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Biogenic silver nanoparticles obtention from Aspergillus terreus fungi
Obtencao biogénica de nanoparticulos de prata pelo fungo Aspergillus terreus
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RESUMEN

A nanotecnologia € uma disciplina em rapido crescimento que se concentra no estudo da matéria
em escala nanométrica e no desenvolvimento de materiais com propriedades novas e aprimoradas.
De acordo com a Organizagdo Internacional de Padronizacdo (ISO), as nanoparticulas de prata
(AgNPs) sdo definidas como particulas solidas de prata coloidal com uma faixa de tamanho de 1 a
100 nm. Esses materiais apresentam propriedades funcionais exclusivas, levando a diversas
aplicacGes nas areas de medicina, catalise, sensores opticos e sdo fortes bactericidas. Existem
diferentes métodos para a sintese de nanoparticulas metalicas. As nanoparticulas de prata (AgNPs)
tornaram-se o foco das pesquisas devido a sua ampla gama de aplicacdes. Algumas pesquisas
usaram sistemas biol6gicos para a sintese de nanoparticulas como alternativa aos métodos quimicos
e fisicos, pois alguns microrganismos produzem materiais inorganicos intra ou extracelularmente.
Hé& algumas vantagens que a sintese por métodos bioldgicos oferece em relacdo a outros métodos,
incluindo o fato de ser um processo simples, limpo, eficiente e de baixo custo; as nanoparticulas
sintetizadas por esses métodos geralmente apresentam biocompatibilidade e biodegradabilidade. Na
sintese de AgNPs, os fungos filamentosos sdo preferidos as bactérias por serem facilmente
manipulados. Neste estudo, o Aspergillus terreus demonstrou sua capacidade extracelular de
biossintetizar AgNPs. Para isso, esse fungo foi inoculado em YES médium. Eles foram mantidos
em uma estufa de cultura por 7 dias a 28°C. Em seguida, a biomassa foi filtrada. Para a sintese de
AgNPs, 1mL de uma solucdo de AgNO3 100mM foi adicionado a 99mL do filtrado fingico com
uma concentracdo final de 1mM, e foi agitado a 80 rpm e 30°C por 6 dias, com amostragem a cada
24 horas. As amostras foram analisadas por espectrofotometria UV-visivel (300-600nm). Foi
observada uma banda plasmoénica com um maximo de absorbancia em 406 nm, com uma amplitude
entre 400-430 nm, confirmando a obtencao de nanoparticulas de prata e o poder redutor das enzimas
extracelulares produzidas pela biomassa fangica. Esses resultados mostram que esse método de
sintese por "quimica verde" é confiavel e econdmico, promissor em comparacdo com outros
métodos, como os métodos fisicos e quimicos convencionais.

Palabras clave: nanoparticulas de prata, biossintese, fungos filamentosos, Aspergillus terréus

RESUMO

La nanotecnologia es una disciplina en rapido crecimiento centrada en el estudio de la materia a
escala nanométrica y el desarrollo de materiales con propiedades nuevas y mejoradas. Segun la
Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO), las nanoparticulas de plata (AgNPs) se definen
como particulas solidas de plata coloidal con un tamafio comprendido entre 1 y 100 nm. Estos
materiales presentan propiedades funcionales Unicas, lo que da lugar a diversas aplicaciones en los
ambitos de la medicina, la catalisis, los sensores Opticos y son potentes bactericidas. Existen
diferentes métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas. Las nanoparticulas de plata (AgNPs)
se han convertido en el centro de la investigacion debido a su amplia gama de aplicaciones. Algunas
investigaciones han utilizado sistemas biolégicos para la sintesis de nanoparticulas como alternativa
a los métodos quimicos y fisicos, ya que algunos microorganismos producen materiales inorganicos
intra o extracelularmente. La sintesis por métodos bioldgicos ofrece algunas ventajas sobre otros
métodos, entre ellas que se trata de un proceso sencillo, limpio, eficiente y de bajo coste; las
nanoparticulas sintetizadas por estos métodos suelen mostrar biocompatibilidad y
biodegradabilidad. En la sintesis de AgNPs, se prefieren los hongos filamentosos a las bacterias
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debido a que son facilmente manipulables. En este estudio, Aspergillus terreus demostrd su
capacidad extracelular para biosintetizar AgNPs. Para ello, se inocul6 este hongo en YES médium.
Se mantuvieron en una estufa de cultivo durante 7 dias a 28°C. Después se filtrd la biomasa. Para
la sintesis de AgNPs, se agregd 1mL de una solucion de AgNO3 100mM a 99mL del filtrado del
hongo con una concentracién final de ImM, y se agitd a 80 rpm y 30°C durante 6 dias, muestreando
cada 24hs. Las muestras se analizaron por espectrofotometria UV-visible (300-600nm). Se observo
una banda plasmonica con un maximo de absorbancia a 406 nm, con una amplitud entre 400-430
nm, confirmando la obtencion de nanoparticulas de plata y el poder reductor de las enzimas
extracelulares producidas por la biomasa fungica. Estos resultados demuestran que este método de
sintesis por "quimica verde" es fiable y econémico, prometedor en comparacion con otros métodos
como los fisicos y quimicos convencionales.

