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RESUMEN: En la nanotecnologia actualmente se investiga el uso de diversos materiales biologi-
cos como agentes reductores para la produccion de nanoparticulas metalicas (NPs), como una
alternativa ecoamigable. Entre los agentes biologicos estudiados, los hongos y los extractos de
plantas han sido identificados como excelentes candidatos para este proposito. Los hongos
presentan una serie de ventajas sobre otros sistemas biologicos, tales como una alta tasa de
crecimiento, requieren de nutrientes simples y son de facil manejo en el laboratorio. Hasta el
momento, mas de 50 especies de hongos han demostrado una excelente capacidad de biorre-
duccion para producir NPs metalicas. El hongo Neurospora crassa se ha utilizado con éxito para
producir NPs de diversos metales. Hoy en dia se exploran las posibles aplicaciones de las NPs
generadas mediante métodos ecoamigables, en particular las nanoparticulas de plata (AgNPs)
por su excelente actividad antimicrobiana. Sin embargo, a pesar de los avances en este campo
todavia hay mucho trabajo por hacer, sobre todo en la sintesis de NPs biocompatibles para su
uso potencial en biomedicina.
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ABSTRACT: In nanotechnology the use of biological material as reducing agents for the produc-
tion of metallic nanoparticles (NPs) is subject of current research. Among the biological agents
examined, fungi and plant extracts have been identified as excellent candidates for this purpo-
se. Fungi present a number of advantages over other biological systems such as a rapid growth
rate, simple nutrient requirements and easy handling of biomass/cultures. So far, more than 50
fungal species have demonstrated excellent bioreducing capacity to produce metallic NPs. The
fungus Neurospora crassa has been successfully used to produce metallic NPs and the potential
applications of such NPs are currently explored, particularly silver nanoparticles (AgNPs) for
their excellent antimicrobial activity. Despite the advances in this field, there is still much work
to be done, especially in finding biocompatible NPs for their potential use in biomedicine.
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En el Departamento de Microbiologia (DM) del Centro de Investigacién
Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE), se utilizan hongos
como modelos experimentales para entender problemas fundamentales de
crecimiento y diferenciacién de los seres vivos. Como un uso adicional, se
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estd investigando la utilizacién de estos organismos en la nanotecnologia.
Los hongos han sido identificados como una excelente alternativa, ecoami-
gable, para la produccién de nanoparticulas (NPs) de diversos metales, pues
poseen una excelente capacidad de biorreduccién. Su uso presenta una serie
de ventajas sobre otros sistemas bioldgicos utilizados en la sintesis de NPs,
como son su alta tasa de crecimiento, requieren medios de cultivo simples, y
su cultivo es de facil manejo. Ademads, por ser organismos que degradan ma-
teria organica, tienen el potencial de secretar enzimas que intervienen en la
formacién y estabilizacién de las NPs.

En el uso de hongos para la produccién de NPs metalicas se han utilizado
con éxito diferentes protocolos, los cuales incluyen ya sea la biomasa fun-
gica, el filtrado libre de células, el extracto de hongos o algunas moléculas pu-
rificadas, lo que representa una amplia gama de posibles aplicaciones. En
particular, se ha encontrado que las NPs de plata poseen una excelente acti-
vidad antimicrobiana contra bacterias hongos y virus, incluso contra micror-
ganismos multirresistentes. Sin embargo, en esta linea de investigacién to-
davia queda mucho por hacer, lo que le brinda al DM, al igual que a todos los
interesados en el tema, un campo fértil de investigacién en el desarrollo de
nuevos y mejores protocolos ecoamigables, que permitan controlar la forma
y el tamario de las NPs. Asi como también realizar investigaciones respecto a
las aplicaciones de estos bionanomateriales, sobre todo en el drea biomédica.

Lineas de investigacion relacionadas con la nanotecnologia

Si bien se ha participado en el desarrollo de investigacién que involucra el
uso de otros agentes bioldgicos, hasta el momento la principal linea de inves-
tigacién en el drea de la nanotecnologia ha sido el uso de hongos para la bio-
sintesis y produccién de NPs metalicas, caracterizacién de las mismas y sus
posibles aplicaciones.

