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ABSTRACT

A nanoparticle by definition is a material with at least two of its dimensions between 1
and 100 nm [6]. The ZnO in nanoscale is currently being used for their potential appli-
cations in nanotechnology. In this study the toxicity of nanoparticles of zinc oxide (ZnO
NPs) on a yeast strain isolated from the plant wastewater treatment was assessed. The
ZnO NPs were characterized by transmission electron microscopy (TEM) analysis and
X-ray diffraction (XRD). The resulting average size was 63.47 + 6.3 nm and form agglom-
erates XRD showed high cristalinity material. The NPs-yeast interaction was performed
using different concentrations (500 mg-L~!, 1000 mg-L~! and 3000 mg-L~!). Toxicity was
evaluated using scanning electron microscopy (SEM) and observing morphology changes,
cell reproduction and direct damage to the microorganism. Furthermore, an X-ray energy
dispersive spectroscopy (EDX) was performed to detect the presence of Zn in the cell.
The micrographs showed that in a concentration of 1000 mg-L~! and 3000 mg-L~' there
is complete inhibition of cell growth, however in 500 mg-L~! is shown a growth which
is favoring by the Zn and an increase of what is inferred an secretion of exopolysaccha-
rides compared to control. The EDX showed the presence of Zn in the cell wall of yeast.
The results suggest that high concentrations of ZnO NPs are acting as fungicides but at
a concentration of 500 mg-L~" play a role as a stimulating growth in addition, yeast is
behaving like a bioadsorbent when the NPs are trapped in the cell wall. This makes us
conclude that the release of these on the environment might be slightly toxic to eukaryotic
organismes.

Keywords: Wastewater, yeast, toxicity, ZnO nanoparticle, SEM, TEM.

RESUMEN

Una nanoparticula por definicion es un material con al menos dos de sus dimensiones
de entre 1 y 100 nm [6]. El ZnO a una nanoescala actualmente es usado por su poten-
cial de aplicaciones en la nanotecnologia. En este trabajo se evalud la toxicidad de las
Nanoparticulas de Oxido de Zinc (ZnO NPs) sobre una cepa de levadura aislada de la
planta de tratamiento de aguas residuales. Las ZnO NPs fueron caracterizadas medi-
ante microscopia electrénica de transmisién (TEM) y Anélisis de Difraccién de Rayos X
(XRD). El tamano promedio resultante fue de 63.47 + 6.3 nm formando aglomerados y
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el XRD mostré una alta cristalinidad el material. La interaccion NPs-levadura se realizé
usando diferentes concentraciones (500mg-L~!, 1,000 mg-L~! y 3,000 mg-L~!). La toxici-
dad fue evaluada usando microscopia electrénica de barrido (SEM) y observando cambios
de morfologia, reproduccion celular y dano directo al microorganismo, ademds se realizd
una espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) para detectar la presencia del
ZnO en la célula. Las micrografias mostraron que a 1,000 mg-L~' y 3,000 mg-L~' hay
una completa inhibicién del crecimiento celular, sin embargo a 500 mg-L~! se presenta
un favorecimiento en el crecimiento y un aumento en lo que se infiere una secrecion de
exopolisacaridos en comparacién con el control. El EDX mostré la presencia de ZnO en la
pared celular de la levadura. Los resultados sugieren que las ZnONPs a concentraciones
altas estan actuando como funguicidas y a una concentracién de 500 mg-L~! desempenan
un papel de estimulador de crecimiento ademas de comportarse como un bioadsorbente al
quedar atrapadas las NPs en la pared celular. Esto nos hace concluir que la liberacion de
estas en el medio ambiente podria resultar poco téxica para organismos eucariotes.

Palabras clave: Agua residual, Levadura, Toxicidad, Nanoparticula de ZnO, TEM, SEM.

INTRODUCCION [5]. Ademds a menor tamano de las NPs
aumenta la relacién area-volumen y al
interactuar con los sistemas bioldgicos y

Una nanoparticula es un material con ) ) ; :
los micro ambientes puede producir toxi-

al menos dos de sus dimensiones de en- ™
tre 1 y 100 nm [6]. El hombre y cidad. ) L '

el medio ambiente siempre han estado Las nanoparticulas de Oxido d.e. Zinc
expuestos a NP, ya que éstas se pro- (ZnONP) son unas de las mas utilizadas

ducen de forma natural durante las erup- 2 nivel industrial. SG} .utlhzan,e.n -
ciones volcanicas, incendios forestales, chos productos cosméticos, medicos y

ote Sin embargo, en la actualidad ©0 articulos de tocador, gracias a sus
. ) . . .

