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ABSTRACT

The copper oxide nanoparticles (CuONPs) are widely used in the industrial for their ex-
cellent physicochemical properties and cost effectiveness. Their produced wastes affect the
microorganisms present in the soil triggering ecological imbalance. This study evaluates
the effects of CuONPs over soil microbial communities. All microcosms triplicates (control
and exposed to CuONPs) were made using 100g of soil and 250mg of CuONPs[Kg·soil]−1,
the incubation was performed for 30 days and the analyses were carry out in 0, 15 y 30
days. We evaluated the total microbial activity and observed a light variation immediately
after the exposition to NPs (19.2 ± 0.038 to 33 ± 0.094 µgFDA· mL−1 for control and
CuONPs microcosm, respectively). Small variation was observed in the determination of
soil metabolic capacity (28/31 carbon sources was used) comparing the microcosm control
to CuONPs exposed. Terminal restriction fragment length polymorphism analyses (T-
RFLP) were performed to evaluate the response of the bacterial communities, this result
showed a small change on soil microbial communities composition. The results suggest
that the deposition of CuONPs over soils modified the bacterial communities presents
even in short times, and confirm the importance of enhance the eco-toxicological studies
in order to evaluated the possible damage in the different ecosystems.
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RESUMEN

Las nanopart́ıculas de oxido de cobre (CuONPs) son ampliamente usadas por sus exce-
lentes propiedades fisico-qúımicas y su bajo costo. Sus residuos producidos afectan a los
microorganismos presentes en el suelo provocando un desequilibrio ecologico. Este estudio
evalua el efecto de las CuONPs sobre las comunidades microbianas de suelo. Todos los
microcosmos (control y expuestos a CuONPs) se realizaron por triplicado usando 100g
de suelo y 250mg of CuONPs[Kg.soil]−1, la incubación fue llevada a cabo por 30 dias y
los análisis se realizaron en los d́ıas 0, 15 y 30. Se evaluó la actividad microbiana total
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y se observó una ligera variación inmediatamente despues de la exposición a NPs (19.2
± 0.038 a 33 ± 0.094 µgFDA· mL−1 microcosmos control y CuONPs, respectivamente).
Pequeñas variaciones se observaron en la determinación de la capacidad metabolica (28/31
fuentes de carbono fueron usadas) comparando los microcosmos control y los de CuONPs.
Análisis de T-RFLP (Terminal restriction fragment length polymorphism) fueron realiza-
dos para evaluar la respuesta de las comunidades bacterianas, estos resultados mostraron
cambios en la composición de las comunidades microbianas. Los resultados sugieren que
la deposición de CuONPs en el suelo modifica las comunidades bacterianas presentes en
cortos tiempos y reafirma la importancia de realizar mayores estudios ecotoxicologicos
para evaluar el posible daño en los diferentes ecosistemas.

Palabras clave: CuONPs, suelo, comunidades bacterianas, T-RFLP, microcosmos.

INTRODUCCIÓN

Se considera NPs aquellas part́ıculas
que son menores a 100nm en tamaño
[1]. Estas pueden ser agrupadas den-
tro de 3 categoŕıas principales: naturales,
antropogénicas y fabricadas. Las NPs
fabricadas son clasificadas de acuerdo
al tipo de material base y/o sus
usos, además poseen una amplia var-
iedad de morfoloǵıas, estructuras cristali-
nas, tamaños, áreas, entre otras car-
acteŕısticas que definen sus propiedades
f́ısicas y qúımicas[2].

Una de las NPs oxido metálicas que
ha generado gran interés a nivel indus-
trial son las NPs de CuO (Oxido de co-
bre) debido a que poseen propiedades
como superconductor a altas temperat-
uras [3], agente microbiano [4], fungicida
[5], entre otras aplicaciones. Sin embargo
los residuos generados por las industrias
aśı como el deslave y desgaste de pro-
ductos, la deposición, etc., trae consigo
un aumento importante de la entrada de
NPs en los diferentes ecosistemas. El
principal ecosistema afectado es el suelo
junto con sus componentes. Este es con-
siderado como el mayor reservorio de di-
versidad microbiana en el planeta, con

factores abióticos y bióticos y posee una
diversidad microbiana compleja [6]. Las
comunidades microbianas en suelos son
importantes por su relación con la fer-
tilidad del suelo y con los ciclos bio-
geoqúımicos de los elementos. Una vez
que las NPs son depositadas en el suelo,
el daño a los microorganismos pueden al-
terar la estructura de las comunidades,
modificado la biomasa bacteriana y la
taxonomı́a asociada a los diferentes cic-
los geoqúımicos produciendo desequilib-
rios en los diferentes micro-ecosistemas.