Palavras-chave: nanoparticulas de plata, biosintesis, hongos filamentosos, Aspergillus terreus

ABSTRACT

Nanotechnology is a rapidly growing discipline focused on the study of matter at the nanometer
scale and the development of materials with new and improved properties. According to the
International Organization for Standardization (ISO), silver nanoparticles (AgNPs) are defined as
solid colloidal silver particles with a size range from 1 to 100 nm. These materials exhibit unique
functional properties, leading to diverse applications in the areas of medicine, catalysis, optical
sensors, and are strong bactericides. There are different methods for the synthesis of metallic
nanoparticles. Silver nanoparticles (AgNPs) have become the focus of research due to their wide
range of applications. Some research has used biological systems for the synthesis of nanoparticles
as an alternative to chemical and physical methods, because some microorganisms produce
inorganic materials intra or extracellularly. There are some advantages that synthesis by biological
methods offers over other methods, including the fact that it is a simple, clean, efficient and low-
cost process; nanoparticles synthesized by these methods usually show biocompatibility and
biodegradability. In AgNPs synthesis, filamentous fungi are preferred over bacteria due to they are
easily manipulated. In this study, Aspergillus terreus showed its extracellular ability to
biosynthesize AgNPs. For this purpose, this fungus was inoculated in YES médium. They were kept
in a culture oven for 7 days at 28°C. Then the biomass was filtered. For the synthesis of AgNPs,
ImL of a 100mM AgNO3 solution was added to 99mL of the fungal filtrate with a final
concentration of 1mM, and it was agitated at 80 rpm and 30°C for 6 days, sampling every 24hs.
Samples were analyzed by UV-visible spectrophotometry (300-600nm). A plasmon band with an
absorbance maximum at 406 nm was observed, with an amplitude between 400-430 nm, confirming
the obtaining of silver nanoparticles and the reducing power of the extracelular enzymes produced
by fungal biomass. These results show that this method of synthesis by "green chemistry™ is reliable
and economical, promising compared to other methods such as conventional physical and chemical
methods.

Keywords: silver nanoparticles, biosynthesis, filamentous fungi, Aspergillus terreus

1 INTRODUCCION
La nanotecnologia es una ciencia relativamente nueva, consiste en el estudio, andlisis,
estructuracion, formacion, disefio y operacion de materiales a escalas moleculares, a los cuales

llamamos nanomateriales. La nanotecnologia tiene multiples aplicaciones en otras ciencias y
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tecnologias, retine distintas areas cientificas y se ve favorecida por los enfoques interdisciplinarios
(Syed y Satish, 2012).

La produccion de nanoparticulas metalicas (NPs) es una de las areas de mayor crecimiento
dentro de la nanotecnologia debido a que las nanoparticulas de metales, de 6xidos metalicos o de
compuestos basados en metales muestran interesantes propiedades bioldgicas, Opticas, magnéticas,
electrdnicas, cataliticas, etc. Sin embargo, los problemas de contaminacion derivados del empleo de
productos quimicos en los procesos de formacion de nanoparticulas han motivado la investigacion
en nuevas tecnologias tales como el empleo de microorganismos (Syed y Satish, 2012).

Mediante diversos métodos de sintesis, es posible obtener nanoparticulas metélicas de
distinta naturaleza. En particular, las nanoparticulas de plata (AgNPs) se han convertido en foco de
investigacion debido a su amplia aplicacion como antimicrobianos, en optica, como catalizadores y
en la produccién de biomateriales (AbdelRahim et al, 2017).

Los métodos convencionales para la sintesis de nanoparticulas estan ligados a diversas
implicaciones, como costos elevados, riesgos de toxicidad para la salud por contaminantes
ambientales, etc. Con el reciente desarrollo e implementacion de nuevas tecnologias, la nano-
revolucion se despliega, y el papel de los microorganismos en la “sintesis verde” de nanoparticulas
parece haber llamado inequivocamente la atencion con vistas a reformular las novedosas estrategias
para combatir la amenaza a la vida humana y los ecosistemas en épocas futuras (Mu y col, 2014).

