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Resumen
Resumen de la tesis de Renee Fernanda Espinoza Guliérrez, presentada como requisito para la

obtencién del grado MAESTRO EN INGENIERIA, Ensenada B C. a diciembre de 2024.

Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de Pd por quimica verde utilizando el extracto

de la microalga Dunaliella salina SQ

Aprobado por:
Dr. Dante Al o Magdaleno Moncayo
Digector de tesis Codirector de tesis
Resumen:

En este trabajo, se utilizé el extracto de la microalga verde Dunaliella salina SQ rico en
biocomopuestos como pigmentos que funcionan como agentes reductores y estabilizantes para la
sintesis verde de nanoparticulas de paladio. Se realizaron experimentos variando la concentraciéon
del extracto de D salina SQ al 5 %, 10 % y 20 %, y se utilizaron las temperaturas de reaccion de 22
°C, 60 °C, 80 °C y 90 °C con el objetivo de determinar las condiciones 6ptimas para la sintesis y la
influencia de estas vanables sobre las caracteristicas de las nanoparticulas. Las nanoparticulas
obtenidas fueron caracterizadas mediante técnicas como UV-Vis, FTIR, TEM y DLS. Los espectros
UV-Vis confirmaron la reduccion de los iones de paladio y su conversion en nanoparticulas, mientras
que las imagenes de TEM revelaron una morfologia esférica y tamafnos promedio de 5.27 nm, 2.76
nm y 567 nm para las nanoparticulas sintetizadas a 60 ° C, 70 * C y 80 °C respectivamente. Los
analisis de DLS mostraron que las nanoparticulas obtenidas a mayor temperatura presentaban una
mayor estabilidad, y los espectros de FTIR indicaron la presencia de grupos funcionales, como
amidas e hidroxilos, atribuidos al extracto de la microalga. Por otro lado, se llevaron a cabo
ensambles por referencia a nivel de ADN y ARNm de los datos genémicos de D. Salina SQ, con el
objetivo de realizar una busqueda in silico de las enzimas involucradas en la sintesis de betacaroteno
pigmento que se especula pudiera estar involucrado en la sintesis de nanoparticulas de paladio; las
enzimas investigadas fueron geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS), Fitoeno sintasa (PSY) y
Licopeno betaciclasa (CriL-b). Los resultados mostraron ensambles por referencia unicamente a
nivel de ARNm, utilizando como referencia las cepas de D. Salina YC y GYH13 y la especie de
Dunaliella Bardawil. Los analisis bioinformaticos permiten obtener informacién de los organismos

para futuras aplicaciones biotecnolégicas

Palabras clave: sintesis verde, nanoparticulas de paladio; betacaroteno; geranilgeranil pirofosfato
sintasa (GGPS), fitoeno sintasa (PSY); licopeno betaciclasa (CrtL-B).
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l. Introduccion

Las nanoparticulas metalicas son materiales que sus dimensiones se encuentran
en la escala de 1 a 100 nm. Al tener sus dimensiones confinadas en el rango de los
nanometros, los materiales exhiben propiedades fisicoquimicas diferentes a las que
muestra el material a granel. Estas variaciones son causadas por el aumento del
area y energia superficial con respecto a su volumen, reflejandose en mejoras en
su reactividad quimica, propiedades Opticas, mecanicas y conductividad eléctrica y
térmica (Jamkhande et al., 2019).

Estas mejoras en las propiedades permiten que las nanoparticulas sean estudiadas
para la aplicacion en una gran variedad de sectores industriales, como el automotriz,
aeroespacial, energético, ambiental, farmacéutico (Li et al., 2021). Algunos ejemplos
son la utilizacion de nanoparticulas metalicas en los empaques de comida debido a
sus caracteristicas antibacterianas (Adeyemi & Fawole, 2023) o su implementacion
en fertilizantes para la entrega dirigida y administracién de nutrientes, lograda por

sus efectos de reactividad y adherencia de superficie (Ndaba et al., 2022).

Las nanoparticulas de paladio se distinguen particularmente por sus aplicaciones
en el campo de catalisis de reacciones de descomposicidon de sustancias
contaminantes y en la produccién de compuestos de valor, como obtencién de
hidrégeno o compuestos organicos de interés. En especial, participan activamente
en reacciones de reduccion de compuestos quimicos como el 4-nitrofenol y el cristal
violeta (Tanreh et al., 2018). Ademas, han demostrado su eficacia en la
transformacién del cromo VI en cromo lll, una forma menos téxica y movible de
cromo, enfrentando el riesgo ambiental asociado con este metal (Matsena & Chirwa,
2021a). También se ha estudiado su actividad catalitica en la reaccion de
acoplamiento de Suzuki-Miyaura (Chatterjee & Bhattacharya, 2018; Tanreh et al.,
2018).



Las nanoparticulas de paladio también han sido objeto de investigacion en
aplicaciones bioldgicas, centrandose en su actividad antibacteriana (Salman et al.,
2023; Sharmila, Farzana Fathima, et al., 2017; Sharmila, Haries, et al., 2017; Ullah
et al., 2018; Vellaisamy et al., 2023). Este amplio espectro de aplicaciones destaca
la versatilidad y relevancia de las nanoparticulas de paladio en diversos campos

cientificos e industriales.

Por otra parte, el paladio se obtiene por extraccidn minera o por su reciclaje de
catalizadores, joyeria y desperdicio electrénico. La extraccion minera es la principal
fuente de paladio y se ha mantenido constante durante los ultimos diez afnos,
produciendo alrededor de 200 a 225 toneladas al afio (Joudeh et al., 2022). El
consumo de paladio a granel ha aumentado debido a su implementacion como
catalizador en la industria automotriz, siendo esta su principal consumidor. El
aumento de su demanda no es proporcional con respecto a los recursos disponibles,
provocando el incremento del precio. Esta situacidn crea la necesidad de encontrar
alternativas que garanticen el aprovechamiento del paladio para mejorar la relacion
entre su costo y efectividad de aplicacion (Joudeh et al., 2022). Se piensa que la
implementacion de la nanotecnologia puede ayudar en optimizar los recursos del
paladio, utilizando menos cantidad de material sin perder o incluso mejorar sus

propiedades.

Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas estan estrechamente
vinculadas a su forma, tamafo y la quimica de su superficie, caracteristicas que son
determinadas por el método de sintesis empleado (Moraes et al., 2021). El método
de sintesis ejerce una influencia directa en las caracteristicas del nanomaterial
resultante, vinculandose con la estabilidad y reactividad de la nanoparticula
(Vishnukumar et al., 2017).

Existen dos enfoques para la sintesis de nanomateriales, clasificados segun el
estado inicial del material. En el enfoque top-down, se parte del material en su

estado macro y se reduce gradualmente su tamano. Por otro lado, el enfoque



bottom-up parte de atomos o moléculas para construir el nanomaterial (figura 1)
(Jamkhande et al., 2019).

Top-down Bottom-up

Material

a granel
B 3

Polvo . - . & Clasters
Qm
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©_©0 Atomos

Figura 1. Esquema del enfoque top-down y bottom-up de la sintesis de
nanoparticulas. Modificado de Shyam et al., 2020.

Estos enfoques son aplicados en los métodos de sintesis de nanoparticulas y
comunmente se clasifican segun el mecanismo o los componentes utilizados en la
formacion del material, resultando en las agrupaciones de métodos fisicos, quimicos
y bioldgicos (Jamkhande et al., 2019). En el estudio de Borja-Borja y Rojas-Oviedo
(2020), se mencionan que los métodos mayormente utilizados en la produccion de

nanoparticulas metalicas son los fisicos y quimicos.

Los métodos de sintesis fisicos comunmente utilizados para producir nanoparticulas
de paladio son la deposicidn fisica de vapor (PVD por sus siglas en inglés) y ablacion

laser (Vishnukumar et al., 2017).

En el método de PVD se destacan cuatro pasos principales: la evaporacion del

material a depositar o del precursor mediante una fuente de alta energia como un

3



haz de electrones, el transporte de vapor al sustrato, la reaccion entre los atomos
del sustrato y el gas reactivo, y finalmente, la deposicion del recubrimiento sobre la
superficie del sustrato (Escorcia-Diaz et al., 2023). Uno de los parametros
principales a considerar en este método de sintesis es el efecto del substrato en las

caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas.

En estudios como el de Safavi et al., (2012) , se comparé el efecto que tienen los
sustratos de carbono dopados con azufre en la sintesis de nanoparticulas de paladio
por PVD. En el experimento, los autores mantuvieron las condiciones de sintesis y
variaron el substrato utilizado; los resultados indicaron que la variacion del substrato
impactaba en el tamafio de la nanoparticula de paladio, reportando los tamarios de
10 nm cuando se utilizaron nanotubos de 1 pared, 40 nm con el substrato de
nanotubos de multipared, 100 nm para el substrato de nanofibras de carbono y 250
nm para substrato de carbono. De igual forma, en la investigacién de Sobczak et
al., (2017) también les interesaba conocer la posible influencia del substrato sobre
el tamafio medio de las nanoparticulas de paladio. Se evaluaron los sustratos Al20s,
SiO2, Siy Mo, y se encontro que los substratos no tenian influencia sobre el tamafio

medio de las nanoparticulas de paladio.

Por otro lado, el método de sintesis de ablacién laser consiste en sublimar una placa
de metal (en este caso de paladio), para obtener nanoparticulas de paladio
(Habibullah et al., 2021). Los parametros del laser, como la intensidad de irradiacion,
y su longitud de onda influyen sobre las propiedades de las nanoparticulas
sintetizadas. Salman et al. (2023) sintetizaron nanoparticulas de paladio con
ablacion laser, probando tres distintas intensidades de energia del laser, obtuvieron
nanoparticulas de forma esférica y distribuciones de tamano diferentes atribuidas a
la variacion de intensidad de energia. Por otra parte, en la investigacion de
Fernandez-Arias et al. (2022) se experimentd con longitudes de onda de la radiacién
proveniente del laser, eligiendo 532 y 1064 nm. En este estudio los autores notaron

que hay un comportamiento de tamafios mas homogéneos cuando se utiliza la



longitud de onda de 532 nm, reportando tamafos con diametro medios inferiores a

los 6 nm.

Las desventajas de los métodos fisicos en la sintesis de nanoparticulas incluyen la
utilizacién de equipo costoso y altos requerimientos de energia, especialmente por
la necesidad de alcanzar condiciones de vacio y altas temperaturas. En contraste,
en los ultimos veinte afnos, los métodos quimicos han ganado considerable interés
debido a su rapidez y la ausencia de requerimientos de equipos costosos (Khan,
Shahid, et al., 2022). Este enfoque ha permitido la sintesis de una amplia variedad

de nanoparticulas, abarcando desde metales nobles hasta 6xidos metalicos.

La sintesis de nanoparticulas de paladio mediante métodos quimicos abarca varias
técnicas, entre las que se destacan el método de reduccion alcohdlica, la reduccion
quimica, métodos sonoquimicos y el proceso de poliol (Nasrollahzadeh et al., 2020).
En términos generales, la sintesis quimica de nanoparticulas metalicas de paladio
implica la reduccion de los iones metalicos a un estado metalico cerovalente. En
este estado, se inicia la nucleacién para formar la nanoparticula (Vishnukumar et
al., 2017) (figura 2). Comunmente, se utiliza como precursor el complejo de potasio
tetracloropalladato (1) (K2PdCls) y sales metalicas de paladio, tales como el cloruro
de paladio (PdCl2), nitrato de paladio (Pd(NOs)2) y acetato de paladio
(Pd(CH3COO)2) (Szczyglewska et al., 2023).

i Nucleacion y
. Nucleacion A
Reduccién estabilizacion

o _. %Yo . BB® _
90 960  §@

lones metalicos Atomos reducidos Nanoclisters Nanoparticulas

Figura 2. Esquema de la formacion de nanoparticulas por reduccion de iones
metalicos. Modificada de Habibullah et al., 2021.



