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RESUMEN

En los altimos afios el uso de los nanomateriales en diversas areas de ciencia e ingenieria va aumentado
consideradamente. En la agricultura no es la excepcion, debido a la necesidad de buscar nuevas
alternativas a los fungicidas tradicionales para el desarrollo de los granos de maiz y otros cereales. En
este trabajo se llevd a cabo un estudio de la citotoxicidad de un material compuesto por quitosano-
nanotubos de carbono (CNT) aplicados al hongo Aspergillus parasiticus como apoyo en la agricultura
y conservacién de alimentos. Se determingd la citotoxicidad del material compuesto mediante la técnica
experimental de microscopia 6ptica al evaluar el nimero de esporas germinadas donde se evidencié la
inhibicién del crecimiento de hifas en el cultivo del hongo Aspergillus parasiticus. Se utiliz6 la
microscopia electrénica de transmision (TEM) donde se encontré que los nanotubos de carbono se
encuentran inmersos en la matriz polimérica del quitosano y se observé la presencia de nanoagregados
de quitosano de 50 nm de didametro que se localizan a su vez a modo de recubrimiento sobre la superficie
de los CNT. Este trabajo es una evidencia de que el uso de nanomateriales presenta una buena

herramienta en el combate de agentes patdgenos en la agricultura.
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Application of Nanomaterials in Agriculture

ABSTRACT

In recent years, the use of nanomaterials in various areas of science and engineering has increased
considerably. In agriculture it is not the exception, due to the need to look for new alternatives to
traditional fungicides for the development of corn grains and other cereals. In this work, a study of the
cytotoxicity of a material composed of chitosan-carbon nanotubes (CNT) applied to the fungus
Aspergillus parasiticus as support in agriculture and food preservation was carried out. The cytotoxicity
of the composite material was determined through the experimental technique of optical microscopy by
evaluating the number of germinated spores where the inhibition of hyphal growth in the culture of the
Aspergillus parasiticus fungus was evidenced. Transmission electron microscopy (TEM) was used,
where it was found that the carbon nanotubes are immersed in the chitosan polymer matrix and the
presence of chitosan nanoaggregates of 50 nm in diameter was observed, which in turn are located as a
coating on the surface of the CNTSs. This work is evidence that the use of nanomaterials presents a good

tool in the fight against pathogens in agriculture.
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INTRODUCCION

En la actualidad la agricultura enfrenta grandes retos en el uso de herbicidas, fungicidas, bactericidas
que deben tener el menor impacto al ser humano y ecolégico, reducir las mermas generadas debido a
las diferentes plagas de hongos que afectan los cultivos. Ademas, se busca reducir el gran impacto
econdmico en la agricultura que representa alrededor del 40 por ciento del total de los cultivos. Las
plagas no solo afectan la produccion agricola, sino que afectan también la calidad del cultivo.

El género Aspergillus se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza como un microorganismo
saprofito que puede encontrarse en frutas, verduras u otros sustratos ricos en fuentes de carbono.
Algunas especies estan significativamente involucradas en el deterioro de los alimentos, como es el caso
del Aspergillus parasiticus, que producen metabolitos secundarios 0 micotoxinas que son agentes
toxicos y cancerigenos que causan algunas enfermedades en animales y humanos (Makhuvele et al.,
2020).

Histéricamente los tratamientos para combatir las plagas en los cultivos son altamente contaminantes,
por lo cual existe un gran interés por estudiar y desarrollar materiales que presenten propiedades
fungicidas y sean amigables con el medio ambiente. Los aceites esenciales de canela, pimienta, Schinus
molle (pirul), encapsulada demostraron tener un alto nivel en la inhibicion de crecimiento de hongo
Aspergillus parasiticus y Niger (Lopez-Meneses et al., 2018). Las nanoparticulas de éxido de cobre
(Soleimani et al., 2022), y las de 6xido de zinc son empleadas en el combate de hongos y como ciertos
patdgenos, respectivamente.