Algunos de los temas de investigacién que se han atendido son:

« Biosintesis de NPs metalicas mediante el uso de la biomasa fin-
gica. La biosintesis de NPs metélicas mediante el uso de hongos fue
reportada por primera vez en el 2001. Desde entonces, varias espe-
cies de hongos han sido utilizadas para verificar la capacidad de re-
duccién que poseen. En el DM se utiliza particularmente el hongo
Neurospora crassa como organismo modelo. La biomasa de este mi-
crorganismo se ha utilizado para la produccién de NPs de plata, oro,
platino, cobre y paladio. La figura 1 muestra un ejemplo de la bioma-
sa de N. crassa empleada para la produccién de nanoparticulas oro.

« Biosintesis de NPs metdalicas mediante el uso de extracto de hon-
gos. Para que los métodos ecoamigables puedan competir con los
métodos fisicos y quimicos es necesario desarrollar protocolos mas
eficientes para la produccién de NPs metélicas. Se ha propuesto el
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FIGURA 1. Biomasa del hongo Neurospora crassa expuesta a HAuCl, durante 24 h (A) e hifas analizadas
bajo microscopia de campo claro (B).

uso de los cultivos liquidos libres de biomasa y de extractos prepara-
dos a partir de la biomasa libre de medio de cultivo, ademads de enzi-
mas purificadas a partir de algunas especies de hongos. En el DM
hemos trabajado con extractos del hongo N. crassa, logrado muy
buenos resultados (figura 2). Algunos de los resultados més impor-
tantes incluyen la obtencién de NPs de oro de diversas formas (figu-
ra 2A) las cuales se utilizaron para la amplificacién de sefiales Ra-
man de moléculas adsorbidas (SERS). También se logré la obtencién
de AgNPs de un rango de tamafio pequefio (figura 2B) las cuales po-
seen excelente actividad antifingica contra especies del hongo pa-
tégeno Candida y actualmente se analiza su capacidad antibacteria-
na. Los nanoagregados de platino (figura 2C) que se obtuvieron
mediante el extracto del hongo tuvieron un rango de tamario de 17-
76 nm, sin embargo, su posible aplicacién no fue evaluada.

+ Uso de nanoparticulas de plata como agente antimicrobiano. El
desarrollo de nuevos métodos para la produccién de NPs nos ha per-
mitido sintetizar AgNPs de 5 nm de tamartio promedio (figura 3), las
cuales han sido utilizadas con éxito como agentes antimicrobianos
para inhibir el crecimiento de especies del hongo patégeno Candida

FIGURA 2. Micrografias de HRTEM de nanoparticulas de oro (A), plata (B) y platino (C), biosintetizadas
mediante el uso de extractos del hongo Neurospora crassa.
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FIGURA 3. Micrografia de HRTEM de una nanoparticula de plata (izquierda) y micrografia de SEM del
hongo Candida albicans expuesto a nanoparticulas de plata (derecha). Imagenes con pseudo-color.
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(figura 3). Se ha reportado que las AgNPs de tamafios menores a 10
nm son mds eficientes como agentes antimicrobianos por la mayor
superficie que pueden cubrir, ademds de liberar una mayor cantidad
de iones (Ag+), los cuales son microbicidas incluso a bajas concen-
traciones.

Colaboraciones y proyectos

La pertinencia y relevancia de la investigacién que se ha venido realizando
en el drea de la nanotecnologia ha fomentado la colaboracién multidiscipli-
naria con investigadores de diferentes centros de investigacién del pais, tal
es el caso del Dr. Miguel Avalos Borja, del Instituto Potosino de Investiga-
cién Cientifica y Tecnoldgica, experto en cristalografia, el Dr. Alfredo Rafael
Vilchis Néstor, de la Universidad Auténoma del Estado de México, experto
en quimica de materiales, el Dr. Luis Octavio Sdnchez Vargas, de la Universi-
dad Auténoma de San Luis Potosi, experto en microbiologia experimental
odontoldgica, el Dr. Jorge Santamaria, del Centro de Investigacién Cientifica
de Yucatdn, experto en fisiologia vegetal molecular.

Las capacidades académicas y fortalezas de estas colaboraciones han
permitido realizar proyectos de investigacién en temas como:

+ El uso de NPs de oro biosintetizadas por medio del extracto de
N. crassa para la amplificacién de sefiales Raman de moléculas ad-
sorbidas (SERS).

+  Laformacién de nanoparticulas de plomo por el lirio acuatico Salvi-
nia minima.

+  El andlisis ultraestructural del hongo patégeno Candida albicans ex-

puesto a las NPs de plata.
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FIGURA 4. Perspectivas del area de trabajo dentro del Laboratorio del Departamento de Microbiologia.