Los métodos de reduccion quimica para la sintesis de nanoparticulas de paladio
involucran la reduccion de sales metélicas, empleando agentes reductores fuertes
como el borohidruro de sodio (NaBH4) y el borohidruro de potasio (KBHa4)
(Nasrollahzadeh et al., 2020). En un estudio realizado por Bravo et al. (2020), se
informa sobre la sintesis de nanoparticulas de paladio utilizando NaBH4 como
agente reductor y PdCl2 como agente precursor. La reaccion se lleva a cabo en
presencia de ligandos organicos Yy los resultados destacan la relevancia de estos
ligandos en la estabilidad de las nanoparticulas. Por otro lado, Zheng et al. (2014)
detallan la sintesis de nano cadenas de paladio compuestas por subunidades de
nanoparticulas de paladio, utilizando KBH4 como agente reductor. Utilizé hidrato de
hidracina y acido ascorbico como agentes reductores alternativos para realizar una
comparacion con la sintesis realizada con NaBHa. El resultado fue la formacion de
agregados de nanoparticulas en cumulos en lugar de las cadenas deseadas. Este
efecto se atribuye al papel del agente reductor en la velocidad de reaccion y destaca
la importancia de la eleccidén del agente reductor en la sintesis de nanoestructuras

especificas.

La mayoria de los métodos fisicos y quimicos descritos anteriormente requieren
condiciones poco amigables con el medio ambiente, como altas temperaturas y el
uso de reactivos contaminantes, resultando en procesos costosos y generando
subproductos indeseables (Chan et al., 2022). En respuesta a estos desafios, se
han implementado métodos de sintesis que buscan reducir el consumo energético,
disminuir costos y emplear compuestos naturales, todo con el objetivo de minimizar
el impacto ambiental (Ying et al., 2022). Estos enfoques mas sostenibles de
produccion de nanoparticulas, conocidos como métodos de sintesis verde, buscan
aprovechar compuestos naturales y reducir el impacto ambiental asociado con la

sintesis de nanomateriales.

La sintesis verde se considera una variacion del método de reduccion quimica ya

que el mecanismo es el mismo, simplemente difieren en los reactivos utilizados. Se



eliminan reactivos con potencial a ser sustancias téxicas y dafinas como la
hidracina, hidroxilamina, citrato de sodio, borohidruro de sodio, poli-N-
vinilpirrolidona (Nasrollahzadeh et al., 2020) y se sustituyen por una fuente bioldgica
(Zhou et al., 2023).

La eleccidon del componente bilégico es importante, ya que ademas de reducir la sal
metalica, recubren y estabilizan a la nanoparticula. Se han sintetizado
nanoparticulas metalicas con la participacion de diversos organismos, entre ellos
bacterias, levaduras, plantas, algas y hongos. Las microalgas, en particular, se
consideran organismos ideales para la sintesis verde debido a su facil manipulacion
y mantenimiento de cultivo, rapido crecimiento y la presencia abundante de
biomasa, fitoquimicos, proteinas y pigmentos (Jacob et al., 2021; Khan, Shariq, et
al., 2022; Marslin et al., 2018).

Dunaliella salina es una microalga verde unicelular que destaca entre el grupo de
las microalgas. Se encuentra distribuida globalmente en aguas salinas e
hipersalinas y es de gran interés cientifico y comercial debido a su alta tolerancia a
condiciones extremas de salinidad, luz, pH y temperatura, asi como por su
capacidad para producir valiosos biocompuestos como carotenos, lipidos y glicerol
(Preetha et al., 2012). Adicionalmente, su clasificacion como GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro) y caracteristicas fisioldgicas, como la ausencia de pared
celular, facilitan la extraccion de productos de interés y la manipulacion genética,
favoreciendo su uso tanto en laboratorios como en la industrial para la produccion
de betacaroteno, debido a su gran capacidad de almacenamiento de este
compuesto (Polle et al., 2020). Estas propiedades la convierten en un excelente
candidato para la sintesis de nanoparticulas, habiéndose ya demostrado su
capacidad para sintetizar nanoparticulas de plata y oro (Cepoi et al., 2022; Hyrslova
et al., 2022; S et al., 2023; Singh et al., 2019).

La biosintesis de nanoparticulas puede realizarse con una amplia gama de

compuestos presentes en los organismos marinos, incluyendo grupos carbonilo,



terpenoides, fenoles, flavonas, polisacaridos, proteinas, pigmentos, aminas,
amidas, alcaloides y otros agentes reductores presentes en extractos bioldgicos
(Momeni & Nabipour, 2015). Estudios recientes, como el de Cepoi et al., (2022)
observaron cambios en la biomasa de D. salina durante la sintesis de
nanoparticulas de plata, sefialando una disminucién en el contenido de lipidos,
proteinas y betacaroteno, atribuyéndolo a la formacién de las nanoparticulas. Se ha
reportado también que compuestos antioxidantes como la quercetina, acido galico,
vitamina C y betacaroteno no solo reducen efectivamente los iones metalicos, sino
que también produce nanoparticulas estables con morfologia triangular (Alzharani
et al., 2021).

En este estudio, se ha utilizado el extracto de la cepa Dunaliella salina SQ, aislada
de una laguna hipersalina de San Quintin, Baja California, México (Magdaleno et
al., 2017), con el objetivo de sintetizar nanoparticulas de paladio. Esta eleccion se
fundamenta en la capacidad de la microalga para producir pigmentos que se utilizan
en la reduccién del precursor y contribuyen a la estabilizacién de nanoparticulas
durante el proceso de sintesis. Entre los pigmentos producidos por esta cepa de D.
salina destacan la clorofila a y b, asi como carotenoides como la neoxantina,
violaxantina, anteraxantina, zeaxantina, luteina y betacaroteno (Valencia-Yanez et
al., 2018).

Ademas de su relevancia en la sintesis de nanoparticulas, D. salina es estudiada
por su capacidad para producir compuestos valiosos, como el betacaroteno, en
particular, los estudios se enfocan en la ruta del betacaroteno dado a su gran interés
comercial y sus implicaciones para la salud. Investigar y optimizar la ruta del
betacaroteno en D. salina puede llevar a mejoras en la produccion de este
importante compuesto (Polle et al., 2017; Shaker et al., 2021; Siqueiros, 2017). Con
la ayuda de estudios bioinformaticos, se pueden identificar y caracterizar genes
especificos de las vias metabdlicas en D. salina que estan involucrados en la
produccion de metabolitos secundarios, como los carotenoides y otros pigmentos
(Ambrogi et al., 2014; Zhang & Liu, 2013).



Los carotenoides pertenecen al grupo de pigmentos mas diversos. Son pigmentos
liposolubles que estan ubicados en el cloroplasto, considerados accesorios, son
componentes estructurales del fotosistema, donde su funcion es proteger a los
aparatos fotosintéticos del dafio oxidativo (Félix-Castro et al., 2023). Entre los
carotenoides, el betacaroteno es un hidrocarburo de color anaranjado con una
cadena de ocho unidades de isoprenos (CsoHss), con un centro de simetria y un
anillo de betaciclohexeno en cada terminacion (figura 3). El betacaroteno tiene un
potente efecto antioxidante, beneficiando la salud humana, por lo que es de interés
en la industria farmacéutica para el desarrollo de nutraceuticos y vitaminas (Félix-
Castro et al., 2023).
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Figura3. Molécula de betacaroteno. Modificado de https://shre.ink/DsvW

La ruta metabdlica del betacaroteno en el género de microalgas verdes Dunaliella
es una serie de reacciones sucesivas que comienza con el precursor geranilgeranil
pirofosfato (GGPP). Este compuesto es el resultado de la sintesis de isoprenoides
y es catalizado por la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS),
representando el primer factor limitante en la sintesis de carotenos. La ruta
comienza con la condensacion de dos moléculas de GGPP para formar fitoeno, un
proceso catalizado por la enzima fitoeno sintasa (PSY), que constituye el primer

paso limitante de la ruta. Posteriormente, el fitoeno se transforma a través de cuatro
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reacciones secuenciales de desaturacion e isomerizaciéon, llevadas a cabo por
enzimas fitoeno desaturasa (PDS), 15-cis-zeta-caroteno isomerasa (ZISO), zeta-
caroteno desaturasa (ZDS) y la carotenoide isomerasa (CRTISO). Estas enzimas
producen los intermediarios fitoflueno, gamma caroteno y neurosporeno, que
finalmente conducen a la formacién de licopeno. El ultimo paso en la formacion de
betacaroteno es la ciclizacion del licopeno, catalizada por la enzima licopeno
betaciclasa (LYCB) (figura 4) (Félix-Castro et al., 2023).
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Figura4. Esquematizacion de la ruta del betacaroteno del género Dunaliella.
Basado en lo reportado por Félix-Castro et al., 2023.
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La participacion enzimatica en la ruta de biosintesis del betacaroteno es
fundamental. La enzima GGPPS regula la velocidad de reaccion de la condensacion
de tres moléculas de isopentil pirofosfato (IPP) con una molécula del dimetilalil
pirofosfato (DMAPP) para formar geranilgeranil pirofosfato, precursor de los
carotenos (Ding et al.,, 2019). Esta enzima se caracteriza por tener dominios
altamente conservados, denominados dominios primero y segundo, ricos en
aspartato (FARM y SARM, por sus siglas en inglés), los cuales son sitios de union
y catalisis (Barja & Rodriguez-Concepcion, 2021; Ding et al., 2019). La enzima PSY
es fundamental para la sintesis de carotenoides; es la encargada de condensar las
dos moléculas de geranilgeranil pirofosfato en fitoeno, molécula primordial,
reguladora de la sintesis y el contenido de otros miembros de la familia de
carotenoides (Han et al., 2015). La actividad reguladora de la enzima PSY se
informa en Couso et al., (2011); los autores comprueban que su sobrexpresion en
el organismo Chlorella vulgaris muestra incrementos en los niveles totales de
carotenoides, este hecho también se ha comprobado en diferentes plantas y
bacterias. Por ultimo, la enzima LYCB es la encargada de catalizar las reacciones
de ciclizacion de los extremos del licopeno para formar el betacaroteno. Esta enzima
esta asociada a la membrana, conteniendo dos regiones hidrofobas que

posiblemente forman dominios de hélices transmembranales (Blatt et al., 2015).

Debido a la importancia que tienen estas enzimas en la regulacion y la produccion
de betacaroteno y al gran aumento de la informacién de las secuencias de diferentes
organismos (Han et al., 2015), en esta investigacion se utilizan herramientas
bioinformaticas para la identificacion in vitro de secuencias de genes y aminoacidos
que permitan conocer caracteristicas estructurales de genes y proteinas, dominios

conservados, sitios reguladores y relacion filogenética.

El aumento de informacion gendmica disponible puede atribuirse al avance de las
tecnologias de secuenciacion, que tienen la capacidad de generar grandes
volumenes de datos en poco tiempo y una disminucién considerable de costos
(figura 5). Uno de los primeros métodos de secuenciacion que adquirio relevancia

fue el de terminacion de cadena desarrollado por Frederick Sanger en el afo de
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1977. El método se centra en la utilizacidn de dideoxinucleétidos para terminar la
elongacion de la cadena de ADN durante su replicacion (Satam et al., 2023). Se
logré su automatizacion utilizando dideoxinucleétidos marcados por fluorescencia y
electroforesis capilar, lo que permitié incrementar la velocidad y la precisién de la

secuenciacion (Shendure & Ji, 2008).
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Figura 5. Linea del tiempo de las plataformas de secuenciacién de primera
generacion (Sanger, Pirosecuenciacion) y NGS (lllumina, lon Torrent, PacBio,
Nanopore). Basado en lo reportado en Satam et al., 2023.

