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METODO DE BIOSINTESIS DE MICROCRISTALES,
NANOCRISTALES Y PUNTOS CUANTICOS DE SULFURO DE PLOMO,
'CADMIO Y MERCURIO POR ESPECIES DE CANDIDA Y EL USO DE

LOS MISMOS.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de la biotecnologia, en especial a

métodos de sintesis de nanocristales realizados in vivo.
ANTECEDENTES

La belleza y propiedades extraordinarias de gemas naturales y minerales como
son zafiros, diamantes, esmeraldas, rubies, calcita, pirita, galena, cuarzos, entre otros, han
sido utilizadas por la humanidad durante siglos. No obstante, en las ultimas décadas los
minerales ampliamente utilizados en aplicaciones tecnoldgicas y biomédicas son aquellos
denominados biominerales, los cuales se encuentran en huesos, dientes, estromatolitos,
cascarones de huevo y conchas de nécar. La formacion de estos biominerales en la naturaleza
lleva miles de afios, pero el crecimiento de cristales in vitro ha permitido obtenerlos en dias,
semanas o algunos meses en los casos méas complejos (Henisch, 1986 a,b; Garcia-Ruiz,
1991). Sin embargo, el método mas interesante de crecimiento de cristales de importancia
tecnologica y biomédica, es realizado tanto por microorganismos procariotas como
eucariotas. En algunas ocasiones, estos biomiﬂerales son dificiles o imposibles de obtener in
vitro y es justamente cuando los microorganismos mediante el proceso de biomineralizacion,
siﬁtetizan microcristales, nanocristales, nanoparticulas o puntos cuanticos (Williams y cols.,

1996). Estos nanocristales son usualmente formados por una combinacién de procesos
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quimicos, bioquimicos y biofisicos. La biosintesis de nanocristales por microorganismos
representa una gran alternativa debido a su reproducibilidad, estabilidad y su relativa facil
obtencion comparada con los nanocristales sintetizados en condiciones in vitro (Williams y
cols., 1996; Inouye y cols., 1982; Borrelli y cols., 1987; Herron y cols., 1989). Ademas, los
nanocristales estables tienen una gran cantidad de aplicaciones en 4reas como la
nanotecnologia como sensores (Krumov y cols., 2007; Kowshik y cols., 2002), y conductores
cuanticos (Williams y cols. 1996), en sistemas bioldgicos como marcadores (Krumov y cols.,
2007), en el cuidado de la salud, cosméticos, industrias quimicas y del espacio, asi como en
el cuidado del medio ambiente en remediacién por su capacidad de quelar y detoxificar
intracelularmente iones de cadmio (Dameron y cols., 1989). Se han reportado levaduras como
Saccharomyces cerevisiae (Prasad y Jha, 2010), Schizosaccharomyces pombe y Candida
glabrata, como buenos productores de nanocristales formados por metales pesados y
péptidos con la estructura general (y-Glu-Cys)s-Gly (Dameron y cols., 1989). Aun cuando se
ha utilizado a C. glabrata como un microorganismo capaz de biosintetizar nanocristales de
CdS NPs, no se habia reportado si otras especies del género Candida eran capaces de
biosintetizar nanocristales al igual que esta levadura, y tampoco se habia descrito si estos
microorganismos eran capaces de producir nanocristales, microcristales o nanoparticulas en
presencia de otros elementos quimicos como el mercurio (II) o el plomo (II). Los
nanocristales formados por estos elementos son de especial interés, porque pueden ser
utilizados como monitores de la concentracion de estos metales pesados en medio ambientes
presumiblemente contaminados con estos elementos (Pham et al., 2015). Ademas, se ha
reportado que los nanocristales de HgS son un material tecnolégicamente importante, sin

embargo, debido a su inestabilidad y emisién débil han dificultado la gran cantidad de

aplicaciones en las que pueden ser utilizados (Yang y cols., 2015). Se han sintetizado
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quimicamente nanocristales de Cd:HgS/CdS, que han resultado ser estables y altamente
fluorescentes comparados con los HgS NCs también obtenidos mediante sintesis quimica
(Yangy cols., 2015). Otros grupos de investigacion han utilizado otras estrategias de sintesis
de nanocristales de AgS, pero todas ellas con un alto grado de complejidad (Han y cols.,
2014; Jeong y cols., 2014). Los nanocristales de PbS se han sintetizado quimicamente y al
igual que los nanocristales de HgS, también su obtencién requiere de una sintesis quimica
compleja y controlada (Lee y cols., 2016; Lim y cols., 2014). La obtencion de nanocristales
de PbS estables es de especial interés debido a su amplio uso en fotodetectores y celdas

solares (Lee y cols., 2016; Ko y cols., 2016; Lim y cols., 2014).

