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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados de la sintesis de nanoparticulas
de sulfuro de zinc (ZnS) por medio de una ruta biotecnologica. Se utilizaron dos
cepas identificadas y clasificadas como B-1 y Fusarium sp., colocandolas en
contacto con disoluciones de ZnSO , a una concentracion 10°M, el estudio se
siguio hasta un valor de pH de 5. Los nanocompuestos se caracterizaron mediante
espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia de Fluorescencia y Microscopia de Fuerza
Atomica. Los resultados del andlisis espectrofotométrico demuestran efectos de
confinamiento cudntico caracteristicos de semiconductores, con una distribucion
de tamarios de particula en escala nanométrica. Las curvas de absorbancia de
UV-Vis indicaron valores de energia de banda prohibida de 3.3 y 3.5 eV para
B-1y Fusarium sp., respectivamente. El andlisis por fuerza atomica mostro un
rango de nanoparticulas obtenidas de 50 hasta 100 nm.
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ABSTRACT

This paper presents the results of the synthesis of zinc sulphide (ZnS)
nanoparticles obtained through biotechnology. Two fungi identified and
classified as B-1 and Fusarium sp. were put into contact with dissolutions of
ZnS0,at10°M, thestudywas conducteduptoapHlevelof 5. Thenanocompounds
were analyzed by UV-Vis spectroscopy, Fluorescence Spectroscopy and
Atomic Force Microscopy. The results of the spectrophotometric analysis
show the characteristic effects of quantum confinement of semiconductor
materials with distribution of particle size in nanometric scale. The analysis
by UV-Vis shows band gap energies values of 3.3 and 3.5 eV for B-1 and
Fusarium sp. respectively. The analysis by Atomic Force Microscopy showed
the nanoparticles obtained, wich range from 50 to 100 nm.
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INTRODUCCION

Durante la ultima década se ha desarrollado un gran interés por los
nanomateriales, esto debido a su gran variedad de aplicaciones en areas como:

16 Ingenierias, Octubre-Diciembre 2007, Vol. X, No. 37



Biosintesis de nanoparticulas de ZnS utilizando cepas de hongos / Leslie A. Botello Salinas, et al.

catalisis, semiconductores, transistores de electrones
simples (SETs) y emisores de luz, dispositivos opticos
no lineales y aplicaciones fotoelectroquimicas.!

La produccion de tales materiales ha
permitido el desarrollo de diferentes métodos
de sintesis con el fin de controlar caracteristicas
esenciales como composicion quimica, tamafio y
monodispersidad.?

La busqueda de tecnologias amigables con el
medio ambiente ha llevado a los investigadores a
aprovechar la biotecnologia como una opcion viable
para la sintesis de estos compuestos.>

Por lo tanto, la nanobiotecnologia proveera
de medios para la construccion de estructuras
moleculares nuevas de manera precisa y flexible, a
un costo menor que los procedimientos tradicionales
de produccion.

Se ha descubierto que los microorganismos tales
como bacterias, levaduras y hongos, juegan un papel
importante en la remediacion de metales toxicos a
través de la reduccion de iones metalicos, por lo tanto
recientemente se han considerado como nanofabricas
de gran interés.*

Una gran variedad de nanomateriales se sintetizan
por procesos biologicos desde hace muchos afios.
Algunos materiales que se han llegado a obtener
recientemente son: nanocristales de minerales como
magnetita y greigita; nanoparticulas de oro y plata,
asi como otros compuestos de metales toxicos como
el sulfuro de cadmio (CdS). Este tipo de reaccion
se da como un mecanismo de desintoxicacion en el
ambiente contaminado.’

