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Resumen

En este trabajo se realizd la sintesis verde y caracterizacion de AgNPs y Ag>0O Nps utilizando
el extracto de Dunaliella salina SQ como agente reductor, se demostrd que para este método
la luz funciona como un catalizador y que el tiempo de formacion de las NPs es dependiente
de la intensidad de la luz inducida. Ademas, se llevo a cabo la identificacion in sillico del gen
codificante para la enzima PSY que se considera la primer reguladora en la ruta metabdlica
del B-caroteno, sustancia que participa en la sintesis de las AgNPs, se encontré que D. salina
SQ no comparte el gen PSY con la Unica secuencia de este gen reportado para la misma
especie, sin embargo presenta una cobertura de 100% para el gen PSY de Dunaliella
bardawil 847 pero presenta cinco variaciones en la secuencia de nucleétidos: cuatro SNV y
una INDEL. Por ultimo, en este estudio se propone una direccién de trabajo hacia el
aprovechamiento del estudio de la biologia molecular y de la genética para el progreso y

perfeccionamiento de los métodos verdes para la sintesis de materiales.
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Introduccidn

Nanociencia y Nanotecnologia

En 1959 los términos Nanociencia y Nanotecnologia (NyN) fueron presentados a la
Sociedad Americana de Fisica durante la conferencia “There’s Plenty of Room at the Bottom:
An invitation to Enter a New Field of Physics” de Richard Feynman, quien propuso el estudio
de la materia a nano-escala como un camino para revolucionar la ciencia moderna. En su
vision, la nanotecnologia nos permitiria desarrollar tecnologias tales como la fabricacion de
nanoestructuras, la produccion de materiales y dispositivos mediante mecanismos de
evaporacion, el “nano copiado” y la manipulacion de los dtomos (Bayda et al., 2019; Hulla

et al., 2015; Lindsay, 2010).

En la actualidad la nanotecnologia se define como el disefio, la sintesis,
caracterizacion y aplicacion de materiales, dispositivos y sistemas controlando su forma y
tamafio con precision atomica. De acuerdo a la Fundacion Nacional de los Estados Unidos,
la NyN es el estudio basado en varios parametros clave para controlar el procedimiento de
sintesis en la fabricacion de materiales con dimensiones en el rango de 1 a 100 nm. A la vez,
estos materiales pueden ser combinados de diferentes maneras para aprovechar sus diversas
propiedades y formar novedosas estructuras (Bayda et al., 2019). La nanotecnologia es
requerida por los diferentes campos de la ciencia y la industria para suplir diferentes
demandas de acuerdo a los retos que cada una de estas representa. Las nanoherramientas,
nanomateriales y nanodispositivos pueden ser utilizados en un rango grande de sectores,
abarcando desde tecnologia de la informacion, la industria aeroespacial y de transportacion,
electronica, seguridad nacional y defensa, textiles y confeccion, biotecnologia y agricultura,

alimentos y nutricion hasta medicina y salud, entre muchos otros (Kumar et al., 2023).



La importancia de los nanomateriales radica en sus propiedades unicas y mejoradas
en comparacion a su contraparte en la macroescala, siendo la mayor diferencia el aumento
del area superficial y del radio superficie-volumen que permite llevar a cabo procesos de
manera mas eficiente. Ademas, dichas propiedades pueden ser manipuladas si se controlan
ciertas variables como el método de fabricacion, la forma, tamafio y composicién quimica,
lo que hace muy conveniente la aplicacion y el aprovechamiento de estos (Cao, 2004;

Hobson, 2011).

Nanoparticulas

De acuerdo a la agencia de la Unidon Europea se define a los nanomateriales (NM)
como un material natural o sintético que contiene particulas en un unbound state o como un
agregado o aglomerado donde el 50% o mas de las particulas tienen una dimension dentro
del rango de 1-100 nm. Ademas de la escala, presentan propiedades tnicas como su forma,
area especifica y reactividad, haciéndolos muy distintos de los materiales en bulto (Satish

Arvind Ahire et al., 2022).

Los NM cero dimensionales (0D) son materiales que tienen sus tres dimensiones
(x,y,z) en la nanoescala, usualmente representados como nanoparticulas (NPs) esféricas. Las
NPs han sido consideradas como las precursoras de la nanotecnologia ya que tienen
propiedades estructurales unicas tales como tallas ultra-pequefias, una gran relacion
superficie-volumen y una mayor cantidad de sitios activos por unidad de masa (Khan et al.,
2019; Sulaiman et al., 2013; Wang et al., 2020). Con el tiempo, el estudio de las NPs se ha
vuelto cada vez mas grande creando cada vez mas variaciones de este tipo de material,
tenemos nanoparticulas basadas en carbono, nanoparticulas organicas, nanoparticulas
inorganicas, nanoparticulas 6xido-metélicas, nanoparticulas magnéticas y nanoparticulas

metalicas (Satish Arvind Ahire et al., 2022).

Como su nombre lo indica, las nanoparticulas metalicas (MNPs) son entidades con
nucleos compuestos de metales inorganicos puros, por ejemplo, de oro, platino, titanio, zinc,
cerio, hierro y talio o de 6xidos metalicos, que suelen tener un recubrimiento ya sea de

moléculas organicas, inorganicas o de otro 6xido metalico (Khan, 2020; Pifion-Segundo et



al., 2013). Debido a los intentos exitosos de producir MNPs a escalas piloto, estas han
alcanzado un buen mercado en productos que son consumidos en el dia a dia, como productos
dermatologicos, cosméticos, farmacos, aditivos, baterias, catalizadores, recubrimientos

antibacteriales, sistemas electronicos, etc. (Schrand et al., 2010).

Nanoparticulas de plata

El uso de formas coloidales de plata con actividad antimicrobiana data desde los
tiempos de los antiguos egipcios y Romanos, que ademas las utilizaban para tefir vitrales
con intenciones decorativas (Chumakov et al., 2018; Mody et al., 2010). En la modernidad,
las nanoparticulas de plata (AgNPs) han atraido el interés de investigadores debido a sus
propiedades antimicrobianas, antifingicas, anti-inflamatorias y anti-cancerigenas (Ong and
Nyam, 2022), ademas de su alta conductividad eléctrica, dpticay térmica (Wang et al., 2020).
Dichas caracteristicas las hacen Utiles para un vasto nimero de aplicaciones, como en
catalisis, electrénica, optoelectronica, asi como invaluables en el area médica, alimenticia,

cosmética y de farmacia (Chumakov et al., 2018; Vishwanath & Negi, 2021).

Varios métodos se han desarrollado para la sintesis de nanoparticulas de plata
(AgNPs), de manera general, se pueden subdividir en tres grandes categorias: métodos

fisicos, métodos quimicos y métodos bioldgicos (Zhang et al., 2016).

Los métodos fisicos tal como su nombre lo indica, son aquellos que utilizan agentes
fisicos como la aplicacion de calor, descargas eléctricas, plasma o radiacion
electromagnética, siendo los mas convencionales la ablacion laser y espray pirolisis, estos
suelen ser rapidos y requieren un minimo consumo de reactivos quimicos, sin embargo,
presentan desventajas importantes como un alto requerimiento de energia, bajos
rendimientos y costos elevados (Islam, 2021; Pryshchepa et al., 2020). Por otro lado, la
aproximacion quimica implica la transformacién quimica de los reactivos iniciales, que
consisten en cuatro componentes principales: el precursor metalico, el agente reductor, los
agentes estabilizadores/de recubrimiento y el solvente. Para la sintesis de AgNps suele

tratarse de cuatro reacciones quimicas, el método de Turkevich, reduccién de borohidruro,

3



reaccion de Tollens y el proceso de poliol (Pryshchepa et al., 2020). Los métodos quimicos
suelen ser superiores a los fisicos en cuanto a rendimiento y facilidad de produccion ademas
de su bajo costo, sin embargo, el problema surge al intentar obtener particulas de alta pureza
y un tamafio definido, requiriendo un paso extra para conseguir la estabilidad de las mismas,
ademas que para este tipo de sintesis se suelen utilizar agentes como el citrato, borohidruro,
tioglicerol y el 2-mercaptoetanol, que son conocidos por su toxicidad y ser perjudiciales para
los organismos vivos (ljaz et al., 2022; Zhang et al., 2016). Por este ultimo motivo, los
investigadores han enfocado sus esfuerzos en producir AGNPs mediante métodos verdes que
buscan reemplazar los agentes toxicos por moléculas menos tdxicas obtenidas de fuentes

biologicas.