Con el objeto de superar los retos técnicos para la obtencion de nanocristales,
miérocristales y/o puntos cudanticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II),
la presente invencion surge de una estrategia mediante la utilizacién de microrganismos del
género Candida (método in vivo), con la finalidad de obtener nanocristales con alta
reproducibilidad y estabilidad, los cuales podran ser utilizados en una gran cantidad de
aplicaciones. Cabe hacer mgncién que dicha estrategia no ha sido abordada en ningun reporte

de arte previo, por lo que es novedosa, no obvia y sujeta a aplicacion industrial.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Celulas de Candida sin tratamiento.

Figura 2. Formacion de nanocristales extracelulares formados por las especies
de Candida en presencia de Pb**. Las células de Candida expuestas a plomo fueron
analizadas por medio del microscopio electrénico de barrido (MEB). La formacién de
cristales fue inducida por la adicién de 1 mM de nitrato de plomo en el medio de cultivo,

previo a la inoculacion de las levaduras.

Figura 3. Formacion de nanocristales intracelulares formados por las especies
de Candida en presencia de Hg?'. Las células de Candida expuestas a mercurio fueron

analizadas por medio del microscopio electrénico de barrido (MEB). La formacién de
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nanocristales fue inducida por la adicion de 1 mM de nitrato de mercurio, previo a la

inoculacion de las levaduras.

Figura 4. Formacién de nanocristales intracelulares formados por las especies
de Candida en presencia de Cdz".ALas células de Candida expuestas a cadmio fueron
analizadas por medio del microscopio electronico de barrido (MEB). La formacion de
nanocristales fue inducida por la adicién de 1 mM de nitrato de cadmio, previo a la

inoculacién de las levaduras.
Figura 5. Microcristales formados por especies de Candida.
Figura 6. Nanocristales formados por especies de Candida.
Figura 7. Puntos cuanticos formados por especies de Candida.

Figura 8. Analisis cualitativo de plomo presente en los cristales por medio de
Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS). Las muestras de las especies de
Candida observadas en el MEB fueron analizadas cualitativamente para determinar los
componentes principales. Como se muestra, los cristales estan formados del metal al que

fueron expuestos.

Figura 9. Anélisis cualitativo de mercurio presente en los cristales por medio
de Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS). Las muestras de las especies
de Candida observadas en el MEB fueron analizadas cualitativamente para determinar los
componentes principales. Como se muestra, los cristales estan formados del metal al que

fueron expuestos.
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Figura 10. Analisis cualitativo de cadmio presente en los cristales por medio
de Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS). Las muestras de las especies
de Candida observadas en el MEB fueron analizadas cualitativamente para determinar los
componentes principales. Como se muestra los cristales estdn formados del metal al que

fueron expuestos.

Figura 11. Patrones de Difraccion de Rayos X de polvos de las células control

de Candida.

Figura 12. Patrones de Difraccién de Rayos X de polvos de las células de
Candida expuestas a Pb?*. Las barras rojas representan la estructura cristalina del PbS, la
cual es la estructura ctibica Fm-3m. De las muestras se obtuvieron los picos de difraccién a

16 KeV.

Figura 13. Patrones de Difraccién de Rayos X de polvos de las células de
Candida expuestas a Hg?'. Las barras rojas representan la estructura trigonal P3,21 de HgS
(Auvray y Genet, 1973; Adamsy cols., 1970; Boggon y Shapiro, 2000). En todas las muestras

se obtuvieron los picos de difraccion a 16 KeV.

Figura 14. Patrones de Difraccion de Rayos X de polvos de las células
expuestas a Cd?*. Las barras rojas representan la estructura ctibica F-43m de CdS. En todas

las muestras se obtuvieron los picos de difraccion a 16 KeV.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe y reclama un método para la obtencion
de nanocristales, microcristales y/o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II)
o de plomo (II) en todas las especies de Candida (incluidas especies patégenas y no
patogenas) y se seleccionan a partir de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6,0.7,0.8,09,1.0,1.1,1.2,
1.3,14,1.5,1.6,1.7, 1.8, 1.9 y 2.0 mM de nitrato de plomo, nitrato de mercurio, nitrato de

cadmio o cloruro de cadmio a el medio de cultivo, como se indica en la figura 1.

