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RESUMEN

L.Q.I. Luis Raul Reyes Chéavez Fecha de Graduacion: Julio, 2007
Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas de Sulfuro de
Cadmio y Sulfuro de Zinc utilizando biomasa de Fusarium sp.

NUmero de paginas: 81 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con orientacién en Quimica de los
Materiales

Area de Estudio: Quimica de los Materiales

Propdsito y Método del Estudio: La obtencion de nanoparticulas por deposicion fisica
0 quimica son rutas de sintesis caras y necesitan de equipos muy sofisticados para ello.
Por lo tanto los quimicos en esta area tienen la oportunidad de controlar el tamafio y la
estabilidad del cristal utilizando técnicas sencillas. Los semiconductores representan un
grupo con especial interés debido a sus propiedades segun el tamafio de particula. El
CdS y el ZnS son semiconductores que han sido principalmente utilizados en el area de
Electrénica. En el presente trabajo se utilizé el hongo Fusarium sp para la sintesis de
nanoparticulas de CdS y ZnS.

Contribuciones y Conclusiones: En este trabajo se ha demostrado que el hongo
Fusarium sp presenta gran capacidad de crecer en medios contaminados con los metales
Cd** y Zn** presentando asi mecanismos como la precipitacion y la reduccién para
protegerse de los metales, asi mismo es capaz de sintetizar tanto intra como
extracelularmente nanoparticulas de morfologia esférica y con un rango en tamafio de
200-250 nm y de 86-150 nm para el CdS y el ZnS respectivamente.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La nanotecnologia ha dado un giro trascendental a la comunidad cientifica, por lo
que se ha registrado un incremento en la publicacion de articulos cuyo objetivo principal
es el de tratar de proyectar lo que la nanotecnologia podria aportar al futuro de la

humanidad [21, 51].

Dicha tecnologia no es nueva, ya que el término fue conocido en los afios
sesentas y adoptado por la fisica y la quimica de materiales, areas que desde entonces
trabajan en este campo, sin embargo, las nanoparticulas fueron utilizadas hace mas de
2000 afios en los vidrios romanos donde se incluian nanoparticulas de oro para generar

colores vivos [21, 51].

Asi, el ambito de la nanotecnologia incluye, ademas de las areas del saber
relacionadas con su origen, tanto de la Fisica, Quimica, Ingenieria 0 la Robdtica, la

Biologia, Medicina o las Ciencias del Ambiente [21, 51].

Segun la opinién general de la comunidad cientifica mundial, el surgimiento de
la nanotecnologia determindé un parte aguas en el desarrollo tecnoldgico de la

humanidad.



Antes de la nanotecnologia, el hombre ha sido capaz de crear herramientas y
objetos bajo sistemas constructivos industrializados modificando porciones de

materiales que contienen miles de millones de dtomos [21, 51].

A esta tecnologia se le ha llamado tecnologia masiva, y ha permitido
evolucionar, desde las herramientas labradas en piedra, hasta la creacion de

microcircuitos integrados [21, 51].

La nanotecnologia permitird manejar atomos y moléculas con absoluta precision
para construir estructuras nanoscépicas con especificaciones atdmicas sumamente

complejas y caprichosas [21, 51].

La nanotecnologia actualmente se ha enfocado en un area de enorme interés
como es la sintesis de nanoparticulas, las cuales juegan un papel importante en los
avances cientificos, esto es debido a sus propiedades tanto quimicas como electronicas

cuya aplicacion es en gran medida en la industria eléctrica, entre otras [21, 51, 58].

El CdS y el ZnS se han aplicado a muchas &reas como son la electronica, celdas
solares y fotocatélisis [6]. Para la obtencién de estos materiales cominmente se utilizan
sales 0 compuestos que son toxicos, dafian al medio ambiente, ademas de que los
sistemas de sintesis empleados requieren de un alto consumo de energia, por lo cual es

necesario la busqueda de nuevas rutas de sintesis [51, 58].



Desde hace tiempo se conoce que los microorganismos son capaces de unir y
concentrar metales pesados tanto fuera como dentro de la célula cuyo proceso es
Ilamado biosorcion, el cual es una via eficiente para la remocion y recuperacion de

metales toxicos y/o preciosos de interés industrial.

Algunas investigaciones han manifestado que la biosorcion no solo es la
adsorcion de metales, sino que va acompafiada por una reduccion del metal lo cual ha
sido una gran perspectiva para el entendimiento del mecanismo de interaccion entre el

microorganismo y los metales.

Muchos microorganismos como bacterias, hongos, levaduras y algunas algas son
capaces de crecer en medios contaminados con cadmio y zinc por lo cual presentan un
metabolismo capaz de remover metales y precipitarlos tanto intra- como
extracelularmente, debido a estos aspectos muchos investigadores han visto a los

microorganismos como una nueva ruta de sintesis para la produccion de nanoparticulas.

En este trabajo se propone el uso de microorganismos para la produccion de
nanoparticulas de CdS y ZnS debido a que es una alternativa sustentable y amigable al

ambiente.



JUSTIFICACION

El intenso desarrollo cientifico y tecnologico que ha tenido la sintesis de
materiales semiconductores ha orientado las investigaciones en este campo hacia
metodologias que resuelvan los inconvenientes que frecuentemente se presentan, como
el control de tamafio, estabilidad y composicion quimica de la particula y el uso de
compuestos toxicos para su produccién. Dichos factores son de suma importancia ya que
estos determinan las propiedades que permitirdn su potencial aplicacién, en diversas

areas como electrénica, conversién de energia, catalisis, entre otras.

Los métodos bioldgicos han resultado efectivos para la biosintesis de
nanoparticulas de cadmio, oro y plata por lo que en este proyecto se propone el uso del
hongo Fusarium sp como una alternativa limpia y economica para la sintesis de

nanoparticulas de CdS y ZnS.



CAPITULO 2

2.1 ANTECEDENTES

En la actualidad existe un gran interés en las ramas del conocimiento cientifico-
técnico por sustancias y materiales nanométricos debido a sus potenciales aplicaciones

en la sociedad [51, 58].

El estudio de la materia a nanoescala es tremendamente excitante con respecto a

sus propiedades fundamentales, organizacion, estructura y aplicaciones [51, 58].

Recientemente muchos investigadores han estudiado la sintesis de nanoparticulas
de semiconductores con formidable interés debido a su enorme aplicacion en
nanocomputadoras, sintesis de materiales avanzados, almacenadores de energia,

aplicaciones electroquimicas, radiografias, celdas solares [51, 58].