Quimica verde

La quimica verde, también conocida como quimica sustentable tiene como objetivo
el disefno de productos y procesos quimicos que reducen o eliminan el uso o generacion de
sustancias peligrosas en el disefio, manufactura y aplicacion de estos (US EPA, 2013). La

quimica verde se rige de acuerdo a 12 principios (Anastas and Eghbali, 2010):

a) Prevencion de residuos: Disefar sintesis quimicas que evitan los residuos. No dejar
residuos que tratar o limpiar.
b) Maximizar la economia atomica: Disefiar sintesis en las que el producto final contiene

la proporcion méaxima de los materiales iniciales. Desechar pocos o ninglin &tomo.

¢) Disefiar sintesis quimicas menos peligrosas: Disefiar sintesis que usan o generan

sustancias con menor o no toxicidad para los humanos o el medio ambiente.

d) Disefiar productos quimicos mas seguros: Disefar productos quimicos que son

completamente efectivos, aunque tienen poca o no toxicidad.

e) Usar solventes y condiciones de reaccion mas seguros: Evitar usar solventes, agentes de
separacion u otros auxiliares quimicos. Si debes usar estos quimicos, usar una alternativa mas

segura.



f) Aumentar la eficiencia energética: Realizar reacciones quimicas a temperatura y presion

ambiente siempre que sea posible.

g) Usar materia prima renovable: Utilizar materia prima que es renovable en vez de
agotable. La fuente de las materias primas renovables suelen ser productos agricolas o
desperdicios de otros procesos; la fuente de las materias primas agotables suelen ser

combustibles fosiles (petroleo, gas natural, carbon) o la mineria.

h) Evitar derivados quimicos: Evitas usar grupos protectores o de bloqueo o cualquier
modificacion temporal si es posible. Los derivados usan reactivos adicionales y generan

residuos.

i) Usar catalizadores, no reactivos estequiométricos: Minimizar residuos utilizando
reacciones cataliticas. Los catalizadores son efectivos en pequeias cantidades y pueden llevar
a cabo una sola reaccion muchas veces. Son superiores a los reactivos estequiométricos, los

cuales son usados en exceso y llevan a cabo una reaccion solo una vez.

j) Disefiar productos quimicos que se degradan después de su uso: Disefar productos
quimicos que se descompones en sustancias inocuas después de sus uso para evitar que estos

se acumulen en el medioambiente.

k) Analizar en tiempo real para prevenir contaminacion: Incluir in-process, monitoreo en
tiempo real y controlo durante la sintesis para minimizar o eliminar la formacion de

subproductos.

1) Minimizar el potencial de acciones: Disefiar quimicos y sus estados fisicos (solido,
liquido o gaseoso) para minimizar el potencial de accidentes quimicos incluyendo

explosiones, incendios y emisiones en el medioambiente.

En la nanotecnologia, la quimica verde ha sido estudiada y empleada como un proceso
limpio, seguro, rentable y amigable con el medio ambiente que nos permite fabricar
nanomateriales utilizando fuentes bioldgicas como materia prima (Ong and Nyam, 2022;
Vishwanath and Negi, 2021). La sintesis bioldgica sigue los mismos fundamentos teéricos

que las aproximaciones quimicas, la diferencia es que los agentes reductores y de
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recubrimiento que intervienen en las reacciones deben ser de origen bioldgico. Cominmente
se considera a estos métodos como respetuosos con el medio ambiente, ya que evitan el uso
de sustancias téxicas o nocivas, ademas que generalmente las nanoparticulas obtenidas
mediante métodos bioldgicos presentan una menor toxicidad para células eucariotas debido
a que el agente de recubrimiento suele estar compuesto de proteinas, terpenos y flavonoides
que se encuentran de manera natural en un ser vivo (Islam, 2021; Vishwanath and Negi,
2021).

La sintesis verde de nanoparticulas pretende minimizar los residuos generados
durante la reaccion de sintesis, procurando que ésta se lleve a cabo sin la formacion de
subproductos toxicos significativos. Ademas, no requiere de condiciones de reaccién
drésticas, manteniendo la energia total de reaccion al minimo. No se utilizan productos
quimicos toxicos y se busca que todos los agentes reductores utilizados sean biomoléculas,
es decir reductores bioldgicos que pueden reciclarse y regenerarse, sin aumentar los residuos
netos en el medio ambiente. El producto final de las nanoparticulas de plata también tiende
a ser mas puro y menos téxico, en consecuencia, el riesgo de contaminacion en el caso de
biosintesis es relativamente bajo, implicando que las nanoparticulas de plata sintetizadas por
este método son intrinsecamente mas seguras y puras que las sintetizadas por métodos fisicos

0 quimicos (Guevara et al., 2016).

Se han utilizado numerosos organismos para sintetizar AgNPs mediante sintesis
bioldgica (Tabla I), por ejemplo, algunas bacterias, incluyendo Pseudomonas stutzeri AG25,
varias cepas de Lactobacillus, Bacillus licheniformis, Escherichia coli (E. coli) y
Brevibacterium casei, también numerosos hongos tales como Fusarium oxysporum vy
Ganoderma neo-japonicumm, de igual manera se han utilizado extractos de plantas, por
ejemplo, Allophylus cobbe, Artemisia princeps, y Typha angustifolia. Por otro lado, se ha
documentado la sintesis utilizando una variedad de biomoléculas como biopolimeros,
almidon, enzimas, aminoacidos (Zhang et al., 2016) y metabolitos animales (Cepoi et al.,
2022).



Tabla I. Organismos utilizados en sintesis verde.

Tamaiio
Fuente del de . . .
, Propiedades de interés Autor
reductor particula
(nm)
Kinneretia THG- Ac'.t1V1da'd.antlbacterlgl.a}qte patogenos humanos y efecto (H. Singh et
15-20 sinergético con antibidticos estandar contra bacterias
SQI4 . al., 2017)
Gram-negativas.
Dunaliella salina 15.26 Potencial anticancerigeno contra la linea celular MCF-7. (A. K. Singh
etal., 2017)
Eucalyptus i Actividad antimicrobiana contra bacterias y levaduras, | (Sulaiman et
chapmaniana actividad antitumoral contra la linea celular HL-60. al., 2013)
Cannabis sativa 26.52 Potencial antibacterial, anti-levaduras y actividad (Chouhan and
’ inhibitoria para la Alpha-amilasa. Guleria, 2020)
. . Actividad antibacterial contra bacterias resistentes a
Oscillatoria g o , (Hamouda et
limneti 3.30-17.97 | antibioticos, efecto citotoxico contras las lineas celulares al., 2019)
tmnetica MCF-7 y HCT-116 N
L Potencial como catalizador en la degradacion de tintes (Rajetal.,
Terminalia arjunta - .
peligrosos 2020)

. . Actividad antifungica y actividad anti proliferativaen | (Wang et al.,
Aspergillus sydowii | 1-24 células HeLa y MCF-7 2021)
Eugenia roxburghii . . , . (Giri et al.,

DC 25-50 Actividad contra biopeliculas bacterianas 2022)
Ulva ricida 1 Actividad anticancerigena contra linea celular MCF-7, | (Algotiml et
& actividad antifiingica al., 2022)
Cystoseira myrica 17 Actividad antimicrobiana (Algotiml
Y y etal., 2022)
Gracilaria foliifera 24 Actividad citotoxica contra linea celular MCF-7 (Algotiml
etal., 2022)
Extracto de granos ., . S (Srikhao et al.,
de café 8.64 -38.99 Deteccion de peroxido de hidroégeno 2022)
Metabolito de (Elzoheiry et
Streptomyces 23.7 Actividad contra la fibrosis hepatica Y
e al., 2022)
malachiticus
. . . Sy (Jini et al.,
Allium sativum 10-30 Actividad antidiabética 2022)
Extracto de ajo 50-350 Tratamiento de esperma (Alietal,
2023)
Pseudomon.as 21-52 nm Efecto antiviral contra Pseudomonas tolaasii Pt18 (Ghasemi et
canadensis al., 2023)
Aloe vera 30.5 Inhibicioén de productos finales de glicacién avanzada (Asgr(';lf 6e)t al,




Ademas de los organismos antes mencionados, las macroalgas y microalgas también
han sido estudiadas como una alternativa para la sintesis verde de AgNPs. Se han utilizado
algas verdes, cafés y cianobacterias. Generalmente las AgNPs fabricadas mediante algas
presentan propiedades antibacterianas, antifingicas o con actividad antitumoral, haciéndolas

una gran opcion para aplicaciones médicas (Guevara et al., 2016).