Las plataformas de secuenciacion de préxima generacion (NGS, por sus siglas en
inglés), como lllumina, Pacific Biosciences y Oxford Nanopore, se distinguen del
método de Sanger por su capacidad para realizar secuenciacion masiva,
permitiendo secuenciar millones de fragmentos de ADN de manera simultanea
(Melanie Kappelmann-Fenzl, 2021). La plataforma de Pacific Biosciences SMRT
(Single-Molecule, real-time) fue difundida en el afio 2011 y tiene la capacidad de
realizar lecturas largas. El fundamento de la técnica consiste en el monitoreo de los

eventos de fluorescencia provocados por la unidén de nucleétidos marcados con
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fluoréforos diferentes segun la base. La union de las bases se realiza a través de la
ADN polimerasa, que se encuentra posicionada en el fondo de nanoestructuras
denominadas ZMV (Zero Mode Wavelenghts), las cuales delimitan el volumen de
observacion. Se registran los cambios de los pulsos de luz mientras se agregan los
nucledtidos, la secuencia de los pulsos indica la secuencia del ADN. Esta técnica
no requiere la amplificacion del ADN, sin embargo, necesita de la unién de
adaptadores en los extremos del fragmento de ADN que brindan estabilidad a la
molécula, proporciona un sitio de union para la ADN polimerasa y permiten una

secuenciacion circular continua (Baum, 2021).

Otra plataforma de secuenciacidon que permite realizar lecturas largas es la
desarrollada por Oxford Nanopore. Esta tecnologia fue lanzada en 2014. Su
principio se basa en la linearizacion del ADN y su capacidad por moverse a través
de un poro biolégico denominado nanoporo debido a su tamafio nanométrico. Los
nanoporos estan ubicados en una membrana a la cual se le aplica corriente
eléctrica, el ADN pasa a través del poro, obstruyendo parcialmente el flujo de
corriente eléctrica a través de la membrana. Los nucleétidos del DNA son de
diferente forma y tamafio, estas diferencias provocan que las variaciones en la
corriente eléctrica sean especificas para cada base. Estos cambios son medidos y
traducidos por un algoritmo determinando la secuencia del ADN (Satam et al., 2023).
Una de las limitantes de esta plataforma es la falta de precision, causada por el paso
de iones del medio en el que esta expuesta la membrana, resultando en la
introduccidn de errores en la secuenciacion por la interpretacidon incorrecta de las

sefnales con dicho ruido (Melanie Kappelmann-Fenzl, 2021).

En la figura 6 se muestra una esquematizacion de los pasos del proceso de
secuenciacion en lllumina. En contraste con el fundamento de las plataformas de
secuenciacion de Nanopore y PacBio, el principio de la plataforma lllumina se basa
en la secuenciacién por sintesis de terminacion. Esta técnica utiliza nucledtidos
marcados con etiquetas fluorescentes especificas para cada base de ADN. La
secuenciacion ocurre por ciclos, que consisten en la adicion de los nucledtidos

etiquetados por la ADN polimerasa y su deteccidn por medio de la interrupcion
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temporal de la sintesis de ADN, ocasionada por la etiqueta fluorescente que actua
como un terminador reversible de la polimerizacion. El ciclo termina cuando la
etiqueta es eliminada, permitiendo que la sintesis continue para iniciar un ciclo
nuevo (Melanie Kappelmann-Fenzl, 2021). En lllumina si es necesaria la
preparacion de librerias. La elaboracion de la libreria implica la fragmentacion del
ADN y la unién de los fragmentos resultantes a adaptadores. Los adaptadores son
secuencias compuestas de sitios de union para la ADN polimerasa, indices para la
identificacion de muestras y regiones complementarias a oligos fijados en la celda
de flujo de lllumina. Después de la adicion de adaptadores, prosigue la generacion
de clusteres. La generacion de clusteres es la amplificacion de los fragmentos de
ADN que fueron hibridados con los oligos de la celda de flujo, con el fin de posicionar
la cadena de ADN templete de una forma que facilite el acceso enzimatico. Se
generan alrededor de 1000 copias de cada molécula de ADN, que permanecen con

una proximidad cercana, generando los clusteres.
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En este trabajo se estudié conjuntamente la sintesis de nanoparticulas de paladio
mediante un enfoque de sintesis verde utilizando el extracto de D. salina SQ y la
caracterizacion in silico de las enzimas involucradas en la biosintesis de
betacaroteno, identificadas por ensambles por referencia en los datos gendmicos
secuenciados por la plataforma lllumina. Las nanoparticulas resultantes fueron
caracterizadas mediante las técnicas de UV-Vis, DLS, FTIR y TEM, con el fin de
identificar su tamafo, morfologia, estabilidad y composicion quimica de su
superficie. También se evalud la actividad antibacteriana de las nanoparticulas
obtenidas. Ademas, se llevd a cabo un analisis bioinformatico con el propésito de
encontrar informacion sobre los genes GGPPS, PSY y LYCB presente en el genoma
de D. salina SQ involucrados en la ruta de la sintesis de betacaroteno, un pigmento
presente en su extracto. Los analisis bioinformaticos proporcionaron informacién
que permitié la caracterizacion in silico de las enzimas involucradas en la produccion
de betacaroteno, un pigmento que se identifica como posible candidato para la

sintesis de nanoparticulas de paladio.
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1. Antecedentes

II.1.  Sintesis verde de nanoparticulas de paladio

Las nanoparticulas de paladio han sido sintetizadas por plantas, hongos, bacterias
y algas. La sintesis por medio de plantas se lleva a cabo por biocomponentes en el
extracto de las plantas, que incluye polifenoles, alcaloides, terpenoides y
flavonoides, los cuales proporcionan agentes reductores y estabilizantes, resultando
en la formacion de nanoparticulas (Joudeh et al., 2022). El extracto puede ser
obtenido de diferentes partes de la planta, como hojas, flores, semilla, fruta y raices
(Vishnukumar et al., 2017). Un ejemplo es la utilizacion del extracto de la hoja del
arbol de Cinnamomum camphora. En este estudio querian conocer el efecto de la
concentracion del precursor en el tamafo y morfologia de las nanoparticulas. Los
resultados indicaron que, a mayores concentraciones de precursor, disminuia el
tamano de particula, ademas con el analisis de espectros obtenidos por FTIR,
identificaron la disminucién en las bandas relacionadas con grupos carbonilo en el
espectro de las nanoparticulas con respecto al extracto, infiriendo que moléculas
como las flavonas, terpenoides y polisacaridos pueden estar involucrados en su
formacion. De igual forma, se encontré la presencia de una gran cantidad de
oxigeno y carbono; los autores lo atribuyeron al posible recubrimiento de las
nanoparticulas por medio de grupos funcionales proporcionados por el extracto
(Yang et al., 2010). Por otro lado, en Tahir et al., (2016) se utilizé el extracto de las
hojas del arbol Sapium sebiferum y buscaron optimizar las condiciones de sintesis
relacionadas con la temperatura de reaccion y la concentracion de extracto. El
resultado indicd que con la temperatura de 60 °C se obtuvieron morfologias y
tamanos homogéneos. La temperatura puede interferir con la velocidad de la
reaccion, temperaturas muy bajas pueden disminuir la tasa de reaccion, y
temperaturas muy altas pueden promover a una tasa de reaccion mas rapida e
incluso la descomposicion del extracto, produciendo morfologias y tamafos
variables. En cuanto a la variacion de la concentracion del extracto, mayores
concentraciones mostraron una mayor produccion de nanoparticulas, morfologias

regulares y tamafos pequenos. En este estudio se concluyé que hay suficientes
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moléculas para que se lleve a cabo la reduccion y estabilizacion de las
nanoparticulas, ya que, a menores concentraciones de extracto, las nanoparticulas
sintetizadas presentaron morfologias irregulares y aglomeraciones. Asi mismo, en
el estudio realizado por Garole et al., (2019) se investigo la contribucidn del extracto
de la planta Lagerstroemia speciosa a la sintesis de nanoparticulas. Se encontro
que las nanoparticulas estaban dispersas en componentes del extracto. Con el
anadlisis de espectro FTIR se comprobd la presencia de grupos funcionales
asociados a biocomponentes de las plantas, ademas, los analisis de TGA mostraron
una pérdida de peso de alrededor del 85 % entre los 110 - 250 °C, adjudicandolo a
la pérdida de materia organica. Por ultimo, en un estudio mas reciente, se utilizo el
extracto de pétalos de rosa para sintetizar nanoparticulas de paladio, llegando a la
conclusion de que los compuestos fendlicos que contiene el extracto son los

encargados de reducir y estabilizar a las nanoparticulas (Bi & Srivastava, 2024).

De manera similar, diferentes especies de hongo han sido utilizadas para sintetizar
nanoparticulas de paladio. En la investigacion de Mohana & Sumathi (2020) se
utilizé el extracto del hongo Agaricus bisporus. Los autores concluyeron que los
compuestos fendlicos y los polisacaridos presentes en el extracto fueron los
encargados de reducir y estabilizar el extracto. Otro extracto de hongo reportado es
de Inonotus obliquus, donde se encontrd que la concentracion del extracto tenia un
efecto sobre la morfologia de las nanoparticulas (Gil et al., 2018). Las imagenes de
TEM mostraron que cuando aumentd la concentracion del extracto, aumento la
porosidad de las nanoparticulas. También se observd que el potencial Z es mas
negativo conforme el aumento del extracto, lo que puede deberse a los cambios en
la porosidad. La dinamica de nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas puede
estar influenciada por la concentracion del extracto. Una mayor concentracion de
extracto promueve una rapida nucleacién seguida de un crecimiento no controlado
de las nanoparticulas favoreciendo la formacion de estructuras porosas, debido a la
generacion de vacios y canales entre los aglomerados de nanoparticulas
(Vanlalveni et al., 2021).
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Asi mismo, se ha conseguido la sintesis de nanoparticulas de paladio por diferentes
especies de algas, que incluyen tanto a macroalgas como a microalgas. Un ejemplo
es el uso del extracto de Sargassum bovinum. Momeni 'y Nabipour (2015) proponen
a los polioles y polisacaridos como los principales actores en la sintesis de
nanoparticulas de paladio. Por otro lado, Arsiya et al., (2017) reportaron por primera
vez la utilizacién del extracto de la microalga Chlorella vulgaris para sintetizar
nanoparticulas de paladio, expresando que los grupos poliol y amida posiblemente
participen en el proceso de sintesis. Igualmente, el extracto de Spirulina platensis
fue reportado primeramente por Sayadi et al., (2018). Asi mismo, se propone que el
extracto de Padina boryana interviene en la formacién de nanoparticulas de paladio
(Sonbol et al., 2021). El proceso consiste en dos pasos principales, el primero
comprende la biorreduccion de los iones metalicos (Pd*?) a paladio metalico (Pd°)
para formar las semillas de crecimiento, y el segundo paso consiste en el
crecimiento y el recubrimiento/estabilizacion de las nanoparticulas. En ambos
pasos, se sugiere que moléculas como hidrocarbonos alifaticos, anillos aromaticos
y aminas alifaticas pudieran estar involucradas en la biorreduccion y contribuir en la

estabilizacion de las nanoparticulas por la adsorcién en su superficie.

Hasta el momento, no se encuentra informacion reportada sobre la utilizacion del
extracto de D. salina para la sintesis de nanoparticulas de paladio. Como pudo
observarse en diversos estudios, los parametros de sintesis y los diferentes
extractos influyen en las caracteristicas de las nanoparticulas sintetizadas. Por lo
tanto, estudiar el extracto de D. salina y las condiciones de sintesis afade

informacion sobre el efecto de estos parametros en las nanoparticulas sintetizadas.