2.2 Semiconductores

Los materiales semiconductores tienen una resistividad media entre un conductor y
un aislante. Sin embargo en contraste con los materiales granulares usados para
resistencias, un semiconductor estabiliza sus propiedades de conduccion por un
comportamiento mecanico cuantico complejo dentro de una serie periddica de atomos
del semiconductor, dentro de una estructura cristalina. Para elementos atomicos
apropiados la estructura cristalina conduce un rechazo de energia de banda entre el nivel
de energia de los electrones enlazados a los atomos del cristal y el nivel de energia de los
electrones libres que se mueven dentro de la estructura cristalina. Esta energia de banda
fundamentalmente afecta los mecanismos por los cuales los electrones asociados con los
atomos del cristal pueden moverse libremente y servir como electrones de conduccién

[66].

La resistividad de un semiconductor es proporcional a la densidad de carga libre y a
la densidad que puede ser cambiada sobre un amplio rango remplazando una pequefia

parte de los atomos del cristal con especies diferentes (dopaje).

Existen diferentes tipos de semiconductores tipo-n y tipo-p, que pueden ser
localizados en pequefias zonas, poniéndose en contacto con regiones dentro del cristal

[66].



Aplicando campos eléctricos apropiados las pequefias regiones del semiconductor
pueden colocarse en un estado en el cual todos los portadores (electrones y huecos) sean
expulsados por el campo eléctrico, y éste es mantenido por los iones del dopante

expuesto [66].

Por su amplia aplicacion en almacenadores de energia y celdas solares este trabajo

se enfocara a los semiconductores tipo I1-1V especialmente el Sulfuro de Cadmio vy el

Sulfuro de Zinc [66].

2.2.1 Sulfuro de Cadmio

El mineral greenockite o sulfuro de cadmio es un cristal de tipo hexagonal,
insoluble y de color amarillo. Es un mineral raro en la tierra y es el Gnico mineral

verdadero del cadmio [71].

En la Figura 1 se presenta el arreglo cristalino del CdS.

2.2.1.1 Caracteristicas [72-73]

— So6lido de color amarillo
— Peso molecular de 144.47 g/mol

— Punto de fusion de 1750°C



— Densidad de 4850 kg/m®
— Constante dieléctrica de 8.9
— Energia de banda 2.42 eV
— Estructura hexagonal

cadmium (II) sulfide

Figura 1. Estructura cristalina del Sulfuro de Cadmio [72].

2.2.1.2 Aplicaciones

Los pigmentos de cadmio sintéticos basados en el sulfuro de cadmio son muy
valorados por su estabilidad térmica que ofrece en muchos polimeros, por ejemplo en

plasticos de ingenieria [71, 73].

El sulfuro de cadmio es un semiconductor directo con una energia de banda de
2.42 eV. Esto tiene propiedades utiles para la optoelectrdnica, el cual es usado tanto en
dispositivos fotosensibles como en fotovoltaicos. Un empleo simple es una

fotoresistencia cuya resistencia eléctrica se cambia con niveles de luz incidente [71].



2.2.2. Sulfuro de Cinc

El sulfuro de cinc es un compuesto quimico con formula ZnS. El sulfuro de cinc
es un polvo blanco. Tipicamente se encuentra en forma cubica la cual es la mas estable,

también llamada esfarelita [72-73].

También se conoce la forma hexagonal tanto como en material sintético como en
mineral (wurtzita). Ambos tipos esfarelita y wurtzita, son semiconductores intrinsecos

[72].

La forma cubica tiene una energia de banda prohibida de 3.54 eV a 300 K mientras

que en la de forma hexagonal es de 3.91 eV.

Una transicion de la forma de esfarelita a la forma de wurtzita ocurre alrededor de
1293.15 K. La esfarelita se derrite a temperaturas de 1991 K. La cual tiene una entalpia

estandar de formacion de -204.6 kJ mol™ a 298 K [72].

2.2.2.1 Caracteristicas [71-73]:

— Sélido blanco
— Peso molecular de 97.48 g/mol
—> Densidad de 4090 /cm?®

— Insoluble en agua



— Punto de Fusion de 1991K

— Estructura tipo Esfarelita (Ver figura 2)

o
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Figura 2. Estructura cubica cristalina del ZnS [71].

— Estructura Wurtzita (Ver figura 3):

o
' O

i
-

Fi

o=

|

O

Figura 3. Estructura cristalina tipo hexagonal del ZnS [71].

2.2.2.2 Aplicaciones
El Sulfuro de cinc (ZnS) fue utilizado por Ernest Rutherford y otros como

detector del centelleo, porque emite la luz en la excitacién por las radiografias o el haz

electronico, haciéndola til para las pantallas de la radiografia y los tubos catddicos.
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http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Sphalerite-unit-cell-3D-balls.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Sphalerite-unit-cell-3D-balls.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Wurtzite-unit-cell-3D-balls.png
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http://64.233.179.104/translate_c?hl=es&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Scintillator&prev=/search%3Fq%3DZINC%2B%2BSULFIDE%26hl%3Des%26sa%3DG
http://64.233.179.104/translate_c?hl=es&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cathode_ray_tube&prev=/search%3Fq%3DZINC%2B%2BSULFIDE%26hl%3Des%26sa%3DG

También exhibe fosforescencia debido a las impurezas en la iluminacion con la

luz azul o ultravioleta.

El ZnS es también utilizado como material dptico infrarrojo, pues transmite

longitudes de onda en el visible [71-73].

2.3 Métodos Quimicos de Sintesis de Nanoparticulas

Los métodos para la sintesis de nanoparticulas mas empleados se describen a

continuacion.

2.3.1 Deposicion Quimica de Vapor (CVD)

En este proceso el sustrato se expone a un precursor volatil que reacciona y/o se

descompone en la superficie del sustrato para producir el depdsito deseado, es

ampliamente empleado para la sintesis de nanoparticulas [26, 68].

2.3.2 Sintesis de nanoparticulas de metales en solucion coloidal

La formacion de nanoparticulas metélicas de un solo tamafio se lleva a cabo por

la combinacion de bajas concentraciones de soluto y una capa adherida en la superficie

de crecimiento [26].
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La baja concentracion limita la difusion a la superficie de crecimiento, lo cual es
un proceso limitante del crecimiento subsiguiente de la nucleacion inicial resultando en

la formacion de nanoparticulas con distribucion de tamafio uniforme [26].

2.3.3. Deposicion Electroquimica

En este se emplea una celda la cual consta de un anodo de metal y un catodo que
puede ser de un metal o de carbén vitreo, el electrolito es una disolucion organica de
halogenuros de tetraalquilamonio el cual estabiliza las nanoparticulas, se aplica el campo
eléctrico, el &nodo sufre una oxidacion en la disolucion formando iones metélicos los
cuales migran hacia el catodo, la reduccion de estos iones por los iones amonio conduce
a la nucleacion vy el subsiguiente crecimiento de las particulas metélicas en disolucién

[26, 47, 68].

