. DIAGRAMA EXPERIMENTAL ...ooooieveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e oo, 18

Capitulo 6

6. METODOLOGIA ... e e e e e, 20
6.1 CEPASDE TRABAUJIO......ccoooooeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeneeeeeeeeneiee el b 20
6.2 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC. ...\ 21
6.3 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE OXIDO.DE
ZIN G oo e e ettt er e 22

6.3.1 ESPECTROSCOPIA UV-VIS ..o 22



632  DIFRACCION DE RAYOS X (DRX). covvveoivveeieeereeseserssesessssseeseeees 23

6.3.3  DISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS)....cccocevvverrrrerrsrerennnes 24
6.34 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION
DE CAMPO (FESEM).....oooieoeeeeeeeeeeeeeeeee e s e 24
6.4  AGCTIVIDAD ANTIFUNGICA . ..o oot eeeeeeee e ee e ae e e s enans 25
6.4.1 PREPARACION DE NANOPARTICULAS......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeerenn, 26
6.4.2 OBTENCION DE CONIDIOS. ..o oo e eeee e 26
6.4.3 ENSAYO- DE MICRODILUCION Y CONCENTRACION
MINIMAINHIBITORIA (CMI) ..o 26
6.4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
FUNGICIDA (011,12 TR 28
Capitulo 7
7. RESULTADOS Y DISCUSION ....oooeoeeoee oot e e, 30
7.1 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC........... 30
7.2 CARACTERIZACION DE “LAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
ZINC oot ettt et e et e e s et e et e e et et e s e e e e e e es e e er et e rerans 32
7.2.1 ESPECTROSCOPIAMNAVIS ... v oo e e ee e, 32
7.2.2 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)s.....vvvireieeseieeseeseieesiesessiesesseseenenens 33
7.2.3 DISPERSION DE LUZ DHNAMICADLS) ..o 35
7.2.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE-BARRIDO DE EMISION DE
CAMPO ..o oo et et 37
7.3 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA ..o e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40

7.3.1 ENSAYO DE MICRODILUCION Y CONCENTRAQION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) Y DETERMINACION DE LA

CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDAYGMPF). .....c.ccoovveenne, 40
Capitulo 8
8. CONCLUSIONES ...ttt DB et 48
Capitulo 9

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooieeeereeeeeeeeeeeeeeereaiorss B, 50



LISTA DE CUADROS

Cuadro 17 Caracteristicas de distintos tipos de NP sintetizadas por Actinobacterias del género
Streptomycessp.y(modificada de Sivasankar et al., 2019). .......ccooveviiieiienneie e 9
Cuadro 2. Rendimignto de nanoparticulas de ZnO obtenidas de los diferentes SLC de
Actinobacterias usando diferentes PreCUISOIES. .......cuviveieeieieereee st e se e sre e sre e 32
Cuadro 3. Bordes de absorcion de nanoparticulas de ZnO obtenidas de los diferentes SLC
de Actinobacterias usando iferentes PreCUrSOIES. .......coviervirererire s 33
Cuadro 4. Tamafio de cristalito par DRX para las NP de ZnO ..........ccccoevveveiiccecce e, 34
Cuadro 5. Valores de potencial Z'e indice de Polidispersidad (PDI) de las NP de ZnO a

través de diferentes precursores. Los,valores corresponden a la media + la desviacion

LTSy =V - < PR 36
Cuadro 6. Valores de CMI, CMF y modo dé.accion (MA) de NP de ZnO por el precursor
ACELALO T8 ZINC ...ttt ettt bbb et e st e st et e b benbesbesnenneas 41
Cuadro 7. Valores de CMI, CMF y'medo de accion (MA) de NP de ZnO por el precursor
1] (0 I (=34 | oo S s OSSR 42
Cuadro 8. Valores de CMI, CMF y modo desaccion (MA) de NP de ZnO por el precursor
Nitrato de zinc contra diferentes cepas de hONQOS. ......5...uteeii i 43

Cuadro 9. Cuadro comparativo de las caracteristicas de las NP_de ZnO obtenidos por los

diferentes precursores y su relacién a su actividad bioldgica.. .« ..ooovevevciciciciie, 45

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cepas de Actinobacterias seleccionadas para este estudio creciendo@n medio ISP-
2: A) S31A62, B) S31A55, C) S61A09, D) S22A22, E) S31A53y F) S41A01..%............. 20
Figura 2. Esquema de biosintesis de NP de ZnO usando el sobrenadante de ‘cepas de
Streptomyces sp. Creado con BIORENTEr.COM.........ccoiiiiiiiiiiicisereee e 22
Figura 3. Conidios de las cepas fungicas aisladas de edificios enfermos A) Stachybotrys p.
(H9), B) Fusarium sp. (H8) C) Stachybotrys sp. (H7), D) Curvularia sp. (H3), E) Phoma sp:




BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL CONTROL DE HONGOS
EN EDIFICIOS MODERNOS

(H4), y.F) Scolecobasidium sp. (H1). Barra de escala: A-D= 10 pum, E=100 umy F=5 pm.

Figura 5. Evaluacion del potencial de los sobrenadantes libres de células (SLC) de diversas
cepas de ActinobaCterias en la produccion bioasistida de nanoparticulas de ZnO utilizando
distintos precursores guimicos. A) S31A62, B) S61A09, C) S31AL5. .....cccevvvvvevverieenn, 30
Figura 6. Patrones de espectroscopia UV-vis de las NP de ZnO, bioasistidas por las diferentes
Actinobacterias y usando como precursores: A) Sulfato de zinc, B) Acetato de zinc y C)
N (0] (=4 | oSSR 32
Figura 7. Patrones de difraccidn de rayos X de las NP de ZnO, bioasistidas por las diferentes
Actinobacterias y usando como precurseres: A) Sulfato de zinc, B) Acetato de zinc y C)
N = oI (=4 | o U USSPRORN 34
Figura 8. Distribucién del tamafio.de particula_hidrodindmico de ZnO obtenido por DLS. A)
Sulfato de zinc, B) Acetato de zinc y»C) Nitratd de Zinc............ccccevveveiieiveie s 36
Figura 9. Nanoestructuras de ZnO utilizando Acetato de Zinc A) S22A22 forma de
nanoflores, B) S31A62, nanoflores C)"S41A01 nanoflores, D). S61A09 estructuras de

0T a0 1 [0 =T SR 39
Figura 10. Nanoestructuras de ZnO utilizando"Sulfato de.Zinc: A) S31A53 nanoflores, B)
S31A55 nanoplacas, C) S31A62 nano barras y placas............a. ke 39
Figura 11. Nanoestructuras de ZnO utilizando Sulfato de Zinc:(A),S22A22 nanoplacas, B)
S61A09 nanoflores. Nitrato de zinc: C) S61A09, nanobarras hexagonaless........................ 40
Figura 12. H9 Stachybotrys sp. A) Revelado con Resazurina. Lectura de' CMI. B) Replica en
PDA Y leCtura de CIMF. ......ooo ittt e 42
Figura 13. H4 Phoma sp. A) Revelado con Resazurina. Lectura de CMI. B) Replica en PDA
Y 1ectura de CIMF. ..o T B 43

—
| —




BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL CONTROL DE HONGOS
EN EDIFICIOS MODERNOS

RESUMEN

Lasnecesidad de crear tecnologias que sean respetuosas con el medio ambiente para
la produccibn.de nanomateriales ha generado una amplia linea de investigacion para su
desarrollo mediante procesos bioldgicos. Siendo asi la “sintesis verde” una de las
metodologias mas.relevantes para la preparacion de nanoparticulas (NP). En ese sentido, se
implementd el uso de la” “sintesis verde” para la obtencion de NP de ZnO como una
alternativa para el control del crecimiento fungico en materiales de construccion, tal como se
presenta en los edificios enfermos. Los metabolitos secundarios de 6 cepas de Streptomyces
sp. participaron como agente‘reductor en presencia de diferentes sales de zinc: Nitrato de
zinc (Zn (NOs)2), Sulfato de zin¢ heptahidratado (ZnSO4-7H20), Cloruro de zinc (ZnCly) y
Acetato de zinc (ZnC4HsO4). Se evaluaron un total de 10 NP contra 6 hongos aislados de
edificios enfermos (Scolecobasidium spy Curvularia sp., Phoma sp., Fusarium sp. y dos
especies de Stachybotrys spp.), determinando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentracion Minima Fungicida{€MF). La formacion de las NP se caracterizé mediante
Espectroscopia de absorcion UV-Vis,\Difraccionste, Rayos X (DRX), Dispersion de luz
dinamica (DLS) y Microscopia electrénica de barridode emision de campo (FESEM). Se
comprobo el efecto fungicida de las NP de ZnO independientemente del precursor y cepa
usada, presentando actividad inhibitoria a concentraciones desde 0.078 mg/mL- 0.156

mg/mL.

Palabras clave: Streptomyces sp., Nanoparticulas, ZnO, " antifungico, inhibicién,

Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Fungicida

—
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Capitulo 1
INTRODUCCION




BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL
CONTROL DE HONGOS EN EDIFICIOS MODERNOS

1. INTRODUCCION

Enla construccion, algunos materiales utilizados son sustratos susceptibles a la
colonizacion de, diversos hongos debido a su continua exposicién a la humedad, la
iluminacion, la pala ventilacion y altas temperaturas, factores que en general contribuyen al
denominado “sindrome’ del edificio enfermo” (Ogar et al., 2015; Carvajal-Vilches, 2015).
Este sindrome se refiere a edificios donde al menos el 20% de los ocupantes experimentan
afectaciones provocadas.per las condiciones que presentan dichas edificaciones, tales como:
irritacion y sequedad en l0s,0j0s, garganta y nariz, resequedad en la piel, dolor de cabeza y
fatiga. Esto puede llevar al desartollo de condiciones médicas como bronquitis, rinitis o asma
(Pérez et al., 2015).