I.2.  Aplicaciones de las nanoparticulas de paladio

Las nanoparticulas de paladio obtenidas por sintesis verde se destacan por sus
aplicaciones en los campos de catalisis y biomedicina. Las propiedades que les
confiere el método de sintesis, como evitar el uso de agentes toxicos y la

biocompatibilidad favorece sus aplicaciones en dichos campos. Esto es notorio en
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lo reportado por Matsena y Chirwa (2021), donde se sintetizaron nanoparticulas de
paladio por sintesis verde y sintesis quimica para comparar la actividad catalitica en
la reduccion de cromo VI, un contaminante presente en el ambiente. Se evalud la
eliminacién del contaminante a diferentes concentraciones de nanoparticulas
sintetizadas por los diferentes métodos. Las nanoparticulas obtenidas por métodos
verdes alcanzaron la eliminacion completa del contaminante en todas las
concentraciones, mientras que las fabricadas por métodos quimicos no lograron
eliminar completamente el contaminante en ninguna concentracion. Los autores
sugieren que puede deberse a la diferencia de tamafos y morfologia, ya que, por
sintesis verde, gracias a la utilizacién del extracto de Citrobacter sp., se adquirieron
tamanos pequefios, particulas dispersas y morfologias esféricas y porosas,
difiriendo con las caracteristicas de las nanoparticulas sintetizadas por el método
quimico, presentando tamafos de particula mas grandes y menos dispersas debido
a la agregacion. En el estudio de Mishra et al., (2019) también se evalua la actividad
catalitica de nanoparticulas de paladio producidas por el extracto de Chlorella
vulgaris, pero en este caso se enfoca en la catalisis de la sintesis de N-
arilpiperazinas, un compuesto de interés para la industria farmacéutica. La
evaluacion de la reutilizacion de las nanoparticulas indicé que, a partir del cuarto
ciclo, el rendimiento de la actividad catalitica disminuy6 considerablemente. Por otra
parte, Chatterjee y Bhattacharya (2018) muestran la dependencia del tamafio de
nanoparticula con la actividad catalitica de las reacciones Suzuki-Miyaura. Los
autores sefalaron que con la disminucidn del tamafo de particula incrementaba la

actividad catalitica y la reutilizacion en varios ciclos de reaccion.

En el campo biomédico, las nanoparticulas de paladio se evaluan principalmente
por su actividad antibacteriana. En la investigacion de Basak (2017) las
nanoparticulas mostraron actividad antibacteriana en menor medida para las
bacterias gram-negativas que para las bacterias gram-positivas. El mecanismo de
reaccion lo atribuyen a la liberacion de especies reactivas provocado por la
superficie de las nanoparticulas que permean la membrana celular. La penetracion

de la membrana celular se reflejo en la mayor fuga de proteinas y una mayor
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inhibicion del crecimiento de las bacterias gram-positivas. La relacién entre la
actividad antibacteriana y el tamaio de la nanoparticula es explorada en la
investigacion de Adams et al., (2014). Los autores evaluaron tres tamafios de
nanoparticulas (2, 2.5y 3.1 nm) y los resultados revelaron que para la bacteria E.
coli los tamafos mas pequefios de particula resultaron mas efectivos, mientras que
para S. aureus el tamafio mas grande resulto tener una mayor actividad

antibacteriana.
Los estudios de actividad catalitica y antibacteriana de las nanoparticulas de paladio

demuestran que las caracteristicas del tamano y la superficie estan estrechamente

relacionadas con su desempefo.
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I.3. Analisis bioinforméticos de genes que codifican para las enzimas

involucradas en la sintesis de betacaroteno

1.3.1. Geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS)

En el estudio de Barja y Rodriguez-Concepcion (2021) se revisé la informacién
reportada sobre el gen que codifica para la enzima GGPPS en las especies de
planta Arabidopsis thaliana, arroz (Oryza sativa), pimiento (Capsicum annuum), y
tomate (Solanum lycopersicum). Se encontro que A. thaliana posee multiples genes
para GGPPS, cada uno cuenta con localizacion subcelular y expresion diferencial
especificas, sugiriendo la diversificacion funcional entre estos genes paralogos. En
arroz se reportd un gen GGPPS como el principal productor de GGPP. Para el
pimiento se identificd que el gen GGPPS es critico para la produccion de GGPP,
siendo el precursor directo para la produccion de carotenos, los cuales se acumulan
durante la maduracion del fruto. En el tomate se encontraron cinco genes que
codifican para enzimas GGPPS. Estas enzimas se encuentran en el cloroplasto, ya
que su actividad esta relacionada con la sintesis de isoprenoides relacionados con
la fotosintesis, como los carotenoides. El articulo destaca la importancia de la
expresion diferencial y la funcion de los genes segun su ubicacion, determinando
asi su funcion especifica dentro de la célula. Consideran que la comprensién de
estas enzimas es crucial para formular estrategias de ingenieria metabdlica
destinadas a manipular la produccion de isoprenoides. Ademas, debido a la
variabilidad en la expresion genética y su regulacion, es importante realizar estudios

especificos para cada especie de planta.

Se realiz6 un estudio similar por Feng et al., (2023); los autores estaban interesados
en identificar los genes GGPPS en diferentes especies de algodon. Analizaron
setenta y cinco genes de la familia GGPPS pertenecientes a las especies de
algodon Gossypium hirsutum, Gossypium barbadense, Gossypium arboreum y
Gossypium raimondii. También encontraron que las ubicaciones de los genes se

dividian principalmente en los cloroplastos y plastidos. Ademas, realizaron analisis
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estructurales en tres dimensiones y analisis de secuencias de las enzimas GGPPS,
encontrando que tiene un gran numero de hélices alfa y dos dominios ricos en

aspartatos (DDxxxxD y DDxxD, donde la x representa cualquier aminoacido).

En cuanto a investigaciones con microalgas, se identificé el gen que codifica para
la enzima GGPPS en el organismo Dunaliella parva. Los analisis bioinformaticos
reportados por Shang et al., 2016 revelaron la longitud del gen de 1,612 pb,
exhibiendo 10 exones y 9 intrones e identificando los dominios conservados ricos
en aspartato y secuencias reguladoras. En la investigacion de Liang et al., (2015)
se aislo y se secuencié el gen GGPPS de la microalga Dunaliella bardawil; los
analisis bioinformaticos revelaron que el gen contenia 10 exones y 9 intrones,
reportando un tamano de 1,814 pb, con un marco abierto de lectura de 1,074 pb
codificando 357 aminoacidos. Los autores también identificaron los dominios
conservados ricos en aspartato caracteristicos de la enzima GGPPS. Por otro lado,
en Zhu et al., (2020) se identificaron los genes de las enzimas involucradas en la
sintesis de carotenos GGPPS, PSY, PDS, ZISO, ZDS, CRISTO y LCYB en D. salina
GY-H13. Para la enzima GGPPS concuerda con las investigaciones anteriores en
cuanto los dominios conservados ricos en aspartato, donde los autores compararon
la secuencia de aminoacidos con las reportadas de otras especies de microalgas y

plantas.

1.3.2. Pirofosfato sintasa (PSY)

En el estudio de Tran et al., (2009) investigaron la diversidad de PSY en el grupo de
algas. Los autores realizaron un analisis comparativo de secuencias genomicas y
de aminoacidos de la enzima PSY en algas verdes, rojas, diatomeas y haptdfitas.
Los resultados demostraron dos clases de PSY, tipo | y tipo I, el analisis filogenético
revela que comparten ancestros en comun y que la divergencia del gen puede
relacionarse a elementos reguladores de un tipo a otro, ya que a nivel enzimatico
se mostré que contienen dominios conservados correspondientes al sitio de union

al sustrato y funcion catalitica. También encontraron la presencia de multiples copias
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paralogas de genes PSY, relacionandolo con respuesta a factores ambientales. La
variacion en la estructura genética también es demostrada en el analisis realizado
por Han et al., (2015), donde reportan que en las algas el numero de intrones varian

ampliamente, mientras que en plantas se mantenia de 4 a 5 intrones.

La caracterizacion del gen PSY en D. salina es reportado en el estudio Yan et al.,
(2005). La estructura del gen consiste en cinco exones y cuatro intrones, y la
longitud de 2,982 pb. Este gen codifica para una proteina de 420 aminoacidos y la
comparacion con las secuencias de otras especies de plantas y algas mostraron
alta similitud, indicando la conservacidon de esta enzima en diversas especies
fotosintéticas. Por otro lado, la investigaciéon de Lao et al., (2011) profundiza en la
investigacion del gen PSY en la microalga D. bardawil. Se aisl6 y analizé el gen PSY
para comprender su estructura y funcion. El gen contiene seis exones separados
por 5 intrones con una longitud total del gen de 3,300 pb; los autores también
identificaron secuencias promotoras y reguladoras conservadas, como la caja G con
elementos reguladores de luz. La estructura de la proteina PSY fue simulada y su
secuencia de aminoacidos se alined con secuencias de otros organismos. Los
resultados revelaron una proteina de 424 aminoacidos y en cuanto a su analisis
estructural se encontraron sitios de union a magnesio, residuos cataliticos y dos
sitios ricos en aspartato (DxxxD). En la revision de Shaker et al., (2021) se analizo
el gen que codifica para PSY de diferentes especies del género Dunaliella. Los
autores mencionan variaciones de intrones y exones del gen para las diferentes
especies, concluyendo que hay una gran diversidad gendmica entre las especies
de microalgas, aunque pertenezcan al mismo género. También se encontraron
diferencias en las caracteristicas de la proteina, como distintos pesos moleculares

y puntos isoeléctricos.

1.3.3. Licopeno betaciclasa (LYCB)

La investigacién bioinformatica realizada por Cui et al.,, (2011) se estudia la

evolucion molecular y las caracteristicas de las enzimas licopeno ciclasa en las
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algas eucariotas. Se realizaron analisis filogenéticos con las secuencias de los
genes correspondientes a licopeno betaciclasa (LYCB) y licopeno épsilon-ciclasa
(LYCE) de bacterias, cianobacterias, hongos, plantas y algas, los resultados
sugieren que hubo un evento de duplicacion de genes, resultando en las dos clases
de enzimas. Este mismo hecho puede comprobarse con la identificacion de solo el
gen de la enzima LYCB que en las microalgas verdes como D. salina y
Haematococcus pluvialis, mientras Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella sp. solo
tienen el gen que codifica para la enzima LCYE, indicando la pérdida de copias de
genes. La secuencia de aminoacidos de los diferentes organismos es variada, lo
que se traduce en diferencias en longitud, pesos moleculares y puntos isoeléctricos.
Los autores localizaron dos dominios conservados para la LYCB cruciales para el
sitio de union del licopeno y la catélisis de la reaccidn de ciclizacion para formar el
betacaroteno, y el otro dominio esta relacionado con la estabilidad de la estructura
de la enzima. Por otro lado, en el articulo publicado por Blatt et al., (2015) se
caracteriz6 la enzima perteneciente a la microalga Ostreococcus lucimarinus que
fusiona las enzimas LYCB y LCYE en una sola. La estructura de la enzima consiste
en tres partes principales, LYCB, LCYE encargados de la ciclacion del licopeno vy el
complejo de captacion de luz (LHC). Los estudios filogenéticos sugieren que la
fusiéon de los genes puede estar relacionado con adaptaciones metabdlicas
especificas del grupo Prasinophytina, ya que los genes que codifican para estas
enzimas en otras algas verdes se encuentran por separado. La investigacion de Lan
et al., (2022) caracteriza la enzima LYCB en D. salina. Esta enzima resultoé tener
una longitud de 594 aminoacidos y un peso molecular de 65.69 kDa. El analisis de
los dominios conservados mostré que la estructura de la proteina mantenia los sitios
de unidn y cataliticos caracteristicos de LYCB. Para conocer mas sobre la expresion
del gen LYCB transformaron a D. salina y los resultados indicaron que bajo estrés
luminico incrementa la expresion del gen, resultando en un flujo mayor de
produccion de betacaroteno y derivados. En el estudio de Fang et al., (2023)
caracterizan los genes para LYCB y LYCE para la microalga Chlorella sorokiniana

FZU60. Los autores identificaron dominios conservados relacionados con

24



actividades cataliticas, union del sustrato y el motivo especifico de la familia de

enzimas licopeno ciclasa.
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1. Justificacion

Las nanoparticulas de paladio presentan un amplio espectro de aplicaciones,
destacando especialmente en los campos catalitico y biomédico. Las caracteristicas
fundamentales de estas nanoparticulas, como el tamano, la morfologia y la quimica
superficial, son determinantes en sus posibles aplicaciones y dependen
estrechamente del método de sintesis utilizado. Los métodos de sintesis verde
surgen como alternativa a los métodos convencionales, ya que se obtienen
nanoparticulas con morfologias y tamafos homogéneos, funcionalizacion de la
superficie sin la necesidad de agregar reactivos extras y promueven la sostenibilidad
y el cuidado del medio ambiente. Estos métodos utilizan compuestos de origen
biolégico, como extractos de diversos organismos, que contienen moléculas como
los pigmentos, responsables de la reduccién del precursor metalico, asi como del
recubrimiento y estabilizacion de las nanoparticulas de paladio. En este estudio, se
emplea el extracto de la microalga Dunaliella salina SQ para sintetizar

nanoparticulas de paladio y explorar su aplicacién como agente antibacteriano.