2.3.4. Pirolisis en Spray

En este método se utilizan micro esferas del precursor en particulas solidas las
cuales son aplicadas a través de calor, el cual involucra varios pasos: (1) la preparacion
de las micro esferas del precursor, (2) la evaporacion del solvente, (3) la condensacion
del soluto, (4) la descomposicion y reaccion del soluto y (5) la sinterizacion de las

particulas sélidas [26].
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2.3.5 Sintesis en Aerosol

El precursor puede ser una solucion simple de los elementos constituyentes o una
dispersion coloidal, como un precursor liquido este es nebulizado para producir un
aerosol liquido, una dispersion de gotas uniformes de liquido en un gas, el cual debe ser
solidificado a través de la evaporacion del solvente o ademas por la reaccion con los

quimicos presentes en el gas.

El resultado son particulas esféricas y su tamafio es determinado por la magnitud

inicial de las gotas del liquido y la concentracion del sélido [26].

2.3.6. Sintesis en Microemulsion

La sintesis de nanoparticulas se puede conseguir confinando la reaccion en un
espacio limitado. Una microemulsion es una dispersion de gotas finas de liquido de una
solucion orgéanica en una disolucion acuosa, en donde la reaccién quimica puede tomar
lugar en cualquiera de las interfaces entre las gotas organicas y la disolucion acuosa en
donde los reactivos son introducidos separadamente dentro de dos soluciones que no son

miscibles [26].

Lamentablemente las nanoparticulas producidas por dichos métodos no
presentan estabilidad ni una distribucion uniforme en el tamafio de particula [2-3, 58-

60].
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Uno de los grandes retos es la fabricacion de nanoparticulas de diferentes

composiciones quimicas, tamafio y dispersidad controlada [2-3, 53, 58-60].

Ciertamente el control de morfologia de nanoparticulas es una reciente adicion a
la lista de demandas que se requieren para los nuevos y emergentes métodos de sintesis.
Actualmente existe una necesidad creciente de descubrir nuevos procesos de sintesis de
nanoparticulas que sean agradablemente amigables y que no usen quimicos tdxicos en la

sintesis [2, 57-58].

2.4 Métodos Biologicos de Sintesis

Como resultado de investigaciones en el campo de la sintesis de nanoparticulas

se ha girado al uso de sistemas bioldgicos para su aplicacion [2-3, 7, 40, 44, 58-60].

Estos sistemas tienen muchas aplicaciones biotecnoldgicas, tales como en la
remediacion de metales toxicos que frecuentemente ocurre por la reduccion de iones
metalicos y la formacion de sulfuros metélicos [2-3, 5, 16, 18, 23-24, 29, 40, 42, 44, 58-

60, 64].

Sin embargo, esta area de investigacion es relativamente reciente para cientificos
en materiales, los cuales han observado con interés a los microorganismos como
posibles fabricas de nanoparticulas ecoldégicamente amigables, debido a que éstos son

capaces de unir y concentrar metales en su estructura [2, 13, 18, 40, 55, 58-60, 64].
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Esto no es de sorprenderse, puesto que muchos microorganismos tanto
unicelulares como multicelulares producen materiales inorgénicos tanto intra como
extracelularmente, entre los cuales se incluyen la bacteria magnetotéctica, la cual
sintetiza nanoparticulas de magnetita, las algas diatomeas las cuales sintetizan materiales
de silice [2-4, 24, 35, 39-41, 44, 45, 46, 52, 54, 56, 58-60, 63] y el hongo Fusarium
oxysporum el cual sintetiza nanoparticulas de oro, plata y de sulfuro de cadmio. [3, 23,

35, 45, 58].

Algunos investigadores han realizado estudios en la biosintesis de
nanomateriales, mediante células bacterianas, entre los que se pueden citar los que se

mencionan a continuacion.

La magnetita es sintetizada por sus aplicaciones como indicador de la actividad
bioldgica en lugares geoldgicos, ciertas bacterias son capaces de producir nanoparticulas
de magnetita al ser expuestas a campos magnéticos (Lovely et al. 1987) llevandose a
cabo intracelularmente con una morfologia y distribucién de tamafio especifico

(Bazylinsky 1999) [12, 39].

Es bien conocido que la plata es altamente tdxica para las células microbianas.
Algunas investigaciones realizadas en bacterias resistentes a iones Plata (Pseudomonas
stutzeri AG259, Klaus et al 1999 y Plectonema boryanum UTEX, Lengke et al. 2007) al
ser expuestas con AgNOs;, producen nanoparticulas de Ag® dentro del espacio
perisplasmico con tamafio de particula mayores a los 200 nm en forma triangular y

hexagonal.
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Asi mismo, Zhang et al. (2005) demostraron que al poner en contacto la bacteria
Corynebacterium con una solucion de diaminplata se forman en la pared celular

nanoparticulas de Ag” con un diametro de 10-15 nm [69].

Estudios realizados revelaron que Bacillus subtilis 168 (1994), Rhodococcus sp
(2003) y Shewwanella algae (2006) son capaces de producir intracelularmente
nanoparticulas de Au®" octaédricas con tamafio de particula de 5-25 nm cuando son
incubadas en presencia de AuCl’, [62]. Hallazgos realizados por Beveridge et al. (2000)
demostraron que algunas bacterias son capaces de sintetizar nanoparticulas de Au®* las

cuales fueron facilmente precipitadas dentro de las células bacterianas [14].

Los descubrimientos realizados por Ahmad et al. (2003) expresaron que la
sintesis de nanoparticulas de Au** en Thermomonospora sp se efectud extracelularmente
por la reduccion de iones AuCly originandose nanoparticulas de Au®* polidispersas y

con un tamaro de 8-40 nm [2].

Por su parte Liu et al. (2005) revelaron que Sargassum sp sintetiza
nanoparticulas de Au®* las cuales dependen de algunos factores como el pH,
temperatura, tiempo de reaccion, y medio de reaccion teniendo un tamafio de 200-800

nm [38].

Ademas del desarrollo de métodos de sintesis para nanoparticulas de Oro y Plata
se ha despertado el interés en la generacion de propuestas nuevas para la obtencion de

materiales semiconductores tales como el CdS y ZnS.
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Estos compuestos son una nueva clase de materiales que se utilizan en la
deteccion bioldgica, basada en la conjugacién de semiconduccién y reconocimiento de
moléculas. Clostridium thermoaceticum 1993 precipita CdS en la superficie de la célula
al ser expuesta con CdCl, y cisteina [17]. Otros estudios realizados con Klebisella
aerogenes (1995) [27], Klebsiella pneumoniae (1997) [28], Klebsiella planticola (2000)
[61] y E.coli (2004) [64] mostraron que al ser expuesta a CdCl, y Na,SO4, forman

intracelularmente nanoparticulas de CdS en un rango de tamafio de 2-200 nm.

Recientemente, se han efectuado estudios en donde se muestra que la bacteria
Rhodobacter sphaeroides inmovilizada (2006) [7] sintetiza nanoparticulas de ZnS con

un didmetro de 8 nm, el cual varia de acuerdo al tiempo de cultivo.