El proceso de sintesis biolégica de nanoparticulas mediante cultivos de bacterias,
cianobacterias, algas u hongos se basa en aprovechar los mecanismos de proteccion de los
organismos Vvivos, es decir la capacidad de estos para lograr bioacumulacion de diferentes
metales en una forma menos toxica y de sobrevivir bajo condiciones medioambientales
desfavorables. De acuerdo con la literatura, estos mecanismos de proteccion estan
desarrollados de mejor manera en especies extremofilas de bacterias, arqueas y microalgas.
Cuando hablamos de organismos extremofilos nos referimos a aquellos que pueden
sobrevivir a condiciones ambientales extremas, por ejemplo, las especies termofilas,

psicréfilas, aciddfilas, alcalofilas, haldfilas, bardfilas y radioresistentes (Cepoi et al., 2022).

Un buen ejemplo de este tipo de organismos es la microalga hal6fila Dunaliella
salina, la cual ademas de ser conocida por ser una fuente importante de -caroteno para la
industria farmacéutica (A. K. Singh et al., 2017), también puede ser utilizada como un
biorreactor para obtener nanoparticulas. Sus principales ventajas residen en su sencillez de
cultivar y el amplio rango temperatura y salinidad que pueden tolerar, ademéas se ha
demostrado que utilizando sus extractos se pueden obtener nanoparticulas biocompatibles
gue son estables en soluciones hipersalinas, ademas que el extracto de Dunaliella por si

mismo presenta actividad antitumoral in vitro e in vivo (Chumakov et al., 2018).



Dunaliella salina

Las especies del género Dunaliella son algas unicelulares, biflageladas,
mononucleares con un soélo cloroplasto y sin pared celular con una cubierta celular tipo
glicocalix. Algunas especies de Dunaliella son conocidas por ser organismos halofitos, por
tanto, suelen habitar en aguas hipersalina o salobres, distribuyéndose desde los tropicos hasta
la antértica (Borowitzka, 2018; Polle et al., 2020b). La naturaleza extremofila de Dunaliella
sp. ha sido estudiada desde hace varios afios, se concluyd que esta capacidad de soportar
variaciones y concentraciones muy altas de salinidad se debe a multiples adaptaciones. La
primera de ellas es que, en vez de estar provista de una pared celular rigida, tiene una matriz
pericelular elastica que se ajusta al volumen de la célula cuando hay cambios en la salinidad
extracelular (Polle et al., 2020a). El segundo mecanismo de adaptacion es la acumulacion de
glicerol, un soluto compatible e infinitamente soluble, por lo tanto, nunca cristaliza y actua
como un osmotico intracelular que protege la integridad de las proteinas en la célula
(Borowitzka, 2018). Por ultimo, Dunaliella sp. cuenta con transportadores que le permiten
adquirir hierro y anhidrasas carbonicas unicas implicadas en la concentraciéon de carbono,
esto para sobrevivir en ambientes con baja solubilidad donde el hierro estd menos disponible

(Polle et al., 2020a).

Otra caracteristica importante de las especies halofitas de Dunaliella, es su respuesta
metabolica al estrés. Especies como D. salina 'y D. bardawil responden al estrés abiotico del
ambiente mediante la acumulacion de B-caroteno en gldbulos plastidicos logrando acumular
hasta el 10-14% de su peso seco (Gémez and Gonzalez, 2005; Polle et al., 2020a). Dicha
particularidad ha hecho a ambas tanto un objeto de estudio para describir modelos de
acumulacion de carotenos inducidos por estrés y ademas las ha posicionado como especies
de importancia industrial para la produccion de B-caroteno que por su actividad antioxidante
se comercializa como suplemento, colorante, aditivo cosmético, entre otros (Gomez and
Gonzalez, 2005). En el caso de D. salina, ademés de ser una fuente importante de B-caroteno,
también se ha propuesto su aplicacion en otras areas como indicador de toxicidad, produccion

de biodiésel, biometano, lipidos y anticancerigenos, al mismo tiempo se ha demostrado su
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potencial uso en biorremediacion y el tratamiento de aguas residuales (Ahmed et al., 2017;

Celente et al., 2022).

La ciencia de materiales no se ha quedado atras en el estudio y aprovechamiento de
las singularidades de esta microalga para la produccién de nanomateriales. En el afio 2011,
investigadores experimentaron con la sintesis de AgNPs utilizando diferentes algas
directamente en su medio, entre ellas D. salina, en dicha publicacion se report6 que D. salina
no tuvo actividad de sintesis (Mohseniazar et al., 2011). Més tarde, en 2016, desarrollaron
un método foto-inducido para llevar a cabo la fabricacién de AgNPs usando el extracto de
D. salina como agente reductor, mediante el cual consiguieron AgNPs esféricas de
aproximadamente 15 nm con actividad anticancerigena (A. K. Singh et al., 2017). Dos afios
después reportaron la sintesis de nanoparticulas de oro de 8 nm utilizando la biomasa de D.
salina, demostrando que estas son capaces de reducir otros metales ademas de la plata
(Chumakov et al., 2018). A pesar de que este método ha sido ampliamente estudiado, el
mecanismo de formacion de las nanoparticulas ain no es completamente claro (Mahdieh et
al., 2012). Recientemente, se estudi6 el cambio en la composicion de la biomasa de D. salina
durante el proceso de sintesis de AgNPs utilizando el extracto de esta microalga, se encontrd
que en las primeras 24 h de formarse las AgNPs hay una disminucion en el contenido de
proteinas, B-caroteno y lipidos en la biomasa en un 65%, 70% y 56%, respectivamente,
sugiriendo que la formacion de las AgNps se da principalmente por los grupos amina y
alquilo alifatico presentes en el sistema de reaccion (Cepoi et al., 2022).

Una de las principales fuentes de grupos alquilo alifatico en el sistema de reaccion es
el B-caroteno, que se acumula de manera masiva dentro de glébulos en los espacios
intertilacoidales del cloroplasto en la microalga D. salina (Paniagua-Michel et al., 2009), se
trata de un carotenoide compuesto de 8 unidades de isopreno que estan cicladas en los
extremos. A diferencia del B-caroteno sintético, en D. salina la configuracion de los dobles
enlaces puede darse de diferentes formas, ya sea que todos sean trans o con el isémero 9-cis
(Gomez & Gonzélez, 2005; Paniagua-Michel et al., 2009).
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Biosintesis del g-caroteno

Debido la importancia comercial que representa este compuesto en la industria
cosmeética y farmacéutica, y el interés en los modelos de acumulacion de moléculas inducidos
por estrés (Capa-Robles et al., 2009; Polle et al., 2020a), la biosintesis de B-caroteno (Figura
1) ha sido ampliamente estudiada con el objetivo de entender mejor el proceso y mejorar su
produccion, incluso se han identificado las rutas metaboélicas que llevan a la acumulacion de

carotenos y otros isoprenoides en algunas cepas de D. salina (Siqueiros-Vargas, 2017).

De manera universal se considera al isopentenil difosfato (IPP) y a su isébmero
dimetilalil fosfato como los precursores de la biosintesis de todos los carotenoides en plantas
y algas. A su vez el IPP es producido por dos rutas metabdlicas: la ruta del mevalonato
(MVA) que parte del acetil Co-A vy la ruta independiente del mevalonato (MEP) que utiliza
acido piravico y D-gliceraldehido como precursores (Paniagua-Michel et al., 2009; Polle et
al., 2020a; Yang and Guo, 2014).