Una alternativa emergente es.eluso de productos derivados del rapido desarrollo en
nanotecnologia, que tiene aplicaciones.en diversas areas industriales, como la medicina, la
cosmética, la electronica y los materiales de construccion. Las nanoparticulas (NP) son
materiales a nanoescala (con dimensiones entre\l'y 100 nanémetros), lo que les confiere areas
superficiales mas grandes en comparacion con particulas macroscopicas (Instituto Nacional
de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2015).

Los nanomateriales, particularmente’las NP de.6xidos metélicos como la plata, zinc,
hierro y cobre, poseen un potencial antifingicosy antibacteriano debido a su relacion area
superficial/volumen (Shabatina et al., 2022). Esto ha generado’interés en el estudio de sus
propiedades fisicoquimicas (Flores, 2014). Particularmente las"NP~de ZnO han demostrado
excelentes propiedades antimicrobianas, inhibiendo el desarrollo de. bacterias, hongos y
levaduras (Shanmugasundaram & Balagurunathan, 2017). Sin embarge, la.produccion de NP
a menudo involucra métodos fisicos y quimicos que pueden ser dafiinos para el medio
ambiente. La sintesis verde o biosintesis, evita el uso de compuestos peligrosos y toxicos,
motivo por el cual se ha convertido en una técnica prometedora por ser sencilla, economica,
y ambientalmente amigable, utilizando extractos de plantas, cultivos microbianos g-€nzimas
(Pilaquinga et al., 2019).
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Lsas NP biosintetizadas se obtienen mediante la reduccion metalica intra y extracelular
por microorganismos como mecanismo de detoxificacion, donde algunas enzimas
extracelulares reducen los iones metalicos a su estado elemental (Pereyra et al., 2018).

En ese sentido,\Jas Actinobacterias son el filo bacteriano mas diverso, ya que se encuentran
en una amplia gama.de ecosistemas, siendo metabdlicamente muy versatiles. Producen una
variedad de enzimas“extracelulares, como la enzima Nitrato reductasa (E-NR). Algunos
estudios reportan que fas Actinobacterias productoras de esta enzima pueden reducir metales

como la plata y el zinc (van-Bergeijk et al., 2020).

Con esta premisa, se realizo,un estudio bioprospectivo en la Sierra del Madrigal y la
“Florida”, aislando Actinobacterias\y se seleccionaron 16 de 77 cepas de Actinobacterias
productoras de la enzima Nitrato reductasa (E-NR) debido a su alta eficiencia en la biosintesis
intra y extracelular de nanoparticulas de_plata (NP de Ag), (Rico-Velazco et al., 2018). Por
lo tanto, en el presente trabajo se utilizaron cuatro de esas cepas de Actinobacterias para la
biosintesis de NP de Zn. Para este fin, se emplearon cuatro precursores metalicos: Acetato
de zinc, Sulfato de zinc, Cloruro de zincty Nitrato.de zinc. Las nanoparticulas resultantes
fueron caracterizadas mediante Espectroseopia UV-Vis, Difraccion de Rayos X (DRX),
Dispersion de Luz Dindmica (DLS) y Micrescepia Electronica de Barrido de Emision de
Campo (FESEM), y se evalud su potencial antifingico y.modo de accioén contra hongos

aislados de edificios afectados por el “sindrome del edificio enfermo."
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2. ANTECEDENTES

Lasnanotecnologia, aunque se percibe como un campo moderno, ha estado presente
desde la Edad Media, cuando se utilizaban pinturas que incorporaban nanoparticulas de plata
y oro en las decoraciones de las iglesias (Horikoshi & Serpone, 2013). En 1959, el cientifico
visionario Richard.Feynman esbozé las primeras ideas sobre la fabricacion de materiales a
escala atdbmica. Sin embargo, no fue hasta 1974 que el término 'nanotecnologia’ se acufio para
describir las técnicas que permiten manipular materiales a nanoescala. Un avance decisivo
en este campo fue el desarrolfo del microscopio de efecto tinel por Gerd Binnig y Heinrich
Rohrer en 1981, lo que permitié visualizar y manipular la materia a nivel atomico (Gonzélez
etal., 2021).

2.1 DIFERENTES AREAS DE APLICACION DE NANOPARTICULAS DE ZnO

El 6xido de zinc (ZnO), un,compuestodel zinc, situado en el grupo Il, y el oxigeno,
del grupo VI de la tabla periddica;, €S reconocido como un semiconductor 1I-VI de
importancia en la ciencia de materiales:-Exhibe propiedades biomédicas notables, en parte
debido a su actividad fotocatalitica y a“su~habilidad qpara generar especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés “réactive oxygen, species”), las cuales pueden

intervenir en la replicaciéon del ADN (Zhou et al., 2023).

Las NP de ZnO también se han convertido en un material destacado en la odontologia
gracias a sus propiedades antibacterianas. Su incorporacién en resinas_ha demostrado inhibir
hasta un 80% del crecimiento de biopeliculas de Streptococcus sobrinus, una bacteria
relacionada con la caries dental (De Souza-Rastelli et al., 2016). En los"sectores de la
agricultura y la seguridad alimentaria, las NP de ZnO han mostrado efectividad contra
patogenos alimentarios como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Campylebacter
jejuni, y varias especies de Salmonella, consolidandose como un conservante alimenticio,con
baja toxicidad. Del mismo modo, la aplicacion foliar de NP de ZnO es una estrategia efeCtiva

para mitigar la deficiencia de zinc en el suelo, logrando asi un aumento significativo en.el
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rendimiento de las plantas, ademéas de poseer propiedades antimicrobianas que pueden
contribuira la prevencion y control de enfermedades en los cultivos (Estrada-Arellano et al.,
2023). La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de EE. UU. ha clasificado
estas sustancias,como “Generalmente Reconocidas como Seguras” (GRAS, por sus siglas en

inglés "Generally Recognized as Safe").

Asi mismo, suuso.en las ciencias veterinarias se ha considerado a las NP metalicas
como una herramienta revelucionaria e innovadora. Un claro ejemplo fue el efecto 100%
garrapaticida a una concentracion de 0.008 mg/mL de NP ZnO, investigacion dirigida a
combatir la especie Rhipicephalus microplus que afecta al ganado bovino (Ortiz-Aranaet al.,
2021). Ademas, se han desarrollade productos que incluyen pafales, articulos de higiene
personal, dentales, ungiientos y dispositivos médicos, todos ellos con recubrimientos basados

en ZnO para la prevencion del crecimiento bacteriano (Mokammel et al., 2019).

2.3 CONDICIONES TROPICALES.Y SINDROME DEL EDIFICIO ENFERMO

Segun la clasificacion climéatica’ de, ‘Koppen, jlos climas tropicales o calidos se
caracterizan por temperaturas constantemente superiores a los 22 °C y precipitaciones
anuales que oscilan entre los 1000 y 4000 mm:-Estas condiciones climaticas son ideales para
la proliferacion de microorganismos, influenciados por factores. fisicos como la humedad,
temperatura, disponibilidad de agua, altitud, luz, aireacion, y facteres quimicos, como el pH
y la composicion del sustrato, creando el ambiente dptimo para el crecimiento de hongos y
bacterias (Mata & Salmones, 2021). No obstante, es importanteé” reconocer que cada
microorganismo posee caracteristicas y necesidades unicas, asi como niches ecoldgicos
diferenciados (Gémez-Daza, 2019). La acumulacion de estos microorganismos en lugares
como techos, ventanas y paredes internas puede desencadenar el Sindrome’ del\ Edificio
Enfermo (SEE).

En 1982, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) diferenci6 dos categorias de

edificios enfermos: aquellos que exhiben sintomas de forma temporal, desapareciendo
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generalmente en unos seis meses, y edificios con sintomas persistentes que, a pesar de las
intervenciones, pueden tardar afios en resolverse (Cascales, 2009). Los sintomas maés
frecuentes en los ocupantes de edificios enfermos incluyen sequedad en ojos, nariz, garganta
y piel, lagrimeo,y dolores de cabeza. Cabe destacar que otros factores como los productos de
limpieza, la ventilacion inadecuada, los sistemas de aire acondicionado y el humo del tabaco
también pueden contribuir a la aparicion de estos sintomas (Manzano et al., 2007). La
presencia y colonizacion de cepas especificas, como Stachybotrys chartarum, Aspergillus
fumigatus, Chaetomium glebosum y Cladosporium cladosporioides, han sido fuertemente

vinculadas con los sintomas previamente descritos (Ogar et al., 2015).

2.4 NANOTECNOLOGIA Y LA'NNDUSTRIA DE LA CONSTRUCCION.

La nanotecnologia es tan versatil\que abarca numerosas areas de aplicacion,
ofreciendo la oportunidad de crear’materiales_innovadores con propiedades mejoradas. La
construccidn es una de estas areas, y“en la actualidad, hay una variedad de productos en el
mercado que incorporan nanoparticulas: Un ejemplo es el uso de nanomateriales en
recubrimientos para madera, concreto, ladrillos, pinturas y pisos, asi como aditivos para

hormigdn, plasticos, asfalto y adhesivos (Angeleme & Angelomé, 2019).

Un estudio realizado en 2019 examino la integracion”de nanoparticulas de titanio
(TiO2) y zinc (Zn) en cemento para protegerlo contra los hongaS,\utilizando Cladosporium
sp. como modelo bioldgico. Se descubrid que las NP de ZnO eran més eficaces que el TiO>
en la inhibicidn del crecimiento fangico en los materiales de construccién (Loh et al., 2018).
Ademaés, la aplicacion de nanosilice en cementos y pastas actia como nanorelleno y
aglutinante, lo que reduce la porosidad y bloquea la penetracion del agua, previniendo asi la

degradacion del material (Mohajerani et al., 2019).
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Ciertas nanoparticulas, como las de ZnO, TiO», y dioxido de silicio (SiO-), ofrecen
una notable mejora en la fluidez de mezclas compuestas por cemento, agua, grava y arena,
facilitando uha entrada mas efectiva en lugares de dificil acceso (Chuquihuanga & Guerra,
2020).