En una modalidad adicional, la formacién de nanocristales, microcristales y/o
puntos cudnticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) por las especies de
Candida, se obtienen a partir de la exposicion de las células a diferentes concentraciones de
nitrato de plomo, nitrato de mercurio, nitrato de cadmio o cloruro de cadmio a el medio de
cultivo, las cuales comprenden desde 0 hasta 100 mM. Asimismo, la modalidad preferida del
método aqui descrito y reclamado, la concentracion de la sal utilizada es de 1.0 mM. Las
sales que se adicionan al medio comprenden clorurds, nitratos, sulfatos, carbonatos o
cromatos de cadmio, mercurio o plomo, aunque no se limitan a las mencionadas sales. La
temperatura de crecimiento de las especies de Candida en presencia de cualquiera de las sales

comprende un intervalo de 25 a 38 °C.

En una modalidad adicional de dicho método, la formacién de nanocristales,
microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) por
especies de Candida, se puede realizar con al menos una sal como se defini6 anteriormente,

pero en una modalidad preferida adicional se puede realizar una combinacion de sales.
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Asimismo, se reclama para la formacion de nanocristales, microcristales y/o
puntos cuanticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) por las especies de
Candida, el uso de diferentes medios de cultivo, los cuales pueden ser YP (extracto de
levadura, peptona), YPD (extracto de levadura, peptona, dextrosa en concentraciones que
pueden comprender desde 0 hasta 2%), YNB (sulfato de amonio, biotina, pantotenato de
calcio, acido félico, inositol, acido nicotinico, acido p-aminobenzoico, piridoxina HCI,
riboflavina, tiamina HCI, 4acido bérico, sulfato de cobre, ioduro de potasio, cloruro férrico,
sulfato de manganeso, molibdato de sodio, sulfato de zinc, fosfato de potasio monobasico,
sulfato de magnesio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, dextrosa en concentraciones que
pueden comprender desde 0 hasta 2%), Sabouraud (digerido enzimético de caseina, dextrosa
en concentraciones que pueden comprender desde 0 hasta 2%), Agar de Dextrosa y Papa
(PDA, infusién de papa, dextrosa en concentraciones que pueden comprender desde 0 hasta
2%), Agar Biggy (extracto de levadura, glicina, citrato-bismuto amoniacal, sulfito sédico,
dextrosa en concentraciones que pueden comprender desde 0 hasta 2%). Los medios de
cultivo descritos anteriormente pueden utilizarse en medio liquido o sélido. Otros medios de
cultivo que pueden ser utilizados son: agar cerebro de corazon, agar de Czapek-Dox, agar
extracto de malta, agar maltosa de sabouraud, agar de Littman con bilis de buey, caldo

corazon, caldo de Czapek-Dox, caldo extracto de malta, caldo triptona soya.

Dentro de una modalidad adicional a la presente invencién se describe y
reclama el uso de la metodologia descrita en diferentes usos ademas de la obtencion de los
nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de

plomo (II), usos como la bioremedacion en suelos y en cualquier tipo de agua.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Obtencion de los nanocristales, microcristales o puntos cudnticos de sulfuro

de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) por especies de Candida

La metodologia descrita y reclamada en la presente invencion para la
5 obtencion de sulfuro de nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de cadmio (II),
mercurio (II) o de plomo (II) por especies de Candida no ha sido descrita en ninguna base de

datos de patente.
De manera general, el método de la presente invencion es la siguiente:

Las células de C. ‘albicans, C. glabrata, C. krusei o C. parapsilosis en fase
10 exponencial a una ODsgonm 1.0 fueron divididas, y procesadas de la siguiente manera:
a. Las células de las cuatro especies de Candida fueron expuestas a
diferentes concentraciones (0, 0.5, 1.0, 1.5 0 2.0 mM) de cada uno de
los metales pesados Pb?*, Hg?* 0 Cd*" e incubadas con agitacién (100
a 280 rpm) a 28 °C durante 48 h, para permitir que las células
15 alcanzaran la fase estacionaria.