Independientemente de la ruta por la cual se obtenga el IPP, la primera reaccion de la
carotenogénesis es regulada por la fitoeno sintasa (PSY), que condensa dos moléculas de
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) para obtener fitoeno, (Polle et al., 2020a). Siguiendo un
metabolismo parecido al de plantas superiores y otras algas verdes, la fitoeno desaturasa
(PDS) cataliza la primera desaturacion del fitoeno en fitoflueno, el cual sufre una segunda
desaturacion que resulta en {-caroteno. Una segunda serie de desaturaciones es provocada
por la enzima (-caroteno desaturasa (ZDS), generando la produccion de neurosporeno y
posteriormente, licopeno. Por ultimo, la enzima licopeno-B-ciclasa (LCY-p) se encarga de
ciclar los extremos del licopeno, y asi es como se obtiene la molécula de B-caroteno
(Sandmann, 2002; Siqueiros Vargas Fabian, 2017).

A pesar de que al dia de hoy la fisiologia, bioquimica y tecnologia de cultivo de
Dunaliella salina esta bien estudiada todavia hay una carencia de trabajos enfocados en el
proceso molecular de la biosintesis de B-caroteno y sélo se han aislado pocas secuencias de

nucleotidos codificantes para las enzimas carotenogénicas en ciertas cepas de esta especie

11



(Yan et al., 2005; Zhu et al., 2008). Sumado a eso, muchas cepas aisladas de Dunaliella
existentes en colecciones de cultivos siguen estando identificadas incorrectamente, dando
lugar a confusiones en la literatura (Ben-Amotz et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que
el genoma mitocondrial y de cloroplasto de esta microalga presenta muchas diferencias en
tamario y contenido de GC dependiendo de la cepa de origen (Lopez et al., 2017; Magdaleno
etal.,, 2017) y que de manera general D. salina presenta una vasta variabilidad intra-
especifica que podria conducir a suposiciones erroneas cuando la informacion procedente de

una cepa (o clon) se extrapola a toda la especie (Ben-Amotz et al., 2009).
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Fitoeno sintasa (PSY)

La fitoeno sintasa (PSY) es la enzima encargada de catalizar la reaccion de formacion
de fitoeno y por tanto se considera como la primera enzima clave en la regulacion de la
velocidad de produccion de carotenoides en organismos fotosintéticos ya que desempefia un
papel importante en el flujo de recursos de carbono hacia la sintesis de carotenoides (Tran et
al., 2009; Yan et al., 2005; Ye et al., 2008).

A dia de hoy, mediante NCBI es factible acceder a secuencias para PSY de D. salina
y D. bardawil que han sido detectadas y analizadas en esta ruta metabolica, no obstante, hasta
ahora solo se ha reportado un gen de PSY para D. salina (Yan et al., 2005)
desafortunadamente, no se dispone de informacion suficiente para determinar si la cepa
empleada por Yan et al. (2005) puede ser clasificada como una cepa de D. salina (Ben-Amotz
et al., 2009). En vista de, todavia es preciso identificar y caracterizar el gen de la PSY para

las diferentes cepas de D. salina.

Identificacion in sillico de genes

En 2017, se caracteriz6 el genoma completo de una cepa originaria de San Quintin,
Baja California, México, la cual se nombr6 como Dunaliella salina SQ (Lopez et al., 2017,
Magdaleno et al., 2017). Cabe mencionar, que aun no se conocen los genes que codifican a
las enzimas reguladoras de la ruta del -caroteno para esta cepa. No obstante, es posible
identificarlos con la aplicacion de herramientas computacionales y de analisis para obtener e
interpretar datos biolégicos. A este campo interdisciplinario que involucra a las ciencias
computacionales, matematicas, fisica y biologia se le conoce como bioinformatica y se le
considera una parte esencial de la biologia moderna (Bayat, 2002). Una de las multiples
aplicaciones de la bioinformatica consiste en el ensamble de genomas e identificacion de
genes o clusteres de genes (Chavali & Rhee, 2018, 2018). El descubrimiento de genes
mediante enfoques in sillico es una estrategia complementaria que incrementa de manera

significativa la probabilidad de identificar genes, aunque por si sola no resulta suficiente.
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Este proceso consta de tres pasos fundamentales: (1) el mapeo de loci, (2) la basqueda de
genes y (3) la identificacion de variantes de ADN. La identificacion o prediccion in silico de
genes es el primer paso para la anotacion gendmica después de la secuenciacion, de ahi radica
su importancia en la busqueda del entendimiento de la organizacién y funcionamiento del
genoma (Yu, 2008).

Finalmente, la obtencidn de las secuencias gendémicas completas es importante para
los analisis gendmicos funcionales, los escaneos de todo el genoma para las selecciones, la
evaluacion del impacto de las variaciones genéticas y los reordenamientos en la evolucion,
el estudio de las respuestas a los cambios ambientales o la expresion génica (Lischer &
Shimizu, 2017). A su vez, la ingenieria genética aprovecha estos conocimientos para
manipular de manera intencional el material genético alterando, reparando 0 mejorando su
forma o funcién (Robert & Baylis, 2008).
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Justificacion

Por simple que parezca, el estudio de la materia a escala nanométrica y sus
aplicaciones ha significado un completo cambio en nuestro estilo de vida durante los Gltimos
afios, contribuyendo continuamente a casi cualquier area de la ciencia y la ingenieria desde
la fabricacion de novedosos materiales y dispositivos, hasta el profundo entendimiento de la

maquinaria bioldgica y los procesos celulares (Bayda et al., 2019).

A los materiales con dimensiones dentro del rango de 1 a 100 nm se les conoce como
nanomateriales, estos presentan caracteristicas Unicas de gran importancia comercial, motivo
por el cual la busqueda constante de la mejora y optimizacién de sus procesos de fabricacion
es primordial. Un ejemplo serian las nanoparticulas de plata, las cuales han generado mucha
expectativa entre los investigadores, incluso podrian considerarse como uno de los materiales
mas estudiados en la actualidad, principalmente porque sus propiedades fisicas y quimicas
son deseables en multiples campos, siendo aplicadas tanto en electrénica hasta en el posible
tratamiento de cancer (Khan et al., 2019; National Institute for Occupational Safety and
Health, 2020; Ong and Nyam, 2022; Sajid, 2022; Saleh, 2020; Sohail et al., 2019; Sulaiman
etal., 2013; Wang et al., 2020).

Las AgNPs pueden ser sintetizadas mediante aproximaciones fisicas, quimicas o
biologicas. Las aproximaciones fisicas suelen ser rapidas y sencillas, sin embargo los
rendimientos son bajos al compararlos con los de métodos quimicos, los cuales podrian
parecer ideales pero representan un costo ambiental alto debido al uso de solventes
sumamente toxicos, motivando asi a la aplicacion de los principios de la quimica verde para
el desarrollo de procesos donde se sustituyan estas sustancias por unas menos toxicas
extraidas de fuentes biologicas como plantas, hongos, bacterias y animales (ljaz et al., 2022;
Islam, 2021; Pryshchepa et al., 2020; Zhang et al., 2016). Algo importante a mencionar es
que el uso de reductores bioldgicos en la sintesis de AgNPs no solo interviene en la
generacion de la particula en si, sino también le confiere un recubrimiento que varia
dependiendo de la fuente que se esté utilizando, modificando las propiedades fisicas,

quimicas y funcionales de la particula. Por ejemplo, aquellas AgNPs fabricadas por extractos
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de algas suelen presentar actividad antibacteriana, antifungica y antitumoral (Guevara et al.,
2016).

Se ha reportado que los organismos extremofilos suelen ser ideales para la sintesis
bioldgica de nanoparticulas ya que tienen mecanismos de proteccion que les permiten una
mayor bioacumulacion de ciertas sustancias, como los metales pesados, de una manera
menos tdxica (Cepoi et al., 2022). Un ejemplo de este tipo de organismos es la microalga
hal6fita Dunaliella salina comercialmente conocida por su alto contenido de B-caroteno (10-
14% de su peso seco) y recientemente utilizada para la sintesis de AgNPs con propiedades
antibacterianas (Mohseniazar et al., 2011; A. K. Singh et al., 2017). Si bien la sintesis
mediante el uso de extractos de D. salina ya ha sido reportada, también se ha encontrado
mediante estudios gendmicos de diferentes cepas que hay mucha variabilidad genética entre
la misma especie dependiendo de su lugar de origen (Lopez et al., 2017; Magdaleno et al.,
2017).