2.5 SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS

La sintesis verde-representa un enfoque bioldgico sostenible para la produccion de
nanoparticulas y oxidos metalicos, con el objetivo de minimizar el impacto ambiental
(Esquivel-Figueredo & Mas-Diego, 2021). Este método utiliza procesos biologicos de
oxidacion y reduccion de metaless€mpleando metabolitos tales como proteinas y enzimas
reductoras. Dependiendo del origen«de las NP, la sintesis puede ser intracelular, utilizando
componentes y enzimas dentro de la“célula, o extracelular, aprovechando las sustancias

secretadas en el medio de cultivo.

La sintesis verde es un método biol6gico.gue.se emplea para la obtencion de NP de
metales y Oxidos metalicos con el fin de ser sosteniblé con el medio ambiente (Gomez-
Garzon, 2018). En un estudio, se utilizaron extractos«de mucilago de cladodio de Opuntia
amychlaea con el fin de actuar como agentes reducCtores y éstabilizantes de particulas de ZnO.
Sin embargo, se observOo que estas NP no mostraron actividad antibacteriana contra
Escherichia coli ni Staphylococcus aureus. Este fendmeno se“atribuyé al encapsulamiento
de polisacaridos y proteinas presentes en el mucilago utilizado durante.el proceso (Francisco-
Escudero et al., 2017).

2.6 ACTINOBACTERIAS EN LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Hasta la fecha, se ha recurrido a diversos microorganismos y plantas para-levar a
cabo la sintesis de NP. Entre ellos, se han investigado las Actinobacterias €omo
biomaquinarias para la sintesis de nanoparticulas metalicas, principalmente debido(a su

capacidad para generar diversos compuestos bioactivos y enzimas (Kumari et al., 2020).
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Especies de Streptomyces sp. exhiben una adaptabilidad metabdlica, empleando
acidosnaturales, moléculas aromaticas, aminoacidos, azucares y alcoholes en el proceso de
produccién de moléculas bioactivas. Destacado como el género mas importante no solo en
términos de( propiedades infecciosas, ya que produce sustancias antibacterianas y
antifungicas, teniendo la capacidad de sintetizar NP de zinc y plata (Cuadro 1) (Sivasankar
et al., 2019) sino que_también en el dmbito econdmico, debido a que el 50-55% de los

antibioticos conocidos;son.generados por Streptomyces sp. (Manivasagan et al., 2014).

Cuadro 1. Caracteristicas de distintos-tipos de NP sintetizadas por Actinobacterias del género Streptomyces sp.
(modificada de Sivasankar et al., 2019).

® L ] ®
Cepa Nanoparticula Forma y tamaiio Dosis Patégenos Referencias
5. gureus, B. subtilis, E. Shanmugasundaram
0 cali, K. pneumo
Streptomyces sp. Zinc /M6-25 nm 50 pg/mL el £ oerogencs 5 & Balaglé:u;athan,

typhi, P. vulgaris

E. amylovora, A. flavus, A.
niger, F. axysporum, F.

3. plicatus Zinc -y 21.96 nm 15.6-500 pG/ML | moniiform, A oirernar 4| Kalaba et al., 2021
oryzae, A. fumigatus

5. enisocesilis Zinc Aguja / 13#14.5 nm = K. pneumoniae Rajivgandhi et al., 2022
S. gh: i H. influenzae, 5.
EASELIE Plata Esférico / 30- 50 nm 100 pg/ml typhimurium, B. Sl &

e Kannabiran, 2016

]
\B. subtilis, S. qureus,

S. calidiresistens Plata Esférico / 5- 50 nm 16-128p9/mLJ 300, ¢ aicans, Wypj et al., 2019
y 8-256 pg/mL | M. furfur
5. auréus B, subitilis, o
S. kasugaensis Plata Esférico / 13.2 nm - Eleolt B et 20

E. coli, P. aeruginosay
5. aureus, B.

Plata Esférico / 64 nm 16- 256 pg/mL subtilis, . albicans, Wypij et al., 2017
M. furfur I

8. xinghaiensis

Nota: (-) Sin registro.
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lsas Actinobacterias poseen la capacidad de generar nanoparticulas mediante diversos
mecanismos,, como la absorcion y reduccion, destacando la participacion de enzimas
extracelulares, como las reductasas. Dentro de los organismos, la nicotinamida adenina
dinucleotida (NADH) desempefia un papel crucial en la reduccion de iones metalicos
mediante la acCion~de la reductasa dependiente, ya que opera como un transportador de
electrones y de ionessmetalicos (Li et al., 2012). Dentro de estas, la enzima més reportada en
sintesis de NP es la Nitrato reductasa dependiente de NADH. Esta enzima forma parte del

ciclo del nitrégeno y actua enla bioreduccién de iones metalicos (Hulkoti & Taranath, 2014).

2.7 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS

La caracterizacion detallada de Tas NP es fundamental en la ciencia de materiales, ya
que revela como las distintas metodologias+de sintesis, los modelos bioldgicos empleados y
los precursores quimicos influyen.en la*morfologia y en las propiedades fisicoquimicas
finales de las NP. Dependiendo de‘ta’técnica de/caracterizacion aplicada, se pueden elucidar
diversas propiedades del nanomaterial, comestamafio, forma, superficie especifica,
composicion quimica y estructura cristalina® (Gareia-de la Cruz et al., 2023). Para una
comprension integral de las NP, es recomendable inCluir técnicas como la microscopia
electrénica de barrido (SEM) para observar fa#morfologia,/la dispersion de luz dindmica
(DLYS) para el anélisis de tamafio, la espectroscopia de energia.dispersiva de rayos X (EDX)
para la composicion elemental, y la difraccidn de rayos X (DRX).para la estructura cristalina
(Mayeen et al., 2018).

2.8 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE NANOPARTICULAS

Se ha reportado que las NP de ZnO acttan como bactericidas y fungicidas,inhibiendo
patégenos como Penicillium expansum, Aspergillus flavus, A. niger y Fusarium_culmorum.
Se demostré su eficacia en plantas de tomate afectadas por Fusarium oxysperum,
reafirmando el potencial de las NP de ZnO como agentes antifingicos para controlar
patdgenos (Gonzalez-Merino et al., 2021). Adicionalmente, se establecio la actividad

antifangica de NP de ZnO sobre Erythricium salmonicolor, encontrando que concentraciones

10
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de 9 mmol/L a 0.15 M y 12 mmol/L a 0.1 M impiden el desarrollo fungico y provocan
deformaciones en el crecimiento del microorganismo (Arciniegas-Grijalba et al., 2017). En
2020, se ‘evaluo la accién de las NP de ZnO contra hongos comunes en interiores como
Trichodermagviride, Aspergillus niger, Paecilomyces variotii y Penicillium ochrochloron,
reportando una”actividad antifingica efectiva en suspension al 0.01%. Estos resultados
sugieren que las NP“de ZnO tienen un prometedor futuro en el desarrollo de materiales

antifngicos para construccion (Dyshlyuk et al., 2020).

11
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El crecimiento microbiano en edificaciones y estructuras expuestas a la intemperie no
solo compromete su integridad estructural, también pueden conducir al “Sindrome del
Edificio Enfermo” mediante la presencia de diversos microorganismos y sus conidios.
Tradicionalmente, se han utilizado productos quimicos para combatir estos problemas; no
obstante, tales agentes“pueden ser perjudiciales para la salud humana y el medio ambiente.
Por ello, se hace imperativa la adopcion de tecnologias seguras, econdmicas y ecologicas,
entre las cuales NP emergen.ecomo una alternativa prometedora. Investigaciones anteriores
han demostrado la eficacia de/das"NP en el combate de patégenos como Candida albicans y
Staphylococcus aureus, particulagmente en el area de la medicina (Castro-Longoria, 2022).
Sin embargo, existe una brecha€n«la investigacion respecto a su aplicacion contra
microorganismos que deterioran las €dificaciones modernas. Por lo tanto, los edificios
situados en zonas tropicales enfrentan condiciones de humedad y temperatura que propician
la proliferacidn de hongos causantes de.micaosis. Esta situacion presenta una oportunidad para
investigar la efectividad de las NP preducidas mediante sintesis verde en el control de estos

agentes patdgenos.

3.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Poseen las nanoparticulas de O0xido de zinc sintetizadas a través de la reduccion
metabolica de diferentes precursores por los metabolitos de Aetinobacterias, propiedades
antifungicas que inhiben el crecimiento de cepas in vitro y sus posiblés*aplicaciones en la

industria de la construcciéon?

13
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3.2 OBJETIVOS

OBJETIVYO,GENERAL

Evaluar Ja~actividad antifungica de nanoparticulas de ZnO biosintetizadas por
Actinobacterias contra*hongos aislados de edificios con caracteristicas del sindrome de

edificio enfermo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar nanoparticulas degs6xido de zinc (ZnO) mediante procesos de sintesis
asistida por Actinobacterias.

o Analizar las propiedades fisiecoquimicas de las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas
mediante los métodos de Espectroscopia UV-Vis, Difraccion de Rayos X (DRX),
Dispersion de luz (DLS) y Micrescopia electronica de barrido de emisién de campo
(FESEM).

o Definir el modo de accion antifungico de las nanoparticulas de Zn mediante ensayos
in vitro contra cepas fangicas aisladas de‘edificaciones afectadas por el sindrome del

edificio enfermo.