Asi pues en 2002, Kowshik et al. sintetizaron
nanoparticulas de Ag® utilizando la levadura
MKY 3, caracterizando su producto por microscopia
electronica de transmision (TEM), difraccion de
rayos-X (XRD), dispersion de rayos X de angulo
amplio (WAXS), espectroscopia fotoelectronica de
rayos X (XPS) y espectroscopia Ultravioleta-visible
(UV-vis).4

Otras dos investigaciones, se enfocaron a la
produccién de compuestos semiconductores en las
dimensiones de nanoparticulas por la ruta bioquimica.
La investigacion realizada por Moskivna et al.
mostrd que bacterias asociadas a Nostoc muscorum
presentan resistencia a la presencia de iones Cd** en
solucidn, y posteriormente la formacion de peliculas
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de CdS aprovechando la habilidad de produccioén
de H,S por estos microorganismos.” De manera
similar, Ahmad et al. demostraron que la sintesis
de nanoparticulas en el rango de 5 a 20 nandmetros
(nm) de este compuesto se podia llevar a cabo
extracelularmente via enzimatica utilizando cepas
de Fusarium oxysporum, aplicando TEM, UV-Vis
y XRD para su caracterizacion.®

Posteriormente en 2005, Duran et al. utilizaron
esta misma cepa para obtener un hidrosol de Ag® con
un tamafio de particula entre 20 y 50 nm.’

Tras estos antecedentes se muestra que el uso de
microorganismos permite la obtencion de materiales
de dimensiones nanométricas con aplicacion
industrial, es por esto que surge el interés por la
obtencion de compuestos que sean aprovechables
por la nanotecnologia como semiconductores o
agentes dopantes.

En el area de la nanotecnologia, se tiene
especial interés sobre el sulfuro de zinc (ZnS),
ya que sus propiedades cambian e inclusive
mejoran considerablemente, debido a efectos de
confinamiento cuantico, a comparaciéon con sus
contrapartes en escala regular.® Este compuesto a
escala nanométrica ha emergido como un nuevo tipo
de material para la deteccion bioldgica y conversor
de imagenes celulares basado en la conjugacion de
puntos cuanticos semiconductores y moléculas de
bioreconocimiento.’

Con el fin de investigar la biosintesis de este
compuesto, y tomando en cuenta que las cepas B-1y
Fusarium sp. han presentado la capacidad de producir
nanoparticulas de CdS a partir de la reduccion del
sulfato de cadmio (CdSO,)," en este trabajo se
presentan los resultados del estudio de la produccion
microbiana extracelular de nanoparticulas de sulfuro
de zinc (ZnS) mediante la reduccion enzimatica del
sulfato de zinc (ZnSO,), las cuales se caracterizaron
mediante las técnicas de Espectroscopia UV-vis,
Espectroscopia de Fluorescencia y Microscopia de
Fuerza Atomica (AFM).

MATERIALES Y METODOS
Cultivo de microorganismos

A partir de cultivos puros de los hongos Fusarium
sp. y la cepa B-1 (resistentes a cadmio y zinc) se
obtuvieron suspensiones de esporas las cuales se

17



Biosintesis de nanoparticulas de ZnS utilizando cepas de hongos / Leslie A. Botello Salinas, et al.

inocularon en el medio YMG modificado. Los
cultivos fueron incubados a 28°C por 72 horas en
un sistema agitado a 120 rpm.

Separacion de la biomasa

El micelio obtenido se separ6 por filtracion a
vacio. Posteriormente se lavo con agua bidestilada
y se guardd en recipientes estériles para su uso
posterior.

Produccion de nanoparticulas de ZnS

Un gramo de micelio himedo fue puesto en
contacto con disoluciones ZnSO, 10~ M en agitacion
a 120 rpm y 28°C durante cinco dias, Se tomaron
muestras cada 12 horas. Posteriormente la suspension
fue filtrada. El micelio resultante se esterilizo y el
filtrado fue analizado para la caracterizacion de las
nanoparticulas de ZnS. La biotransformacion se
monitored por observacion visual y midiendo su
espectro UV-Vis.