la exposicién a NPs ha aumentado sig- propiedades antibacterianas y desodor-

nificativamente debido a fuentes antro- antes. Ademds tlege la propiedad de ab-

pogénicas, v seguird aumentando con el sorber la luz ultravioleta (UV) y por esto

incremento de su implementacién en pro- aRtO pf;tra su uso en lociones de pro-
ductos de uso comin ya que poseen un teccion solar [5].

gran numero de aplicaciones industriales, Como consecuenma‘de la utilizacion de
incluyendo electrénica, optica, textil, asi productos que contienen NPs, parte de

como también en dispositivos médicos, estas tienen un destino final en las aguas

biosensores y en remediacion medioam- residuales que son llevadas a las plan-
biental [4] . tas de tratamiento. Estos nanomateriales

tienen una afeccion directa en el tren de
operaciones a lo largo del proceso ya que
los microorganismos presentes son claves
en la limpieza del agua residual. De
los pocos estudios acerca de estas inte-
racciones algunos muestran que el efecto
en el proceso de limpia es nocivo para
las comunidades microbianas presentes

Los materiales con rango de tamano
nanométrico poseen propiedades fisico-
quimicas que difieren substancial-
mente del mismo material en escala
macrométrica, y a su vez, les permite
mejorar su conductividad, aumentar su
sensibilidad y reactividad O&ptica, por
mencionar solo algunas caracteristicas
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en el agua residual. Otros por el con-
trario como Canizares-Villanueva (2000),
demostraron que algunos microorganis-
mos presentes en las aguas residuales ac-
tuan como adsorbentes de metales pesa-
dos asi que son utilizados en biorreme-
diacién de aguas [3]. Debido a la es-
casa informacién existente es necesario
realizar mayores estudios sobre la bio-
diversidad presente en las plantas de
tratamiento antes y después de la inte-
raccion con nanoparticulas para poder es-
tablecer normas de regulacién de desecho
de NPs en el medio ambiente, ademas de
evaluar el dano producido sobre las co-
munidades microbianas.

METODOLOGIA

Origen de la muestra

Para la realizacion de este trabajo se
utilizé una muestra tomada de un reac-
tor piloto estabilizado, el cual es uti-
lizado para pruebas de tratamiento de
agua residual siendo alimentado con un
medio de agua residual sintética (ARS)
y un preinoculo anadido de biomasa ex-
traida de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) de la ciudad
de Guanajuato. Este se encuentra ubi-
cado en el Laboratorio de Ingenieria Am-
biental de la Universidad de Guanajua-
to. Se decidi6 tomar la muestra en el
rector piloto porque los microorganismos
presentes en este son representativos de
una PTAR, ademas de que este reactor
cuenta con el medio que se trabajé en el
experimento que es el ARS.

Aislamiento de microorganismos

El aislamiento se llevé a cabo median-
te técnicas dependientes de cultivo usan-
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do dilucién seriada en medio ARS (1.9
g/L Dextrosa, 0.344 g/L NH,Cl, 0.0715
g/L K,HPO,, 0.0705 g/L NaCl, 0.0449
g/L MgSO,, 1 ml/L Vitaminas, 1 ml/L
MT, 1 ml/L Selenito y 0.5 ml/L Ex-
tracto de levadura), pasando 1 mL de
cada dilucién a placa petri con ARS agar
(20 gr/L agar bacterioldgico) y seleccio-
nando las colonias que presentaron mor-
fologia y coloracién distinta mediante el
método tradicional de aislado en placa
de Petri (por estriacién). Después de
esto pasamos a medio liquido ARS para
comprobar el aislamiento con una obser-
vacion en microscopio 6ptico. Para eli-
minar las levaduras de las cepas bacte-
rianas se hizo un choque térmico donde
la temperatura minima fue de -80°C y la
maxima de 80°C. El ARS se utiliz6 para
aislamiento general y bacteriano, y para
un aislamiento especifico utilizamos YPD
suplementado con ampicilina (1g/L) para
la obtenciéon de las levaduras. El in-
cubacion de cada resiembra fue llevada
a cabo a temperatura ambiente, en pre-
sencia de luz y con una duracién de 24

hrs.

Caracterizacion de ZnOPs

Las NPs empleadas para este estudio
se adquirieron en la empresa ID-nano.
Se realiz6 una suspension de ZnO NPs
en etanol, sonicadas por 15 minutos
y puestas sobre una gradilla metalica
para determinar el tamano y la mor-
fologia.  Este andlisis se realiz6 me-
diante Microscopia Electrénica de Trans-
mision JEM-2200FS. La cristalinidad de
las nanoparticulas se analiz6 mediante un
XRD y el difractograma fue analizado
usando el software Match.
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Evaluacion de citotoxicidad

Cada una de las cepas se inoculd en
medio liquido para obtener un precul-
tivo con un volumen total de 6 mL (4
mL ARS, 1 mL LB y 1 mL de biomasa)
por 12 hrs. Se preparé una dispersion
stock de 20,000 mg-L~! de ZnO NPs.
La dispersion de NPs se realizdé en agua
tridestilada estéril y sonicadas por 15
min antes de su uso. La exposicién se
hizo en medio liquido teniendo un volu-
men total de 6 mL (nARS, 1 mL LB, 1
mL preinéculo) con diferentes concentra-
ciones de NPs (500 mg-L. !, 1,000 mg-L !
y 3,000 mg-L71). La interaccién se llevo
a cabo durante 24 hrs a 37°C y con una
agitacion de 200 rpm. Se utilizaron como
controles las cepas sin exposicion a NPs.