14
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4, HIPOTESIS

Las’nanoparticulas de 6xido de zinc biosintetizadas mediante el aprovechamiento de
la capacidad reductora del metabolismo de diversas cepas de Actinobacterias, presentaran
modificaciones en-sus propiedades intrinsecas que resultaran en una significativa actividad

antifingica, y que.esta,actividad sera efectiva para aplicaciones especificas en la industria de

la construccion.
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5. DIAGRAMA EXPERIMENTAL

6 ACTINOBACTERIAS
SELECCIONADAS

|
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7

l FILTRACION POR MEMBRANA
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SOBRENADANTE LIBRE DE
CELULAS

Zn(NO3)2 ZnS04s7H20 (,/ ZnClz ZnC4aHs04
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Difraccién de Rayos X (DRX)

Dispersion de luz (DLS)
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.
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6. METODOLOGIA

6.1 CEPAS DE TRABAJO

En el imarco de un estudio bioprospectivo llevado a cabo en la Sierra EI Madrigal,
Teapa, Tabasco, sevidentificaron y registraron 16 cepas de Actinobacterias capaces de
producir la enzima Nitrato reductasa (E-NR), (Rico-Velazco et al., 2018). De este conjunto
se seleccionaron cuatre_cepas pertenecientes al género Streptomyces sp. por su destacada
produccion de NP. Estas‘cepas,fueron codificadas de acuerdo con su origen geogréafico de
aislamiento: S22A22 de La Florida, S31A53, S31A55 y S31A62 de Puyacatengo, S41A01
de Agua Blanca, y S61A09 de Cocond, todas aisladas de los suelos de dicho lugar
correspondiente. Las cepas selecéionadas se mantienen preservadas en el Laboratorio de
Microbiologia Aplicada de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas para su uso en este
estudio (Fig. 1).

Figura 1. Cepas de Actinobacterias seleccionadas para este estudio creciendo en medio ISP-2: A) S31A62, B) S31A55,
C) S61A09, D) S22A22, E) S31A53y F) S41A01.

20
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6.2 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC.

Para la obtencion de NP de ZnO, las Actinobacterias se sembraron en cajas de Petri
con Agar ISP-2;y se inocularon de 2 a 3 semanas hasta que se observo la expresion de color
del micelio sustrato y aéreo. Se prepararon matraces de 250 mL con 100 mL de caldo ISP-2
por Actinobacteria; ysse inocularon con diez cilindros (8 mm diametro) perforados de la

caja de la Actinobacterias correspondiente.

Los Matraces inoculados se incubaron a 28 °C en agitacion constante a 120 rpm por
siete dias. Después del tiempe“de incubacion, los cultivos se pre-filtraron con filtros
Whatman No. 2 al vacio, y finalmente por Millipore con una medida de poro de 0.45 um. Al
volumen obtenido se le adiciond el mismo volumen de los diferentes precursores: 1. Nitrato
de zinc (Zn (NO3)2) y 2. Sulfato de zinc'heptahidratado (ZnSO4+7H20) a 100 mM (EI-
Moslamy et al., 2023), 3. Cloruro de’zinc (ZnCly) y 4. Acetato de zinc (ZnCsHeO4) a 10 mM
(Moghaddam et al., 2017), y se ajustaren a pH 13 con NaOH (Fig. 2), se dejaron en agitacion
constante en un orbitador a 120 rpm a.28 2C por-24 h.Se considerd el cambio de color de la
solucién y la presencia de precipitados blaneos como indicador de la posible biosintesis de
las NP de ZnO.

La presencia de las NP de ZnO biosintetizadas por las.Actinobacterias se detectaron
por UV- Vis, haciendo un barrido espectrofotométrico desde 200-a'800 nm. Posteriormente
los precipitados blancos, se centrifugaron a 10,000 rpm por 40 min y las NP se separaron por
decantacion y se lavaron tres veces con agua desionizada para eliminariosTesiduos del medio
de cultivo. El sélido obtenido se calcind 500 °C para eliminar residuo organico, y se peso y

determinar el rendimiento.

21

——
| —



BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL
CONTROL DE HONGOS EN EDIFICIOS MODERNOS

MY " =

Pre-filtrado con filtros 2 " Filtrado con Millipore
! Whatman No. 2 al vacio (poro de 0.45 pum) Sobrenadante
—— — I:ib, libre de células

/
AT 4 [ W - : [f =4 |
\\\\ — “ S g { E | 5 ‘ § d ‘

Matraces inoculados

por 7 dias
‘ Ajuste de pH: 13
|
Sobrenadante libre de Sal precursora
_ células B - -
(
Agitacion
_

Nanoparticulas de
ZnO

Figura 2. Esquema de biosintesis de NP de Zn@® usando el Sobrepadante de cepas de Streptomyces sp. Creado con
BioRender.com

6.3 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

Para las caracterizaciones de las NP se usaron la técnica de Espectroscopia de
absorcion UV-vis para determinar las propiedades oOpticas. Difraccion de Rayos X (DRX)
para identificar la estructura cristalina. Dispersion de luz dinamica=(DLS) para medir el
tamafio y estabilidad en suspension y Microscopia electronica de barrido de emision de

campo (FESEM) para observar la morfologia superficial, y el tamafio de las NP.

6.3.1 ESPECTROSCOPIA UV-Vis

La Espectroscopia UV-Vis se utilizé para confirmar la presencia NP mediante la
deteccion de bandas de absorbancia a longitudes de onda especificas. Para las NP de ZnQ, &l
borde de absorcion debido a su banda de energia en la region UV cercana generalmente ‘es
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alrededor de 370 nm. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en celdas de cuarzo,
en un rango de 200 a 800 nm con intervalos de 5 nm. Para las muestras que registraron valores

altos de absarbancia, se le realizaron diluciones de 1:4 con agua destilada.

6.3.2 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX).

La Difraccion.de'Rayos X (DRX) es una técnica analitica fundamental en el campo
de las nanociencias, utilizada para determinar las estructuras cristalinas, asi como la
composicion y el tamafio delcristalito a nivel nanométrico. El difractograma resultante, que
se compone de picos o reflexiones, permite calcular las distancias interplanares,
proporcionando informacion detalladasobre la estructura cristalina de la muestra (Aparicio
& Carbajal, 2010). Las mediciones se‘realizaron en un difractométro de Rayos X Bruker D8
Advance, con geometria Bragg-Brentano y radiacion Cu-Ka (1.5418 A), con fuente de
energia de 40 kV e intensidad de corriente de 30 mA. Las muestras se depositaron sobre un
porta muestras de silicio y se analizaron con unitiempo y tamafio de paso de 0.3 sy 0.02°, en
un rango de 10° a 70° (20). La identificacion-se realiz6 por comparacion del patron de
difraccion con la base de datos del Joint.Committeg 'on Powder Diffraction Standards
(JCPDF).

Asi mismo, se determiné el tamafio del cristalito mediante la ecuacion de Scherrer.
En esta ecuacion, L representa el tamafio de cristal, K= 0.89~la, constante de Scherrer,
corresponde al factor de escala que varia dependiendo de la forma cristalina de las
nanoparticulas, en este caso, particulas esféricas, A es la longitud de 6nda,de los rayos X,
es el ancho medio del pico maximo de difraccion y 6 es el &ngulo de Bragg.

- KA
f.cosb
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6.3.3 _PISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS)

LasDispersion de Luz Dinamica (DLS) es una técnica analitica que nos brinda
informacion acerca de la distribucion de tamafio de particulas en suspension al analizar las
fluctuaciones enda-intensidad de la luz dispersada, las cuales son causadas por el movimiento
browniano de las\particulas. Cuando un haz laser incide en una muestra con particulas en
suspension, estas particulas dispersan la luz en maultiples direcciones. La interferencia
resultante de estas ondas_dispersadas depende del movimiento de las particulas; es decir, la
rapidez con la que cambian-Jas posiciones relativas de las particulas altera las condiciones de
interferencia y, por consiguiente,a intensidad de la luz dispersada (Cuadros-Moreno et al.,
2014).

El radio hidrodindmico y el potencial Z de las nanoparticulas fueron determinados
mediante las técnicas de Dispersion.de Luz Dinamica (DLS) y microelectroforesis de Laser
Doppler. Las muestras se suspendieron en agua ultrapura a una concentraciéon de 0.0125
mg/mL y se sonicaron durante 30 min para asegurar'una dispersion homogénea. La solucion
resultante se introdujo en una cubeta espectrofotométricay se colocaron en el porta muestras
del equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern). Las mediciones se efectuaron manteniendo una
temperatura constante de 20 + 5 °C y se utilizd.una longitudide onda de 633 nm, con cinco
mediciones por muestra para garantizar la precision de los datos,Para determinar el potencial
Z, se siguid un procedimiento similar, con la diferencia de quee.incorporé un electrodo de
medicion ZEN1002-Zeta Dip CELL. Esto permitio evaluar la movilidad electroforética de
las nanoparticulas el potencial Z, que es un indicador de la estabilidad.de la suspension de

las nanoparticulas.

6.3.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DECAMPO
(FESEM)

La microscopia electronica de barrido por emision de campo (FESEM) es una técnica
utilizada para la obtencion de iméagenes detalladas de la estructura superficial de materiales

auna resolucion nanométrica. Este método es particularmente valioso cuando se requiere una
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resolucién superior a la que puede proporcionar la SEM convencional para visualizar con
claridad la'morfologia de los materiales (Orasugh et al., 2020). En este estudio, la FESEM
se empled para examinar las NP de ZnO, para la obtencion de una informacién detallada
sobre su formay tamafio. Las muestras para la microscopia se dispersaron en isopropanol
mediante soniCacién durante 15 min, asegurando una distribucidn homogénea.
Posteriormente, se depositd una gota de esta suspension sobre el porta muestras, se recubrid

con Au/Pd y se dejo seear.antes de realizar el analisis en el FESEM.

6.4 ACTIVIDAD ANTIFUNGIGA

Los modelos biol6gicos paraevaluar la actividad antifingica fueron seis cepas
fangicas aisladas de edificios enfermas, sitios que presentaron problemas de humedad, poca
ventilacion e iluminacion necesaria para la proliferacion de los microorganismos. Las cepas
fangicas fueron Scolecobasidium spg(H1), Curvularia sp. (H3), Phoma sp. (H4), Fusarium
sp. (H8) y dos especies de Stachybetrys spp. (H7) y (H9) (Fig. 3).