b. Posteriormente, las células de cada una de las especies de Candida en
fase estacionaria tanto de los cultivos control como los tratados con los
distintos metales fueron centrifugadas a 3500 x g durante 15 min a

4°C, obteniendo de esta manera las respectivas pastillas celulares.
20 c. Las pastillas celulares fueron lavadas cuatro veces con agua

desionizada estéril.
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. Las pastillas celulares fueron ajustadas a una OD600nm de 1.0, en 1.0

ml de regulador de lisis, el cual contiene 50 mM Tris—HCI, pH 7.2, 0.8
M sorbitol, 0.8 M KCl, 10 mM MgSO4, 15 mM B-mercaptoetanol y
0.25 mg de liticasa e incubadas a 37 °C.

Después de 3 h de incubacion, las células fueron observadas con un
microscopio Zeiss Axiostar (Carl Zeiss, Jena, Germany) para asegurar
que las células habian perdido la pared celular (células denominadas
en esta condiciéon como protoplastos).

De esta manera, se obtuvo el 90% de protoplastos, los cuales fueron
colectados y gentilmente lisados (ruptura celular, para permitir la
liberacion de los cristales sin dafiarlos) al resuspenderlos en 500 pL de

agua desionizada estéril.

. Finalmente, los nanocristales, microcristales o puntos cuénticos de

sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) fueron obtenidos
de los restos celulares por medio de una centrifugaciéon a 120 x g

durante 3 min.

. Una vez obtenidos los nanocristales, microcristales o puntos cuanticos

de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) puros se
tomaron las microfotografias de los mismos por medio del
microscopio electronico de barrido (MEB), y se realizo el anélisis de
los elementos quimicos por medio de Espectrometria de dispersion de
energia de rayos X (EDS).

El tratamiento de las muestras para ser observadas al MEB y

analizadas por EDS, fue como se describe a continuacion: las muestras
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fueron secadas por liofilizacion y posteriormente cubiertas con una
capa de oro coloidal.

Después, las muestras fueron observadas en el microscopio
electrénico de barrido, modelo EVO HD15, high definition ZEISS®.
Finalmente, las muestras fueron fotografiadas usando el detector de
electrones secundarios (SE1) a 15 kV en condiciones de alto vacioy a
una distancia de trabajo de 4 mm. Como se muestra en las figuras 1 a
la 10, las células de Candida sintetizaron microcristales, nanocristales
o puntos cuanticos de PbS, HgS o CdS. Esto indica que el método de
la presente invencion es 100% especifico para la formacion de cristales

para las especies de Candida.

. Con el objeto de comprobar la conformacién y composicién quimica

de los nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de
cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II), se realiz6 el andlisis de
difraccién de rayos X en polvo (XRPD), en el Sincrotrén Elettra en
Trieste (Italia) (Lausi y cols., 2015).

Se recogieron patrones de difraccion de polvo, en modo de
transmision, a temperatura ambiente (25 °C) con una longitud de onda
monocromatica de 0.77491 A (16 KeV) y 200 - 200 pm?2 de tamafio de
punto, utilizando un detector de area de pixeles hibridos Pilatus 2M.
Se colocaron las muestras de células de Candida liofilizadas en
capilares de borosilicato con un didmetro de 700 um (10 pm de espesor
de pared). Se analizaron las muestras blanco de la misma manera,

colectando de esta manera datos sobre células liofilizadas no expuestas
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a metales pesados pero tratadas con el mismo protocolo (pardmetros
de crecimiento, etapas de lavado y liofilizacién). La pequeiia cantidad
de muestras cargadas con cadmio disponibles (limitadas por la alta
toxicidad del metal) impidi6 el uso de capilares; por lo tanto, estos
polvos se "pegaron" en un circuito de Kapton circular de 300 pm
utilizando N-paratone. El patrén en blanco para estas muestras se
refiere a la difraccion del bucle vacio que contiene una cantidad similar
de aceite. Los patrones bidimensionales de polvo se han integrado
utilizando el programa Fit2D (Hammersley y cols., 1996;
Hammersley, 2016), después de la calibracién preliminar de la
configuracion del hardware, utilizando un capilar lleno de polvo de
referencia estandar LaB6 (NIST 660a). Los espectros de fluorescencia
se han registrado para todas las muestras, durante la adquisicion de
datos de difraccion en un detector de deriva de silicio Amptek X-
123SDD, perpendicular al haz de rayos X. Como se puede apreciar en
las figuras 12 a la 14 los patrones de difraccion de Rayos X confirman