Preparacién de muestras bioldgicas
para analisis por SEM

La toxicidad de la cepa de levadura iden-
tificada como Y16B fue analizada usando
Microscopia Electrénica de Barrido. De
cada una las muestras expuestas a NPs se
obtuvo una submuestra la cual fue fijada
usando glutaraldehido (3%) en buffer de
fosfatos Milloning (pH 7.3) por 4 hrs y
lavadas 2X en el mismo buffer. Después
fueron filtradas en membranas de policar-
bonato con un diametro de poro 0.22um,
fijadas y deshidratadas incrementando
sucesivamente la concentracion de etanol
(30-100%). Todas las muestras fueron
colocadas en soportes de metal y se reali-
z6 un bano de oro (Denton Vacuum Desk
IT). Finalmente se utilizé el microscopio
Jeol JSM 7401F para generar las micro-
grafias. El detector EDX (Oxford Inca
PentaFETX3) acoplado al microscopio
electrénico de barrido fue utilizado para
realizar el andlisis elemental de deteccion
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del Zn en la célula.

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizando los 2 medios especificos ARS
para bacterias y YPD suplementado con
ampicilina para levadura se trato de ais-
lar el mayor numero de microorganismos
posibles. Hasta el momento se obtuvo
del choque térmico y en agar ARS 20
cepas bacterianas y en agar YPD con
ampicilina 4 levaduras con morfologia
macroscopica diferente. De las cudles
ninguna a sido identificada por métodos
moleculares. Para la evaluacién de la
citotoxicidad a ZnO NPs se usé sola-
mente la cepa de levadura identificada
con nomenclatura propia como Y16B,
siendo la tnica que fue comprobado su
aislamiento. Ademads, se tuvo una pre-
via desicién de probar la eficiencia del
proceso de evaluacion de toxicidad uti-
lizando solo una cepa.
La levadura presente en las aguas resid-
uales se adjudica a procesos antropo-
genicos que durante los procesos donde
es utilizada se convierte en un residuo
que termina en las aguas del drenaje te-
niendo como destino final la planta de
tratamiento de aguas residuales. No obs-
tante las levaduras cumplen una funcién
dentro del proceso de limpia de las aguas
como lo menciona Canizares-Villanueva
que estas atrapan metales pesados en
su membrana celular cuando estos se
encuentran en concentraciones bajas [3]
También se espera bacterias como
Zooglea, Pseudomonas y Bacillus en los
lodos activados ya que su papel es funda-
mental en los procesos ayudando a for-
mar fléculos, a la clarificacién del agua,
a la eliminacién de patogenos y también
son usados como indicadores téxicos y de
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DBO (Demanda Bioldgica de Oxigeno),
entre otras funciones [6] .

En la caracterizacion de ZnO NPs las mi-
crografias obtenidas por TEM mostraron
que las NPs utilizadas no tienen un
tamano ni una forma uniforme. El
tamano se encontré que esta entre un
rango de 30 a 100 nm formando aglo-
merados (Figura 12.1 A y B). Estéd des-
crito por Amelia, C. H. (2014) [2] que
la formacion de aglomerados es comun

cuando se trata de experimentacién uti-
lizando medios liquidos. El uso de ZnO
NPs a nivel comercial se tiene que varia
en un rango de 15 a 70 nm [5] . La com-
posicién de la fase cristalina de las NPs
se confirmé por el andlisis XRD y este
mostré una difraccion que tuvo una gran
similitud con una difraccion patrén con
la que fue comparada, ya que solo se en-
contro la presencia de Zn y O en el es-
pectro (Figura 12.2).

Figura 12.1: Micrograffa del control de la cepa Y16B (TEM).