Caracterizaciéon de muestras

Las muestras se analizaron por las técnicas
Espectroscopia UV-vis, Espectroscopia de
Fluorescencia, Microscopia Electronica de Barrido
(SEM) y Microscopia de Fuerza Atdémica (AFM)
para confirmar la produccion de ZnS y obtener
caracteristicas morfologicas de las nanoparticulas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Espectroscopia UV-vis

En la figura 1 se muestran los resultados
obtenidos en los andlisis por Espectroscopia UV-
vis para las muestras de Fusarium sp. y la cepa
B-1 respectivamente, en contacto con ZnSO, 10°M
durante cuatro dias.

También se muestra la interseccioén con el eje
que indica la longitud de onda (A) para el calculo de
E; en cada caso.

En general, los espectros de ambos casos
presentan dos sefiales importantes, una alrededor de
los 260 nm y otra a una longitud de onda menor, para
el de Fusarium sp. a una longitud de onda alrededor
de 220 nm y para el de la cepa B-1 a 208 nm.

La presencia de dos sefiales en ambos graficos
se atribuye a tres posibles factores que influyen de
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Fig. 1. Grafica de Absorbancia vs Longitud de onda de las
muestras de (a) Fusarium sp. y (b) la cepa B-1 en contacto
con ZnS0410-*M (muestreo diario por cuatro dias).

manera importante en este tipo de analisis. Estos
son: la presencia de un tamafio de particula menor,
que ocasiona un desplazamiento hipsocréomico de la
sefal conforme el tamafio de particula disminuye;
un posible cambio estructural en el tipo de celda
unitaria, ya que el ZnS puede poseer la estructura
tipo esfalerita o wurtzita; y finalmente, la presencia
de otras sustancias, como metabolitos, que presenten
absorbancia en la region UV.

Es importante destacar el aumento de absorbancia
en las sefiales conforme pasa el tiempo, el cual
corresponde con un aumento esperado en la
concentracion de ZnS. Sin embargo, a las 72 h de
reaccion se presenta una mayor absorbancia, la cual
es similar a las 96 h, esto indica haber llegado a un
limite en la produccion de ZnS.

Calculo de la energia de banda prohibida (Eg)

El calculo de la energia de banda prohibida
se realizdo tomando en cuenta el valor de la
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interseccion de la recta tangente a la curva
(sefialada en la figura 1) con el eje de longitud
de onda (A ). Este valor se utiliza en la ecuacion
de Planck que relaciona la energia de un fotén y la
frecuencia de acuerdo a la ecuacion 1.

E=hf (1)

donde E: energia (J), #: Constante de Planck:
6.6261x1034 (Js), f : Frecuencia (Hz).

Tomando en cuenta la relacion entre frecuencia y
velocidad de la luz se tiene entonces la ecuacion 2.

A=< 2
T; (2)

donde: A : longitud de onda (m), ¢: velocidad de la
luz en el vacio y f': frecuencia (Hz)

Entonces la longitud de onda radiada se puede
expresar de acuerdo a la ecuacion 3.

hc
A= il 3)

&g

donde: Eg: energia de banda prohibida (J), A :
Longitud de onda (m).

Teniendo finalmente la ecuacion 4, la cual
expresa la energia de separacion en electron volts
(eV) y la longitud de onda en nm.

£ 1.24x10°
¢ A

Con la ecuacion 4 y los datos obtenidos a partir
de la figura 1, se determinaron los valores de
energia de banda prohibida para los experimentos
realizados (tabla I), los que indican la presencia de un
compuesto con comportamiento de semiconductor.
Estos valores se asemejan al valor de E_ reportado
para el ZnS,'" el cual pudo obtenerse por la reduccion
de sulfatos presentes en el medio.

(4)

Tabla I. Valores de E_ para cepas de hongos y ZnS.

Cepa ZnS (10
Fusarium B-1
sp.
Eg (eV) 3.5 3.3 3.7
A (nm) 358 378 335

Espectroscopia de Fluorescencia

En este anélisis se determind que las
muestras contenian compuestos que presentaban
caracteristicas de fluorescencia bajo radiacion UV,
lo cual corresponde con los resultados obtenidos en
espectroscopia UV-Vis.