. Figura
3. Conidios de las cepas fungicas aisladas de edificios enfermos A) Stachybotrys sp. (H9), B) Fusariumsp. (H8) C)
Stachybotrys sp. (H7), D) Curvularia sp. (H3), E) Phoma sp. (H4), y F) Scolecobasidium sp. (H1). Barra de escala; A-D=
10 pm, E= 100 pmy F=5 pm.
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6.41 PREPARACION DE NANOPARTICULAS

Se€valuo la actividad antifungica de los compuestos nanoparticulados obtenidos por
las Actinobacterias. Se prepard una suspension de 50 mg/mL de cada NP en agua MilliQ a
pH 7.0, y se sonicaron por 2 h para asegurar la dispersion de los nanomateriales.

6.4.2 OBTENCION DE CONIDIOS

Para conseguir la suspension de conidios, se les colocaron a las cajas Petri 5 mL de
solucion salina al 0.85% + Tween 20 al 0.025%, se hizo un raspado superficial con un
portaobjetos estéril y se filtrd la-suSpension resultante a través de una gasa para permitir el
paso de los conidios y no del micelio: Se realiz6 un conteo de conidios en la camara de
Neubauer y se ajustd a una concentraCién de 1x10° conidios/mL en Caldo Papa Dextrosa
(CPD).

6.4.3 ENSAYO DE MICRODILUGION Y CONCENTRACION MIiNIMA
INHIBITORIA (CMI)

Para el ensayo se utilizaron microplacas.de 96 pozos, se agregaron 180 uL. de CPD
en el pozo 1y 100 pL en los demas. La suspension de NR_se homogenizd con ayuda de un
Vortex. Se colocaron 20 uL (1 mg) en el primer pozo de la microplaca, con ayuda de una
multipipeta, se homogenizo y se trasfirieron 100 pL al siguiente’pozo realizando diluciones
dobles seriadas. Los pozos asignados para los controles fueron llenades,con 100 uL de agua
MilliQ (control positivo), y 100 puL de agua MilliQ mas 20 uL del antifingico comercial
benomilo al 0.2 % (control negativo). A toda la microplaca se le afiadio 100 pL de la
suspension de conidios de 1x10° UFC /mL. Las microplacas se incubaron a 28-°C de 24 a 72

h. Los ensayos se realizaron por duplicado en las microplacas y por triplicado.

Transcurridas las primeras 24 h se registré el valor de la concentracién minima
inhibitoria (CMI), al término de este tiempo se realizd una inspeccion visual de cada placa.

La CMI se determin6 como la concentracion minima que se requiere para que las NP
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evaluadas detengan el crecimiento del hongo, es decir, donde no hay desarrollo visible del
microorganismo después del periodo de incubacion. Para determinar la CMI y evidenciar los
valores correspondientes, se afiadieron 30 pL de solucion estéril de resazurina al 0.01% a
cada pozo, empleando este colorante como indicador metabolico de viabilidad celular. La
resazurina es un colorante (azul-purpura) no téxico que se transforma en resorufina (color
rosa intenso) o en dihidroresorufina (de amarillo a incoloro), mediante la accion de las
enzimas NADPH o “NADH deshidrogenasa. Estas enzimas, presentes en procesos de
respiracion aerobica, son”las\responsables de reducir la resazurina a resorufina. Por ende,
estos cambios de color permiten,evidenciar efectivamente la CMI en la transicion de las

celulas viables de las que no.

Se realizo el registro fotograficosy las microplacas continuaron incubandose por 24
h. Terminado el tiempo se determind la.cencentracion minima fungicida (CMF) con un
segundo registro fotografico de colar. En la Figura 4 se muestra la posicién de cada NP para

todos los ensayos de microdilucion para determinar CMI de las NP de ZnO.
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Figura 4. Esquema de posicion de NP en microplaca de 96 pocillos para el ensayo de CMI.
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6.44 DPETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA
(CMF)

Se replicaron las muestras de la microplaca en cajas cuadradas con Agar Papa
Dextrosa (PDA); depositando 10 L de cada pocillo de la microplaca. Las cajas se incubaron
a 28 °C durante 24 a 48 horas, segun el ritmo de crecimiento del hongo observado. Se registro

la CMF como la concentracion en la cual no se detecta crecimiento fangico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

En este estudio, se seleccionaron seis cepas de Actinobacterias debido a su capacidad
para producir la’enzima Nitrato reductasa y la de NP de plata. Se emplearon los sobrenadantes
libres de células (SkC).de estas Actinobacterias para la sintesis bioasistida de NP de ZnO,
utilizando cuatro precursores quimicos distintos: Nitrato de zinc, Sulfato de zinc, Cloruro de
zinc y Acetato de zinc. Se‘considerd un cambio de color de amarillo a blanco como indicativo
positivo de la biosintesis de NP desxZnO. Aunque todos los SLC de las Actinobacterias fueron
capaces de producir NP de ZnQ@, se resalta particularmente que cuando se uso el cloruro de
zinc la formacion de NP no fue detectada (Fig. 5). El cloruro de zinc tiene una alta reactividad
y puede generar condiciones &cidas al disolverse, lo que podria desestabilizar el medio de
reaccion y afectar las enzimas y otros componentes bioldgicos involucrados en la formacion
de NP (Cuizano et al., 2010).

Zn(NO3)2 ZnC4HeO4

ZnS047H20 Zn(NO 3)2 ZnS04*7H20

Figura 5. Evaluacion del potencial de los sobrenadantes libres de células (SLC) de diversas cepas de Actinobacteria$ enjla
produccion bioasistidas de nanoparticulas de ZnO utilizando distintos precursores quimicos. A) S31A62, B) S61A09,.€)
S31A55.
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@on los resultados anteriores, se seleccionaron un total de 10 nanoparticulas (NP) de
ZnO, producidas a partir de los distintos SLC de las Actinobacterias utilizando varios
precursores/De estas NP, cinco fueron sintetizadas con Sulfato de zinc, cuatro con Acetato
de zinc y una'con Nitrato de zinc. En el Cuadro 2 se resumen los rendimientos de cada

sintesis.

El SLC de la“AcCtinobacteria S22A22, utilizando Sulfato de zinc como precursor,
mostrd el mayor rendimiente;, alcanzando 19.49 g/L. En contraste, la cepa S61A09 presentd
los rendimientos més bajos, con 1,105 g/L usando Nitrato de zinc y 1.180 g/L con Sulfato de
zinc. El Sulfato de zinc se destaco como el precursor mas efectivo en la produccién de ZnO
en cinco de las seis Actinobacteria$ evaluadas. Contrastandolo con el trabajo de Rajivgandhi
y colaboradores (2022), la formacién‘de NP de ZnO con los SLC de Streptomyces enisocesilis
tratados con Sulfato de zinc (0.1 M) a 37 °C_por 4 dias, obtuvieron 30 mg/mL de rendimiento
de NP bioasistidas, puesto que,_.en este trabajo, se pudo obtener un buen rendimiento,
reduciendo las 96 h a 24 h, con un ajusSte de ZnSO»a 100 mM.

En ese sentido, el Sulfato de zinc'essin compuesto altamente soluble en agua, lo que
puede facilitar una mejor dispersion y disponibilidad de iones de zinc en la solucién donde
ocurre la biosintesis. Esta alta solubilidad permite una interaccion mas eficiente con los
compuestos bioactivos producidos por las Actinobacterias, lo edalcontribuye en la reduccion
y la estabilizacion de las NP formadas (Niu et al., 2016). Pues_por eso, la mayoria de los
reportes que usan el SLC de Actinobacterias principalmente del génefro,Streptomyces sp., el
precursor mas utilizado es el Sulfato de zinc (EI-Moslamy et al., 2023; )Manjunath et al.,
2014).
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Cuadro 2#Rendimiento de nanoparticulas de ZnO obtenidas de los diferentes SLC de Actinobacterias usando diferentes
precursores.

Nitrato de zinc  Sulfato de zinc  Acetato de zinc

Cepa (/L) (/L) (/L)
S61A09 1.105 1.18 2.8
S41.A01 - - 6.795
S31A62 - 1.39 2.945
S22A22 - 19.49 1.68
S31A53 - 6.955 -
S31A55 - 4975 -

Nota: (-) Sin produccion de NP.

7.2 CARACTERIZACION DELAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

7.2.1 ESPECTROSCOPIA UV-Vis

Todas las reacciones que mostrar@n un cambio a color blanco fueron sometidas a un
barrido espectrofotométrico parawerificar la®produccion de NP ZnO. En la Fig. 6 se pueden
apreciar los espectros de absorcion UV=Vis de las diferentes biosintesis de NP obtenidas por

distintos Actinomicetos, obteniendo bordes.de absercion que se muestran en el Cuadro 3.

—S561A09

44 A §31A62 44
S31A55
—S22A22
- §31A53

411 c —— SB1A09
——$61A08 4

—S22A22
S31A62

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a)
Absorbancia_(u.a)

0.% & "

T T T T T T
300 400 500 300 400 500 300 400 500

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud'de onda (am)

Figura 6. Patrones de espectroscopia UV-vis de las NP de ZnO, bioasistidas por las diferentes Actinobacterias y usando
como precursores: A) Sulfato de zinc, B) Acetato de zinc y C) Nitrato de zinc.
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Cuadro.3. Bordes de absorcion de nanoparticulas de ZnO obtenidas de los diferentes SLC de Actinobacterias usando
diferentes precursores.