El estudio de la Eco-nanotoxicidad ha
contribuido a describir la toxicidad de
NPs en los ecosistemas [7]. La mayoŕıa
de estos análisis se han realizado con Ag-
NPs, los cuales mostraron efectos nega-
tivos en las comunidades bacterianas de
suelo y han sido clasificadas como alta-
mente tóxicas [2, 8-10]. Otros efectos
negativos han sido descritos para NPs de
cobre, y zinc ya que estas poseen efec-
tos antimicrobianos [11-13]. Aśı mismo
se conoce que las NPs de oxido de titanio
y oro no producen efecto sobre las comu-
nidades bacterianas en suelo [14]. Debido
a que hay resultados contradictorios ac-
erca del efecto de las NPs sobre las comu-
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nidades nativas de suelo, es de gran rel-
evancia evaluar el efecto de CuONPs so-
bre las comunidades bacterianas en sue-
los agŕıcolas para establecer si hay cam-
bios en la conformación, abundancia aśı
como establecer las posibles interacciones
de las comunidades microbianas con los
Nanomateriales.

METODOLOGÍA

Śıntesis y Caracterización de
CuONPs

La śıntesis de CuONPs se llevó a cabo
por precipitación qúımica y la caracteri-
zación fue llevada a cabo previamente por
Concha-Guerrero et al. (2014) [15]. Las
CuONPs obtenidas fueron esféricas con
un rango de tamaño primario de 10-17
nm. El perfil de SEM-EDX indicó una
alta pureza ya que en el análisis elemen-
tal solo se detecto la presencia de Cu y
O.

Sitio de muestreo y estrategia
experimental

Las muestras de suelo se colectaron de
una huerta de nuez en el estado de
Chihuahua. La caracterización fisico-
qúımica del suelo se realizó previamente
por Concha-Guerrero et al. (2014)[15].
Para la realización de los microcosmos
se utilizó 100g de suelo y se colocarón
en viales de 1L conteniendo una ca-
pacidad de retención de agua (CRA)
inicial ajustada al 18%. Posterior-
mente se adicionaron las CuONP (250
mg CuONP−1Kg−1suelo suspendidas en
agua tridestilada). El volumen de agua
requerido para ajustar la CRA fue us-
ado para preparar la suspensión de NPs.
Para los controles (sin NPs) se adicionó

agua tridestilada para ajustar la CRA en
18%. Cada microcosmo se realizó por
triplicado y se incubó por 30 d́ıas a tem-
peratura ambiente sin agitación.

Determinación de la actividad
microbiana total activa

La evaluación de la actividad microbiana
total del suelo se midió mediante la de-
terminación de esterasas, a través de la
hidrólisis del Diacetato de Fluorescéına,
siguiendo el protocolo descrito por Adam
y Duncan (2001) [16].

Determinación de la actividad
metabólica

La actividad metabólica fue realizada uti-
lizando el test Biolog R© Ecoplates (Bi-
olog, Inc., Hayward, CA, USA). Se uti-
lizo el protocolo descrito por Floch et al.

(2011)[17].

Extracción de ADN total de suelo
de microcosmos

La extracción del ADN genómico to-
tal del suelo mediante el kit comercial
PowerSoil R© DNA Isolation Kit (MoBio
Lab. Inc.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las extracción se realizó por
triplicado en los tiempos de incubación 0,
15 y 30 d́ıas.