Cada vez es méas necesario desarrollar procesos y productos limpios, no toxicos y
respetuosos con el medio ambiente. Por esta razon, diversas investigaciones han recurrido al uso de
sistemas biol6gicos para la sintesis de nanoparticulas como alternativa a métodos quimicos y fisicos,
ya que varios microorganismos son bien conocidos por producir materiales inorganicos ya sea de
manera intra o extracelular (Priyabrata et al, 2001).

El empleo de microorganismos y su habilidad para extraer y acumular diversos metales ha
sido ampliamente documentado en la literatura y ademas de la capacidad para absorber metales. Los
microorganismos también presentan la capacidad de formar nanoparticulas metalicas de diversas
formas y tamafios, con lo cual se abren nuevas posibilidades de desarrollo de nuevos productos o
materiales (Syed y Satish, 2012).

En la sintesis de AgNPs, los hongos filamentosos son usados con mayor preferencia que las
bacterias por su facil manipulacion (Rodrigues et al, 2012).

Por lo tanto, este trabajo plantea la vinculacion entre la nanotecnologia y la utilizacion de
hongos como sistemas biologicos para obtener NPs metalicas en condiciones amigables con el

medio ambiente.
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En este estudio en particular, se biosintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs), utilizando
el filtrado de la biomasa viva del hongo Aspergillus terreus, e identificaron la presencia de las NPs

mediante analisis de espectrofotometria UV-visible.

2 METODOLOGIA

Obtencidn de biomasa flingica

El hongo utilizado en este trabajo fue el Aspergillus terreus. Para la generacion de biomasa,
en primer lugar, se inoculd la cepa en medio caldo YES, se incub0 en estufa de cultivo durante?
dias a una temperatura de 28°C. Luego se filtrd la biomasa para utilizar el filtrado para la obtencién
de las AgNPs.

Biosintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de AgNPs, se afiadié 1ml de una solucion de AgNO3 100mM a 99mL del
filtrado fungico, obteniendo una concentracion final de ImM vy se llevo a agitacion a 80 rpm y 30°C

durante 6 dias, tomando muestras a las 24,48,72 y 144 horas.

Medicidn por espectrometria UV-visible

Para la determinacidn de la resonancia de plasmaén superficial correspondiente a las AgNPs
(400-450nm), las muestras se analizaron por espectrofotometria UV-visible mediante
Espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 (Lab Wrench, Canadd). Para ello se tomaron 3ml de
sobrenadante después de las 24,48,72 y 144 horas y se midio la absorbancia en la longitud de onda

que va de 300 a 600 nm.

3 RESULTADOS Y CONCLUSIONES
La disposicion experimental para la obtencion de las biomasas flingicas se evidencia en la
figura 1. A la izquierda se puede ver el desarrollo de la biomasa al cabo de los 7 dias, a la derecha

la obtencion del filtrado.
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A continuacion, se presentan los resultados de la medicion de la absorbancia por
espectrometria UV-visible de las muestras liquidas tomadas a las 24,48,72 y 144 horas en la longitud

de onda que va de 300 a 600 nm.

Figura 2. Andlisis por espectrometria UV-visible donde se observa claramente la resonancia plasmon superficial
correspondiente a las AgNPs.
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En las muestras liquidas analizadas a los distintos tiempos, se pudo observar la resonancia
de plasmon superficial bien definido con una amplitud entre los 400-450 nm caracteristico de las
nanoparticulas de plata. En la muestra tomada a las 72 horas se observa una absorbancia maxima a
los 406nm (figura 2), lo que confirma la obtencion de las nanoparticulas de plata y el poder reductor

del filtrado de la biomasa fungica utilizada.
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4 CONCLUSION

En este trabajo se ha demostrado la exitosa bioreduccion de iones de Ag+ en medio acuoso
por las enzimas extracelulares del hongo Aspergillus terreus. También se puede agregar que el
ensayo fue efectivo en un corto periodo de tiempo, ya que a las 72 horas se pudo observar la
resonancia de plasmon superficial caracteristico de la NPs de plata.

En este enfoque de Quimica Verde mediada por la biomasa del hongo Aspergillus terreus
para la biosintesis de nanoparticulas de plata, tiene muchas ventajas, entre las que se destacan: que
es un proceso llevado a cabo bajo condiciones ecoamigables, la facilidad con la que se puede
ampliar la escala de proceso, la viabilidad econémica, como asi también la posibilidad de obtener
grandes cantidades de enzimas extracelulares mediante el crecimiento del micelio en un medio de

cultivo de bajo costo.
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