Figura 1. Nanotubo de carbono y monémero de quitosano

En la Figura 1 se muestra la representacion esquematica de un nanotubo de carbono y un mondmero de quitosano.
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Debido a que es un material inocuo para el ser humano (Barrera-Ruiz et al., 2020; Pandey et al., 2020)
el quitosano ha sido empleado en el combate de hongos y bacterias (Badawy et al., 2021). El quitosano
es un polimero catiénico natural, biodegradable, no téxico y con un gran nimero de aplicaciones en
biotecnologia (Kritchenkov et al., 2020) (ver Figura 1). Es un material con gran potencial en aplicaciones
bioldgicas como son aplicaciones antimicrobianas, transportador de farmacos, trata de aguas residuales
entre otras (Mathew et al., 2021). Sin embargo, presenta menor toxicidad que los fungicidas
tradicionales. Por lo cual se estudian diferentes métodos para mejorar las propiedades antimicrobianas
del quitosano.

En los métodos experimentales para la obtencion de nanoparticulas de quitosano, la importancia reside
en el control del tamafio y forma, e incorporar nuevos materiales a su interior (Sathiyabama &
Muthukumar, 2020; Sotelo-Boyas et al., 2015), ya que la superficie de contacto aumenta cuando el
tamafio de particula es menor, por lo tanto, existe una mayor interaccion electrostatica entre el quitosano
y la membrana plasmatica del hongo (Castelo Branco Melo et al., 2018). Otra alternativa es hacer uso
de otros materiales para crear materiales compuestos. Diversos estudios demostraron que las
propiedades del quitosano y nanoparticulas de quitosano mejoran sus propiedades catidnicas con la
presencia de iones metéalicos como el cobre, provocando una mayor interaccion electrostatica
nanoparticula/membrana, induciendo cambios morfol6gicos severos, provocando agujeros en la
membrana y muerte celular (Contreras-Cortés et al., 2019). Los nanotubos de carbono (CNT) han
mostrado aplicaciones prometedoras debido a sus propiedades excepcionales en comparacién con varios
nanomateriales.

Los nanotubos de carbono (CNT) son estructuras cilindricas formados por hexagonos, en cada vértice
se encuentra posicionado un atomo de carbono, la longitud de los nanotubos se extiende hasta los
milimetros y su radio puede ser menor a 10 nm, y se distinguen por sus propiedades mecanicas, térmicas
y eléctricas (Patel et al., 2014) (ver Figura 1). Los CNT pueden ser nanotubos de carbono de pared
simple, doble pared o multipared. Ademas de eso, estudios muestran que los CNT son excelentes agentes
antimicrobianos (Teixeira-Santos et al., 2021). La eficiencia de los CNT en la eliminacion microbiana
se ve afectada por varias condiciones, como la temperatura, el pH, el tiempo de retencion, la

composicion del soluto y del solvente (Patil et al., 2021). Sin embargo, los CNT presentan un alto grado
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de toxicidad para el ser humano (Zhao et al., 2019), por lo cual se deben de utilizar materiales para
recubrirlos si se desea utilizar en el area bioldgica (Jiang et al., 2014). Por lo mencionado, en este trabajo
se estudiara un material compuesto por quitosano y nanotubos de carbono multipared, para potencializar
las propiedades fungicidas de ambos materiales.

METODOLOGIA

Preparaciones de muestras

Para las muestras, se emplean tres pesos moleculares de quitosano (bajo de 70-190 kDa, medio de 190-
310 kDa y alto de 310-390 kDa) y nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT). Los reactivos
guimicos de quitosano y MWCNT se adquirieron de Sigma-Aldrich y se usaron sin purificaciones
previas. Mientras que el disolvente utilizado fue una mezcla de agua ultra purificada (con al menos una
conductividad eléctrica de 18,2 MQ/cm) y acido acético glacial de J. T. Baker con peso molecular de
60.05 g/mol.