Amplificación de ADN total del
suelo y T-RFLP

El gen 16S rDNA fue amplificado
por PCR (Reacción en cadena de
la polimerasa) usando los oligonu-
cleótidos 8F (AGAGTTTGATCCTG-
GCTAG) marcado con FAM (Carbox-
ifluorescéına) [18] y el oligonucleótido
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1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT)
[19]. Las condiciones de PCR fueron las
siguiente: un paso inicial de desnatural-
ización (95 ◦C por 10 min) seguido por
34 ciclos de desnaturalización (95 ◦C por
45s), alineamiento (55 ◦C por 45s) y elon-
gación (72 ◦C por 1min) y finalmente un
paso de elongación (72 ◦C por 10min).
Los productos de PCR fueron purificados
con el kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare). Las
amplificación se realizó de cada una de
los ADN extráıdos en los tiempos de in-
cubación 0, 15 y 30 d́ıas. Para la creación
de los perfiles del T-RFLP los produc-
tos de PCR purificados se sometieron a
una restricción enzimática. Las enzimas
utilizadas fueron AluI con sitio de re-
conocimiento AG/CT e HinfI con sitio
de reconocimiento G/ANTC. Para llevar
a cabo la restricción se prepararon 10L
(volumen final) de mezcla de reacción
conteniendo 3U de la enzima AluI e HinfI
(Takara, Enzimas, bioLabs, Inc.), dilui-
dos en el buffer recomendado por el fab-
ricante. La mezcla se incubó por 3h
a 37 ◦C. Las muestras digeridas (1L)
se mezclaron con 8.75L de formamida
ionizada y 0.25L de ROX (patrón de
tamaños interno marcado con GS500,
Applera, Italia). Volúmenes de 1.5L
de las muestras se separaron mediante
electroforesis capilar en un secuenciador
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystem), bajo condiciones no
desnaturalizantes. Los perfiles de T-
RFLP se analizaron usando el software
Genescan (versión 3.1; Applied Biosys-
tems, USA). El tamaño en pares de bases,
de los fragmentos separados se estimó por
comparación con el patrón interno ROX
GS500. Los datos obtenidos por debajo
del 0.05% de intensidad de fluorescencia

absoluta fueron eliminados debido a que
se consideran ruido del instrumento. De-
spués los datos de T-RFs fueron normal-
izados (removiendo aquellos <1% de flu-
orescencia) [20]. Los análisis estad́ısticos
fueron llevados a cabo mediante el Soft-
ware MVSP (Milti-Variance Statistical
Package 3.1, Kovach Computing Ser-
vices, UK).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Sitio de muestreo

Se realizó un muestreo en una huerta
nogalera en el municipio de Delicias,
Chihuahua. La caracterización fisico-
qúımica del sitio de muestreo fue repor-
tada anteriormente por Concha-Guerrero
et al., 2014.

Śıntesis y caracterización de
CuONPs

La sintesis de NPs se llevo a cabo usando
el protocolo establecido por Concha-
Guerrero et al., 2014. El producto fi-
nal obtenido fue un polvo de CuONPs el
cuál se caracterizó posteriormente. Las
micrograf́ıas de MEB y MET de las
CuONPs mostraron que estas presenta-
ban una forma primaria esférica con un
tamaño entre 10 y 17 nm. Los análisis el-
ementales obtenidos por EDX mostraron
que las śıntesis de las nanopart́ıculas no
conteńıa ningún residuo de los compo-
nentes usados para la śıntesis. Con es-
tos resultados se comprueba que las NPs
obtenidas fueron puras, ya que se en-
contró únicamente de cobre y ox́ıgeno. El
espectro de UV-Visible mostró un pico de
emisión en 280nm. También se realizó un
análisis por Rayos X para identificar la
fase cristalina y al igual que el análisis de

12ISBN: 978-607-441-446-2
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EDX , se confirmó la presencia solamente
de CuO.