En las tablas II y III se presentan los resultados
de emision y excitacién encontradas para cada tipo
de cepa utilizada.

En ambas tablas se destaca una sefial presente
unicamente en las muestras que estuvieron en
contacto con la disolucién de ZnSO, 10°M. El
compuesto ZnS es fluorescente bajo luz UV y
éste puede ser obtenido por la actividad reductora
enzimatica, entonces estas seflales sugieren la
presencia del compuesto.

Las diferentes regiones en la escala de longitud de
onda donde se encuentra la sefial en las muestras de
cada cepa se deben a los diferentes tipos de enzimas
secretadas por los distintos microorganismos.

Los espectros de emision y excitacion de las
sefiales destacadas para las muestras y el blanco se
presentan en la figura 2.

Tabla Il. Resultados de Espectrocopia de fluorescencia
para los experimentos con Fusarium sp.

Fusarium sp.

A (nm)

Em/Ex Blanco Muestras
364 / 293 v v
405 / 325 v v
523 / 447 X v
575 / 347 v v
688 / 290 v v

Tabla Ill. Resultados de Espectroscopia de fluorescencia
para los experimentos con la cepa B-1.

A (nm) Cepa B-1

Em/Ex Blanco Muestras
438 / 349 v v/
476 / 393 X v/
673 /290 v X
741/ 373 v v/
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Fig. 2. Graficas de Intensidad (u.a.) vs Longitud de onda
(nm) de las muestras obtenidas con (a) Fusarium sp. y
(b) la cepa B-1.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

En la figura 3 se muestra una micrografia de una
muestra de Fusarium sp. Obtenida por la técnica
de microscopia electronico de barrido en el modo
de electrones secundarios. En ésta se observa el
conjunto de hifas las cuales fueron posteriormente
analizadas por AFM (inserto en figura 3) en donde
se denotaba la presencia de abultamientos.

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

En la figura 4 se muestran imagenes de las
muestras de Fusarium sp. obtenidas por la técnica de
AFM. Se observa la presencia de particulas de escala
nanométrica (=100 nm) en muestras del sobrenadante
de la mezcla de reaccion de cada cepa.

Las nanoparticulas encontradas presentan un
amplio rango de tamafio en esta escala (50-100 nm),
y su morfologia es predominantemente esférica.

En la figura 5 se presentan imagenes obtenidas
por AFM de las muestras obtenidas de la cepa B-1 en
las cuales se distinguen también particulas de tamafio
variable dentro de la escala nanométrica (=70 nm).

1;’3.oau . i

Fig. 3. Imagen de SEM de una muestra de Fusarium sp. Sefalando la zona de la hifa analizada por AFM en donde se

denotan abultamientos (imagen superior).
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Fig. 4. Resultados de MFA para muestras de Fusarium sp.
imagen 1(a) Topografia (b) vista superior.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados y su comparacion con
los datos reportados en la literatura, se comprueba
la obtencion de particulas en escala nanométrica de
ZnS utilizando tanto la Cepa B-1 como Fusarium sp.
en contacto con ZnSO, en disolucion.

El analisis por UV-Vis presentd efectos
de confinamiento cuantico caracteristico
de semiconductores en escala nanométrica,
determinandose valores de energia de banda
prohibida para ambos tipos de hongos, cuyos valores
fueron de 3.3 y 3.5 eV, para B-1 y Fusarium sp.
respectivamente.

Las nanoparticulas obtenidas por esta via
presentan una morfologia predominantemente
esférica y tamafio variable de 50 a 100nm.

Ingenierias, Octubre-Diciembre 2007, Vol. X, No. 37
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Fig. 5. Resultados de MFA de las muestras de la cepa B-1.
(a) Lado izquierdo de la hifa y (b) sobre la hifa.
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