Se preparé una disolucion acida al 2% utilizando acido acético donde se agreg6 quitosano a la disolucion
acida 2% (p/v). Estas muestras se colocaron por dos horas en un agitador magnético a 130 RPM para
después colocarlas una hora en el sonicador para homogeneizarlas. Después de que la solucion de
quitosano fue homogeneizada se agregaron los nanotubos de carbono multipared con una relacion de
peso de 5:1 (quitosano-nanotubo de carbono) y se repiti6 el proceso de homogeneizacion.
Preparacion del inoculo Aspergillus parasiticus

En la preparacion en inoculo se utilizé la cepa Aspergillus parasiticus (ATCC 16992), seleccionada en
funcion de su importancia en la alimentacion por ser una especie productora de toxinas. La cepa se
activé en agar papa dextrosa (PDA, Bioxon, EE. UU.) acidificada con &cido tartarico (10% p/v) y se
incub6 durante 5 dias a 25 + 2 °C. Las esporas desarrolladas se resuspendieron agregando medio de
cultivo liquido Czapek estéril, agitando con una barra magnética estéril durante 1 min. La concentracion
de la suspensidn de esporas se determind por recuento en una camara de Neubauer (Brand, Alemania)
y el indculo se ajusté a una concentracion de 1.0 x 10° esporas/ml.

Para determinar los efectos de la mezcla de quitosano y nanotubos de carbono multipared en la
germinacion de las esporas, se utilizé una microplaca de 12 pozos. En cada pocillo se colocé una muestra

de 500 pl de caldo Czapek y luego 6 diferentes tratamientos, 3 de quitosano con diferentes pesos
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moleculares y 3 de nanotubos de carbono con los diferentes quitosanos con un volumen final de 500 pl
para ser analizada con agua esterilizada. Los portaobjetos de microscopio se colocaron en el fondo de
cada pocillo y se inocularon con aproximadamente 10 x 5 esporas ml — 1 y se incubarona 28 +2°C. a
las 24 h se determind el nimero de esporas germinadas contando 100 esporas (germinadas y no
germinadas) utilizando un microscopio optico.

Determinacion morfolégica

El conteo de esporas germinadas se llevo a cabo utilizando un microscopio optico (Olympus CX31,
Japdn) conectado a una cdmara Infinity 1 (Media Cybernetics, EE. UU.) utilizando un objetivo de 40x.
Se hizo el conteo de 100 esporas por duplicado por cada tratamiento.

Las micrografias TEM se obtuvieron con un microscopio electronico de transmision modelo JEOL
JEM2010F.

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 2

Tortilla de maiz y panes de harina de trigo con hongos

En la Figura 2 se presenta la aparicion de hongos en las superficies expuestas en una tortilla de maiz (A)
y en panes de harina de trigo (B).

El maiz y el trigo representan la base de la alimentacion de la poblacién mexicana (en la presentacion
de tortilla y pan). Uno de los problemas que presentan estos alimentos es referente al proceso de
conservacion, tanto del grano como del producto final (tortilla, pan, etc.) es la aparicion de

microorganismos (bacterias, hongos) (Jin et al., 2022; Souza, 2022). Los hongos son visibles a simple
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vista debido a la aparicion de hifas que presentan. Algunos de los hongos que se presentan en los
alimentos como tortillas de maiz, trigo o pan de trigo pueden ser perjudiciales al ser humano. Los hongos
més dafiinos son del género Aspergillus, que producen aflatoxinas que poseen propiedades
inmunosupresoras y estan clasificadas como los cancerigenos naturales mas potentes que se conocen,
segun la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC).

Figura 3. Microscopia oOptica a 40x de esporas Aspergillus parasiticus en medio Czapek liquido, en

solvente acuoso.
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En la Figura 3 se observan los nanotubos de carbono multipared recubiertos de nanoagregados de
quitosano (indicado en la figura).