Los hongos unicelulares (levaduras) y multicelulares (hongos filamentosos),
también han sido objeto de estudio en el campo de la quimica de los materiales por su
capacidad para producir nanoparticulas de diferentes metales especialmente de plata,

cadmio y oro.

Es conocido que las levaduras han sido utilizadas desde la antigtiedad en algunos
procesos y actualmente son empleadas en la sintesis de nanoparticulas metélicas y
semiconductores. La sintesis de nanoparticulas de Ag® extracelularmente es llevada a
cabo por una levadura resistente MKY3 (2003) [34] cuando ésta fue expuesta en la fase

logaritmica a soluciones de 1mM de Ag" obteniendo particulas con tamafio de 2-5 nm.
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La sintesis de nanoparticulas metélicas por hongos es relativamente reciente, por
lo que el uso de estos es potencialmente atractivo debido a la gran secrecion de enzimas
para su produccion. Algunos de estos han sido ampliamente estudiados en la produccion
de nanoparticulas de plata entre los que se encuentran varios géeneros de hongos, como
Verticillium sp (2001) [44], Fusarium oxysporium (2005) [20] y Aspergillus fumigatus
(2006) [15], los cuales al ser expuestos a AgNO3 sintetizan nanoparticulas de Ag™ en un

rango de tamafio de 2-50 nm tanto intra como extracelularmente.

Asi mismo Ahmad et al. (2005) sefialaron que la sintesis de nanoparticulas de
Au®" en Trichothecium sp se efectla tanto intra- como extracelularmente con diferente

morfologia [3].

Investigaciones efectuadas han demostrado la capacidad del hongo Fusarium
oxysporum para producir extracelularmente diferentes tipos de nanoparticulas metalicas,
entre las que se encuentran nanoparticulas de Pt?* (2006) [56], Zr*" (2004) [8], Si*
(2006) [9] y BaTiO3 (2006) [10], con tamafios bien definidos y diversas morfologias

(hexagonos, pentagonos, esféricas, cuadradas, rectangulos y cuasiesféricas).

Debido al gran interés en la produccion de nanoparticulas de semiconductores, se
han hecho algunos estudios con la levadura Schizosaccharomyces pombe (2002),
encontrandose que ésta sintetiza nanoparticulas de CdS intracelularmente las cuales

exhibian caracteristicas de un diodo ideal con tamafio de 1-1.5nm [33].
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Recientes estudios revelaron que el hongo Fusarium oxysporium (2002) [1]
sintetiza extracelularmente nanoparticulas de CdS teniendo la reduccién del SO,% y la

formacion de nanoparticulas.

Dada la capacidad de las cepas de Fusarium para adaptarse y desarrollarse en
medios altamente contaminados con metales pesados y de su resistencia sobresaliente a
la presencia de cadmio y cinc [22], resulta de gran importancia el estudio de estos

microorganismos como fuente potencial de nanoparticulas de CdS y ZnS.
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2.5 Caracteristicas de Fusarium sp

Este es un hongo filamentoso distribuido extensamente tanto en las plantas como
en el suelo. Se encuentra normalmente en la microflora de plantas como el arroz, habas,
soya Y otras cosechas. Mientras que la mayoria de las especies son mas comunes en las
areas tropicales y subtropicales, algunas habitan en suelos de climas frios [11, 49]. En la

Tabla 1 se muestra la clasificacion taxondmica de dicho microorganismo.

Tabla 1.- Clasificacion Taxonémica

Reino Fungi
Division Ascomycota
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Fusarium

El género Fusarium tiene mas de 20 especies, entre las mas comunes se incluyen:

Fusarium solani, Fusarium oxysporum y Fusarium chlamydosporum [11, 49].
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2.5.1 Caracteristicas Morfoculturales

Las colonias crecen rapidamente en agar Sabouraud dextrosa, la temperatura de
crecimiento es de 25° C, éstas son lanosas, algodonosas o planas que se pueden separar.
Son de color blanco, crema, violeta, amarillo o pdrpura. Las hifas septadas,
conidiosporas, macrocodinios y microcodinios son observados microscopicamente [11,

49].

En este trabajo se estudiara una cepa de Fusarium sp. aislada de suelo
contaminado con alta tolerancia a la presencia de metales pesados como posible fuente

de nanoparticulas de CdS y ZnS.

Debido a que el CdS y el ZnS son semiconductores y tienen propiedades Opticas
muy importantes las cuales no se observan normalmente en otra clase de materiales,
estas propiedades se modifican cuando la estructura cristalina y el tamafio de la

nanoparticula cambian.

Dentro de la produccién de nanomateriales uno de los aspectos fundamentales
ademas de los métodos de sintesis de nanoparticulas son las técnicas de caracterizacion
ya gue sin ellas no podriamos demostrar que se han sintetizado dichos materiales, por lo
gue a continuacién se describen las técnicas de caracterizacion que se utilizaron en este

trabajo.
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2.6. Técnicas de Caracterizacion de Nanoparticulas

2.6.1 Espectroscopia de Ultravioleta Visible

El fundamento principal de la Espectroscopia de Ultravioleta Visible involucra la
absorcion de radiacion ultravioleta visible por una molécula y/o compuesto, causando la
promocion de un electron de un estado basal a un estado excitado, cuya longitud de onda
comprende desde los 190 a 800 nm. Esta técnica analitica nos apoyaré en el seguimiento
de la produccion de las nanoparticulas de CdS y ZnS, esto se llevara a cabo tomando
muestras cada 24 horas y estas serdn analizadas en el espectro de UV-Vis, para
determinar la longitud de onda de absorcion maxima (200-700 nm) de las nanoparticulas

de CdS y ZnS, asi mismo se determinara la energia de banda prohibida de éstas.

2.6.2 Difraccion de Rayos X

La Difraccion de Rayos X se basa en la interaccion de la estructura cristalina de
un solido con una fuente de rayos X, esta estructura cristalina esta presente en muchos
solidos tanto naturales como artificiales y consiste en la repeticion periddica de atomos o
moléculas que forman el sélido en las tres direcciones del espacio [26, 50, 67] ver figura

4.
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Figura 4. Estructura Cristalina de un Solido.

Sobre esta estructura tridimensional se pueden trazar infinitos planos paralelos

donde cada uno de los cuales pasara por una serie de puntos [26, 50, 67].