Durante la evaluacion citotoxica pudi-
mos apreciar que hubo una precipitacion
de las nanoparticulas en el medio acu-
oso dado que las ZnO NPs tienden
aglomerar y precipitar en medios liquidos
[2], lo que disminuyé el contacto NP-
microorganismos. La confirmacion de la
citotoxidad generada por las ZnO NPs
se hizo utilizando solamente la cepa de
levadura nombrada Y16B con estudios
de SEM y EDX, detectando una posi-
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ble interaccion del Zn con los compo-
nentes de la membrana celular. El
dano se evalu6 con diferentes concentra-
ciones de NPs obteniéndose que a 1,000
y 3,000 mg-L~! hay una inhibicién del
crecimiento, que se adjudica a que como
lo menciona Canizares-Villanueva (2000)
que las levaduras actuan como un bioad-
sorbente por medio de la membrana
celu-
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Figura 12.2: Analisis de difraccién de Rayos X.

lar, en este caso puede que haya ocu-
rrido una saturacién del metal en esta
capa de la levadura. Sin embargo, a 500
mg-L71, de acuerdo a las micrografias
obtenidas por el estudio de SEM se ob-
serva que aun hay reproduccion celular
y una excretaciéon mayor de lo que se in-
fiere una capa de exopolisacaridos, que es
producida de manera normal como se ob-
serva en el control debido a la presencia
de dextrosa, pero el aumento de esta se-
crecion se debe también a un mecanismo
de proteccion o a una respuesta al estrés,
condiciones de cultivo, edad y a modi-
ficaciones genéticas. La variacién de la
composicion de los exopolisacdridos de-
pende de la situacién en que se encuen-
tre la cepa y ademas esta variacion se ve
envuelta en la resistencia de la célula a
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la ruptura mecanica o enzimaética y a la
accion de los antibidticos [1].

De la no inhibicion del crecimiento y
el aumento de éste en comparaciéon con
el control se puede decir que hay una
relacion directa con el Zn donde esta ac-
tuando como un cofactor de crecimiento
[3]. El resultado arrojado por el EDX
nos mostré que en la pared celular de la
levadura si existe una presencia de Zn,
por lo que se puede decir que hay una
relacion donde las NPs estan quedando
atrapadas en ésta como es descrito por
Aguilar Uscanga, B. (2005) que la pared
celular tiene una funcién de proteccion
para la célula de los ataques enziméticos,
proporcionando principalmente estruc-
tura y forma a la célula teniendo un com-
portamiento igual al de un filtro [1].
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Figura 12.3: Micrografia de ZnONPs en TEM.

En la Figigura 12.3 A y B se observa el
control de la cepa de la levadura identi-
ficada como Y16B sin exposiciéon a ZnO
NPs. La Figura 12.4 A y B muestra el
dano ocasionado por una concentracion
de 500 mg-L~! de ZnO NPs. En la mi-
crografia 12.4 A también se observa un
incremento en la secrecién de lo que se

WD 8.0mm 1um

SE SEM LEI 2.0kV %5,000

infiere un exopolisacarido. No se ob-
servaron cambios morfologicos significa-
tivos. Ademads de unos cristales de gran
tamano que pueden deberse a residuos
del ARS o a alguna reaccién que se esté
llevando a cabo entre el medio y las ZnO
NPs.

WD 8.0mm 1um

LEI 2.0kV %3,000

Figura 12.4: Micrografia de la cepa Y16B expuesta a una concentraciéon de

500mg-L~! de ZnO NPs.

En la Figura 12.5 se muestra el espec-
tro correspondiente al analisis elemental
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de EDX donde se observa la presencia de
Zn y O asociada a la pared celular.
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Figura 12.5: EDX de Cepa Y16B expuesta a una concentracién de 500mg-L~! de

7Zn0O NPs.

CONCLUSIONES

Como resultado de la caracterizacién de
las ZnO NPs el XRD arrojéo un resul-
tado de una alta cristalinidad y cuando
se compar6 con un difractograma patron
del ZnO se observé que nuestro material
si estaba compuesto unicamente de O y
Zn. Por otro lado se obtuvo que las NPs
no era uniformes y que su tamano variaba
de entre un rango de 30 a 100 nm.

De la evaluacion de la toxicidad de
las ZnO NPs a diferentes concentra-
ciones (500 mg-L~!, 1,000 mg-L~! y 3,000
mg-L.7!) sobre la cepa de levadura, se
obtuvo que a 500 mg-L~! hubo un po-
tencionamiento del crecimiento celular,
notificando eso con la presencia de un
nimero mayor de células a esta concen-
tracién en comparaciéon con las que se en-
contraban en el control, también fue ob-
servada una secrecion mayor de lo que
se infiere una capa de exopolisacaridos,
que es producida de manera natural por
las células de levadura. Por otro lado,
el EDX detecté la presencia de Zn en
la pared celular del microorganismo, lo
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que nos dice que si hay una interaccién
directa con el microorganismo y que las
células estdn actuando como un biadsor-
bente como ya ha sido reportado en otras
investigaciones.

A concentraciones mayores como lo es
1,000 mg-L=! y 3,000 mg-L~! existe una
inhibicion del crecimiento por lo que
podemos decir que hubo un efecto fungi-
cida y que posiblemente se deba a una
saturacion de Zn en las paredes de la
levadura.
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