A pesar de que el mecanismo de reaccién para la sintesis bioldgica de AgNPs se
mantiene un tanto desconocido. Anteriormente se ha demostrado que durante la formacion
de AgNPs utilizando el extracto de D. salina hay una disminucion del 65% de contenido de
proteinas, 70% de P-carotenos y 56% de los lipidos presentes en el sistema de reaccion,
haciendo a los grupos alquilo alifaticos y amina responsables de la formacion de las
particulas, suponiendo al B-caroteno como el principal reductor en la reaccion y a las demas

biomoléculas como agentes estabilizantes y de recubrimiento (Cepoi et al., 2022).

Como se menciono al principio de esta seccion, la nanotecnologia no solo nos ha
permitido fabricar materiales y dispositivos novedosos, sino también nos ha dado un mayor
entendimiento de la célula y su funcionamiento provocando el desarrollo de la ingenieria
genética, facilitando la manipulacion del genoma de diferentes organismos hasta el punto
donde es posible controlar la produccion de sustancias especificas dentro de las células,
siendo la biosintesis de insulina en células de E. coli uno de los principales ejemplos de éxito

para este tipo de tecnologias.
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Ahora, al abordar la sintesis de AgNPs desde una aproximacion bioldgica se nos
revela la posibilidad de unir dos mundos que en un inicio parecian muy lejanos, la ingenieria
de materiales y la ingenieria genética. Sin embargo, antes de comenzar a intentar modificar
la capacidad de produccion de B-caroteno en D. salina, es necesario conocer el genoma de
este organismo y los genes involucrados en la ruta metabodlica de la biosintesis del 3-caroteno.
En el caso de la cepa D. salina SQ se encuentra reportado su genoma mas no se han
identificado los genes especificos para la produccion de dicha sustancia. Es posible llevar a
cabo esta tarea mediante el analisis de datos utilizando herramientas computacionales y
matematicas, es decir aplicando métodos bioinformaticos, incluyendo el ensamble de Novo
y por referencia de secuencias del genoma. Una vez completado esto, habremos establecido
el punto de partida para llevar la sintesis biolégica de AgNPs utilizando extracto de
Dunaliella salina SQ a otro nivel de control y entendimiento, asi como también se habran
identificado diferencias gendmicas entre esta cepa y las reportadas anteriormente (Basantani
et al., 2017; Bayat, 2002; Chavali and Rhee, 2018; Lischer and Shimizu, 2017).
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Hipotesis
El extracto de Dunaliella salina SQ actia como reductor y agente de recubrimiento

en la sintesis verde de nanoparticulas de plata.
Objetivos

Objetivos generales

Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando el extracto de Dunaliella salina
SQ vy realizar el ensamble por referencia para identificar los genes involucrados en la

sintesis del -caroteno.

Objetivos especificos

1. Obtener el extracto de la microalga Dunaliella salina SQ en un medio de cultivo
Johnson modificado mediante un protocolo publicado por Singh, et. al. para la sintesis

verde de nanoparticulas de plata.

2. Llevar a cabo la reaccion del nitrato de plata con el extracto de Dunaliella salina SQ
utilizando tres diferentes condiciones de luz (luz solar, luz artificial, sin luz) para

confirmar la naturaleza foto-dependiente de la misma.
3. Medir la curva de absorbancia de las particulas obtenidas utilizando espectroscopia

UV-Vis para identificar el plasmén superficial caracteristico de las nanoparticulas de

plata.
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4. Calcular la distribucion de tamafios de las particulas con el equipo de dispersion de

luz dindmica para comprobar la naturaleza nano del producto.
5. Realizar el ensamble por referencia para el genoma de Dunaliella salina SQ

empleando diferentes herramientas bioinformaticas para identificar el gen codificante

para la enzima fitoeno sintasa involucrado en la ruta metabolica del B-caroteno.
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Metodologia

Para la sintesis bioldgica de nanoparticulas de plata se utiliz6 como materia prima el
extracto del alga Dunaliella salina, especificamente la cepa D. salina SQ (Fig. 3) aislada de
San Quintin, Baja California. Se hicieron cultivos por lotes en matraces Erlenmeyer (Fig. 2)
utilizando un medio de cultivo Johnson modificado (Tabla 2) con una concentracién 1.5 M
de cloruro de sodio y 50 mM de bicarbonato de sodio. Los cultivos se mantuvieron a
temperatura ambiente con exposicion a luz artificial 24h a una luminosidad promedio de
16,000 lux. Los cultivos se cosecharon al término de su fase de crecimiento exponencial, al

rededor del noveno o décimo dia después de su siembra.

Tabla II. Concentracion de soluciones para medio de cultivo Johnson modificado.

Compuesto Concentracion
Cloruro de sodio I.5M
Bicarbonato de sodio 50 mM
Sulfato de magnesio pentahidratado 5mM
Nitrato potasio 10 mM
Cloruro de calcio 0.2 mM
Fosfato de potasio monobasico 7 uM
Acido bérico S5uM
Cloruro de manganeso tetrahidratado 2uM
Cloruro de Zinc 1 uM
Cloruro de cobalto dihidratado 1 uM
Molibdato de amonio tetrahidratado 1 uM
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Figura 2. Cultivo por lotes de Dunaliella salina SQ en medio de cultivo Johnson modificado 1.5 M
NaCl.

y D

Figura 3. Microalga Dunaliella salina SQ en medio de cultivo Johnson modificado observada con
objetivo x100.
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I Preparacion del extracto de Dunaliella salina SQ

Para la obtencion de la biomasa himeda primero se separaron las células del medio
mediante centrifugacion a 6500 rpm por 4 min, la biomasa recuperada se lavo con agua
desionizada y el pellet formado se resuspendid en agua desionizada mantenido una
proporcion de 6 mL de H2O por cada gramo de biomasa. Posteriormente la suspension se
calentd a bafio maria durante 15 min a 80°C y por ultimo el extracto se filtr6 al vacio, se dejo

enfriar por 30 min y se utilizd ese mismo dia para la sintesis de AgNPs (Fig. 4).

1. Sintesis de nanoparticulas de plata utilizando extracto de Dunaliella salina

Una vez obtenido el extracto, se procedid a la sintesis de AgNPs (Fig. 5). A una
solucion 4 mM de nitrato de plata (AgNOs) se afiadié el extracto de D. salina en una
proporcion 5% v/v con agitacion constante a 40° C finalizando la reaccion a los 30 min. Se
utilizaron tres condiciones de exposicion a la luz:
Caso |. Exposicion bajo luz solar directa. El sistema de reaccién se instal6 al aire libre en
un dia soleado entre las 12 y 16 horas, se midié la luminosidad de la luz solar con un
luxémetro Steren HER-408, el cual marcé una lectura de luminosidad promedio de 97,300
lux.
Caso Il. Exposicién bajo luz artificial. En un laboratorio cerrado se coloco el sistema de
reaccion a una distancia de 15 cm de un foco de luz célida con una luminosidad promedio
medida de 16,000 lux.
Caso Il1. Sin exposicion a la luz. Para evitar la exposicion a la luz la reaccion se llevo a
cabo en un laboratorio cerrado y se cubrié completamente con papel aluminio el vaso de

precipitado en el que se realizo el experimento.