Determinación de la actividad
microbiana total activa en
microcosmos

La hidrólisis de FDA fue utilizada para
evaluar el posible estrés generado por
las CuONPs sobre las comunidades mi-
crobianas en los diferentes microcosmos.
La determinación de la actividad de es-
terasas no resultó significativa en los mi-
crocosmos control con respecto a los mi-
crocosmos expuestos a CuONPs en los
tiempo 15 y 30 d́ıas de exposición. Sin
embargo, al inicio del experimento, una
vez que las NPs fueron agregadas a los
microcosmos se observó un incremento
en la actividad microbiana. Los micro-
cosmos sin exposición a NPs tuvieron

una actividad de FDA de 19.16 ± 3.53
µgFDA·mL−1 en comparación a los mi-
crocosmos expuestos a CuONPs en los
cuales se observo un aumento hasta 32.
97 ± 0.50 µgFDA·mL−1 (Tabla 1). El au-
mento en la actividad de las comunidades
es probablemente debido a una respuesta
inmediata al estrés generado por las NPs.
Posiblemente debido a la capacidad de
adaptación que poseen los microorgan-
ismos, el efecto de las NPs en tiempos
mas largos (15 y 30 d́ıas) no fue signi-
ficativo para que pudiera detectarse una
respuesta en la actividad enzimática de
estas comunidades. Es posible que en el
periodo estudiado las comunidades bac-
terianas de los microcosmos se encuen-
tren adaptadas al nuevo microambiente
impuesto y/o probablemente estan en un
periodo de resilencia.

Tabla 3.1: Determinación de la actividad microbiana total.

µgFDA[mL]−1

Tiempo de incubación Control CuONPs
0 d́ıas 19.16 ± 3.53 32.97 ± 0.50
15 d́ıas 23.16 ± 0.43 22.83 ± 1.42
30 d́ıas 16.09 ± 2.36 15.75 ± 1.93

Actividad metabólica

Las placas Biolog EcoPlate contienen 31
de las más comunes fuentes de carbón
utilizadas por las comunidades en suelo.
Estas 31 fuentes de carbón se encuen-
tran por triplicado para un análisis más
preciso. La capacidad de degradación
de las fuentes de carbón presentes en la
muestra de suelo proporciona un patrón

caracteŕıstico que se denomina la huella
metabólica de la muestra. Los resul-
tados obtenidos mediantes este test nos
indican que las comunidades presentes
en los microcosmos poséıan una alta ca-
pacidad metabólica ya que fueron ca-
paces de degradar 28 de las 31 fuentes
de carbón presentes, independientemente
de la presencia o ausencia de NPs. En-
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tonces, las CuONPs afectaron la habil-
idad de las comunidades microbianas en
degradar únicamente 3 fuentes de carbón:
el ácido 2-hidroxibenzoico cuyo efecto fue
observado después de los 15 d́ıas de in-
cubación, el ácido -hidroxibut́ırico y el
ácido -cetobut́ırico, en estos últimos el
efecto se observó hasta los 30 d́ıas de ex-
posición (Figura 3.1). Es probable que si
las comunidades cambian con la presen-
cia de CuONPs, otras que se encuentran
formando parte de la comunidad sean ca-
paces de complementar las funciones de
las comunidades mas sensibles, que se

perdieron con la exposición a NPs. Es
bien sabido que las comunidades micro-
bianas que componen los diferentes tipos
de suelo son diversas y heterogéneas y
que la diversidad de estas depende de
factores ambientales como el clima, el
tipo de suelo, el pH, de las propiedades
qúımicas de suelo, entre otros. Por lo que
la capacidad de adaptación de las comu-
nidades nativas de una muestra ambien-
tal, probablemente es mayor que la ob-
servada en los microorganismos aislados,
y mas aún en cepas de colección como las
ATCC.

Figura 3.1: Huella metabólica de los microcosmos en tiempo 0, 15 y 30 d́ıas. C1, C2 y

C3 representan las réplicas biológicas control sin exposición a NPs y R1, R2 y R3 son la

réplicas biológicas expuestas a CuONPs. En el eje de las X se disponen las 31 fuentes de

carbón disponibles en el ensayo.

Análisis de comunidades
microbianas en microcosmos –
T-RFLP

El análisis de T-RFLP es una técnica
útil para comparar cambios en las comu-

nidades microbianas sometidas a distin-
tos tratamientos. Se estudió la diversidad
bacteriana de microcosmos comparando
aquellos que se expusieron a CuONPs con
los que no fueron expuestos.