Si tomamos uno de estos planos, a una cierta distancia existira otro plano donde la
distribucion de puntos que corta serd la misma, a la distancia entre estos dos planos se
llama distancia interplanar “d”, tendremos infinitos planos paralelos a distancias
multiplos de “d”. Si por dos de estos planos de la estructura se hace incidir un haz de

rayos X, se da el siguiente fenémeno [26, 50, 67]:

“Si el frente de ondas que se difracta por el primer plano lo hace con un dangulo 6,
el frente de ondas del segundo plano también se va difractar con un angulo 6, con esta
nueva trayectoria que se describe si los dos frentes no estan en fase ocurre una
interferencia destructiva y se anula uno al otro, pero si los dos salen en fase, hay una

interferencia constructiva y el haz difractado no se anula y es detectable [26, 50, 67].
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Esto ocurre cuando la diferencia de recorrido entre los dos frentes es un multiplo
de la longitud de onda A y matematicamente: 2d senf = nA (Ley de Bragg), como cada
familia de planos tiene una distancia d, vamos a detectar estos planos a diferentes
angulos, y los resultados serdn diferentes segun la estructura de lo que estemos
midiendo, por lo que podemos caracterizar las fases que componen la muestra en base a
los diferentes “picos” de deteccion que son en realidad las reflexiones de los planos de
cada fase, para una réapida identificacion se tienen tabulados los valores de las diferentes

fases en fichas y se comparan con los resultados obtenidos [26, 50, 67].

La difraccion de rayos X nos asistira en la caracterizacion de las nanoparticulas
dandonos asi la morfologia de las nanoparticulas, la cual se llevara a cabo en el método

de polvos.

2.6.3 Microscopia de Fuerza Atomica

El microscopio de fuerza atomica (AFM) es un instrumento mecano-éptico que
detecta fuerzas a nivel atdmico a través de la medicion Optica del movimiento sobre la
superficie de un cantilever muy sensible terminado en una punta con un cristal de forma

piramidal, usualmente duro [25, 26, 53].

La fuerza atdmica, evidente cuando el cantilever esta muy préximo a la superficie

de la muestra, se detecta a través de la torsion de aquél.
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La direccion del haz laser reflejado por la parte posterior del cantilever cambia con
la torsion del mismo [25, 26, 53]. La longitud del cantilever es de 200um, y tiene una
punta muy aguda de cristal en el extremo. La muestra es movida en el barrido en las tres
direcciones, mientras el cantilever traza la superficie de la muestra en detalle. Todos los
movimientos son controlados por una computadora [25, 26, 53]. En la figura 5 se

muestra un esquema basico de la conformacion de un AFM.

La resolucion del instrumento es de menos de 1nm, y la pantalla de visualizacion
permite distinguir detalles en la superficie de la muestra con una amplificacion de varios

millones de magnitud [25, 26, 53].

Folodetector

Espejo Divisor de haces Diodo

aser
Lente

| Cantilever

Muestra

Tubo scanner
piezoelécirico

Figura 5. Equipo de AFM.

Hay varios modos de trabajo en Microscopia de Fuerza Atdémica: modo de

contacto, de altura constante, sin contacto y modo dinamico.
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Modo de Contacto:

Este modo de barrido provee retroalimentacion, en tanto que la repulsion entre el
cantilever y la muestra permanece constante. De la intensidad de la retro-alimentacion se

mide la altura. Este es el modo més comun de barrido (Figura 6) [25, 26, 53].

Figura 6. Modo de Contacto del Cantilever.

Modo de Altura Constante

En este modo de barrido la altura del cantilever se mantiene constante durante el
barrido. Se mide la torsion del cantilever. Al no haber retroalimentacion, es posible

barrer a alta velocidad (Figura 7) [25, 26, 53].

Figura 7. Modo de Altura Constante
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Modo Sin Contacto

Este modo de barrido provee retroalimentacion, y la atraccién entre la muestra y
el cantilever (que vibra cerca del punto de resonancia) permanece constante. De la
intensidad de la retro-alimentacién se mide la altura. La resolucién es un poco menor

debido a la distancia entre el cantilever y la muestra (Figura 8) [25, 26, 53].

-
[/\/\/\

Figura 8. Modo Sin Contacto.

Modo Dindmico

Este modo provee retroalimentacion, en tanto que la repulsion entre la muestra y
el cantilever permanece constante. De la intensidad de la retroalimentacion se mide la
altura. Dado que hay poco "rozamiento™ de la superficie, este modo es ideal para

muestras que se mueven con facilidad (Figura 9) [25, 26, 53].
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Figura 9. Modo Dinamico del Cantilever.

2.6.4. Microscopia Electrénica de Barrido

El microscopio electronico de barrido genera un haz de electrones en el vacio, en
donde este haz es enfocado por lentes electromagnéticas del condensador, explorando la
superficie de la muestra por las bobinas electromagnéticas de desviacién. EI método
primario de proyeccion en donde es recogida la imagen de los electrones secundarios
que son lanzados por la muestra y a su vez es detectado por un material que produzca un
centelleo producido por los electrones. El centelleo ligero posteriormente es detectado y

amplificado por un tubo fotomultiplicador.

Correlacionando la posicion del barrido de la muestra con la sefial que resulta, se
forma una imagen la cual es similar a la que seria vista a través de un microscopio

optico.
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Hay otros modos de la proyeccion de imagen disponibles en el SEM. Proyeccion
de imagen real del espécimen usando la intensidad de la corriente eléctrica inducida en
el espécimen por el haz electrénico que ilumina para producir una imagen. Esta técnica
puede ser utilizada a menudo para detectar defectos superficiales. Los microscopios
electronicos de la exploracion se juntan a menudo con los analizadores de la radiografia.
Muchos otros modos de la proyeccion de imagen estan disponibles para proporcionar

informacidn mas especializada.
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HIPOTESIS

El hongo Fusarium sp aislado de ambientes contaminados con Cd (I1) y Zn (II) produce
nanoparticulas de CdS y ZnS cuando es incubado en presencia tanto de CdSO4 como

ZnSO4.

OBJETIVO

Biosintetizar nanoparticulas de CdS y ZnS mediante el uso del hongo Fusarium sp y

obtener una caracterizacion fisica y quimica de éstas.

METAS

» Activar y Purificar el microorganismo.

» Demostrar la capacidad del hongo Fusarium sp para crecer en presencia de los
metales Cd (11) y Zn (I1).

» Determinar los mecanismos de nucleacion de los nanocompuestos
semiconductores CdS y ZnS.

» Caracterizar las nanoparticulas de CdS y ZnS por UV-Vis, Difraccion de Rayos

X, Microscopia de Fuerza Atdmica y Microscopia Electrénica de Barrido.
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CAPITULO 3

3.1 MATERIALESY METODOS

3.2 Ubicacion

Se desarrollé la presente investigacion en las instalaciones del Centro de
Laboratorios Especializados de la Facultad de Ciencias Quimicas de la U.A.N.L.,
teniéndose como base de operaciones el Laboratorio de Via Himeda y Sol-Gel al igual
que el Laboratorio de Biotecnologia. Asi mismo se cont6 con el apoyo de la Facultad de
Ingenieria Mecéanica y Eléctrica para la realizacion del analisis por Microscopia

Electronica de Barrido y Microscopia de Fuerza Atémica.