Por otro lado, la bioinformatica brinda la posibilidad realizar experimentos in silico,
partiendo de datos gendmicos, facilitando la extraccion de informacion y formulacién
de conclusiones acerca de un organismo. En particular, la identificacion de genes
de enzimas clave en la ruta del betacaroteno, como GGPPS, PSY y LYCB aportara
conocimiento sobre la produccién de este pigmento en Dunaliella salina SQ. Si bien
ya existe informacion genética sobre los genes involucrados en la sintesis de
betacaroteno en diversas cepas de D. salina, se ha reportado que hay una gran
diversidad gendmica en el grupo de algas, por lo tanto, hacer analisis especificos
de la cepa de D. salina SQ puede contribuir con datos fundamentales para
aplicaciones potenciales en el campo de la biotecnologia.
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IvV. Hipotesis

e Se obtendran nanoparticulas de paladio con morfologia y tamafio uniforme

mediante el uso del extracto de la microalga Dunaliella Salina SQ,

e Por medio de analisis bioinformaticos de los datos genémicos de Dunaliella
salina SQ se identificaran los genes involucrados en la ruta metabdlica del

pigmento betacaroteno.

V. Objetivos

V.1. Objetivo general:

Sintetizar nanoparticulas de paladio mediante sintesis verde y realizar analisis
bioinformaticos de la ruta metabdlica del pigmento betacaroteno de la microalga

Dunaliella salina SQ.

V.2. Obijetivos especificos:

e Sintetizar nanoparticulas de paladio con el extracto de la microalga
Dunaliella salina SQ con diferentes condiciones de sintesis.

e Utilizar las técnicas de caracterizaciéon: TEM, UV-Vis, FTIR y DLS para
evaluar la morfologia, el tamafo y la funcionalizacion de las nanoparticulas
metalicas.

e Preprocesar los datos gendmicos.

e Ensamblar por referencia los genes de la ruta metabdlica de betacaroteno.
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VI. Métodos y materiales

La metodologia se dividid en dos partes principales (figura 7); la primera se relaciona
con el analisis bioinformatico para la busqueda de los genes involucrados en la
sintesis de betacaroteno en la microalga D. salina SQ. En general, el procedimiento
consistié en identificar la ruta metabdlica del betacaroteno. Se prosiguidé con la
busqueda en bases de datos de las secuencias de los genes a nivel de ADN y ARNm
de organismos cercanos evolutivamente. Con los datos recuperados se realiz6 el
ensamble por referencia, que consistié en alinear las lecturas obtenidas por la
secuenciacion de D. salina SQ contra las secuencias obtenidas de las bases de
datos. Se finalizé con el andlisis de las secuencias consenso obtenidas a nivel de

aminoacido y enzima codificada.

La segunda parte consistid en la sintesis de nanoparticulas de paladio (figura 7),
donde se utilizé el extracto de la microalga D. salina SQ y cloruro de paladio para la
sintesis de las nanoparticulas a diferentes condiciones experimentales. Por ultimo,

las nanoparticulas se caracterizaron por Uv-Vis, DLS, FTIR y TEM.

Sitnesis de
nanoparticulas de
paladio

Analisis
bivinformatico

L

¥y
f : ) ( Crecimiento de
Identificacion de la ruta microalga D. salina
metabolica de la sintesis S0 para obtener el
de betacaroteno exiracio

v
Busqueda de las secuencia ( Sintesis de
de los genes involucrados en nanoparticulas de
la sintesis de betacaroteno paladio a diferentes
de diferentes especies \____condiciones

cercanas evolutivamente

I ( Caracterizacion de |

las nanoparticulas de
palaido

I Andlisis de resultados

‘ Andlisis de ‘

identificar genes en D.
salina SQ por ensamble
por referencia

resultados

Figura7. Metodologia general del analisis bioinformatico y la sintesis de
nanoparticulas de paladio.
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VI.1. Parte I: sintesis verde de nanoparticulas

VI.1.1. Cultivo de Dunaliella salina SQ:

Se preparé medio Jonhson modificado como medio de cultivo para la microalga D.
salina SQ (tabla 1). Se realizaron curvas de crecimiento con conteos en la camara
de Neubauer y tomando la absorbancia a los 630 nm en el espectrofotometro de

UV-vis cada tercer dia para determinar las fases de crecimiento de D. salina SQ.

Tabla 1. Receta medio Jonhson modificado utilizado en el cultivo de D. salina SQ.

Reactivo Concentracion en el
medio de cultivo
NaCl 1.5 M
NaHCOs 50 mM
MgSO4 7H20 5 M
KNOs 10 mM
Cack: 0.2 mM
KH2PO4 04 M
HsBos 185 uM
MnCl24H20 Z oM
EDTA Y
FeCl2.6H20 2 oM
ZnCl2 TuM
CoCl2 6H20 UM
(NH4)Mo7024 4H20 TuM
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VI1.1.2. Preparacién del extracto:

En la figura 8 se muestra el procedimiento para la preparacion del extracto de la
microalga D. salina SQ, cosechada en la fase de crecimiento exponencial. El cultivo
se introdujo en tubos de 50 ml de PPCO para centrifuga, posteriormente se
centrifugd durante 4 min a 6500 rpm con una temperatura de 15 °C, se retird el
sobrenadante y se re-suspendio el pellet en agua desionizada. Se repitio el proceso
de centrifugacion bajo los mismos parametros. Una vez finalizada la centrifugacion,
se retira el sobrenadante y la biomasa se re-suspende agregando 30 ml de agua
desionizada por cada 5g de biomasa (5g/30 ml). La biomasa obtenida se puso en
bafo Maria durante 15 min a una temperatura de 80 °C. Después se filtr6 la biomasa
al vacio con la ayuda de un embudo Buchner, un matraz kitasato y papel filtro
Whatman No. 4.

VI1.1.3. Sintesis de nanoparticulas de paladio:

Se prepararon 250 ml de una solucion 2mM de cloruro de paladio con 1.6 ml de HCI
y agua desionizada. Posteriormente, se mezclo el extracto de la microalga D. salina
SQ con la solucion de precursor de paladio, sometiéndose a agitacion magnética
durante 2 horas (figura 9). En la tabla 2 se muestran las condiciones de sintesis. La
temperatura reportada para la sintesis verde de nanoparticulas de paladio es de 60
°C (Arsiya et al., 2017), por lo que en el primer experimento de sintesis se utilizd
esta temperatura para determinar la concentracién 6ptima de extracto. Una vez
establecida esta concentracién, se evaluaron diferentes temperaturas para
determinar su efecto en la sintesis de las nanoparticulas de paladio, ya que se
reporta (Nasrollahzadeh et al., 2020; Tahir et al., 2016; Uzair et al., 2020) que la
sintesis de nanoparticulas a distintas temperaturas puede afectar el
comportamiento en la cantidad de nanoparticulas obtenidas (Nasrollahzadeh et al.,
2020; Tahir et al., 2016; Uzair et al., 2020).
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VI.1.4. Caracterizacion de las nanoparticulas de paladio

Se utilizd la técnica de UV-Vis para obtener una primera aproximacion de las
nanoparticulas obtenidas con diferentes condiciones de sintesis (tabla 2). Esta
técnica permitié establecer el tiempo de reaccion de dos horas, concentracion de
10% extracto. Las nanoparticulas sintetizadas a diferentes temperaturas se
evaluaron por las técnicas de FTIR (espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier), TEM (Microscopia Electronica de Transmision) y DLS (Dispersion
Dinamica de Luz). En la Tabla 3 se presenta la informacion de los equipos utilizados

en la caracterizacion.

: ;‘?
, : — BN L@
Cultivo de Dunaliella ujbos —— Centrifugacion: Se remueve &obrenadante y re-
: ml para * 4 min
salina SQ centrifuga . 6500 rpm suspende el pellet con agua

15°C desionizada l

T o m
= ’ EWhatman- El extracto se puso a Se remueve el sobrenadante y Centrifugacion:

bafio Lnarfa: el extracto se re-suspende en 4 min
LN - 80°C agua desionizada con la 6300;pm
15 min proporcion 5g/30ml 15°C

Figura 8. Procedimiento de la preparacién del extracto
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Concentracion de extracto

Temperatura
Se prepard una solucion
2mM de cloruro de paladio
en agua desionizada.
9 Lavado de

Nanoparticulas

Centrifugacion:
10 min
4 0000 pm
152G
Se realizd 3 veces.

Secado de nanoparticulas:
60 °C
24h

Figura 9. Procedimiento de la sintesis de nanoparticulas de paladio

Tabla 2. Condiciones experimentales.
Concentracion de

No. Experimento Temperatura
extracto
5%
1 10 % 60 °C
20 %
22 °C
60 °C
2 10 %
80 °C
90 °C
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Tabla 3. Equipos utilizados en la caracterizacidén de las nanoparticulas

Técnica de caracterizacion Equipo
Uv-Vis GENESYS 10S UV-Vis
FTIR PERKIN ELMER
TEM HITACHI 7500
DLS ZETASIZER MALVER

VI1.2. Parte ll: andlisis bioinformatico

VI.2.1. Preprocesamiento de datos gendémicos de D. salina SQ

El preprocesamiento de los datos incluyo la visualizacion de las lecturas de D. salina
SQ utilizando FASTQC para evaluar la calidad de estas. Este paso es crucial para
identificar y eliminar adaptadores y bases de baja calidad, asegurando asi la

precision y fiabilidad de los datos para analisis posteriores.

VI.2.2. Ensamble por referencia con Bowtie2

Para el ensamble por referencia se utilizé el software Bowtie2 version 2.2.4
(Langmead & Salzberg, 2012), las lecturas limpias de D. salina SQ obtenidas por la
plataforma de secuenciacion de lllumina HiSeq 2500 y las secuencias de ADN y
ARNm que se utilizaron como referencia de los genes que codifican para las
enzimas geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS), fitoeno sintasa (PSY) y
licopeno betaciclasa (CRTLB). En las tablas Tabla 4,Tabla 5 y Tabla 6 se muestran
los organismos a los que les pertenecen las secuencias utilizadas como referencia
para el alineamiento, el numero identificador de la secuencia y el resultado obtenido
del ensamble. Las secuencias de referencia fueron obtenidas NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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El proceso de alineamiento con Bowtie2 comenzo con la indexacion de la secuencia
de referencia, lo cual implica procesarla para crear una serie de indices que permita
al algoritmo hacer busquedas rapidas y eficientes. Continué con el alineamiento de
lecturas contra la secuencia de referencia, con la finalidad de encontrar el mejor
alineamiento posible. Este proceso arrojé como resultado un archivo con formato
SAM (Sequence Alingment/Map), que contiene informacién sobre el alineamiento
de las lecturas, su posicion en el genoma de referencia, calidad del alineamiento y
la secuencia alineada. Por ultimo, con el software Samtools, el archivo SAM, se
convirti6 a formato BAM (Binary Alignment/Map) para obtener una version
comprimida del formato SAM, ya que necesita menos espacio de almacenamiento

y es mas rapido de procesar.