Posterior a la sintesis, las nanoparticulas se separaron y purificaron del medio de reaccion
mediante centrifugacion a 4500 rpm durante 15 min, y se lavaron en agua desionizada 3
veces, por ultimo, se secaron al vacio a 60 ° C por 24 h y se almacenaron para su

caracterizacion.
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Figura 4. Protocolo de preparacion del extracto de Dunaliella salina SQ
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Figura 5. Diagrama del protocolo de sintesis biologica de nanoparticulas de plata utilizando
extracto de Dunaliella salina SQ como agente reductor.
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I11. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Se evalud la formacidn de las AgNPs mediante espectroscopia UV-Visible utilizando
un espectrofotometro UV-Vis Genesys 10s (ThermoFisher), para ello se tomo una alicuota
de 1 mL del medio de reaccion cada 5 minutos y se midiod el espectro de absorbancia en un
rango de 300-700 nm, en el caso | ademas se realizaron mediciones en el primer y tercer
minuto después de haber empezado la reaccion. Posterior a la purificacion de las AgNPs se
determind el tamafio y distribucion de particula utilizando la técnica de Dispersion de Luz
Dinamica (DLS) en agua desionizada mediante un equipo Zetasizer NanoZS (Malvern). Por
ultimo, las AgNPs purificadas se secaron y pulverizaron para caracterizar su estructura
cristalina por medio de Difraccion de rayos X utilizando un Difractometro de rayos X D2
Phaser (Bruker) con una radiacién Cu-Ka A=1.54184 A°.

IV.  Identificacion de genes involucrados en la ruta metabolica del p-caroteno en

Dunaliella salina SQ

Para la seleccion de los genes de referencia se busco el gen de la PSY para D. salina
en NCBI y también se utilizaron scaffolds ensamblados mediante SPAdes (Bankevich et al.,
2012) con una longitud entre 50k-100k pb para hacer alineamientos contra la base de datos
de NCBI mediante BLASTn y se seleccionaron aquellos genes de la fitoeno sintasa que se

alinearon con los scaffolds.

Se llevé a cabo el ensamblaje utilizando datos de secuenciacion obtenidos mediante
Illumina HiSeq y como referencia se usaron los genes codificantes para las PSY recuperados
de NCBI con numero de referencia: AY547325.1, DQ057342, FJ262989.1, FJ262988.1,
EU328288.1.

Para hacer el ensamblaje de los genes se desarrollé una herramienta que automatiza
el proceso, se utilizé fastQC para evaluar calidad de las lecturas (Andrew S., 2010),

Trimmomatic para la limpieza de estas (Bolger et al., 2014), bowtie2 (Langmead and
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Salzberg, 2012) para hacer los alineamientos y SAMtools (Li et al.,, 2009) para la
manipulacion de estos. Posteriormente se emple6 SAMtools para filtrar las lecturas no
alineadas o “unmapped” y también evaluar la calidad y cobertura de los alineamientos

obtenidos
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Resultados y Discusiones

Sintesis y caracterizacion

Se hizo reaccionar una sal de plata (AgNO3) con el extracto de Dunaliella salina bajo
tres condiciones de exposicion a la luz: luz solar, luz artificial y oscuridad (Fig. 6). Para el
caso | (Fig. 7A), el sistema de reaccion se colocé bajo luz solar directa durante 30 minutos,
desde el primer minuto de reaccion se observd un cambio colorimétrico en la solucién
pasando del tono verde claro, consecuencia de la adicion del extracto de D. salina, a un tono
amarillo que fue cambiando a naranja cobrizo en los minutos siguientes, a la par se
empezaron a formar pequefias agregaciones en la solucion, las cuales pasadas los 5 minutos
fueron creciendo cada vez méas cambiando el color de la solucion a un gris con tonalidades
violetas, transcurridos 10 minutos ya no era observable a simple vista ningin cambio
significativo en la solucién. En el caso 11 (Fig. 7B) el cambio en la coloracion ocurri6 de una
manera mas lenta, durante los primero 5 minutos apenas y era perceptible un cambio
colorimétrico en la solucion, sin embargo, después de 15 minutos el sistema de reaccion
adquirio un tono naranja cobrizo y empezaron a ser notorias pequefias particulas suspendidas
del mismo color, las cuales con el tiempo fueron agregandose y formando un precipitado,
pero sin llegar al tono gris-violeta que se observo en el caso I. Por Gltimo, para el caso 111 no
se observd ningun cambio colorimétrico durante la reaccion. Considerando estas
observaciones es posible advertir en una primera instancia que tanto la velocidad de
formacion de nanoparticulas y el producto que se obtiene de la misma depende de la

intensidad y del tipo de luz que se emplea durante la sintesis.
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Figura 6. Producto de la reduccion de AgNO; mediante Dunaliella salina SQ bajo tres condiciones
de exposicion a la luz.

Figura 7. Sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando el extracto de D. salina SQ a
diferentes tiempos de reaccién. a) Caso I. Luz solar. b) Caso Il. Luz artificial.
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La resonancia de plasmon de superficie (SPR) es un fendbmeno Optico que ocurre
cuando se hace incidir luz sobre un metal noble excitando a los electrones libres de la banda
de conduccion y generando una onda colectiva a lo largo de la superficie del metal que tal
como su nombre lo indica se encuentra en resonancia con la onda de luz incidente (Zhang et
al., 2016), se ha encontrado la banda de SPR es especifica para cada metal y dependiente de
la morfologia y tamafio del material, por ello se utiliza como medida en la caracterizacion de

nanoparticulas metalicas.

Para comprobar la reduccidon del nitrato de plata y la formacién de nanoparticulas de
plata se identificd la banda de absorcion de resonancia de plasmon de superficie (SPR)
caracteristica de la plata mediante escaneos de absorbancia en el rango de la luz visible
utilizando la técnica de espectroscopia UV-Vis. En la reaccion con luz solar (Fig. 8) desde
el primer minuto se identificd un pico de maxima absorbancia a los 431 nm confirmando la
formacion de AgNPs, lo que coincide con lo reportado en la literatura para la sintesis de
AgNPs utilizando el extracto de D. salina (Cepoi et al., 2022; A. K. Singh et al., 2017).
Transcurridos 3 minutos la absorbancia se redujo notoriamente y el pico de absorbancia se
desplaz6 hacia la derecha a los 454 nm, posteriormente para las siguientes mediciones el pico
de absorbancia siguié desplazandose a longitudes de menor energia (Tabla I11) y al mismo
tiempo la intensidad del pico se redujo aplanando la curva con cada medicion, este tipo de
comportamiento en la sintesis de AgNPs se asocia a la formacion de agregados que se hizo
visible desde los primeros tres minutos de reaccion (Bélteky et al., 2019). En el caso Il (Fig.
9) el cambio colorimétrico ocurrié de manera menos abrupta por lo que la primera medicién
se realiz6 a los 5 minutos obteniendo un pico de maxima absorbancia a los 428 nm que indica
a la formacidn de nanoparticulas de plata y otros dos picos mas pequefios a los 490 y 670 nm
que corresponden al extracto de D. salina que aun no ha reaccionado con la sal de plata, en
las siguientes mediciones se observa como el pico se desplaza hasta 431 nm y va aumentando
en absorbancia indicando un aumento en la concentracion de AgNPs y haciéndose cada vez
mas ancho lo que se asocia al crecimiento de las AgNPs mientras que los picos en 490 y 670
nm se fueron reduciendo hasta desaparecer después de 35 minutos de reaccién implicando
que el extracto de D. salina se consumio casi en su totalidad para este momento. Por ultimo,

en el caso Il (Fig. 10) se obtuvieron picos de absorbancia en los 420 nm, 490nm y 670 nm
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desde los primeros 5 minutos registrando la presencia de iones de plata (Ag™) y del extracto
de D. salina, aun asi, en las mediciones siguientes vemos que los picos mantienen su
absorbancia durante 40 minutos sin llegar a formar AgNPs que puedan ser recuperadas o
utilizadas para las siguientes caracterizaciones. Como vimos anteriormente, la nucleacién de
las nanoparticulas es dependiente del tiempo y la velocidad de formacion de AgNPs, asi como
el producto que se obtiene de la sintesis varia de acuerdo a la intensidad y el tipo de luz que
se hace incidir, ademas se ha demostrado en otros trabajos que la longitud de onda empleada
también tiene un impacto en el tamafio y forma de las nanoparticulas obtenidas (Chugh et al.,
2021). Ya se ha demostrado en varias ocasiones que la luz tiene un efecto importante durante
la sintesis de nanoparticulas especialmente cuando se utilizan algas como agente reductor.
Se teoriza que si bien el extracto de Dunaliella salina es capaz de reducir el nitrato de plata
esta requiere de una fuente de iluminacion que actia como un catalizador y que asiste en la
reduccion de los cationes de plata (Ag*) a atomos de plata (AgP) los cuales posteriormente

forman clusteres y se aglomeran hasta ser AgNPs (Chugh et al., 2021).