3.3 Mantenimiento de la Viabilidad y Capacidad de sorcion del

microorganismo

Con el propo6sito de mantener la viabilidad y capacidad metalosorbente el cultivo
puro previamente obtenido de un ecosistema contaminado con metales pesados fue
sembrado en Agar Patata Dextrosa suplementado con una concentracion de 50 mgL™ de
los metales Cd(Il) y Zn(ll), se incubd a 28°C por 48 a 72 h se checO su pureza y se
guardd en refrigeracién. Se realizaron resiembras mensuales para el mantenimiento de la

cepa pura.
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3.4 Obtencion de la biomasa

3.4.1 Propagacion del Hongo Fusarium sp.

Se llevd a cabo en matraces Erlenmeyer que contenian 150mL del medio (ver
tabla 2) los cuales fueron esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos a 15 Ib/in?,
posteriormente se dejaron enfriar y se inocularon con 10° células del cultivo, en
condiciones de asepsia, para después llevar a cabo la propagacion del hongo a 28°C y

200 rpm.

Tabla 2.- Composicion del Medio de cultivo

Glucosa 1.0%
Extracto de malta 0.3%
Peptona 0.5%
Extracto de levadura 0.3%
Agua Bidestilada 100.0mL

3.4.2 Produccion de la biomasa

El micelio obtenido fue separado por filtracion, este se lavd con agua destilada
estéril en condiciones de asepsia, y fue guardado el micelio en matraces cerrados para su

posterior utilizacion.
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3.5 Preparacion de las Disoluciones de CdSO,y ZnSO,

Las disoluciones de CdSO, y ZnSO, 10° M fueron preparadas a partir de sus
sales pesando 0.07224g de CdSO, y 0.04873g de ZnSO, y se aforaron a 500mL con

agua destilada y se guardaron para posteriormente ser usadas.

3.6 Evaluacion de la capacidad del hongo para crecer en presencia de

Cd(ID) y Zn(11)

Se prepararon matraces con 100 mL de caldo LB y los cuales fueron adicionados
con 50 mgL™ de los metales Cd (1) y Zn (l), posteriormente se esterilizaron en
autoclave a 121°C por 15 minutos a 15 Ib/in?, se enfriaron y los matraces fueron
inoculados con 10° células del cultivo en condiciones de asepsia y se incubaron a 28°C y

200 rpm.

A continuacion se evallo el seguimiento del crecimiento por la técnica de peso
seco, este se llevd a cabo de la siguiente forma: se tard el papel filtro hasta llegar a peso
constante, después se tomaron muestras y se filtraron, el micelio obtenido en el papel se
Ilevd a peso seco en una estufa a 60°C vy la diferencia en peso entre ellos se utilizé para
la elaboracion de la curva de crecimiento. Los experimentos fueron realizados por

triplicado.
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3.7 Produccion de las Nanoparticulas de CdSy ZnS

3.7.1 Produccion Intracelular de nanoparticulas de CdS 'y ZnS

Diez gramos del micelio fueron expuestos a 100mL de las disoluciones 10°M de
CdSO, y ZnSO, en matraces Erlenmeyer de 250mL, fueron colocados en agitacion por
un lapso de 10 dias, se muestred cada 24 horas, el sobrenadante se analizd por la técnica
de espectroscopia de Ultravioleta Visible, mientras que el micelio se secd a 60°C y este
se pulverizd obteniéndose un fino polvo, el cual se analiz6é por difraccion de rayos X y

microscopia de fuerza atdbmica. Los experimentos se realizaron por triplicado.

3.7.2 Produccidn extracelular de nanoparticulas de CdSy ZnS

En matraces Erlenmeyer se resuspendié 10g del micelio en 100mL de las
disoluciones de 10°M de CdSO, y ZnSO, y fueron puestos a temperatura ambiente en
condiciones estaticas por un lapso de 10 dias, tomandose alicuotas de 5mL cada 24
horas, éstas se filtraron y el sobrenadante se analizé por UV-vis, mientras que el micelio
se secd y se pulverizd, el polvo fino obtenido se analizé por Difraccion de Rayos X y

Microscopia de Fuerza Atomica. Los experimentos fueron hechos por triplicado.
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3.8 Caracterizacion

3.8.1. Procedimiento para la determinacion de los Espectros de

Ultravioleta Visible

Se tomaron 10g de biomasa, estos fueron puestos en contacto con las
disoluciones de CdSO, y ZnSO, en agitacion por 9 dias. Se tomaron alicuotas de 5 mL y
se filtraron. Al sobrenadante se le midié la absorbancia en un Espectrofotémetro Perkin
Elmer. Ademaés se realizé previamente el andlisis de la disolucion tanto del CdSO,4 como

del ZnSOq los cuales servirian como blanco.

3.8.2. Procedimiento para la determinacion de los Difractogramas

de Rayos X

Se tomaron 10g de la biomasa, y fueron colocados en un mortero de agata y se
trituraron finamente, después se colocaron en un frasco seco y este fue analizado, se
puso el polvo finamente dividido en un portamuestras y se obtuvo su espectro en un

Difractometro de Rayos X Siemens D5000.

35



3.8.3. Procedimiento para la observacion de la biomasa por

Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Una cantidad de 10g de biomasa se puso en contacto con las disoluciones de
CdSO,4 y ZnSO, 10°M vy se agité por 9 dias. Posteriormente se filtré y la biomasa se
suspendio en agua destilada, se puso en ultrasonido por un lapso de 5 min, tomandose
una muestra que se adhirié a un porta muestras y se llevé al Microscopio de Fuerza
Atomica. Se coloco la muestra para su observacion y se tomaron las fotografias de

porciones de biomasa con las nanoparticulas.

3.8.4. Procedimiento para la observacion de la biomasa por

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se tomaron 10g de biomasa y fueron puestas en contacto con disoluciones de
CdSO, y ZnSO, 10°M vy se agité por 9 dias. Después se filtrd y se dejé secar a

temperatura ambiente, libre de polvo y corrientes de aire.

En un porta-muestras especial para SEM se colocd la muestra finamente

pulverizada. La muestra fue colocada en la camara de vacio y se observo al microscopio,

se tomaron las fotografias de porciones de la biomasa pura y con las nanoparticulas.
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CAPITULO 4

4.1. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la cinética de crecimiento del Fusarium sp en presencia y

ausencia de los metales Cd** y Zn** se presentan en la Fig. 10.
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Figura 10. Curva de crecimiento del Fusarium sp (a) en ausencia de los metales

Cd?*y Zn** (b) En presencia de Cd®* y (c) en presencia del metal Zn*".