la presencia de los metales bioacumulados. Los espectros de

‘fluorescencia de sincrotrén de radiacion confirman la presencia de

metales pesados bioacumulados esperados en células liofilizadas, con
un patrén superponible entre diferentes lineas celulares (Figs. 12-14).
Ademas, se han encontrado zinc enddgeno y otros metales comunes
(K, Fe), incluso en muestras en blanco (Figura 4A). Los patrones de
rayos X recogidos en células de Candida no expuestas a metales

pesados (espacios en blanco) muestran picos anchos que estan de
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acuerdo con datos previos publicados para glucanos extraidos de la
pared celular (Lowman y cols., 2014) y fases lipidicas "mal ordenadas"
(Fidan y cols., 2014) (dando pico de ancho de ~ 4.3 A). Los patrones
en blanco de las cuatro especies de Candida analizadas son
superponibles (Fig. 11). La introduccién de 4dtomos pesados en las
células agrega sefiales mas nitidas al fondo en blanco, que pertenecen
a las nanoparticulas metalicas cristalinas. Para las células cargadas con
plomo (Figura 12), las sefiales agudas coinciden muy bien con las
posiciones pico esperadas para la fase clbica cristalina Fm-3m galena
(PbS) (Noda y cols., 1987); las muestras de diferentes lineas celulares
son equivalentes. Estos resultados muestran que los nanocristales son
formados en presencia de Pb?* en las cuatro especies de Candida estan
formados por PbS (Figuras 12). Interesantemente, al analizar por
radiacién sincrotrén, los nanocristales formados con Hg?* por cada una |
de las especies de Candida, tiene diferente composicion quimica. Asi,
los patrones de difraccion cambian significativamente, entre las
diferentes muestras cargadas de mercurio (Figura 13). Los picos de
XRD para C. glabrata, C. krusei y C. parapsilosis pueden interpretarse
como cristales trigonales de cinabar (HgS) P3221 (Auvray y Genet,
1973; Clever y cols., 1985). Las sefiales de C. parapsilosis son mucho
mas débiles en comparacion con otras lineas celulares (Fig. 13), lo que
sugiere una cristalizacion in vivo de nanocristales mercurio menos
eficiente. Resultado que estd en concordancia con lo encontrado en el

SEM, en nanocristales de mercurio (Fig. 6). Los resultados por
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radiacion sincrotrén demostraron que las células cargadas de cadmio
se han medido en pequefias cantidades de células liofilizadas, debido
a la alta toxicidad de este metal para Candida, que inhibia la
proliferacién celular y sugiriendo la ausencia de un mecanismo de
desintoxicacion eficiente para este metal en Candida. Ademas, el
metal bioacumulado proporciona picos de difraccion muy pequefios
que podrian explicarse con la presencia de particulas cristalinas
diminutas ("cuanticas") como se informé previamente en la literatura
(Williams y cols., 1996). Los picos son més pronunciados en el patrén
de C. glabrata y su posicion se asemeja a las posiciones esperadas de
los picos para una fase cibica F -43m Hawleyite (CdS) (Malik y cols.,
1993; Barnes y Bosch, 2006; Shakouri-Arani y Salavati-Niasari, 2014)
(Fig. 14). Con esto se comprueba que el método utilizado para obtener
nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio
(I1), mercurio (II) o de plomo (II) por las especies de Candida se lleva
acabo con un 100% de especificidad, debido a que no se han reportado
anteriormente en este género y este es el primer reporte de su utilidad.
Con esto se comprueba que el método utilizado para obtener
nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio
(I1), mercurio (II) o de plomo (1) por las especies de Candida se lleva
a cabo con un 100% de especificidad, debido a que no se han reportado

anteriormente en este género y este es el primer reporte de su utilidad.
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La formacién de nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de
sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) en otras especies
filogenéticamente relacionadas a las especies del género Candida, podran utilizar la
misma metodologia que se presenta en la presente invencion. Algunas de estas
especies pueden ser las siguientes, aunque no se encuentran limitadas exclusivamente
a ellas: Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces castelli, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces kudriavzevii,
Saccharomyces mikatae, Saccharomyces parodoxus, Debaryomyces hansenii,

Kluyveromyces waltii, Ashbya gossypii, Kluyveromyces lactis y Yarrowia lipolytica.