Tabla III. Absorbancia maxima de AgNPs expuestas a luz solar con relacion al tiempo.

. Pico de
Tiempo .
) absorbancia
(nm)
1 431
3 456
5 490
10 501
15 555
20 644
25 544
30 668
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Figura 9. Espectro UV-Vis de AgNPs registradas en funcion del tiempo de reaccion expuestas
a la luz artificial de 5 a 40 min.
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Posteriormente se purificaron las AgNPs obtenidas en el caso 1 'y 11 con el objetivo de
retirar los residuos que pudieron haber quedado de la reaccion y se resuspendieron en agua
desionizada. Una vez purificadas, se obtuvo el tamafio hidrodinamico promedio de las
AgNPs (Tabla 1V) mediante la técnica de Dispersion de Luz Dinamica (DLS). Para la
muestra correspondiente a la sintesis con luz solar resultaron tres tamafios hidrodindmicos
promedio, es decir que tenemos tres grupos o subpoblaciones de particulas en nuestra
muestra: 186.8 £ 47.15 nm, 1137 £+ 308.4 nm y 5560 + 0 nm. Por otro lado, las AgNPs
sintetizadas con luz artificial presentan un solo tamafio hidrodinamico promedio de 59.17 +
9.407 nm. Sin embargo, en ambos casos se obtuvo un indice de polidispersion mayor de 0.8
es decir que la distribucion de tamafios es demasiado amplia y el promedio puede no ser
representativo de la muestra, aunque este resultado era esperado debido a la evidente
formacion de aglomerados en la solucién es posible decir que se obtuvieron particulas que

entran en la definicion de nanomaterial (1-100 nm) para la sintesis mediada por luz artificial.

Tabla IV. Tamafios de particulas por dispersion de luz dindmica.

Tamafio promedio Indice de
Caso Intensidad
(d.nm) polidispersion
186.8 +47.15 32.8%
Luz solar 1137 +£308.4 66 % 0.801
5560 £0 1.2%
Luz artificial 59.17 £ 9.407 100% 0.899

Las AgNPs purificadas fueron posteriormente secadas al vacio y pulverizadas, el
polvo resultante se caracterizd mediante la técnica de Difraccion de rayos X (XRD). Tanto
para el caso | (Fig. 11) como el caso Il (Fig. 2) se encontraron picos de difraccion de los
planos cristalinos (111), (200), (220), (311), (222) en los angulos 38.05°, 44.12°, 64.19°,
76.82° y 85.48° para el caso | y 38.05°, 45.96°, 64.25° 76.62° y 85.4° para el caso 1l
respectivamente, que corresponden a los planos cristalinos caracteristicos de una estructura

cubica centrada en las caras (FCC) de la plata metalica de acuerdo con lo establecido en los
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datos estandar accesibles del Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS card
no. 04-0783), del mismo modo, pero en una mayor intensidad se encontraron picos de
difraccion correspondientes al oxido de plata (Ag20) con una estructura cristalina FCC de
los planos cristalinos (110), (111), (211) y (222) en los angulos 27.85°, 32.07°, 46.09°, 54.52°
y 67.16° en el caso | y 27.94°, 32.27°, 46.34°, 54.92° y 67.48° en el caso Il (JCPDS card
No0.76-1393). La presencia de la estructura cristalina de 6xido de plata, aunque no se habia
reportado textualmente por los autores, ya se habia observado con anterioridad en los
difractogramas presentados para la sintesis biologica de AgNPs utilizando la biomasa y el
extracto de D. salina (Cepoi et al., 2022; A. K. Singh et al., 2017). EI motivo exacto de la
formacion del Ag20 se desconoce, y debido a que la caracterizacion por XRD es del tipo
estructural y no de composicion, los datos obtenidos en este trabajo no son suficientes para
determinar si lo que se tiene son nanoparticulas de Ag-O o nanoparticulas de plata que se
estan oxidando en la superficie, sin embargo, se piensa que algin agente oxidante del extracto
de D. salina podria estar causando la oxidacion en una de las fases de formacion de las NPs.
AUln es necesario profundizar en el estudio del mecanismo de formacion de nanoparticulas
para este método (Dhoondia and Chakraborty, 2012; Ravichandran et al., 2016).
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Figura 11. Difractograma de rayos X de las AgNPs sintetizadas mediante luz solar.
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Figura 12. Difractograma de rayos X de las AgNPs sintetizadas mediante luz artificial.
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Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de profundizar en el estudio de
la sintesis verde de nanoparticulas utilizando el extracto de D. salina como reductor,
demostrando que aun hay variables que no sélo pueden ser exploradas sino que también
tienen el potencial de ser explotadas incluso a nivel industrial, tal es el caso del efecto de la
iluminacion durante la sintesis, que ahora sabemos funciona como catalizador en la
nucleacion de particulas y que el producto resultante varia dependiendo de la intensidad de
la luz, la longitud de onda inducida y del tiempo de exposicion, estos factores pueden ser
estandarizados y aprovechados para hacer este método maés eficiente y controlable, incluso
para desarrollar un dispositivo que permita ajustar la intensidad y longitud de la onda de la
luz de acuerdo al tipo de nanoparticula que se desea obtener.

Otro aspecto importante a considerar es la formacion de nanoparticulas de 6xido de
plata mediante el método de sintesis empleado, que a pesar de no ser el resultado esperado
en comparacion con lo reportado en la literatura para esta misma metodologia, este puede ser
considerado como un area de oportunidad dado que las nanoparticulas de éxido de plata son
conocidas y estudiadas por sus propiedades antibacterianas, antifingicas (Fayyadh and
Alzubaidy, 2021), antivirales (Igbal et al., 2019), anticancerigenas (Sultan, 2023) ,
fotocataliticas (Shume et al., 2020), Opticas y eléctricas (Suresh, 2016). Para esta discrepancia
en resultados se teoriza la presencia de una sustancia oxidante en el medio de reaccion, lo
mas probable proveniente del extracto de D. salina, que de hecho es una variable importante
para considerar ya que para este trabajo se utilizé una cepa de D. salina aislada de San
Quintin, que por lo que sabemos podria presentar diferencias genéticas importantes con
cualquier otra cepa de esta misma microalga (Lopez et al., 2017; Magdaleno et al., 2017).
Desde nuestra perspectiva es una oportunidad para profundizar en el estudio genémico de D.
salina e ir identificando qué genes son importantes para la reduccién de metales y asi en un
futuro aprovechar este conocimiento para optimizar el método de sintesis por ejemplo
mediante ingenieria genética. En este trabajo se propuso la identificacion de genes de la ruta
metabolica del B-caroteno en Dunaliella salina SQ ya que en trabajos anteriores se ha
reportado este compuesto participa en la formacién de AgNPs utilizando el extracto de D.
salina (Cepoi et al., 2022).
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Identificacion del gen codificante para la fitoeno sintasa (PSY) en

la ruta metabélica del p-caroteno de la cepa Dunaliella salina SQ

La identificacion de genes se refiere al proceso de descubrir y localizar segmentos de
ADN que codifican informacion genética especifica, como la secuencia de aminoacidos para
una proteina en particular. En este trabajo se presenta la identificacion del gen codificante
para la enzima fitoeno sintasa involucrada en la biosintesis del B-caroteno en D. salina SQ
utilizando como referencia genes de esta misma alga para otra cepa y también de Dunaliella
bardawil todos obtenidos de la base de datos de NCBI mediante el alineamiento por
referencia con lecturas secuenciadas por Illumina Hiseq del genoma completo de la cepa

Dunaliella salina SQ.