+  Eluso de NPs de plata en tratamientos odontolégicos.
+  La produccién de NPs de plata de tamarfio controlable mediante el
uso del extracto de N. crassa.

Instrumentos de proteccion de propiedad intelectual solicitados

El potencial que tiene la nanotecnologia en diferentes aplicaciones, nos ha
permitido incursionar en la generacién de biotecnologias que involucran el
desarrollo y uso de una solucién de NPs de plata para tratamientos odonto-
légicos. La patente de esta solucién se encuentra en tramite ante el IMPI.

Infraestructura

En el Departamento de Microbiologia se cuenta con un laboratorio comun
(figura 4), en el que los equipos analiticos existentes pueden ser utilizados
por todo el personal académico del departamento y nuestros estudiantes de
licenciatura, maestria y doctorado. Parte primordial para el desarrollo de
nuestras investigaciones es contar con diferentes tipos de microscopios, des-
de microscopios compuestos y estereoscépicos, para el trabajo rutinario,
hasta los mas especializados, como un microscopio confocal (Olympus,
FV1000), dos microscopios de fluorescencia de reflexién interna total (Olym-
pus, IX81 TIRF y Nikon, Eclipse Ti TIRF) y un microscopio electrénico de
transmisién (Hitachi H-7500). Para analisis de cortes finos contamos con un
ultramicrotomo (Leica, Ultracut R), asi como con todo el material necesario
para la preparacién y andlisis de muestras biol6gicas. Algunos de estos equi-
pos se muestran en la figura 5. Para el analisis de microscopia electrénica de
transmision de alta resolucién (HRTEM) y de microscopia electrénica de ba-
rrido (SEM) se cuenta con el apoyo del LINAN-IPICYT.
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FIGURA 5. Imagenes de algunos de los equipos con los que cuenta el Departamento de Microbiologia.
Microscopio confocal (A), microscopio de fluorescencia de reflexion interna total (B), microscopio elec-
tronico de transmision (C), ultramicrotomo (D).

Formacion de recursos humanos

Parte fundamental en las actividades de investigacién en el drea de nanotec-
nologia ha sido la formacién de recursos humanos a través de la docencia, la
direccién de tesis a estudiantes de licenciatura, maestria y doctorado, y me-
diante programas de servicio social en sus etapas basica y profesional para
estudiantes de licenciatura.
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Principales logros
Dentro de los principales logros obtenidos se incluyen:

+ Laproduccién de NPs metélicas mediante métodos ecoamigables.

« Laelaboracién de una novedosa solucién a base de NPs de plata para
uso en tratamientos odontoldgicos, lo que llevé al registro de una
patente ante el IMPI.

«  Formacién de recursos humanos de alto nivel con una formacién
multidisciplinaria.

+  Creacién y consolidacién de una nueva linea de investigacién en el
CICESE, “La produccién de nanoparticulas metélicas mediante mé-
todos ecoamigables y su aplicacién en biomedicina”.

«  Creacién y consolidacién de un grupo de trabajo multidisciplinario
a nivel interinstitucional.

+  Reconocimiento a nivel internacional, lo cual ha dado lugar a exten-
derse mas alla de las fronteras con la reciente integracién de la Dra.
Diane Purchase de la Universidad de Middlesex en Londres, con
quien estamos planeando la aplicacién de NPs en procesos de bio-
rremediacién mediante el uso de los hongos.

« Inicio de una colaboracién con médicos del Hospital General de Ti-
juana para la elaboracién de una solucién a base de NPs de plata
para la inhibicién de microrganismos resistentes.

Perspectivas

Nuestras perspectivas en el mediano y largo plazo se enfocaran en el avance
de la linea de investigacién en el desarrollo de métodos ecoamigables para la
sintesis de NPs metdlicas, utilizando principalmente a los hongos como
agentes reductores, asimismo utilizarlos en biorremediacién de metales pe-
sados. También se planea continuar con la investigacién y desarrollo de nue-
vas aplicaciones de las NPs biosintetizadas en el 4rea biomédica.

Sitios de interés relacionados con el Departamento de
Microbiologia

Pagina institucional: <http://www.cicese.edu.mx/#>.
Pagina del Departamento de Microbiologia:

<http://www.cicese.edu.mx/int/index.php?mod=inv&op=ac&dep=6801>.
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