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RESUMEN

La nanotecnologia es disciplina en rapido crecimiento que se ocupa de la sintesis y el desarrollo de diversos nanomateriales.
En la actualidad, se estan preparando varios tipos de nanomateriales metalicos como cobre, zinc, titanio, magnesio, oro y
plata Diversas investigaciones han recurrido al uso de sistemas bioldgicos para la sintesis de nanoparticulas como alternativa
a metodos quimicos Yy fisicos, ya que varios microorganismos son bien conocidos por producir materiales inorganicos ya sea
de manera intra o extracelular. En este estudio se biosintetizaron AgNPs utilizando biomasa muerta y seca de los hongos
Talaromyces amestolkiae y Penicillium cluniae aislados de desechos mineros. Para ello se suspendio 1gr de biomasa inerte de
cada hongo en 20 mL de una solucion de AgNO; 0,1 M, con agitacion a 100 rpm y 40 < durante 3 dias, tomando muestras a
las 48 y 72hs. Las muestras se analizaron por espectrofotometria UV-visible (300-600nm) y EDS-SEM. Se observo una banda
de plasmon con un maximo de absorbancia a 450 Nm para Penicillium cluniae y un plasmon menor a 460nm para
Talaromyces amestolkiae, con una amplitud entre los 420-470 nm, lo que confirma la obtencion de las nanoparticulas de plata
y el poder reductor de la biomasa fungica. Los resultados de EDS-SEM confirmaron la presencia de AgNPs retenidas dentro
de la biomasa y en su superficie, por lo que el método de biosintesis fiable y econdmico utilizado en este trabajo resulta
prometedor frente a la posibilidad de darle una utilizacion a hongos aislados de desechos de la industria minera.

OBJETIVO

En este estudio se biosintetizaron AgNPs utilizando biomasa muerta y seca de los hongos Talaromyces
amestolkiae y Penicillium cluniae aislados de desechos mineros, e identificar la presencia de las nanoparticulas
de plata mediante analisis de espectrofotometria UV-visible y microscopia electronica de barrido.

METODOLOGIA

Obtencidn de biomasa fungica

Los hongos utilizados en este trabajo fueron aislados a partir de las pilas de lixiviacion de la Mina Hualilan
(San Juan) y conservados por los autores del trabajo Hidalgo, N., 2020.

Para la generacion de biomasa, en primer lugar, se inoculd la cepa en medio liquido en estufa de cultivo a una
temperatura de 28°C hasta su maximo crecimiento desarrollado en un tiempo total de 15 dias. EI medio de
cultivo utilizado fue Sabouraud Glucosado caldo a volimenes crecientes. Como el objetivo es generar una
biomasa inerte, una vez que la cepa llego a su maximo desarrollo, se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15
minutos. Después se procedid a lavar la biomasa repetidamente con agua destilada y por Gltimo se seco en
estufa a 80° C hasta peso constante.

Biosintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de NP utilizando biomasa de los hongos Talaromyces amestolkiae y Penicillium cluniae, se
suspendio 1gr de cada biomasa en 20 mL de una solucion de AgNO, 0,1 M, pH 7,5, con agitacion a 100 rpm y
40°C durante 3 dias, tomando muestras a las 48 y 72hs. De manera paralela se llevo a cabo un control de cada
hongo, suspendiendo 1gr de cada biomasa en 20 mL de agua destilada.

Medicidn por espectrometria UV-visible

La biotransformacion de los iones de plata se monitored0 mediante la medicion del espectro UV-visible del
medio de reaccion. Se tomaron 3 mL de sobrenadante después de 48 y 72 hs y se analizaron por
espectrofotometria UV-visible mediante Espectrofotometro Shimadzu UV-1800 (Lab Wrench, Canada) en la
longitud de onda que va de 300 a 600 nm.

Microscopia electronica de barrido

Las AgNPs se identificaron y caracterizaron mediante un microscopio electronico de barrido (SEM, por sus
siglas en ingles: Scanning Electron Microscope) EVO MA 10W de la compaiia Carl Zeiss. EI mismo tiene
acoplado un cabezal para la obtencion de imagenes de electrones retrodispersados (BSE, por sus siglas en
Inglés: Backscattered Electrons) y un sistema de microanalisis por espectroscopia de rayos X dispersiva en
energia (EDS, por sus siglas en inglés: Energy Dispersive Spectrometry). EI mismo se encuentra instalado en el
Instituto de Investigaciones Mineras de la Universidad Nacional de San Juan.

Para su analisis, la biomasa se monto en portamuestras individuales y se recubrid con un deposito de oro para
lograr muestras conductoras y evitar la acumulacion de carga en su superficie luego de la interaccion del haz de
electrones con éstas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La disposicion experimental para la obtencion de las biomasas fungicas se evidencia en la figura 1. En el cultivo de
ambos microorganismos se obtuvo el mayor crecimiento fungico a los 12 dias, siendo mayor para el genero
Talaromyces amestolkiae.
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Figura 1. a. Generacion de Biomasa, b. biomasa seca. Donde HA= Talaromyces amestolkiae y HR= Penicillium cluniae.