Precursor Cepa Bordes de absorcion (nm)
NITRATO S61A09 350
) SULFATO S22A22 304
o~ S31A53 367
0 . S31A55 358
/ S31A62 356
S61A09 331
AC (0] S22A22 360
S31A62 350
O S41A01 366
_ | *S61A09 350

Se confirmo la formacion de.NP. de ZnO con una absorbancia maxima de 367 nm. Si
bien la absorcidn caracteristica del Zn@ de la estructura hexagonal tipo wurtzita de 360 nm
(Rabieh et al., 2014), se han reportado picos'maximos a 280 y 373 nm, para la formacion de
NP de ZnO (Ashour & Abd-Elhalim, 2024;-Solmaz et al., 2024). Esto es debido a que la
intensidad y longitud de onda de los"pices-de ahsorbancia pueden modificarse y desplazarse
por factores como el pH y composicion.de la solucién'y cepa analizada. Ademas, la posicion
del pico de absorbancia maxima no es constante ya gue esta puede variar de acuerdo con el
tamafio, forma y microestructuras superficialesde las NP“de.ZnO (Meléndez et al., 2022).

7.2.2 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX).

Para confirmar la pureza de las NP sintetizadas, se realizé el/@nélisis de patrones de
difraccion de rayos X. En la figura 7 se presentan los difractogramas degrayos X de las 10 NP
de ZnO obtenidos por la biosintesis de las diferentes Actinobacterias. El_difractograma
exhibe picos claramente definidos a 20=31°, 34°, 36°, 48°, 56°, 63° y 68°, que-corresponden
a las difracciones de los planos cristalinos (100), (002), (101), (102), (110), (103))y (112),
respectivamente. La intensidad del pico 3 (101) sugiere una la direccion de crecimiento
monocristalino predominantemente de ZnO en la fase wurtzita hexagonal segun la’carta
cristalogréafica (JCPDS PDF #00-036-1451). A partir del pico més intenso (101), se calcul6

el tamafio de los cristalitos de las NP utilizando la ecuacion de Scherrer.
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ES importante destacar que el tamafio de cristalito calculado no necesariamente
representa’el tamafio real de las particulas, dado que una particula puede estar constituida por

uno o mas cristalitos (Camejo- Ginebra et al., 2023).

A ——S31A53 B = ——$22A22 c ——$61A09
—=—831A55 =4 —$31A62
— S22A22 ~——S41A01
- S61A09 —S61A09
== S31A62 -
% A A A 2

A A

ll‘ | A A A Jljlﬂ A A A A, i \ .JA
f‘ ' A e T

i 50
20 (grados) 20 (grados) 26 (grados)

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a)

g— g— ; 101
S
Intensidad (u.a)
S

0

Figura 7. Patrones de difraccion de rayos X de las NP de ZnO, bioasistidas por las diferentes Actinobacterias y usando
como precursores: A) Sulfato de.zinc, B) Acetato de zinc y C) Nitrato de zinc.

Los andlisis de difraccion de“rayos X (DRX) indicaron que el tamafio promedio de
los cristalitos varia en funcion del precursor quimico.utilizado. Al emplear Acetato de zinc,
el tamafio promedio de los cristalitos fue/de.24.63 nm; ¢on Sulfato de zinc fue de 25.24 nm;
y al utilizar Nitrato de zinc, el tamafio aumenté a 32.74 nm. Los detalles especificos se

encuentran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Tamafio de cristalito por DRX para las NP de Zn®O

Datos Tamafio promedio

Precursor Cepa # | Posicion del pico 20 (°)  FWHM propio B(°) L (nm)
NITRATO S61A09 | 101 36.32 0.25 32.74 32.74
SULFATO  S22A22 | 101 36.37 0.38 2181

S31A53 | 101 36.34 0.38 21.80

S31A55 | 101 36.32 0.29 28.72 25.24

S31A62 | 101 36.36 0.27 30.64

S61A09 | 101 36.41 0.36 2321
ACETATO S22A22 | 101 36.32 0.28 29.09

S31A62 | 101 36.33 0.33 25.25 24.63

S41A01 | 101 36.34 0.39 21.43

S61A09 | 101 36.33 0.36 22.75

L - Tamafio de cristalito (nm), B - FWHM (Full Width at Half Maximum) Ancho medio de pico, 8 — posicion angular de
picos DRX, mitad de 26. Se consider6 0.01 como error instrumental.
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En cuanto a la biosintesis de ZnO con la ayuda de extractos de plantas, Fakhari y
colaboradores (2019) hicieron uso de extracto acuoso de hojas de Laurus nobilis y sales como
Nitrato dé zinc y Acetato de zinc, revelando la formacidn de una estructura en fase cristalina
tipo wurtzita hexagonal, con tamafios promedio de cristalito que varian desde los 21- 49 nm
y 25- 26 nm resSpectivamente. Comparandolo con los valores obtenidos en este trabajo, del
tamafio tedrico usando Nitrato de zinc se encuentra en el rango reportado, mientras que para
las de Acetato de zinesSe.obtuvo una ligera disminucion de 2-3 nm en comparacion a la

literatura.

7.2.3 DISPERSION DE LUZ BINAMICA (DLS).

Se empleo la técnica DLS para-determinar el diametro hidrodindmico de la NP de
ZnO, la cual proporciona el nivel de ‘aglomeracion de las NP obtenidas. El diametro
hidrodindmico refleja el tamafio promedio de todas las NP en suspension en una muestra
(Mosquera et al., 2015). La Figura.8-evidencia‘las variaciones significativas en el tamafio
promedio de las particulas segun el precursor utilizado. Para las NP derivadas del Sulfato de
zinc, los tamafios oscilan entre 200 y 800 nm, Con Acetato de zinc, el rango es de 200 a 1000
nm. Finalmente, las NP obtenidas a partir de Nitrato de zinc presentan una distribucion de
tamarfio de 450 a 700 nm. La ampliacion o reduccion del pico de distribucion de tamarfio en
las NP de ZnO por el método de dispersion de luz, podria ser el resultado de la agregacion
de NP. A medida que la particula aumenta de tamafio, su movimiento browniano tiende a ser
mas lento (Saha et al., 2011).

De acuerdo con lo reportado por Shaaban y EI-Mahdy (2018), el tamafio de las NP de
ZnO biosintetizadas por Streptomyces enissocaesilis y usando como precursor ZnSQOas, es de
135 nm. Asi mismo, Balraj y colaboradores (2017), reportaron que los metabolitos de
Streptomyces sp. fueron capaces de reducir el ZnCl,, obteniendo NP de ZnO con diametros

hidrodinamicos de 20- 50 nm.

35

——
| —



BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL
CONTROL DE HONGOS EN EDIFICIOS MODERNOS

—8—522A22
S31A53

—8—S522A22 Cc
——531A62

—o—561A09

S31A55
—e—S31A09
—a—531A62

$61A09
S41A01

Intensidad (u.a)
Intensidad (u.a)
Intensidad (u.a)

/

—TT—T—T T T r r T
200 300 400 500 600 700 80D 900 1000 400 500 600 700 800
Diametro hidrodinamico (nm)

| NS

T

T 1T 1 L T
200 300 400 500 600 70O NEOOSTT 900

Diametro hidrodinamico (nm) Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 8. Distribucion del tamafio de particula hidrodinamico de ZnO obtenido por DLS. A) Sulfato de zinc, B) Acetato
de zinc y C) Nitrato de zinc.

Los analisis realizados con la‘técnica de DLS también evidenciaron que las particulas
suspendidas en agua superaron los stamafios de 100 nm, lo que indica una posible
aglomeracion de las NP sintetizadas, mostrando una distribucion relativamente estrecha. En
el Cuadro 5, el indice de polidispersidad (PB1)'son valores >0.7 lo que indica que todas las

muestras son muy polidispersas.

Cuadro 5. Valores de potencial Z e indice de Polidispersidad (PDI) deJlas NP de ZnO a través de diferentes precursores.

Los valores corresponden alla media + la désviacion estandar.

Precursor Cepa Diametro (nm) Potencial Z (mV)  PDI

NITRATO  S61A09 584.4 + 249.9 -124 +£0.9 0.9
S22A22 569.9 + 137.8 -20.4.+£0.2 1.0

SULFATO  S31A53 438.7 + 139.7 -16.9+ 0.5 1.0
S31A55 333.7+£72.6 -16.0 £ 0.5 0.9

S61A09 285.9 + 106.2 -17.3+£0.9 0.9

S31A62 260.7 £ 176.6 -19.8+2.3 1.0

S31A62 291.9 + 159.7 -13.5+£0.9 09

S22A22 502.6 + 34.5 -5.7+0.7 08

ACETATO S61A09 352.9 + 83.7 -10.6 £ 0.7 0.7
S41A01 546.0 + 109.3 -14.1+£ 2.0 0.8
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El cuadro 5 también presenta valores de potencial Z, que reflejan como el método de
sintesiS influye en la carga superficial de las NP. Estos valores se obtuvieron como promedio
de cinco lecturas distintas. Los datos indican que las NP sintetizadas mediante diferentes
precursores muestran inestabilidad coloidal, lo que implica que las nanoparticulas no se
mantengan dispersas y tiendan aglomerarse llevando a la formacion de particulas mas
grandes no deseadasy€sto puede afectar su comportamiento y estabilidad en sus aplicaciones
(Bhattacharjee, 2016):;1£a.de carga negativa presente en estos casos, puede deberse a la gran
cantidad de grupos hidroxilesgenerados por el NaOH durante su sintesis (Abd-Elkodous et
al., 2020).

7.2.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO
(FESEM).

La morfologia, estructura y tamafioxde las NP de ZnO fueron evaluados mediante
analisis de microscopia electronica®de barrido.de-emision de campo (FESEM). Las imagenes
obtenidas mostraron una diversidad.de.tamafios_y*formas, incluyendo dimensiones a escala
nanométrica. Los resultados indican que la utilizacion de distintas cepas no influyé
significativamente, en este caso, las difereneias pueden.atribuirse a los efectos de los distintos
precursores.

El uso de Acetato de zinc como precursor generé NP“cen morfologias de nanoflores,
con tamafos que varian entre los 47 a 567 nm, como se obServa en la Figura 9. Las NP
derivadas del Sulfato de zinc también formaron estructuras de nanoflores, aunque algunas
mostraron mayor aglomeracion, como se puede ver en la figura 104A. Per otro lado, en las
Figuras 10-B y 10-C, se aprecian formaciones de nanoplacas con tamafios'de 70 a 1,456 nm
y de 57 a 460 nm, respectivamente.