V1.2.3. Visualizacion del ensamble

Los resultados de alineamiento se observaron mediante el software de Tablet
version 1.17, permitiendo visualizar la profundidad de alineacion de cada base con
respecto a su posicion en la secuencia de referencia, la cobertura de la secuencia,
los espacios vacios, e identificar cambios de nucledtidos entre el ensamble obtenido
y la secuencia de referencia (figura 10). Posteriormente, con la ayuda de Samtools
se extrajo una secuencia consenso de los ensambles con los cambios de los
nucleotidos encontrados. Con el programa UGENE 50.0 se realizé una curaciéon
manual del resultado de la secuencia consenso en revision con el alineamiento de
la secuencia de referencia y con el marco de lectura de la region codificante.
Ademas, por medio del programa se recabo la informacion sobre la longitud, el peso
molecular y el punto isoeléctrico de las secuencias consenso y de referencia de las
enzimas propuestas. Por ultimo, se realizé una comparacion entre las secuencias
de proteinas de los diferentes organismos contra las secuencias de proteinas

obtenidas.
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Visualizacion del resultado del ensamble por referencia del gen que

codifica para la enzima GGPPS, utilizando como referencia la secuencia de
Dunaliella bardawil.

Tabla 4. Organismos, numero de identificacién de las secuencias y resultados del
ensamble por referencia del gen que codifica para la enzima geranilgeranil pirofosfato

sintasa (GGPPS).

Arabidopsis thaliana NC_003075.7 NM_119845.3 NP_195399.1 Negativo Negativo
Chlamydomonas NC_057015.1 XM_001703117.2 XP_001703169.1 Negativo Negativo
reinhardtii
Volvox carteri f. NW_003307579.1 XM_002953422.1 XP_002953468.1 Negativo Negativo
nagariensis
Dunaliella salina CCAP MU069587.1 - KAF5838202.1 Negativo -
19/18
Dunaliella salina YC - MN172173.1 QID75818.1 - Positivo
Dunaliella salina GY- - MN732754.1 QIW94437.1 - Positivo
H13
Dunaliella bardawil - KX231795.1 APW83740.1 - Positivo
Dunaliella viridis KT819634.1 - AORS83330.1 Negativo -
Dunaliella viridis - HM114366.1 ADL16411.1 - Negativo
Dunaliella parva - KR425671.1 AMR55359.1 - Negativo
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Tabla 5. Organismos, numero de identificacion de las secuencias y resultados del
ensamble por referencia del gen que codifica para la enzima fitoeno sintasa (PSY).

Arabidopsis thaliana NC_003076.8 NM_001343484.1 = NP_001331504.1 Negativo Negativo
Chlamydomonas . .
] B NC_057005.1 XM_001701140.2 | XP_001701192.1 Negativo Negativo
reinhardtii
Volvox carteri f. . .
o NW_003307608.1 = XM_002956737.1 = XP_002956783.1 Negativo Negativo
nagariensis
Dunaliella sp. 336 DQ463306.1 DQ463305.1 ABE97388.1 Negativo
Dunaliella salina .
- U91900.1 AAB51287.1 - Positivo
ATCC 30861
Dunaliella salina
MUO070378.1 - KAF5828011.1 Negativo -
CCAP 19/18
Dunaliella salina GY-
- MN732755.1 QIw94438.1 - -
H13
Dunaliella bardawil - EU328287.1 ABY50090.1 - Positivo
Dunaliella parva - KY069272.1 ARH02607.1 - Negativo
Dunaliella salina - AY601075.1 AAT46069.1 - Negativo

Tabla 6. Organismos, numero de identificacion de las secuencias y resultados del
ensamble por referencia del gen que codifica para la enzima licopeno betaciclasa

(CrtL-b).

Arabidopsis thaliana NC_003074.8 NM_111858.2 NP_187634.1 Negativo Negativo
Chlamydomonas ) )
. . NC_057011.1 XM_043064723.1 XP_042921724.1 Negativo Negativo
reinhardtii
Volvox carteri f. ) )
o NW_003307614.1 XM_002957257.1 XP_002957303.1 Negativo Negativo
nagariensis
Dunaliella salina )
MUO070084.1 - KAF5830051.1 Negativo -
CCAP 19/18
Dunaliella salina .
- EU327876.1 ACA34344.1 - Negativo
CCAP 19/30
Dunaliella bardawil - KX218392.1 ANY98896.1 - Positivo
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VIl. Resultados y discusién

VIL.1. Uv-Vis

Para evaluar inicialmente la sintesis de nanoparticulas de paladio, se tomaron los
espectros de absorbancia obtenidos por Uv-vis bajo diversas condiciones de
sintesis mostrados en la figura 11. En la figura 11a se presentan los espectros de
absorbancia del extracto de D. salina SQ, la solucién de cloruro de paladio, y las
nanoparticulas sintetizadas con 5%, 10% y 20% de extracto. El espectro de la
solucién de cloruro de paladio Il revela una banda de absorbancia entre 383 y 526
nm, atribuido a los iones de Pd*?, concordando con lo reportado en (Arsiya et al.,
2017; Garole et al., 2019; Seku et al., 2024). Por su parte, el espectro del extracto
muestra tres bandas en las longitudes de onda 256 — 292 nm, 372 — 503 nm y 645
— 694 nm, caracteristicos de los pigmentos como los carotenos y clorofilas a y b,
que absorben en las regiones de luz visible azul y rojo. Esto es consistente con lo
reportado en la referencia Valencia-Yafez et al., (2018), donde se detalla el
contenido de pigmentos como neoxantina, violaxantina, clorofila a y b, y

betacaroteno para D. salina SQ.

Durante la sintesis de las nanoparticulas ocurre un cambio de color de la mezcla de
amarillo verdoso a café intenso, este cambio de color se puede relacionar con los
espectros obtenidos, observando disminuciones de los picos presentes en el
espectro del extracto y en la solucidon de paladio, indicativo de la reduccion de los
iones de Pd*? a Pd metalico por los componentes del extracto. Estos datos
concuerdan con lo reportado en la literatura, donde el espectro caracteristico para
las nanoparticulas de paladio no muestra picos de absorcion maximos, debido a sus
propiedades no absorbentes en la regién visible del espectro electromagnético
(Garole et al., 2019; Sonbol et al., 2021; Yang et al., 2010).

La concentracion de extracto afectd la sintesis de nanoparticulas de paladio, lo cual

se puede observar en los cambios del espectro. Con un 5% de extracto, es notable
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una mayor presencia de las bandas correspondientes al extracto, en comparacion
con las nanoparticulas sintetizadas con concentraciones del 10% y 20%, donde
estas bandas de absorcidén disminuyen. Esto sugiere que una mayor concentracion
de extracto conduce a una mayor sintesis de nanoparticulas, lo cual esta en
concordancia con el espectro esperado para las nanoparticulas de paladio. Este
resultado coincide con lo informado en Tahir et al., (2016), donde relaciona el
aumento de la intensidad del espectro y la disminucion de bandas con la produccion
de nanoparticulas, indicando que a menor concentracion de extracto no hay
suficientes moléculas reductoras para sintetizar nanoparticulas. Al incrementar la
concentracion del extracto, aumenta la disponibilidad de moléculas reductoras, lo
que resulta en una produccién mas notable de nanoparticulas, reflejada en cambios

visibles en el color y en el espectro UV-vis.

Por otro lado, es evidente que, en el espectro de las nanoparticulas de paladio
sintetizadas, las bandas asociadas al extracto no desaparecen por completo. Un
resultado similar es comunicado en Rafi Shaik et al. (2017), donde se vario la
concentracion del extracto, afectando la cantidad de nanoparticulas sintetizadas. En
este estudio se menciona que las contribuciones de las bandas de absorcion del
extracto en las nanoparticulas sintetizadas pueden deberse a la unidn de
componentes del extracto a la superficie de las nanoparticulas, actuando como
agentes estabilizantes. Observaciones comparables son mencionadas en Garole et
al., (2019), donde también se detectan contribuciones del extracto en el espectro de

las nanoparticulas.

Debido a la minima diferencia observada entre los espectros al utilizar 10% y 20%
de extracto, se opté por mantener la concentracién de 10% y variar la temperatura
para evaluar su impacto en la sintesis de nanoparticulas de paladio (figura 11b). Las
nanoparticulas fueron sintetizadas a temperaturas de 22 °C (ambiente), 60 °C, 80
°C y 90 °C. A temperatura ambiente, se notd6 un cambio minimo en las
contribuciones del extracto, mientras que a temperaturas mas altas se observaron

cambios bien diferenciados entre el espectro del extracto y el de las nanoparticulas
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sintetizadas. Estos resultados demuestran que, ademas de la concentracion del
extracto, la temperatura tiene influencia en la sintesis de nanoparticulas. A
temperaturas elevadas, los espectros diferian principalmente en las contribuciones
del extracto. A 90 °C, estas contribuciones fueron casi nulas, mientras que a 60 °C
y 80 °C se mantuvo la banda ubicada entre los 600 y 700 nm. Tahir et al. (2016)
obtuvo resultados similares, infiiendo que, a mayores temperaturas, los
compuestos organicos pueden volverse inestables y descomponerse, lo que resulta
en la pérdida de contribuciones del extracto. Ademas, la temperatura afecta tanto la
tasa de reaccion como la estabilidad de las nanoparticulas, lo cual se refleja en la
intensidad de la absorbancia de las nanoparticulas sintetizadas. Debido a estas
variaciones inducidas por la temperatura las aplicaciones potenciales de las
nanoparticulas pueden verse afectadas, como se documenta en Wang et al. (2022).
En este estudio, la variacion de la temperatura durante la sintesis influyé en las
propiedades cataliticas de las nanoparticulas en la reduccién de CO2, destacando

la importancia del control de la temperatura durante el proceso de sintesis.

Por ultimo, se analizé6 cédmo el tiempo de reaccion afecta al espectro, como se
muestra en la figura 11c. Basandonos en resultados previos, se seleccionaron
condiciones de un 10% de extracto y una temperatura de 60 °C para este
experimento. Se registraron espectros en diversos intervalos: al inicio, y a los 15,
30, 60, 90 y 120 minutos de reaccidén. Se observo un aumento en la intensidad de
los espectros a medida que avanzaba el tiempo, indicando una mayor concentracion
de nanoparticulas. Ademas, es importante controlar el tiempo de reaccién, ya que
se ha demostrado que influye en el tamanio y distribucién de tamario, y por lo tanto,
en su aplicacion. Tiempos de reaccidén prolongados tienden a producir particulas
mas grandes, mientras que periodos mas cortos podrian favorecer la formacion de
nanoparticulas mas pequenas. Respecto a la distribucion del tamafio, un tiempo de
reaccion insuficiente puede resultar en nanoparticulas polidispersas, mientras que
un tiempo adecuado puede conducir a la obtencibn de nanoparticulas
monodispersas. Estas caracteristicas son cruciales para sus posibles aplicaciones
(Adams et al., 2014; Chatterjee & Bhattacharya, 2018; Uzair et al., 2020).
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Figura 11. Espectros de absorbancia de las diferentes condiciones de sintesis de
nanoparticulas de paladio: a) concentracion de extracto, b) temperatura, d) tiempo
de reaccion.
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VIL.2. FTIR

En la figura 12 se presentan los espectros de FTIR del extracto de D. salina SQ y
de las nanoparticulas sintetizadas a distintas temperaturas. Las bandas mas
prominentes del espectro de D. salina SQ se localizan en 3285, 2926, 1735, 1642,
1535, 1447, 1151, 1076 y 1023 cm™'. Estas bandas son similares al espectro
reportado de una cepa de D. salina proveniente de indonesia (Rusmawanto et al.,
2019), indicando que la banda en el rango de 3500 a 3200 cm™ corresponde a
vibraciones de estiramientos O-H y enlaces de hidrogeno, relacionados con los
grupos funcionales fenoles y alcoholes. La banda en 2926 cm-' se relaciona con las
vibraciones asimétricas de grupo alcanos, alquilos y cadenas alifaticas, grupos
presentes en pigmentos como la clorofila (Sedjati et al., 2019), lo que concuerda
con en el espectro UV-vis discutido anteriormente, donde se presentan bandas de
absorbancia relacionadas con pigmentos como la clorofila a y b, mientras que la
banda 1023 cm-' se asocia contribucién de carotenos (Rusmawanto et al., 2019).
La banda en 1735 cm™ se le atribuye al enlace C=0 de los ésteres (Banu et al.,
2023) . Por otro lado, las bandas 1642, 1535 y 1447 cm™ se relaciona con la
presencia de grupos aromaticos, amidas y grupos hidroxilo (Cepoi et al., 2022). Por
ultimo, las bandas 1151 y 1076 cm™' se asocian a la vibracion de grupos de aminas
(Sharmila, Haries, et al., 2017).