14ISBN: 978-607-441-446-2
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El T-RFLP se realizó a partir del ADN
total extráıdo de las muestras de los mi-
crocosmos control (No expuestos a NPs)
y los expuestos a CuONPs en los tiempo
de 0, 15 y 30 d́ıas de incubación. Es-
tos se utilizaron para amplificar el gen
ADNr 16S con un total de 72 muestras.
Se identificó el tamaño de los fragmentos
los cuales fueron cuantificados en función
de la intensidad de fluorescencia. En este
análisis cada fragmento está relacionado
a una unidad Taxonómica (OTU), mien-
tras que la intensidad de fluorescencia
equivale a la abundancia relativa de cada
población presente en la muestra.

La enzimas de restricción AluI mostró
ser más eficiente para la identificación
de poblaciones bacterianas que la enzima
Hinf I (datos no mostrados). Por ejem-
plo con la enzima AluI se obtuvieron en
los diferentes tiempos de incubación 74,
67 y 55 T-RFs para las muestras de los
controles y 76, 71 y 34 T-RFs para los
microcosmos expuestos a CuONPs, com-
parado con 32, 28 y 14 T-RFs en los
controles y 36, 21 y 7 T-RFs en los ex-
puestos a NPs, obtenidas con la enzima
Hinf I. La menor eficiencia observada por
la enzima Hinf I probablemente es porque
para ésta enzima, el gen ADNr 16S de
las diferentes poblaciones tiene el mismo

sitio de restricción terminal. De modo
general, en todos los microcosmos se ob-
servó un decremento en las poblaciones
con respecto al tiempo de exposición de
las CuONPs. Se observó una dismin-
ución del 45% de las comunidades con la
enzima AluI de los microcosmos control
en el tiempo 0 d́ıas de incubación (74T-
RFs), con respecto a los microcosmos ex-
puestos a CuONPs (34 T-RFs) a los 30
d́ıas de exposición. (datos no mostrados).

Se utilizó el Análisis de Componentes
Principales (PCA) para evaluar todo
el conjunto de datos obtenidos con el
análisis de T-RFLP, con las dos enzimas
(Figura 3.2). Este análisis construye una
tabla de similitud, graficando los datos
en dos dimensiones, por medio del cual
se puede asumir que cuanto mas cercanas
estén las muestras mas similares son en-
tre śı. En nuestros resultados se puede
observar una mayor similitud entre las
comunidades bacterianas del control con
respecto a las expuestas a NPs hasta los
15 d́ıas (Observar grupo 1C, 2R; 4C y 3R
y el 5C de la Figura 2). Estos análisis
también sugieren que las comunidades
expuestas a 30 d́ıas formaron un grupo
separado (Observar grupo: 6R: 31 y 32,
33 y 34, 35 y 36 de la Figura 30).
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Figura 3.2: Análisis de componentes principales con datos de T-RFLP de los microcosmos

control y los expuestos a CuONPs, digeridos con las enzimas AluI e Hinf I I. El eje 1

representa el 78.3% de la variabilidad y el eje 2 el 9.7%.

CONCLUSIONES

Este estudio evidencia los cambios en
la composición de las comunidades mi-
crobianas debido a la exposición con
CuONPs. Aún cuando los cambios pro-
ducidos por el medio ambiente sobre las
comunidades son importantes el efecto
de las NPs es remarcable, lo que pro-
duce cambios en el microambiente del
suelo. Es probable que la combinación de
efectos ambientales y los producidos por
las NPs sobre la composición del suelo
puedan favorecer la disponibilidad del
metal y en este sentido el exceso puede
producir la citotoxicidad en los microor-
ganismos del suelo.

AGRADECIMENTOS

Este trabajo es financiado por el proyecto
CONACYT- CNPq MOD.ORD.44/2012
(42-205000-CB3O040113), Universidad de
Guanajuato-DAIP (0195/2013), y Sandra I.
Concha Guerrero recibió beca por CONA-
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APLICADA A LA RESOLUCIÓN DE
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Zatarain-P., Eva-Cecilia; Pérez-Vázquez, Miriam-Evelia; Valerdi-Negreros,
Julio-César; Brito-S., Elcia-Margareth

63
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