La cepa S22A22 desarrollé una morfologia de nanoplacas con dimensiones que
oscilan entre 71 y 464 nm, ilustradas en la Figura 11. En contraste, el empleo de Nitrato de
zinc condujo a la formacion de NP que exhiben un crecimiento progresivo, resultando en
estructuras de barras hexagonales con dimensiones entre 87 y 722 nm, como se muestra-en
la Figura 11C
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ES posible que estas morfologias varien al modificar otras condiciones durante el
proceso de la sintesis, por ejemplo: la concentracién del precursor. En otros estudios al
emplear Acetato de zinc se obtuvieron formas esféricas (Rani et al., 2022) y elipsoidales
(esfera imperfecta), (Xiao et al., 2008). Fakhari y colaboradores (2019) reporta cambios en
cuanto al tamafio y~forma de las NP al usar distintos precursores, obteniendo estructuras
pequefias, esféricas y/aglomeras, mientras que al utilizar Nitrato de zinc se adquieren formas
esféricas acumulandose” en forma de nanoflores. También se reportan nanovarillas para
Nitrato de zinc, y nanolaminas hexagonales con Sulfato de zinc. Del mismo modo, el pH
puede ser otro factor que modifique la morfologia de las NP. Liu y colaboradores (2006),
obtuvo tres morfologias diferentes de nanoflores de ZnO al cambiar los valores de pH.

Manjunath y colaboradores® (2014) reporta morfologias en forma hexagonal y
esféricas ante la reduccion de ZnSOa.. NG.obstante, el trabajo de revision de Da Costa-Rocha
y colaboradores (2021) recapitulaprincipales trabajos (en un periodo de 2016- 2021) sobre
oxidos sintetizados utilizando extractos de plantas. Lo cual menciona que existe una
diferencia en la morfologia del ZnO cuando se emplean Scutellaria baicalensis y Camellia
japonica, resultando NP esféricas, mientfas quefal’tomar como modelo bioldgico a
Codonopsis lanceolata y Calliandra haematocephala, mestraron morfologias de tipo flor.
Estos cambios se infieren por la diferencia que hay en las condiciones y composicién quimica

del extracto.
En relacion con el tamafio, las nanoflores de ZnO obtenidas porBacillus licheniformis

revelaron tamafios entre 250 nm a 1 um, observandose esta marfologia mediante

aglomeraciones de nanobarras (Tripathi et al., 2014).
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100 nm 100 nm

Figura 9. Nanoestructuras de ZnO utilizando Acetato de Zin€ A) S22A22forma de nanoflores, B) S31A62, nanoflores
C) S41A01 nanoflores, D). S61AQ9 estructuras de nanoflores.

Figura 10. Nanoestructuras de ZnO utilizando Sulfato de Zinc: A) S31A53 nanoflores, B) S31A55 nanoplacas;.C)
S31A62 nano barras y placas.
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100 nm

Figura 11. Nanoestructuras de@ZnQlutilizando Sulfato de Zinc: A) S22A22 nanoplacas, B) S61A09 nanoflores. Nitrato de
zinc: C) S61A09, nanobarras hexagonales.

7.3 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

7.3.1 ENSAYO DE MICRODILUEION Y CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) Y DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
FUNGICIDA (CMF).

Se evaluo la efectividad defdas 10 NPtde ZnO obtenidas por biosintesis asistida de
cuatro cepas de Actinobacterias, contra:seis cepas fungicas extraidas de edificios catalogados
como enfermos. Las Concentraciones-Minimas Inhibitorias (CMI) se determinaron con
ayuda de microscopia éptica, como la ‘menor coneentracion en la que no se observo
germinacién de los conidios. La aplicacion del colorante’tesazurina facilitd la visualizacion
de los resultados, que coincidieron con las observaciones.microscépicas realizadas. Los
datos, presentados en el cuadro 6, 7 y 8, muestran que todas las ZnO NP obtenidas inhibieron
el crecimiento de las cepas fungicas evaluadas, con CMI que oscilaron entre 0.039 y 2.5
mg/mL. En general, las NP mostraron un modo de accion (MA) fungicida (Fc), sin importar
el precursor o la cepa utilizada, solo en cinco casos el modo de accion ‘detectado fue de tipo

Fungistatico.

Actividades antifungicas de las nanoparticulas de ZnO obtenidas con el Acetato-de zinc
Cuando se uso el precursor Acetato de zinc, cuatro de las seis Actinobacterias

evaluadas fueron capaces de producir NP de ZnO. La NP obtenidas con este precursor

mostraron una destacada actividad antifungica con respecto a los otros precursores. Con los

valores mas bajos de CMI y CMF (0.078 mg/mL— 0.156 mg/mL). Esta actividad puede estar
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relaciopado con el tamafio de cristalito, ya que en promedio estas NP tuvieron los tamafos
de cristalito mas pequefios con un promedio de 24.6 nm (Cuadro 4). En particular, las NP
obtenida con las Actinobacteria S31A62 y S41A01, produjeron NP de ZnO con la mejorar
actividad antifingica contra el hongo Stachybotrys sp. (H9) presentando un MA de modo

fungicida tal como se muestra en el Cuadro 6 y Figura 12.

Cuadro 6. Valores de.€MI, CMF y modo de accién (MA) de NP de ZnO por el precursor Acetato de zinc

561:% S41A01 S31A62 S22A22
CEPAS
CMF | CMI .CMF | CMI CMF | CMI CMF | CMI
mg/mL|meg/mL CMF/CMII-MA"‘vmgImL mgfml CMF/CMI| MA mg/mL|mg/mL CMF/CMI | MA mg/mL | mg/mL CMF/CMI | MA

H1 Scolecobacidium sp. | 0.625 0.625 1 Fc | 0625 0.156 4 Fc [0.625 0.078 8 Fg | 25 0625 4 Fc

H3 Curvularia sp. 25 0625 4 Fc | QY 1.25 Fc | 125 1.25 1 Fc | 25 1.25 2 Fc

H4 Phoma sp. 0.625 0.156 4 Fc [ 0.625" 0.078 Fg |0.625 0.156 Fc | 0.078 0.156 1 Fc

H7 Stachybotrys sp. 0.312 0.312 1 Fc [0.625 0.312 Fc |0.625 0.156 Fc | 0.312 0.156 Fc

H8 Fusarium sp. 0.625 0.156 4 Fc [ 0.625 0.156, Fc |0.625 0.156 Fc | 0.625 0.156 Fc

Fc |0.156 0.078

D BTN oo N
N s
NN

H9 Stachybotrys sp. 0.312 0.156 2 Fc 440:156 0.078 Fc | 0.312 0.156 Fc

MA: Modo de accion. Fg Fungistatico; Fc Fungicida.

Aunque la mayoria de las NP presentaron un modo de accion fungicida en general,
para los hongos Phoma sp. (H4) y Scolecobasidium sp. (H1), se detect6 un efecto fungistatico
en las mismas concentraciones (0.078 mg/mLC— 0.625 mg/mL). Por otra parte, EI hongo
Curvularia sp. (H3), fue el més dificil de inhibir con valores®de)CMF igual o superiores a
1.25 mg/mL, eso puede deberse a que este hongo ademas de presentar conidios melanizados
tienen conidios de cuatro septos, por lo que se requiere una mayorantidad de la NP para
inhibir la germinacion de cada uno de ellos, haciéndolo més resistente al'efecto de las NP, en
contraste con los conidios Stachybotrys que no tienen septos (Zagada- Dominguez, De la
Rosa-Garcia et al., 2020).
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0089 0.019/mg/ mL 2.5 125 0.625 0.312 0.156 0.078

A- 541A01

A- S31A62

A- S22A22

Figura 12. H9 Stachybotrys sp. A) Revelado,con Resazurina. Lectura de CMI. B) Replica en PDA 'y lectura de CMF.

Actividades antifungicas de las nanoparticulas de ZnO obtenidas con Sulfato de zinc

Con Acetato de zinc, cinco de las.seis cepas de Actinobacterias probadas lograron
producir nanoparticulas de ZnO.~Sin embargo; la determinacion de la CMI y la CMF
mediante microdilucion y colorimetria.mostrd'que las NP sintetizadas con Sulfato de zinc
resultaron ser mas efectivas contra Phoma sp. (Fig«13), con valores de 0.078 mg/mL para
CMly 0.078-0.156 mg/mL para CMF, usando las cepas.S31A62 y S22A22, respectivamente.
Del mismo modo, se observaron valores“de~-CMI/CMF de 8 con un modo de accion

fungistatico para los hongos H8 y H9 a concentraciones de.0.156-1.25 mg/mL (Cuadro 7).

Cuadro 7. Valores de CMI, CMF y modo de accion (MA) de NP de ZnO por el precursoriSulfato de zinc.

S61A09 S31A55 S31A53 331% 522022
R0 10 o) OF | om0 | 2 ogon | OF | 2 aeba Y| OF | 9 |ogon |
HlScolecobacidiumsp. | 0625 0625 1 |Fe|0625 0625 1 |Fe|125 0625| 2 |[Fc|0625 066| 1 | Fo|[065 02| 2 |Fe
H3 Curvularia sp. 25 06%5( 4 |Fc|0312 0H2) 1 (Fe 125 0312 4 |Fc|0625 032 2 |Fo |06 02| 2 |Fe
H4 Phoma sp. 01% 01%6| 1 |Fc|0136 0.156. 1 [Fc 032 01%6| 2 |Fc (0078 0076 1 | Fo| 01960078 2 |Fe
H7 Stachybotrys sp. 0625 0312 2 |Fe|0312 0.312. 1 JFe 032 032 1 | Fe (032 032 1 | Fe| 0039 00397 .1 |Fe
H Fusarium sp. 0625 0196 | 4 IFc. 125 0.156. 8 |Fg|0312 0'156. 2 [ Fe 062 032 2 | Fe| 0625 01564 4= | FC

H Stachybotrys sp. 120 0156 & |Fg|0625 02| 2 |Fc|0136 0136 1 |Fc|01%6 04%6 | 1 Fe | 0078 Q078 | ™ gi~ke

MA: Modo de accion. Fg Fungistatico; Fc Fungicida.
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1.25 0.625 0.312 0.156 0.078 0.0339 0.019mg/mL

Figura 13. H4 Phoma sp. A) Revelado con'Resazurina. Lectura de CMI. B) Replica en PDA y lectura de CMF.