La caracterizacion por FTIR se utilizé principalmente para identificar los cambios en
el espectro del extracto de D. salina SQ y las nanoparticulas sintetizadas, ya que
investigaciones sugieren que al producir nanoparticulas metalicas por sintesis verde
quedan recubiertas por moléculas provenientes del extracto (Arsiya et al., 2017,
Vellaisamy et al., 2023). Las regiones con mayor diferencia entre el extracto y las
nanoparticulas de paladio se encuentran senaladas por colores. Se puede observar
que hay una diferencia notoria en la definicién de las bandas del extracto con
respecto al de las nanoparticulas sintetizadas. Debido a que los cambios se
identifican en las posiciones 3285, 2926,1735, 1642, 1535, 1447 y un

desplazamiento de la banda 1026 al 999 cm™ se infiere que grupos fendlicos,
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alcanos, alquilo, aminas, grupos aromaticos y amidas podrian estar involucrados en
la reduccion de los iones de paladio y en la estabilizacion de la nanoparticula (Bi &
Srivastava, 2024). Estos resultados concuerdan con lo reportado Cepoi et al. (2022),
donde se evaluo el cambio de la biomasa de la microalga D. salina durante la
sintesis de nanoparticulas de plata, indicando que los cambios en el espectro se
relacionan con los grupos amina, alquilo y amina, proponiéndolos como grupos
reductores y recubrimientos de las nanoparticulas. También concuerdan con los
resultados de la sintesis con C. vulgaris, donde se observa desplazamiento de las
bandas del espectro de las nanoparticulas sintetizadas, con respecto al extracto de
la microalga, mencionando que los grupos amida y poliol pueden estar

estrechamente relacionados con la sintesis de paladio (Arsiya et al., 2017).

Por otro lado, no hay diferencias notables entre el espectro de las nanoparticulas
sintetizadas a diferentes temperaturas. Esto discrepa de lo esperado, ya que segun
los resultados de Uv-Vis (figura 11b), el espectro de absorbancia de las
nanoparticulas sintetizadas por TA difiere considerablemente con las temperaturas
de 60, 80 y 90 °C. Especificamente, cuando a la sintesis se realiza a 60 y 80 °C, la
similitud entre los espectros de Uv-Vis y FTIR es consistente. Sin embargo, se
esperaba un cambio mas notorio para la temperatura de 90 °C, ya que segun lo
reportado Tahir et al., (2016) y en concordancia con los espectros Uv-Vis, la
tendencia seria la descomposicidon de los componentes organicos presentes en el
extracto. A pesar de esto, la similitud entre los espectros indica que no hay

diferencias relevantes.
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VII.3. TEM

Los resultados obtenidos por TEM permitieron visualizar la morfologia esférica de
las nanoparticulas para todas las temperaturas (figura 13, figura 14 y figura 15). En
cuanto a la distribucién de tamafios (figura 16), se obtuvo un tamafio medio de
particula de 5.2 £ 0.097 nm la temperatura de 60 °C, 2.76 £ 0.14 nm para 80 °C y
5.67 £ 0.099 nm para 90 °C. En todas las imagenes TEM se muestra un contraste,
lo que sugiere que las nanoparticulas se encuentran embebidas en una matriz,
concordando con el espectro de FTIR y resultados reportados.

Por ejemplo, Arsiya et al. (2017) obtuvieron imagenes de TEM similares vy
complementaron con imagenes SEM, donde se visualizé que las nanoparticulas
estaban embebidas en una matriz. A través de FTIR, también infirieron que dicha
matriz correspondia a componentes del extracto. Por otra parte, en el estudio de
Yang et al., (2010), que reporté imagenes TEM con un contraste similar, utilizaron
la técnica de XPS para analizar con mayor precision la superficie de la muestra,
encontrando elementos como el C, N y O, y atribuyéndolos a componentes de la
biomasa. En contraste, en la sintesis por ablacion laser, las imagenes TEM no
presentan dichas caracteristicas (Salman et al., 2023), por lo que puede inferirse
que los componentes del extracto tienen una funcién de recubrimiento para las

nanoparticulas.

En cuanto al tamano de las nanoparticulas, no se mostr6 una tendencia a
incrementar o disminuir segun el aumento de la temperatura (Sathishkumar et al.,
2009; Yang et al., 2010). No obstante, en la tabla 7 se resume el tamafio medio de
nanoparticula, el potencial Z y el indice de polidispersion de acuerdo con la
temperatura de sintesis. El potencial Z tomé valores de -32.1 y 30.2 mV para las
temperaturas de 80 y 90 °C respectivamente, mientras que para la temperatura de
60 °C el valor de potencial Z fue de -19.5 mV, estos valores, en conjunto con el
indice de polidispersion se relacionan con la estabilidad de la nanoparticula (Banu
et al., 2023). El resultado apunta que se obtienen nanoparticulas mas estables con

las temperaturas de 80y 90 °C.
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Imagen TEM de las nanoparticulas de paladio sintetizadas a 60 °C

Figura 13.

45



50nm

Figura 14. Imagen TEM de las nanoparticulas de paladio sintetizadas a 80 °C.
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las de paladio sintetizadas a 90 °C.
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Imagen TEM de las nanopart

Figura 15.
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Figura 16. Distribucion de tamanos de las nanoparticulas de paladio sintetizadas
a 60 °C, 80°Cy90"°C.

Tabla 7. Tamafo medio de particulas, potencial Z e indice de polidispersion.

: Tamafio Potencial  indice de
Variable _ Error o »
medio z polidispersion
60°C 5.27302nm 0.09778 -19.5mV 0.306
80 °C 2.76652 nm  0.14191 -32.1mV 0.307
90°C  5.67808 nm  0.09949 -30.2 mV 0.252
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VIl.4. Analisis bioinformatico

VIl.4.1. Preprocesamiento de datos gendémicos de D. salina SQ

El preprocesamiento de datos es una parte importante en el analisis bioinformatico
ya que permite evaluar si es necesario realizar limpieza de los datos (Lantz et al.,
2018).

La calidad de los datos gendmicos se visualizé con el programa FASTQC, donde se
ingresaron las lecturas forward y reverse de la secuenciacion de D. salina SQ. En
la figura 17 se presenta la informacion general de las lecturas, donde se observa
que se tiene un total de secuencias de 190,095,303 de longitud de 100 pb para las
lecturas foward y reverse; y la calidad de dichas lecturas se presentan en el grafico
de cajas y bigotes de la figura 18 y figura 19 respectivamente. El grafico arroja
informacion sobre la distribucién de los datos segun la posicién y la calidad de las
bases. La calidad de las bases se calcula por Q = —10 log,,P, donde Q es la
calidad de los datos y P es la probabilidad de que una base en una determinada
posicion sea incorrecta. La mediana (linea roja), y la media de las lecturas en cada
posicion (linea azul) tienen una calidad por encima de 30, lo que significa que la
precision del llamado de las bases es del 99.9% (Cacho et al., 2016). Se recomienda
que las bases tengan una calidad igual o superior a 30 segun Lantz et al. (2018),

por lo que no fue necesario realizar limpieza de datos.

Lecturas foward Lecturas reverse

I R I T

Filename L1_Rl.fastq.gz Filename L1_R2.fastq.gz

File type Conventional base calls File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9 Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 95047652 Total Sequences 95047651

Sequences flagged as poor quality @ Sequences flagged as poor quality @

Sequence length la@ Sequence length lea

%EC 45 %GC 46

Figura 17. Informacion de las secuencias obtenidas por FASTQC.
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

L= S L

1234567851213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 80-81 6667
Position in read (bp)

Figura 18. Grafico de calidad de las bases (QS) de las lecturas foward.

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 4849 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 9697
Position in read {bp)

Figura 19. Grafico de calidad de las bases (QS) de las lecturas reverse.
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Por otro lado, en el articulo de Polle et al., (2017) estiman que el tamafio del genoma
de la microalga D. salina es de 343.7 Mb, con los datos obtenidos por la
secuenciacion se cuenta con una cobertura de 55.3x, lo que indica que cada base
del genoma de D. salina SQ se encuentra representado al menos 55 veces. En Sims
et al. (2014) se recomienda una cobertura de al menos del 30x para generar
ensambles de alta calidad, por lo tanto, se tiene suficiente informacion para generar
los ensambles de referencia. Otro dato relevante es el porcentaje del contenido de

GC, concordando con lo obtenido por Polle et al., (2017).

VIl.4.2. Ensamble por referencia con Bowtie2

Después de realizar todos los ensambles con las secuencias de referencia de los
distintos organismos especificados en la metodologia, solo se obtuvieron
alineamientos positivos con las secuencias CDS (region de codificacion de proteina)
de D. salina GYH13, D. salina YC y D. bardawil. Se lograron alineamientos exitosos
en los siguientes casos: para D. salina GYH13, utilizando la secuencia de ARNm
que codifica para la enzima PSY. En el caso de D. bardawil, con las secuencias de
ARNmM que codifican para las enzimas GGPPS, PSY y CRTLB. Para D. salina YC,

empleando la secuencia de ARNm que codifica para la enzima GGPPS.

Los polimorfismos de nucledtido unico (por sus siglas en inglés SNP) identificadas
en las secuencias resultantes del alineamiento se presentan en las tablasO, Tabla 9
y Tabla 10, correspondientes a los organismos D. salina GYH13, D. salina YC y D.

bardawil, respectivamente.

En la tabla 8 los cambios observados en la secuencia de PSY de D. salina GYH13
incluyen una mutacion silenciosa, donde una base A cambia por una T en la posicidn
27, modificando el codén de CGA a CGT. Ademas, en la posiciéon 1000, un cambio
de G a C transforma el codon de GAG a CAG, alterando el aminoacido de glutamato

a glutamina.
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Tabla 8. Cambio de base, codon y aminoacido en la secuencia de la enzima PSY
tomando como referencia secuencias del organismo D. salina GYH13.

