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RESUMEN

El aumento en el uso de nanomateriales en varios procesos es notoria y, por lo tanto su
entrada en el medio ambiente. Las principales investigaciones actuales señalan la impor-
tancia de estudiar el comportamiento de las NPs óxido metalicas en el medio ambiente [1
,2]. En el presente trabajo se aislaron diez y siete cepas bacterianas de un suelo nogalero,
las cuales fueron utilizadas para estudiar la toxicidad de nanoparticulas de óxido de zinc
(ZnONP). Las NPs son de uso comercial (ID-nano), las cuales fueron caracterizadas en
CIMAV Observando que estas son heterogéneas con tamaño promedio de 63.5±6 nm, (en-
tre 26 y 116 nm), donde el análisis de MET, RX e IR sugirieron un elevado grado de pureza
(detectando únicamente la presencia de Zn y O). De los 20 aislados, 17 fueron utilizadas
para evaluar la citotoxicidad de ZnONPs y de estas 10 cepas mostraron resistencia a con-
centraciones superiores a 1000 mg·L−1. Se observó un aumento en el número de células
a la concentración de 500 mg·L−1, seguida de reducción drástica de ellas, y finalmente
muerte celular. Además, se observó modificaciones en la superficie celular (por micro-
scopia electrónica de barrido, MEB por sus siglas en ingles). A concentraciones de 3000
mg·L−1 no se observó crecimiento celular, siendo esta considerada la concentración máxima
inhibitoria para las condiciones utilizadas, mientras la concentración de 2000 mg·L−1 se
tomó como la concentración mı́nima inhibitoria (CMI). Las cepas expuestas a 2000 mg·L−1

de ZnONPs fueron observados con MEB verificando que el daño causado por las NPs fue
principalmente por interacción con la pared celular, produciendo cambios en la morfoloǵıa
celular hasta la ruptura y lisis bacteriana. Probablemente estos efectos fueron debido a
la interacción de iones de Zn, ya que únicamente 0,75% de las ZnONPs se encontraba
en la fase dispersa. Como perspectiva se debe verificar si bajo estas condiciones ocurre
la generación de especies reactivas de ox́ıgeno para elucidar más puntualmente el posible
mecanismo de daño que estas NPs pueden estar causando a estos microorganismos.

Palabras clave: Nanotecnoloǵıa, medio ambiente, ZnONPs, bateŕıas, TEM, MET.
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INTRODUCCIÓN

Un nanomaterial es un material con por
lo menos una dimensión menor que 100
nm. Hoy en d́ıa, las nanopart́ıculas
(NPs) son un área de intensa inves-
tigación cient́ıfica, debido a una am-
plia variedad de aplicaciones poten-
ciales en los campos de biomédicos,
ópticos, y electrónicos. Dependiendo
de su composición se pueden clasificar
en carbonosas, metálicas, cerámicas y
poliméricas. Las NPs metálicas ex-
hiben unas excelentes propiedades f́ısicas,
qúımicas y biológicas, que son intŕınsecas
a su tamaño [2]
El uso de NPs se ha incrementado en
gran medida en los últimos años. La
proyección prevista para la producción de
nanomateriales artificiales está llegando
a más de 58,000 toneladas de 2012 a
2020 [1]. Los residuos generados por
la industria de los NPs han demostrado
que afectan directamente al medio ambi-
ente, sobre todo los ecosistemas del suelo,
seguido por agua y aire [2-6]. Las im-
plicaciones ambientales en relación a la
toxicidad y la biodegradabilidad de las
NPs, los efectos de éstas en la salud de
la diversidad de especies (incluyendo la
humana), en el corto y en el medio plazo,
son considerables, puesto que se estima
que podŕıan interferir en las funciones vi-
tales de los seres vivos. Adicionalmente,
la bioacumulación y persistencia de las
NPs a lo largo de la cadena alimentaria
es también un factor a tener en cuenta
[1,2].
Las aplicaciones de las nanopart́ıculas
de zinc (ZnONP) giran en torno al per-
feccionamiento de materiales existentes
y a la innovación de nuevos materi-
ales. Estas están siendo utilizadas