Germinacion de esporas

La germinacién de esporas es un indicativo de la adaptacion fangica a la presencia de factores externos
adversos (ver Figura 3). La inhibicidn del crecimiento de hifas en el hongo (ver Figura 3) es atribuido a
las inadecuadas condiciones para su pleno desarrollo (temperatura, pH, humedad). EIl quitosano, en
medio acido se protoniza, y al interactuar con los fosfolipidos en la membrana celular lleva a cabo una
redistribucién de la carga superficial de la membrana (Wang et al., 2017). El desequilibrio electrostatico
de la membrana celular trae por consecuencias el impedimento de alimentacion adecuada del hongo en

Su entorno.
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En este trabajo se observé un crecimiento, en la etapa de germinacion, de esporas de Aspergillus
parasiticus hasta 24 h después de la inoculacion en el medio control (MC) (Figura 4). La presencia del
material compuesto evito el proceso de germinacion con respecto al control. También se observé que el
efecto sobre la germinacion no dependia del peso molecular utilizado en los tratamientos. La actividad
inhibidora del material fue altamente efectiva para evitar la germinacion del hongo.

Figura 4

Imagenes de microscopia dptica a 40x de esporas Aspergillus parasiticus crecidas en medio Czapek

liquido, quitosano-CNT, quitosano-, a 24 horas despueés de inoculacion.

En la Figuras 4A, 4B y 4C, se observa una disminucion en el efecto inhibitorio sobre la germinacion de
esporas al agregarle la mezcla de quitosano-CNT respecto a las muestras de Aspergillus parasiticus

(Figura 1).
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Al igual que en el crecimiento radial, el tamafio del compuesto de quitosano-CNT afect6 la germinacion
de las esporas de Aspergillus parasiticus. En nuestra opinion, esto efecto puede ser atribuido a una
diferente redistribucion de carga sobre los materiales grafitosos, lo que ocasionaria la aparicion de
dipolos temporales inducidos sobre la superficie exterior de los CNT. La carga en el material es un factor
muy importante que debe de tomarse en cuenta debido a que su interaccion con los componentes
negativos presentes en la pared celular de la espora del hongo. Los cambios morfol6gicos encontrados
en las esporas fueron mas notables y evidentes en los medios que contenian el compuesto quitosano-
CNT. La superficie de contacto aumenta cuando el tamafio de particula es menor, por lo tanto, existe
una mayor interaccidn electrostatica entre el quitosano y la membrana plasmaética del hongo.

Figura 5

Microscopia Electronica de Transmision

En la Figura 5 se presenta una imagen de microscopia electronica de transmision (TEM) de CNT
recubiertas por quitosano. La presencia de agregados esféricos de 50 nm de diametro compuestas de
quitosano sobre la superficie del CNT se puede observan (ver Figura 5). En la imagen se observan

agregados esféricos de quitosano interactuando con el CNT, los cuales se aglomeran para formar
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estructuras jerarquicas filiformes con tamafios superiores a un micrémetro. La interaccion de CNT y los
agregados esféricos de quitosano se llevan a cabo mediante interacciones del tipo Van der Waals. La
interaccion se da entre el anillo bencénico del CNT y los grupos OH presentes en el monémero del
quitosano.
CONCLUSIONES
En este trabajo se llevd a cabo un estudio de materiales compuesto de quitosano-CNT para la
erradicacion del hongo Aspergillus parasiticus, como apoyo en la agricultura y conservacion de
alimentos. Mediante la técnica experimental de microscopia Optica se evidenciaron la inhibicion del
crecimiento de hifas en el cultivo del hongo Aspergillus parasiticus, el cual afecta el desarrollo de los
granos de maiz y otros cereales. En la mezcla de quitosano-CNT se observé mediante TEM la presencia
de nanoagregados de quitosano de 50 nm de didmetro que se localizan a su vez a modo de recubrimiento
sobre la superficie de los CNT. La interaccion de Van der Waals de CNT y agregado de quitosano
presentan un dipolo temporal (o dipolo de Keesom) que llevan a cabo un desequilibrio electrostatico de
la superficie de la membrana celular del hongo, lo que impide también el crecimiento de las hifas. En
este trabajo se evidencia que el uso de nanomateriales presenta una buena herramienta en el combate de
agentes patdgenos en la agricultura.
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