Actividades antifungicas de las nanoparticulas de ZnO obtenidas con Nitrato de zinc
Otra de las NP de ZnO evaluadas fue-afiadiendo Nitrato de zinc, obteniendo una Gnica
respuesta con la cepa S61A09. Las ‘NR gbtenidas por dicho precursor tuvieron actividad de
tipo fungicida para cinco de seis hongos;reflejandovalores més bajos de CMI/CMF de 0.156
mg/mL— 0.156 mg/mL (Cuadro 8). Siendo Curvularia_sp. (H3) el Unico hongo en crecer a

concentraciones altas >2.5 mg/mL.

Cuadro 8. Valores de CMI, CMF y modo de accion (MA) de NP de ZnO por el'precursor Nitrato de zinc contra
diferentes cepas de hongos.

S61A09 f
s CMF | CMI 1 cmErcmi %
mg/mL | mg/mL

H1 Scolecobacidium sp. | 0.625 0.625 1 Fc |
H3 Curvularia sp. >2.5 0.625 - Fg
H4 Phoma sp. 0.156 0.156 1 Fc
H7 Stachybotrys sp. 0.312 0.312 1 Fc
H8 Fusarium sp. 0.625 0.156 4 Fc
H9 Stachybotrys sp. 0.312 0.156 2 Fc

MA: Modo de accion. Fg Fungistatico; Fc Fungicida; - Sin registro.
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Seyafirma que a la biosintesis de NP de ZnO exhibieron actividad fungicida
independientemente del uso de diferentes precursores y/o Actinobacteria, teniendo resultados
de CMF/CMlLsimilares. Investigaciones realizadas de NP biolégicamente reducidas por
Streptomyces spshan tenido eficacia antibacteriana y antifngica (Manivasagan et al., 2015;
Pallavi et al., 2020; Kalaba et al., 2021).

Las investigaciones sobre mecanismos de accion de las NP indican que intervienen
en la germinacion de conidigs’y desarrollo de micelio (Mittal et al., 2013; Mitra et al., 2017).
Se sabe que la actividad antifdngica de las NP de ZnO contra hongos filamentosos, se
atribuye a la ruptura de la membranaicelular, reduciendo la actividad enzimatica del hongo
(Sharma et al., 2021), ademas'.de- interferir con las funciones metabdlicas del
microorganismo, dafiando la integridad.de la célula (Slavin et al., 2022). Teniendo en cuenta
lo anterior, las cepas fungicas ocupadas en los ensayos fueron vulnerables ante los
mecanismos de las NP de ZnO a ciertasiconcentraciones. Se registraron a las concentraciones
mas bajas las NP por el precursor Sulfato de.zinc, teniendo la capacidad de inhibir el
crecimiento de diferentes hongos, tal es el caso de (H7) Stachybotrys sp., (H9) Stachybotrys
sp., (H4) Phoma sp. y (H8) Fusarium sp., déesde los 0.0839'ymg/mL, 0.078 mg/mL (para H9 y
H4), y 0.312 mg/mL, respectivamente.

Se ha investigado la efectividad de las NP de ZnO sintetizadas a partir de extracto
fangico contra diferentes especies del género Fusarium sp. (F. graminearum, F. oxysporum,
F. poae, F. tricintum) y Phoma sp., las concentraciones reportadas para detener la
germinacion de los conidios fueron a partir de 1 mg/mL para Phomasp., a\diferencia de
Fusarium sp. presentando nula actividad antifingica para la mayoria de as cepas de ese
género (Trzcinska-Wencel et al., 2023); mientras que Pariona et al. (2018).+€portaron
inhibicion del crecimiento de Fusarium sp. a concentraciones de 0.75 y 1 mg/mL, dando asi
ventaja del uso de las NP de ZnO obtenidas en este trabajo para contrarrestar el crecimiento
fangico de dichos hongos. Para el caso de Curvularia sp. que llego a presentar crecimiento
en la mayor concentracion (>2.5 mg/ mL) (Cuadro 8), puede relacionarse a que es un hongo
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con'conidios septados, lo que conlleva a tener mas posibilidades de desarrollarse, ademas de
tener paredes,méas gruesas que las hifas vegetativas (Direccion General de Sanidad Vegetal-
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria [DGSV-CNRF], 2020), por lo que se requiere
de altas congentraciones de NP para inhibir su crecimiento. Dicho de otra manera, la
supervivencia de los\hongos en presencia de las NP esta determinada principalmente por dos
factores: las propiedades biogquimicas y estructurales de cada hongo (morfologia) y las
alteraciones en el enterno. de acuerdo con el tipo de metal y disponibilidad (Gadd, 1993,
Wang et al., 2009).

Aunque la capacidad antifungica de las NP puede variar fundamentalmente si se
modifican sus propiedades talesc€omo: tamarfio, forma, carga superficial (Lépez et al., 2023),
en este trabajo no se pudo apreciaricon claridad dicha relacion debido a que todas las NP

mostraron un buen desempefio fungico-aun con las diferencias de tamafos y morfologias

registrados por FESEM (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cuadro comparativo de las caracteristicas de lasiNP.de ZnO obtenidos por los diferentes precursores y su
relacién a su actividad biologica.

Tamario Diametro/| Potencial
Actinobacteria cristalito Tamafio y forma (nm) Modo de Accién
(nm) (nm) Z.(mV)
S61A09 32.74 584.4 A2 87-722 Fungicida
Nanobarras hexagonales Fungistatico
S22A22 21.81 569.9 -20.4 /71-464 Fungicida
Nanoplacas
S31A53 21.80 438.7 -16.9 64- 853 Fungicida
Nanoflores
S31A55 28.72 333.7 -16.0 701,456 Fungicida
Nanoplacas fungistatico
S31A62 30.64 260.7 -19.8 57-460 Fungicida
Nanobarras y placas
S61A09 23.21 285.9 -17.3 75-273 Fungicida
Nanoflores fungistatico
S22A22 29.09 502.6 5.7 St Fungicida
Nanoflores
S31A62 25.25 291.9 135 66-353 LRGSR
' ' ' Nanoflores fungistatico
S41A01 21.43 352.9 1106 . vogs(cida
Nanoflores fungistatico
S61A09 22.75 546.0 -14.1 IS Fungicida
Nanoflores
Precursores: Nitrato Sulfato Acetato
( 45 )
L )




BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC MEDIANTE ACTINOBACTERIAS: ESTRATEGIA PARA EL
CONTROL DE HONGOS EN EDIFICIOS MODERNOS

En el Cuadro 9 se puede apreciar de manera resumida las caracteristicas de cada
nanopolvo obtenido. Se observa que las NP que presentar un mayor tamafio son las cepas
S31A53 y $31A55, ambas por el Sulfato de zinc. Estos tamafios se adquieren por las
aglomeraciones_de las NP, dando como resultado estructuras muy compactas, pero con

funciones antif(ngieas.

Por el contrario; citando a Zubair y Akhtar (2020), obtuvieron dos morfologias
diferentes de ZnO debido.a-los efectos de las variantes de pH, temperatura y tiempo de
reaccion; consiguiendo formas de flores y nanobarras, siendo estas las que exhibieron mayor
actividad microbiana ante la presencia de Streptococcus mutans y Escherichia coli. En
estudios previos la obtencion de (NP se reportan formas pseudo-hexagonales y esféricas,
dando respuestas inhibitorias a “hongos filamentosos (P. oxalicum y A. niger)
independientemente del tamafio y morfologia (Soria-Castro, 2019; Sierra-Fernandez et al.,
2017). Erazo y colaboradores (2019), sintetizaron NP de ZnO que adquirieron morfologias
distintas al utilizar dos diferentes salventes, generando particulas en forma acicular (aguja)
con medidas de aproximadamente 40--600 nm y estructuras esféricas con dimensiones de 40
nm, dejando ver una actividad antifingicamas efectiva para aquellas con aspecto acicular,
generando deformaciones en las hifas y conidios.de Aspergillus niger y Botrytis cinerea.
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8. CONCLUSIONES

1. El método de biosintesis mediante reduccién con Streptomyces sp. permite la
obtencion de nanoparticulas de ZnO puras, con diferentes morfologias.

2. Lamorfologia de las nanoparticulas depende principalmente de la sal precursora, no
de la cepa de Actinobacterias utilizada.

3. El rendimiento de_las nanoparticulas estéa relacionado tanto con el precursor como
con la cepa. El Sulfato.de zinc y la cepa S22A22 lograron el mayor rendimiento (19
g/L), sugiriendo el uso,de-€ste nanopolvo como una opcidn eficaz para inhibir hongos
en materiales de construecién.

4. Laformacion de nanoparticulas.de ZnO se confirmé con una absorbancia maxima de
367 nm y una fase hexagonal tipe wurtzita, como lo verificé la difraccion de rayos X
(DRX).

5. El uso de Streptomyces sp./afecta lasipropiedades de las nanoparticulas, lo que da
como resultado suspensiones inestables.

6. La mayoria de las nanoparticulas'de ZnO dnhiben a las seis cepas fungicas a bajas
concentraciones, con CMI/CMF de 0078 a 0:625:mg/mL.

7. Casi todas las nanoparticulas de ZnO tienen un modo de accion fungicida, segun la
relacion CMI/CMF.
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