Para la seleccion de los genes utilizados como referencia (Tabla V) se hizo la
busqueda del gen de la PSY (EC 2.5.1.32) en la base de datos GenBank y se selecciono el
unico gen de la fitoeno sintasa completo reportado para Dunaliella salina (AY547325.1)
(Yan et al., 2005). No obstante, el género Dunaliella es controversial por su clasificacion
taxondmica y la enorme variabilidad fisioldgica y molecular intraespecifica de las especies
hipersalinas, por ello se averigud si existia similitud entre el genoma de Dunaliella salina SQ
con el gen de la PSY de otra especie nombrada bajo el género Dunaliella, por tanto se
utilizaron ensambles obtenidos mediante SPAdes, de estos se consideraron 16 scaffolds con
una longitud entre 50-100 kpb, dichos scaffolds fueron utilizados para hacer alineamientos
mediante BLAST. Estos alineamientos arrojaron similitudes con dos genes de fitoeno sintasa
pertenecientes a Dunaliella bardawil de las cepas 847 (EU328288.1) y UTEX LB2538
(FJ262989.1), sin embargo estos alineamientos tuvieron una cobertura de apenas 209 pb y
276 pb con un porcentaje de identidad de 79.20% y 82.89% respectivamente, y un query
cover de 0% para ambos genes con un E value 2e-50 para la cepa 847 y de 3e-09 para
UTEXLB 2538 que nos indica que la probabilidad de que estos alineamientos se hicieran
aleatoriamente es baja, por ende se decidié utilizar los genes de ambas especies para realizar
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alineamientos con el genoma completo de Dunaliella salina SQ. La cepa UTEXLB 2538
ademas presenta otros 2 genes identificados parcialmente (DQ057342 y FJ262988.1) para
otras isoformas de esta misma enzima, los cuales también se tomaron a consideracion para

hacer los alineamientos.

Tabla V. Genes de referencia.

Especie Gen Nimero de referencia
Dunaliella salina PSY AY547325.1
Dunaliella bardawil
PSY1A DQ057342
UTEX2538

Dunaliella bardawil UTEX LB2538 PSY2 FJ262989.1
Dunaliella bardawil UTEX LB2538 PSYIB FJ262988.1
Dunaliella bardawil 847 PSY EU328288.1

Una vez ubicados los genes, se procedid a hacer el alineamiento utilizando un flujo
de trabajo automatizado que nos permitid realizar maltiples corridas con un sélo comando,
sin embargo debido al tamafio del genoma y a nuestra capacidad de computo y
almacenamiento fue necesario llevar a cabo el alineamiento con las secuencias divididas en
dos archivos, posteriormente se evalud la calidad de los alineamientos (Tabla VI) el
alineamiento realizado contra el gen de PSY de Dunaliella salina resultd en tan sélo dos
lecturas, una de 100 pb y otro de apenas 76 pb, ninguna de las dos son consideradas
significativas para la identificacion del gen debido a que la cobertura es muy baja asi como
también su profundidad.

Por otro lado, los alineamientos realizados contra los genes PSY1A, PSY1B de
Dunaliella bardawil cepa UTEX2538 presentaron una buena profundidad promedio de
lecturas, pero una cobertura muy baja y un promedio de MAPQ pequefio indicando una baja

calidad de mapeo, por lo tanto, se descartaron. De la misma manera el alineamiento del gen
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PSY2 de esta misma cepa presentd una cobertura demasiado baja al igual que una
profundidad promedio >1. Por ultimo, el gen PSY de Dunaliella bardawil 847 alined con
una cobertura del 100%, una profundidad promedio y un promedio de MAPQ alto, indicando

una alta confianza en la calidad del alineamiento.

Conforme a lo reportado, el gen PSY de la cepa D. bardawil 847 cuenta con 5 exones
y 4 intrones (Fig. 13) franqueados por el sitio candnico donante GT y el sitio aceptor AG
codificando a un péptido de 424 aminoacidos con un peso molecular calculado de 48,30 kDa
y un punto isoeléctrico tedrico (pl) de 9,16, que de acuerdo con BlastP comparte homologia

con D. salina a nivel proteico con un 79% de identidad y 87% de similitud) (Lao et al., 2011).

exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 exon 5
555 254 261 1019 156 368 152 384 150

Figura 13. Estructura del gen PSY en Dunaliella bardawil 847.

Subsecuentemente, se hizo el llamado y filtrado de variantes para el alineamiento con
el gen PSY de Dunaliella bardawil 847 (Tabla V1) y se visualizé el alineamiento mediante
Tablet (Fig. 14 y 15). De esta manera se encontraron cuatro variantes de un sélo nucleétido
(SNVs) y una insercion-delecion (INDEL) con un indice de calidad (QUAL) alto, asi mismo
una buena profundidad y una calidad de mapeado promedio de 42 para todos los casos,
apuntando hacia una deteccion de variables altamente confiable. De acuerdo a la estructura
del gen PSY de D. bardawil 847, sdlo dos de las variantes se encuentran en regiones
codificantes, mientras que las otras tres variantes se ubican dentro de regiones intronicas lo
que para los casos de SNVs no supondria un cambio en la expresion del gen, sin embargo
una de estas variantes es del tipo insercion-delecién lo que podria cambiar el marco de lectura
del gen y por lo tanto modificar la secuencia de aminoacido afectando a la estructura y
funcién de la proteina. Para poder determinar el efecto de las variantes en este gen es
necesario profundizar en el andlisis y caracterizacion de este, asi como llevar a cabo una

verificacion experimental para validar la presencia y la estructura del gen en el laboratorio.
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Tabla V1. Estadisticas de calidad de los alineamientos.

Ds PSY 5083 1 100 2.35233 10.0335233 | 37.6 0
1 76 2.54777 | 0.0254777 | 30.9 0
Db 76919 302 9.97358 | 1088.41 34.5 3.35
PSYIA | 3028
35450 510 16.8428 | 503.763 34.6 3.36
Db 260 215202 195 25.5906 | 17089.4 345 2.93
PSYIB
106794 430 56.4304 | 8699.54 34.6 2.84
Db PSY2| 2636 79 47 1.783 0.88809 30.7 334
31 44 1.6692 | 0.355083 31 33.6
Db 847 2558 3300 100 57.3779 35.7 24.4
3300
PSY
1188 3300 100 26.3691 35.8 23.5

Tabla VII. Estadisticas de calidad de las variables encontradas.

492 C T 225 53 42
CAA
1222 CA 228 57 42
(INDEL)
1888 A G 225 64 42
2636 T C 225 45 42
2948 A T 225 61 42
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Conclusiones

En esta investigacion se efectud con €xito la sintesis verde de nanoparticulas de plata
utilizando el extracto del alga verde Dunaliella salina SO como agente reductor. Los
resultados de este estudio revelan que la incidencia de la luz en el medio de reaccion juega
un papel fundamental en el proceso de sintesis funcionando como un catalizador que controla
el tiempo de formacion de las AgNPs y que ademas tiene un efecto en las propiedades del
producto obtenido. La caracterizacion estructural de las NPs confirmd la presencia de la
estructura cristalina de la plata y también revelo la obtencion de 6xido de plata, que, si bien
no era el producto esperado, este de igual manera puede ser aprovechado en multiples
industrias. Estos resultados abren puerta a futuras investigaciones que podrian explorarla
funcién de la luz en la sintesis verde de AgNPs a diferentes longitudes de onda y ademas
buscar el aprovechamiento de dicho fendémeno para conseguir un método de sintesis mas

eficiente y controlable.

Asimismo, se desarrolld una herramienta para automatizar el algoritmo de
alineamiento por referencia en el proceso de busqueda de genes mediante la cual se concretd
la identificacion in silico del gen codificante para la PSY, enzima importante en la regulacion
de la ruta metabdlica del B-caroteno. Se encontrd que el gen PSY en la cepa D. salina SQ no
presenta similitud con el reportado en NCBI para D. salina, sin embargo, posee una cobertura
del 100% con el reportado para Dunaliella bardawil 847 con la presencia de SNVs en
regiones exonicas € intronicas, ademas de un INDEL intrénico que podria representar un
cambio en la secuencia de aminodcidos codificante para este gen. Esta investigacion
contribuye a la literatura existente al proporcionar un punto de partida para la secuenciacion
y caracterizacion del gen PSY en D. salina SQ y agrega datos para el proyecto de la anotacioén
genomica de dicha microalga, al mismo tiempo participa en el camino hacia el entendimiento
de la ruta metabolica del B-caroteno a nivel genético. Por Ultimo, esta tesis propone una
direccion de trabajo hacia el aprovechamiento del estudio de la biologia molecular y de la
genética para el progreso y perfeccionamiento de los métodos verdes para la sintesis de

materiales.
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