En la Figura 10 (a) se observa la curva de crecimiento que presenta el hongo
Fusarium sp en ausencia de los metales Cd y Zn, esta se describe como una curva de
crecimiento tipica con ausencia de fase de adaptacion, teniéndose un crecimiento
maximo expresado en peso seco de biomasa de 0.0326g obtenido en un tiempo de 216

horas de incubacion.

En contraste, la gréfica correspondiente a la cinética de crecimiento del hongo
Fusarium sp en presencia de los metales (b y ¢) muestran fases de adaptacion largas de
aproximadamente 120 h de incubacion y a partir de ahi se inician las fases logaritmicas o
de desarrollo a las 192 h. En estas condiciones de incubacion se tiene que a las 216 h se
obtuvo un crecimiento maximo de un 32 % * y 38% para Cd** y Zn®" respectivamente,
el cual es menor con respecto a lo obtenido en ausencia de dichos metales. La maxima

cantidad de biomasa fue de 0.0260 g y 0.0241g respectivamente.

Estos resultados reflejan la capacidad que tiene el hongo Fusarium sp para
sobrevivir en medios con Cd®* y Zn?* indicando que posee ciertos mecanismos como la
microprecipitacién para protegerse de los metales por lo que es capaz de reducir el SO4*

aS”.
Debido a su gran capacidad de crecer en medios contaminados con los metales de

estudio, en la figura 11 se muestran los resultados del seguimiento de la produccion de

las nanoparticulas de CdS y ZnS realizado a través del analisis de espectros de UV-Vis.
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Figura 11. Espectros UV-Vis del seguimiento se la produccion de nanoparticulas
por el hongo Fusarium sp a) en presencia de disoluciones de CdSO4 10°M y b) ZnSO,
10°M intracelularmente, mientras ¢) con CdSO; 10°M vy d) ZnSO, 10°M

extracelularmente en funcion del tiempo en dias.
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La figura 11 indica el seguimiento de la produccion de las nanoparticulas tanto
intra- como extracelularmente, donde se muestran bandas dentro del intervalo de
absorcion de CdS y ZnS obtenidos por el hongo, los cuales progresivamente se
incrementan durante la reaccién, donde estas bandas no aparecen en los controles

(CdSOq4, ZnS0O, y la biomasa de Fusarium sp) por lo que no hay falsos negativos.

La aparicion de bandas con longitud de onda méxima de 264 y 269 nm
respectivamente indica la obtencion de nanoparticulas, en el caso de la sintesis
extracelular a las 216 h la produccién de las nanoparticulas de CdS y ZnS es mas
pequefia que en el caso del proceso intracelular, esto es debido a la pobre secrecion de
enzimas reductasas producidas por el hongo hacia el medio, esto se debe a que Fusarium
sp necesita de gran cantidad de energia para poder asi secretar las enzimas al exterior.
En contraste a lo reportado en un estudio realizado por [66] donde encuentran bandas
con longitud de onda maxima de 450 nm son caracteristicas para las nanoparticulas de

CdS, mientras que la aparicion de bandas a 335 nm para el ZnS por método quimicos.

Con la reduccion del tamafio de particula la longitud onda maxima de la banda
de los semiconductores se hace mayor, ocurriendo el fenémeno de traslacion en el
espectro, el cual se aprecia por el corrimiento de la curva a longitudes de onda menores,

por lo que a este efecto se le denomina efecto cuantico del tamafio de la particula [48].

Los valores de la energia de banda prohibida (Eg) se calcularon a través de la

ecuacion de Planck modificada (Ec. 1).
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En donde A es la longitud de onda en nandmetros correspondiente a la
extrapolacion de una linea recta a partir de la curva de absorcion, la cual se convierte en

unidades de energia en electron volts (eV).

Los valores de E4 de los productos obtenidos se muestran en la tabla 3 donde se
manifiesta que los valores conseguidos son mayores a los reportados en literatura en
donde se encuentra que el valor de Eq para el CdS es 2.42 eV y para el ZnS es 3.6 eV

que fueron reportados en un estudio de nanoparticulas.

Tabla 3.- Longitud de onda y Energia de banda prohibida para los

compuestos sintetizados por Fusarium sp.

Ruta Sintesis Compuesto Eq (eV) A (nm)
Cds 3.70 335
Intracelular
ZnS 3.88 320
CdS 3.75 330
Extracelular
ZnS 3.91 317

Los andlisis de Difraccion de Rayos X de los semiconductores obtenidos por el

hongo Fusarium sp son mostrados en la figura 12.
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Figura 12. Difractogramas de rayos X para los semiconductores obtenidos por
Fusarium sp a) CdS intracelular, b) CdS extracelular, ¢) ZnS intracelular y d) ZnS

extracelular.

La Figura 12 muestra los patrones de difraccion de los semiconductores obtenidos (a,
b, ¢ y d) los cuales se compararon con los espectros de los compuestos en la base de
datos, en donde se notan la aparicion de picos los cuales concuerdan con los reportados
en la base de datos para los compuestos de interés, estos picos no son tan definidos como

consecuencia de la aparicion de ruido en los difractogramas (mayormente en la
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biosintesis de ZnS), indicando que el tamafio de particula es relativamente pequefio [69].

Los patrones de difraccion confirman la obtencién de particulas en tamafio nanométrico.

Los resultados obtenidos por Ultravioleta visible y difraccion de rayos X sugieren la
sintesis de particulas en tamafio nanométrico por lo que se determind utilizar la técnica
de microscopia de fuerza atdbmica para corroborar los datos obtenidos por las técnicas
anteriormente mencionadas. Las micrografias para el CdS y ZnS tanto intra como

extracelularmente se presentan en la figura 13.

Figura 13. Micrografias de Fuerza Atémica para los semiconductores producidos por

Fusarium sp.a) CdS intracelular, b) CdS extracelular, c) ZnS extracelular y d) ZnS

Intracelular.
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Las micrografias de Fuerza Atomica obtenidas para el hongo y las nanoparticulas de

los semiconductores CdS y ZnS biosintetizados se presentan en la figura 13.

Se observa la micrografia (a) hecha para el Fusarium sp donde se ve la hifa del
microorganismo sin bordes o golpes Y esta se utiliz6 como blanco para la produccién de
nanoparticulas, en contraste con las micrografias (b, ¢, d y €) en donde se manifiesta la
obtencion de nanoparticulas de forma esférica con tamafio de particula promedio de 250
nm para la sintesis de nanoparticulas del semiconductor CdS tanto intracelular como
extracelular, y de 101 nm para el ZnS respectivamente, debido a la diferente ruta de
sintesis. Ademas se distingue que las nanoparticulas tienden mayormente a tener una

morfologia preferentemente esférica.