para la fabricación de neumáticos de
alto rendimiento; para la fabricación
de telas con propiedades antimanchas o
antiarrugas; en cosméticos, fármacos y
nuevos tratamientos terapéuticos; filtros-
membranas de agua nanoestructurados;
mejora de procesos productivos mediante
la introducción de materiales más re-
sistentes o eficientes; nuevos materiales
para usos que van desde la electrónica, la
aeronáutica y toda la industria del trans-
porte.
Aunque el efecto ambiental de algunos
nanomateriales como los nanotubos de
carbono, metales, óxidos metálicos, y
NP cero-valente han sido bien estudi-
ados [7], la información sobre su in-
teracción y daños en las comunidades
bacterianas autóctonas es todav́ıa es-
casa. Comunidades microbianas del suelo
están involucrados en varios ciclos bio-
geoqúımicos como el carbono, nitrógeno,
azufre, fósforo y otros [7,8]. Por lo
tanto, incluso un poco de perturbación
en la estructura y composición de las co-
munidades microbianas pueden inducir
modificaciones en el medio ambiente cir-
cundante y viceversa. La protección de la
biomasa microbiana del suelo y de la di-
versidad de estos microorganismos es uno
de los principales retos para los próximos
años. Sobre todo porque estos juegan un
papel importante en el uso y en el man-
tenimiento del suelo. El uso sostenible
de estos recursos no puede garantizarse
si los ciclos de nutrientes cambian su cor-
recto funcionamiento [9,10]. Por tanto, es
urgente obtener información sobre cómo
las NPs podŕıan afectar las comunidades
bacterianas con el fin de mitigar su im-
pacto ambiental.
La Royal Society suscrib́ıa en 2004 que
“la evidencia sugiere que por lo menos
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algunas NPs manufacturadas serán más
tóxicas por unidad de masa que aquellas
de la misma naturaleza pero de mayor
dimensión”. Esta toxicidad está rela-
cionada con el área superficial y la reac-
tividad qúımica de estas part́ıculas. Tal
reactividad qúımica es la más preocu-
pante, pues se piensa que las enzimas pre-
sentes en el ambiente pueden cambiar sus
propiedades cuando en contacto con NPs
y convertirse en coloides. Compuestos
coloidales con NPs adheridas podŕıan ser
ideales para el transporte a larga distan-
cia de materiales tóxicos.
El principal objetivo de este trabajo fue
evaluar la toxicidad de ZnONP en bacte-
rias nativas de un suelo agŕıcola. Los mi-
croorganismos utilizados en estas prue-
bas fueron aislados de un suelo nogalero.

METODOLOGÍA

Sitio de muestreo y aislamiento de

microrganismos

Se recogieron muestras de suelo de un
terreno agŕıcola de Pecan en la Cd. de
Delicias, Edo. de Chihuahua, México, en
julio de 2012. La caracterización de ese
suelo [11] se realizó en el Depto. de Cien-
cias Agrotecnológico de la Universidad de
Chihuahua (FACIATEC). Estos fueron
utilizados como inóculo para el ais-
lamiento de bacterias de suelo con difer-
entes medios de cultivos (LB, YPS). Ini-
cialmente se sembraron en medio sólido,
se recuperando las cepas con morfoloǵıa
de colonia distintas. Después, de varias
etapas de aislamiento, estas fueron recu-
peradas en medio LB ĺıquido. Los cul-
tivos que presentaban células con difer-
entes morfoloǵıas microscopicas se uso
la técnica de microcultivos en placas de

Elisa en medio LB. Una vez confirmado
que se trataban de cultivos auxenicos, es-
tas se sembraron en medio sólido para su
caracterización (morfoloǵıa macroscópica
y microscópica), y en medio ĺıquido para
la obtención de biomasa bacteriana para
los estudios de toxicidad de ZnONP y de
su caracterización filogenética. Estos ais-
lados se conservaron en glicerol (70%) a
–20 ◦C.

Caracterización de ZnONPs

Las ZnONPs fueron adquiridas de
la empresa Investigación y Desar-
rollo de Nanomateriales (ID’NANO)
(http://www.id-nano.com.mx) y fueron
caracterizadas en el Centro de In-
vestigación en Materiales Avanzados
(CIMAV, Chihuahua). El tamaño y mor-
foloǵıa de las ZnO NPs se verifico medi-
ante microscoṕıa electrónica de trans-
misión (MET), mientras que por medio
de rayos X y espectrometŕıa de infra-rojo
(IR) se verifico la pureza qúımica.