Anélisis comparativo del método de sintesis in vitro vs el método de sintesis in vivo

de la presente invencién

Con el objeto de probar cabalmente la ventaja competitiva del método
desarrollado en la presente invencién contra los métodos de sintesis in vitro
tradicionales, a continuaciéon se hace un comparativo de los tiempos de ambos
métodos: |

Método de sintesis tradicional in vitro. Este método consiste en
sintetizar los cristales de PbS, HgS y CdS mediante el método del gel utilizando dos
tipos de hidrogeles: el primero era un agarosa de bajo punto de fusién, y el segundo
era un gel obtenido por la neutralizacion de la solucién de metasilicato de sodio con
acido acético. Tiempo de obtencion: 3 semanas.

Método de sintesis de la presente invencion: 2 dias.

Una modalidad adicional de la presente invencién comprende un

método de obtencién de nanocristales, microcristales o puntos cudnticos de sulfuro
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de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) con alguna de las especies
filogenéticamente cercanas a las especies de Candida o levaduras con las cuales

compartan caracteristicas. Variantes en utilizar alguno de estos microorganismos

seran facilmente deducibles por un técnico en la materia y quedan comprendidas

dentro del alcance de la presente solicitud.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método in vitro para la obtencién de nanocristales, microcristales o puntos cuanticos
de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de plomo (II) por especies del género Candida que

comprende las siguientes etapas:

a) Exponer células del género Candida, que se encuentren en fase exponencial a una
ODgoonm 1.0, a una concentracion en el intervalo de 0- 2.0 mM de cada uno de los
metales pesados Pb?’, Hg*" o Cd** e incubarlas con agitacién (100 a 280 rpm) a 28°C
durante 48 h, para permitir que las células alcancen la fase estacionaria.

b) Centrifugar a 3500 x g durante 15 min a 4 °C las células de cada una de las especies
de Candida en fase estacionaria tanto de los cultivos control como los tratados con
los distintos metales , obteniendo la formacidn de las respectivas pastillas celulares.

c) Lavar cuatro veces con agua desionizada estéril las pastillas celulares.

d) Ajustar las pastillas celulares a una OD600nm de 1.0, en 1.0 ml de regulador de lisis,
el cual contiene 50 mM Tris—HCI, pH 7.2, 0.8 M sorbitol, 0.8 M KCI, 10 mM MgSO4,
15 mM B-mercaptoetanol y 0.25 mg de liticasa e incubar a 37 °C.

e) Después de 3 h, observar las células con un microscopio Zeiss Axiostar (Carl Zeiss,
Jena, Germany) para asegurar que las células perdieron la pared celular
(protoplastos).

f) Colectar los protoplastos y lisarlos mediante resuspension en 500 pL de agua
desionizada estéril para liberar los cristales.

g) Obtener de los restos celulares por medio de una centrifugacion a 120 x g durante 3
min los nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio (II),

mercurio (II) o de plomo (II).

¢L180v
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2.- El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
microorganismo a utilizar sea de organismos filogenéticamente cercanos o comparta
caracteristicas con las especies del género Candida, seleccionados preferentemente de entre

C. albicans, C. glabrata, C. krusei o C. parapsilosis.

3.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque la concentracion
de plomo, cadmio o mercurio presente en el medio de cultivo de Candida comprende de 0 a

100 mM.

4.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque las sales que se
adicionan al medio de cultivo comprenden cloruros, nitratos, sulfatos, carbonatos o cromatos

de cadmio, mercurio o plomo.

5.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque la temperatura

de crecimiento de los microorganismos comprende un intervalo de 25 a 38 °C.

6.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado porque se puede utilizar

una sal o una combinacion de varias sales del mismo metal u otro metal.

7.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio de
cultivoes YP, YPD, YNB, PDA, agar Biggy, agar cerebro de corazon, agar de Czapek-Dox,
agar extracto de malta, agar maltosa de sabouraud, agar de Littman con bilis de buey, caldo
corazon, caldo de Czapek-Dox, caldo extracto de malta o caldo triptona soya, tanto en medio

liquido como soélido.

g'/ \ IMPI
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion describe y reclama un método in vivo de obtencion de
nanocristales, microcristales o puntos cuanticos de sulfuro de cadmio (II), mercurio (II) o de

plomo (II) por especies del género Candida, asi como el uso de los mismos.
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