En las micrografias de microscopia electronica de barrido (SEM) presentadas en la
figura 14 (a) se muestra la imagen de la biomasa de Fusarium sp apreciandose las hifas
y la pared celular mientras que en las micrografias (b y c) se observan la presencia de
nanoparticulas con morfologia esférica y tamafio de particula de 80-120 nm para ambos
compuestos. Ademas se aprecian aglomerados con tamarfios variables de 350-390 nm los
cuales estan adheridas al hongo, esto se debe a la presencia del grupo tiol (SH), presente

en la composicion de la pared celular.
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Figura 14. Micrografias de SEM (a) del hongo puro, (b) nanoparticulas de CdS y (c)

nanoparticulas de ZnS sintetizadas por el hongo Fusarium sp.
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CAPITULO5

5.1. CONCLUSIONES

Se logré mantener la pureza, viabilidad y la capacidad de sorciéon del hongo

Fusarium sp.

Se determind que el hongo Fusarium sp tiene la capacidad de crecer en medios

contaminados con los metales Cd*"y Zn*".

Los espectros de Ultravioleta Visible muestran un corrimiento de la longitud de
onda méaxima de absorcion hacia longitudes menores revelando la obtencion de
nanoparticulas estables con valores de Eg superiores a los reales, encontrando la

dependencia de la energia de banda prohibida con el tamafio de particula.
Se revel6 mediante el andlisis de patrones de difraccion de rayos X que el

Fusarium sp es capaz de sintetizar nanoparticulas de los semiconductores CdS y ZnS por

los mecanismos de nucleacién tanto intra- como extracelularmente.
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Las micrografias de fuerza atdmica comprueban la produccién de nanoparticulas de
morfologia esférica con un tamafios de 250 nm y 101 nm para el CdS y el ZnS

respectivamente, por ambos métodos de sintesis realizados por el hongo Fusarium sp.

Los analisis realizados por SEM corroboraron que la sintesis de nanoparticulas se
llevo a cabo satisfactoriamente, mostrando que dichas nanoparticulas tienen morfologia

esférica.

Se demostré que el hongo Fusarium sp tiene la capacidad de producir nanoparticulas

de CdS y ZnS bajo las condiciones utilizadas en este trabajo, siendo este una alternativa

limpia, barata y amigable con el ambiente para la sintesis de nanoparticulas.
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APENDICE A

TABLAS
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TABLA 4.- Resultados del crecimiento del hongo Fusarium sp (peso seco g) respecto al

tiempo, en caldo LB en ausencia y presencia los metales Cd** y Zn?*.

tiempo (h) peso seco (g)
LB Fusarium sp. LB Cd Fusarium sp. LB Zn Fusarium sp.
24 0.014 0.0124 0.0115
48 0.0157 0.0138 0.0126
72 0.0179 0.0159 0.0145
96 0.0196 0.0169 0.0156
120 0.0207 0.0180 0.0171
144 0.0217 0.0191 0.0177
168 0.0274 0.0195 0.0186
192 0.0318 0.0203 0.0196
216 0.0326 0.0223 0.0202
240 0.0329 0.0243 0.0223
264 0.0330 0.0254 0.0236
288 0.0332 0.0258 0.0239
336 0.0336 0.0260 0.0241
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Tabla 5.- Resultados del crecimiento del hongo Fusarium sp en caldo LB

Desviacion
Tiempo (h) | lerExp | 2doExp | 3er Exp | Promedio Estandar

24 0.00464 | 0.00465 | 0.00471 0.014 3.78594E-05
48 0.00523 | 0.00527 0.0052 0.0157 3.51188E-05
72 0.00594 0.006 0.00594 | 0.0179 3.4641E-05
96 0.00654 | 0.00649 | 0.00657 0.0196 4.04145E-05
120 0.0069 0.0068 0.007 0.0207 0.0001

144 0.00723 | 0.00721 | 0.00726 0.0217 2.51661E-05
168 0.00912 | 0.00917 | 0.00911 0.0274 3.21455E-05
192 0.0106 0.0107 0.0105 0.0318 1E-04

216 0.0109 0.0107 0.011 0.0326 0.000152753
240 0.01096 | 0.01094 0.011 0.0329 3.05505E-05
264 0.01098 | 0.01103 | 0.01099 0.033 2.64575E-05
288 0.01099 | 0.01095 | 0.01106 0.0332 5.56776E-05
336 0.0112 0.01121 | 0.01119 0.0336 1E-05

63




Tabla 6.- Resultados del crecimiento del hongo Fusarium sp en caldo LB suplementado

con el metal Cd?*.

Desviacion
Tiempo (h) | lerExp | 2doExp | 3er Exp | Promedio Estandar
24 0.00413 | 0.00415 | 0.00412 0.0124 1.52753E-05
48 0.0047 0.0044 0.0047 0.0138 0.000173205
72 0.0053 0.0054 0.0052 0.0159 0.0001
96 0.00563 | 0.00563 | 0.00564 0.0169 5.7735E-06
120 0.00595 | 0.00605 0.006 0.018 SE-05
144 0.00637 | 0.00639 | 0.00634 | 0.0191 2.51661E-05
168 0.0065 0.0064 0.0066 0.0195 1E-04
192 0.00677 0.0068 0.00673 | 0.0203 3.51188E-05
216 0.00743 | 0.00742 | 0.00745 0.0223 1.52753E-05
240 0.0081 0.008 0.0082 0.0243 0.0001
264 0.00846 | 0.00848 | 0.00847 | 0.0254 1E-05
288 0.0086 0.00859 0.0086 0.0258 5.7735E-06
336 0.00867 | 0.00866 | 0.00869 0.026 1.52753E-05
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Tabla 7.- Resultados del crecimiento del hongo Fusarium sp en caldo LB suplementado

con el metal Zn?*.

Desviacion
Tiempo (h) | lerExp | 2doExp | 3er Exp | Promedio Estandar
24 0.00383 | 0.00384 | 0.00382 | 0.0115 0.00001
48 0.0042 0.0043 0.0041 0.0126 1E-04
72 0.00483 | 0.00484 | 0.00482 | 0.0145 0.00001
96 0.0052 0.0052 0.00519 0.0156 5.7735E-06
120 0.0057 0.0057 0.0056 0.0171 5.7735E-05
144 0.0059 0.0058 0.0059 0.0177 5.7735E-05
168 0.0062 0.0064 0.006 0.0186 0.0002
192 0.00653 | 0.00654 | 0.00653 0.0196 5.7735E-06
216 0.00673 | 0.00675 | 0.00672 | 0.0202 1.52753E-05
240 0.00743 | 0.00744 | 0.00745 0.0223 0.00001
264 0.00786 | 0.00786 | 0.00785 | 0.0236 5.7735E-06
288 0.00797 | 0.00798 0.795 0.0239 0.454389096
336 0.00803 | 0.00805 | 0.00803 | 0.0241 1.1547E-05
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FIGURAS
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Figura 15. Observaciones Macroscépicas del hongo Fusarium sp.

Figura 16. Observaciones Microscopicas del Hongo Fusarium sp.
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