Preparación de solución stock de

ZnONPs

Se pesaron 0.8 g de ZnONPs, dis-
olviéndolo en 40ml de agua desionizada
estéril y sonicandolas aproximadamente
10min, obteniendo una concentración de
20,000 mg·L−1. Esta se preparaba en el
momento de utilizarla.

Toxicidad de ZnONPs en los

aislados

El efecto bactericida de ZnONPs se
analizó en 17 cepas bacterianas. Los pre-
cultivos de estas se realizaron en medio
LB, y se incubaron durante 8h (37 ◦C a
200 rpm). Posteriormente, se tomó 1 mL
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de este como inoculo para los ensayos de
toxicidad realizados en tubos de ensayo
de 10 mL. Las concentraciones probadas
fueron de 50, 100, 500, 1000, 2000 y 3000
mg·L−1 de ZnO NP, y el control sin ex-
posición a NPs, aforados a un volumen
final de 6 mL con medio liquido R2A. Es-
tos se incubaron durante 12 h a 37 ◦C
en agitación constante (200 rpm). Fi-
nalmente se observaron las muestras en
microscopia óptica. Con los resultados
obtenidos se pudo determinar la concen-
tración mı́nima y máxima inhibitoria de
la NP de ZnO para cada una de estas
cepas. Después de analizar el compor-
tamiento de las ZnONPs en los aislados 9
de estas mostraron sensibilidad a concen-
traciones superiores a 1000 mg·L−1 En las
cepas donde se encontró un efecto tóxico
fueron analizadas por MEB.

Preparación de la muestra

biológica para MEB

Las muestraspara observar al MEBini-
cialmente fueron centrifugadas (3000 rpm
durante 10 min.) hasta obtener una
pastilla observable, después se resus-
pendió la pastilla en glutaraldeh́ıdo al
3%, y se dejó en reposo entre 2 a 4 h
a 4 ◦C. Después del tiempo de fijación,
se centrifugó a (3000 rpm durante 10
min.) una segunda vez, se eliminó el so-
brenadante y se resuspendió la pastilla
en buffer de fosfato Milloning. Se re-
alizaron 3 lavados con buffer Milloning en
las mimas condiciones de centrifugado.
Después, se filtraron sobre membrana de
policarbonato (diámetro de poro 0,22 mi-
cras), y se deshidrataron sucesivamente
en un gradiente de etanol (10 a 100%).
Todas las muestras fueron montadas en
soportes de metal y recubiertas con oro
(Denton Vacuum Desk II). Las imágenes

fueron generadas mediante el uso del
microscopio Jeol JSM 7401F. Para el
análisis elemental se utilizaron rayos X
de enerǵıa dispersiva (EDX, Oxford Inca
Penta FETX3) acoplado a SEM [9].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización de ZnONPs

El tamaño promedio de las ZnONPs fue
de 63.5±6 nm, variando entre 26 y 116
nm (Figura 11.1 A). Estas fueron clasi-
ficadas como heterogéneas y con un ele-
vado grado de pureza por sus altos por-
centajes en peso de cada elemento: Ox-
igeno 37.90% y Zinc 32.3% . El car-
bono detectado es de la gradilla (Figuras
11.1 B). Para confirmar la pureza de las
ZnONPs se realizó una espectroscopia de
rayos x e infrarrojo donde nos arrojaron
los espectros indicando la pureza de es-
tas: Los espectros en su conjunto consti-
tuyen un criterio ineqúıvoco para la iden-
tificación de una molécula y nos permitió
identificar las sustancias presentes ya que
cada compuesto tiene un espectro, com-
parándolo con otros espectros ya analiza-
dos (Figura 11.2).

Figura 11.1: Caracterización de
ZnONPs: (A) Micrograf́ıa MET (B)
Espectro EDX que indica la composición.
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Figura 11.2: Espectros de rayos X (A) y (B) IR que indican la composición.

Aislamiento de Cepas bacterianas

Se logró aislar 17 cepas con distintas mor-
foloǵıas (coco-bacilos, bacilos y bacilos
alargados alongados), algunos se apre-
ciaba la formación de esporas, y con
movilidad (Figura 11.3), usando 5 medios
de cultivo diferentes.

Figura 11.3: Aislados observados en el
microscopio óptico de campo claro (au-
mento 1000×).