A continuacion, se presentan los resultados de la medicion de la absorbancia por espectrometria UV-visible de las
muestras liquidas tomadas a las 48 y 72 horas en la longitud de onda que va de 300 a 600 nm.
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P cluniae 48hs

P Cluniae 72hs observar un plasmén con una amplitud entre los 420-470 nm
T amestolldae 3%hs (figura 2), lo que confirma la obtencion de las nanoparticulas
de plata y el poder reductor de la biomasa flngica inerte de
ambos hongos.
Se observo una banda de plasmon con una menor absorbancia
para el hongo Talaromyces amestolkiae, con un pico maximo
de 0,1526 a 460nm a las 72hs. De los resultados de
microscopia electronica, presentados luego en esta seccion, la
biomasa de este hongo es mas porosa, por lo que las NPs
podrian quedar retenidas dentro de la misma y disminuir la
concentracion en el sobrenadante.
050 , , | | Para el caso del hongo Penicillium cluniae, se observo una
350,00 400,00 45000 500,00 550,00 600,00 panda de plasmon con un maximo de absorbancia de 0,3248 a
450 nm luego de 72 horas. Similares resultados fueron

Figura 2. Anélisis por espectrometria UV-visible. obtenidos por Priyabrata A., et al. 2001.
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Las imagenes de electrones retrodispersados presentadas en la figura 3, permiten distinguir las AgNPs por su alto peso atomico
frente a la materia organica de la masa flngica. En ambos casos, las imagenes de BSE se encuentran acompanadas por los espectros
de rayos X resultantes de los analisis puntuales (indicados con un nimero de referencia en color verde en la figura 3) de EDS en las
potenciales particulas. Si bien el haz de electrones forma una gota en su interaccion con la materia, de un ancho del orden de los
um, la ausencia de otros metales en la muestra en combinacion con su tamafio < 1 um, permite identificar inequivocamente la
presencia de AgNPs. Las nanoparticulas se encontraron tanto en la superficie como en el interior de la masa fungica.

La figura 3a corresponde a las células fangicas tras su exposicion a una solucion acuosa de AgNO; 0,1 M durante 72 hs (a la
Izquierda biomasa del hongo Penicillium cluniae y a la derecha biomasa del hongo Talaromyces amestolkiae). En la figuras 3b se
aprecia claramente la naturaleza altamente filamentosa del micelio del hongo Talaromyces amestolkiae y en la figura 3d el micelio
compacto del hongo Penicillium cluniae. Se observa la presencia de nanoparticulas de plata distribuidas en la superficie y en el
Interior de la biomasa fungica, lo que indica que las nanoparticulas formadas por la reduccion de iones Ag* estan unidas a la
superficie de las células.

Las nanoparticulas de plata que se observan fuera de los micelios podrian ser el resultado de una union déebil en combinacion con
un desprendimiento sufrido durante el montaje de la muestra para su estudio mediante SEM.
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Figura 3. Imagenes de BSE sobre las potenciales AgNPs, las que se distinguen por su mayor intensidad, y analisis EDS efectuados, los cuales son sefialados con una
referencia numérica en color verde. a. A la izquierda biomasa del hongo Penicillium cluniae y a la derecha biomasa del hongo Talaromyces amestolkiae. b. Detalle de la
figura a (mayor magnificacion), donde se distingue con mayor facilidad la presencia de una AgNP. c. Analisis EDS de la AgNP sefialada en ay b. d. AgQNP sobre la
superficie de la biomasa de Penicillium cluniae. e. Analisis EDS de la AgNP sefialada en d.

En el desarrollo de la metodologia propuesta para ampliar el alcance de los microorganismos en la sintesis de nanomateriales, se puede
apreciar que los hongos Talaromyces amestolkiae y Penicillium cluniae, cuando se exponen a una solucion acuosa de AgNO,, provocan
la reduccion de los iones metalicos y la formacion de nanoparticulas. Las nanoparticulas de plata se forman sobre la superficie de las
celulas fungicas del hongo Penicillium cluniae y en la superficie y dentro de la biomasa en el hongo Talaromyces amestolkiae.

CONCLUSIONES

En conclusion, se ha demostrado en el siguiente trabajo la biorreduccion de iones Ag+ acuosos por los hongos Talaromyces
amestolkiae y Penicillium cluniae. La reduccion de los iones metalicos se produce en la superficie y dentro del micelio, lo que
conduce a la formacion de nanoparticulas de plata de dimensiones bastante bien definidas. Este enfoque de Quimica Verde
mediada por biomasa inerte de hongos aislados de desechos mineros para la biosintesis de nanoparticulas de plata tiene muchas
ventajas como ser un proceso ecoamigable, facilidad con la que se puede ampliar la escala del proceso, la viabilidad economica,
como asi tambien la posibilidad de cubrir facilmente grandes superficies mediante el crecimiento del micelio.