Tipo de Posiciones | Cambio | Cambio de | Cambio de ; N
iz Secuencia 12 SNP de base Codoén AA e 613 Sl 1oeietels
27 A-T CGA-CGT M.S
PSY mrna MN732755.1 Grupo R
1000 G-C GAG-CAG E-Q Grupo R polar (neutro)

La tabla 9 resume las mutaciones en la secuencia de GGPPS de D. salina YC. Se
observa un cambio de las bases G a T y A a T en las posiciones 355 y 357,
respectivamente, alterando el codén de GAA a TAT y cambiando el aminoacido de
glutamato a tirosina. En la posicidén 360, una sustitucion de A por T modifica el codén
de TTAa TTT, resultando en un cambio de leucina a fenilalanina. Otras mutaciones
incluyen un cambio de GTC a TGC en las posiciones 361 y 362, cambiando valina
por cisteina, y un cambio de G a C en la posicion 365, alterando el codén de GGA
a GCA y cambiando glicina por alanina. En la posicion 660, una mutacionde T a G

en el codén GTT a GTG resulta en una mutacion silenciosa.
Para D. bardawil, se comprobd que la secuencia de GGPPS es idéntica a la de D.

salina YC, con un porcentaje de identidad del 100% en BLASTN, indicando

conservacion de la secuencia entre ambos organismos.
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Tabla 9. Cambio de base, coddon y aminoacido en la secuencia de la enzima GGPPS
tomando como referencia secuencias del organismo D. salina YC.

Tipo de Posiciones Cambio de Cambio de | Cambio de -
Gen | secuencia D SNP base codén AA Tipo de AA
Grupo R —
32 G T GAA - TAT E-Y Grupo R no polar
357 A-T -
(aromatico)
Grupo R no polar
(alifatico)
360 A-T TTA-TTT L-F Grupo R no polar
(aromatico)
GGPPS mrna MN172173.1
Grupo R no polar
361 G-T : ; (alifatico)
362 T-G GTC-TGC v-C Grupo R polar
(neutro)
Grupo R no polar
365 G-C GGA-GCA G-A (alifatico)
Grupo R no polar
(alifatico)
660 T-G GTT-GTG M.S -

Las mutaciones en la secuencia que codifica para la enzima PSY de D. bardawil se
detallan en la tabla 10. Cambios notables incluyen una mutacion de C a T en la
posicion 492, cambiando el codon de TAC a TAT (mutacién silenciosa), y en la
posicion 586, un cambio de G a A modifica el codén de GGC a AGC, alterando
glicina por serina. En la posicion 699, un cambio de A a G transforma el codén de
ATA a ATG, cambiando isoleucina por metionina. Finalmente, en la posicién 970, un
cambio de G a C moadifica el coddn de GAG a CAG, resultando en el cambio de

glutamato a glutamina.
Por ultimo, para la enzima CRTLB, se observaron cambios de base de AporCy T

por A en las posiciones 654 y 1206, respectivamente, resultando en mutaciones

silenciosas (tabla 10).
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Tabla 10. Cambio de base, codon y aminoacido en la secuencia de la enzima
CRTLB, GGPPS y PSY tomando como referencia secuencias del organismo D.
bardawil.
Tipo de Posiciones | Cambio de | Cambio de | Cambio n
CrEm secuencia > SNP base codon de AA 1o 62 v
654 A-C TCA-TCC M.S -
CRTLB mrna KX218392.1
1206 T-A ACT-ACA M.S -
355 G-T
357 AT GAA-TAT - -
Grupo R no polar
(alifatico)
360 AT TTA-TTT L-F Grupo R no polar
(aromatico)
GGPPS mrna KX231795.1
361 G-T Grupo _R no polar
362 TG GTC-TGC V-C (alifatico)
Grupo R polar (neutro)
Grupo R no polar
365 G-C GGAGCA | GA o Aitatico)
rupo R no polar
(alifatico)
660 T-G GTT-GTG M.S -
492 C-T TAC-TAT M.S -
Grupo R no polar
586 G-A GGC-AGC G-S (alifatico)
Grupo R polar (neutro)
PSY mrna EU328287.1 Grupo R no polar
) ) ) (alifatico)
699 A-G ATA-ATG I-M Grupo R no polar
(alifatico)
970 G-C GAG-CAG E-Q Grupo R -
Grupo R polar (neutro)
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En las tablas tabla 11, tabla 12 y tabla 13 se presentan los datos sobre las
caracteristicas de las proteinas traducidas a partir de las secuencias obtenidas por
el ensamble de referencia y las secuencias utilizadas como referencia. El objetivo
de estas tablas es mostrar como las propiedades de estas proteinas varian en

funcion de las mutaciones previamente discutidas.

La tabla 11 se muestra que no existen diferencias en las caracteristicas de las
proteinas traducidas desde la secuencia de referencia, lo que confirma que se trata
de la misma secuencia de aminoacidos. A pesar de que las secuencias de CDS son
idénticas, lo que resulta en 358 aminoacidos tanto en las proteinas de ensamble
como en las de referencia, se observa que el peso molecular y el punto isoeléctrico
es de 38,862.54 g/mol y 6.72 para la enzima de referencia y para la enzima
hipotética es de 31,654.60 g/mol y 5.27. Estas discrepancias podrian estar
relacionadas con mutaciones no silenciosas que implican cambios de aminoacidos.
El punto isoeléctrico, que es determinado por la suma de las cargas de todos los
aminoacidos a un pH especifico, puede verse afectado por estos cambios
(Tokmakov et al., 2021) y el peso molecular por la suma de las diferencias entre los
pesos moleculares de sus aminoacidos. Estas diferencias estan en el rango de
variabilidad observados en estudios previos, como el detallado en (Feng et al.,
2023), donde se analizaron 75 miembros de la familia GGPPS identificados en
especies de algodon, encontrando pesos moleculares entre 14,371.5 y 46.093.3
g/mol, longitudes de cadena de aminoacidos entre 131 y 421 aminoacidos, y puntos
isoeléctricos entre 4.22 y 7.84. En Liang et al., (2015) se menciona que la secuencia
de aminoacidos para GGPPS es similar entre algas y planta, mostrando regiones
conservadas ricas en aspartato, proponiéndolas como sitios de unién para el

difosfato, lo cual esta relacionado con su actividad catalitica.

Las variaciones observadas entre la proteina de referencia y su prediccion podrian
estar influenciadas por los gaps en las posiciones 70 - 185 y 299 — 353 (en la figura
20 y Figura 21 se visualizan los gaps en el ensamble). Para establecer la fiabilidad

de estas variables, es importante identificar las partes faltantes de la secuencia.
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Los resultados obtenidos para la enzima PSY estan presentados en la tabla 12. Se
observa que la longitud de aminoacidos de la enzima secuenciada de D. salina
GYH13 es de 435, mientras que para D. bardawil es de 425. El peso molecular y el
punto isoeléctrico de la enzima de referencia de D. salina GYH13 son 49,515.94
g/mol y 9.24, respectivamente; para la enzima ensamblada, estos valores son
48,507.80 g/mol y 9.40. La diferencia en el punto isoeléctrico y el peso molecular
puede atribuirse al gap de los primeros 8 aminoacidos indeterminados, debido a la
baja profundidad de alineamiento en las primeras 24 bases, como se muestra en la
figura 22, ademas de un cambio de aminoacido de glutamato a glutamina en la
posicion 334 de la secuencia de aminoacidos.

Para D. bardawil, el peso moleculary el punto isoeléctrico de la enzima de referencia
son 48,292.32 g/mol y 9.15, respectivamente, mientras que para la enzima
ensamblada son 48,101.1 g/mol y 9.24. En este caso, se presentaron un mayor
numero de mutaciones no silenciosas, lo que podria explicar los cambios en estos
parametros. EI ensamble también revel6 un gap en los primeros cinco nucledtidos,
visible en la figura 23.

En el estudio Shaker et al., (2021), se evaluaron 12 genes PSY del género
Dunaliella, encontrando que los valores tedricos del punto isoeléctrico oscilan entre
8.41 y 9.65, valores cercanos a los obtenidos para la proteina hipotética analizada

en este trabajo.

La tabla 13 presenta los resultados de la secuencia codificante para la enzima
CRTLB. Segun se observa en la figura 24, este gen no presenta gaps y solo tiene
dos mutaciones silenciosas, lo que resulta en un alto porcentaje de identidad.
Ambas proteinas consisten en 598 aminoacidos y comparten el mismo punto
isoeléctrico, que es de 6.94. Se nota la diferencia entre sus pesos moleculares, esto
puede estar relacionado a la falta de profundidad de cobertura de las primeras 4
bases, resultando en una falta en la definicidon de los primeros dos aminoacidos. Se
reporta la caracterizacion de la enzima licopeno betaciclasa en la microalga
Chlorella sorokiniana, obteniendo 542 aminoacidos de longitud y un punto

isoeléctrico de 8.91 (Fang et al., 2023). Por otro lado, pasando a lado de las frutas,
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el punto isoeléctrico reportado por frutas de caqui fue de 8.32, con una longitud de
aminoacidos de 504 (Cui et al.,, 2011), el punto isoeléctrico puede influir en la
estabilidad y solubilidad de la enzima a diferentes condiciones de pH, por lo que la
diferencia entre las proteinas de los diferentes organismos puede estar relacionadas
a adaptaciones de entorno o diferentes compartimentos celulares (Tokmakov et al.,
2021).

Tabla 11. Comparacion de la secuencia consenso y la secuencia de referencia
de la enzima Geranilgeranil pirofosfato sintasa
Geranilgeranil Referencia|Consenso | Referencia Consenso
pirofosfato sintasa |D.salina D. salina |D. D.
(GGPPS) YC YC bardawil bardawil
Numero de
aminoacidos 358 358 358 358
Peso molecular
(g/mol) 38,862.54| 31,654.60| 38,862.54 31,654.60
pl 6.72 5.27 6.72 5.27
Tabla 12. Comparacion de la secuencia consenso y la secuencia de referencia
de la enzima Fitoeno sintasa
Referencia Consenso |Referencia|Consenso
Fitoeno sintasa D.salina D.salina D. D.
(PSY) GYH13 GYH13 bardawil |bardawil
Numero de
aminoacidos 435 435 425 425
Peso molecular
(g/mol) 49,515.94 48,507.80| 48,292.32| 48,101.1
pl 9.24 9.40 9.15 9.24
Tabla 13. Comparaciéon de la secuencia consenso y la secuencia de referencia

de la enzima licopeno betaciclasa

Licopeno Referencia|Consenso
betaciclasa D. D.
(CRTLB) bardawil |bardawil
NuUmero de

aminoacidos 598 598
Peso molecular

(g/mol) 65664.51| 65369.15
pl 6.94 6.94
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Figura 20. Visualizacion del alineamiento de la secuencia que codifica para la
enzima GGPPS utilizando como referencia la secuencia de D. salina YC.
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Figura 21. Visualizacién del alineamiento de la secuencia que codifica para la
enzima GGPPS utilizando como referencia la secuencia de D. bardawil.
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Figura 23. Visualizacién del alineamiento de la secuencia que codifica para la
enzima PSY utilizando como referencia la secuencia de D. bardawil.
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enzima CRTLB utilizando como referencia la secuencia de D. bardawil.
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VIll. Conclusiones

Se logré sintetizar y caracterizar nanoparticulas de paladio por medio de sintesis
verde con el extracto de D. salina SQ. Las nanoparticulas mostraron morfologias
esféricas y tamafos uniformes. Las técnicas de caracterizacion de FTIR y TEM
mostraron que las diferentes temperaturas en la sintesis no manifestaron diferencias
relevantes en las caracteristicas morfolégicas y en los espectros de FTIR, sin
embargo, los resultados de DLS sugieren que las nanoparticulas sintetizadas a 80

y 90 °C son mas estables que las sintetizadas a 60 °C.

Por otra parte, se consiguio el ensamble por referencia a nivel de ARNm de los
genes GGPPS, PSY y CRTLB, los cuales codifican enzimas claves para la sintesis
de betacaroteno, molécula de gran interés, ya que se infiere su participacion como

agente reductor y estabilizante en la sintesis de nanoparticulas de paladio.
En el futuro, la combinacion de las herramientas bioinformaticas para obtener

informacion in silico sobre los organismos sera de gran ayuda para su eleccion y

aplicacién en la sintesis verde de nanoparticulas metalicas.
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