Comportamiento de las ZnONPs

en los aislados

Después de una evaluación previa re-
specto a su tasa de crecimiento (Figura
11.4), se seleccionaron los aislados con
crecimiento más acelerados (H4, H5,
H13, H17, H18, H20, H23, H25, H26
y H31) para evaluar la toxicidad de
ZnONPs. Se observó un aumento en el
número de células a 500 mg·L−1. Sin
embargo, a concentraciones superiores se
observó reducción drástica del número de
células, además de presentar morfoloǵıa
celular modificada, como por ejemplo,
células más alargadas alongadas o más
pequeñas. A concentraciones de 3000
mg·L−1 no se observó crecimiento celular,
siendo esta considerada la concentración
máxima inhibitoria para las condiciones
utilizadas, y tomamos la concentración
de 2000 mg·L−1 como la concentración
mı́nima inhibitoria (CMI).
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Figura 11.4: Observación de aislados (H13) con exposición a ZnONPs en el micro-
scopio óptico de campo claro (aumento 1000×); (A) control; (B) 50 mg·L−1; (C)
100 mg·L−1; (D) 500 mg·L−1; (E) 1000 mg·L−1; (F) 2000 mg·L−1.

Exposición de las células

bacterianas a ZnONPs

Nueve aislados (H4, H5, H13, H17, H18,
H20, H23, H25, H26 y H31) fueron obser-
vados al MEB, verificando que el daño
causado por la NP era principalmente
por la ruptura y lisis celular, además de

cambio de la morfoloǵıa celular (Figura
11.5). Adicionalmente, al hacerles el
análisis de EDX (la dispersión de enerǵıa
de rayos X) sobre la célula (Figura 11.6)
se detectó la presencia de Zn y de O, su-
giriendo que el daño fuera resultado de la
presencia de ZnONP.

Figura 11.5: La microscoṕıa electrónica de barrido (SEM) de (A) H4; (B) H13; (C)
H20; (D) H25. Células expuestas y tratadas con ZnONPs a la derecha y los controles
respectivos a la izquierda.
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Figura 11.6: Micrograf́ıa del aislado H3
expuesto a ZnONPs (2000 mg·L−1) con
el análisis elemental.

CONCLUSIONES

Varios estudios de cultivos puros han
mostrado que la interacción bacteri-
ana con NPs puede producir citotoxi-
cidad en diferentes partes de la celula
[11]. Mostramos aqúı que ZnONPs son
tóxicas para las bacterias del suelo na-
tivo. Aparentemente, la interacción de
las ZnONPs con componentes de la pared
celular a concentraciones de 2000 mg·L−1

está modificando la morfoloǵıa celular.
Basado en dados de la literatura, se
puede considerar que la citotoxicidad
de esta NP contra las cepas estudiadas
podŕıa atribuirse a reacciones de óxido-
reducción y a la generación de especies
reactivas. Sin embargo, es necesario
realizar más pruebas para probar esta
hipótesis.
El Zn es un metal y como tal, a con-
centraciones elevadas, es toxico. Sin em-
bargo, él es esencial a bajas concentra-
ciones al metabolismo de varios seres
vivos. Esto podŕıa explicar el aumento
de crecimiento celular a 500 mg·L−1 de

ZnONP. Se determinó 2000 mg·L−1 como
la CMI para el ZnONP, bajo las condi-
ciones trabajadas. A esta concentración
los daños fueron sobretodo cambios en la
morfoloǵıa celular, reducción drástica del
número de células, lisis y muerte celular.
Para confirmar que el daño observado
es únicamente causado por NP de ZnO
es necesario realizar dichas pruebas con
sales de ZnO, mientras que un análisis
de TEM puede confirmar la entrada del
ZnONP en la célula o si este se limita
a una interacción a nivel de la superficie
celular.
Estos resultados señalan que las cepas
silvestres, pueden ser afectadoas por
nanocontaminantes. Por lo tanto, es fun-
damental intensificar los estudios sobre el
daño y la toxicidad de los nanomateriales
a las células vivas y las comunidades mi-
crobianas con el fin de establecer normas
justas para la descarga de los parlamen-
tos nacionales en el medio ambiente, en
forma directa a través de los residuos de
los productos que los contienen.
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ĆINTORA Y LA JOYA
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