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Resumen
Los subproductos tdxicos, el uso de costoso equipo y mezcla de distintos compuestos

quimicos para la sintesis de AgNP’s que involucran los métodos convencionales, ha
llevado al desarrollo de sintesis de AgnP’s mediante el uso de microorganismos,
Ilamada sintesis verde. Existen lagunas de conocimiento dentro del campo de la sintesis
verde, sobre todo cuando se trata del uso de microalgas. Estas, ademas de tener la
capacidad de crecer en ambientes extremos, tienen la capacidad de producir en mayor
concentracion compuestos bioactivos que logran la sintesis y estabilidad de las AgNP’s
sin la necesidad de afiadir compuestos extras. Es por ello, que en el presente trabajo se
realizo la sintesis verde de AgNP’s con el uso del extracto de biomasa (EB) de la
microalga Dunaliella salina SQ. Se analizaron los extractos de biomasa (EB) obtenidos
de cultivos de D. salina a distintos tiempo de crecimiento (9, 15y 30 dias) mediante la
técnica UV-Vis, con el anélisis de los datos se determin6 como 15 dias el tiempo de
crecimiento éptimo para la obtencion de un buen rendimiento de EB. Asimismo, con el
cultivo de 15 dias seleccionado (C15) se realizaron sintesis de AgNP’s a
concentraciones de 5%,10% y 20% de EB. Las AgNP’s obtenidas fueron analizadas
mediante microscopia electronica de transmision (TEM) y dispersion dinamica de la
luz (DLS). Mostraron un tamafo promedio de 81 y 86 nm respectivamente, descartando
la ultima sintesis por incongruencias en resultados. Las AgNP’s al 5% de EB-C15
mostraron una excelente estabilidad (p. zeta: -24.3mV) y una eficiente actividad
antimicrobiana contra E. coli en comparacion con las sintesis al 10 y 20% de EB-C15

que presentaron nula actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Dunaliella salina, sintesis verde, actividad

antimicrobiana, nanotecnologia.



Abstract

Toxic by-products, the use of expensive equipment and mixing of different chemical
compounds for AgNP’s synthesis that involve conventional methods, has led to the
development of AgNP’s synthesis using microorganisms, called green synthesis. There
are knowledge gaps within the field of green synthesis, especially when it comes to the
use of microalgae. These, besides having the ability to grow in extreme environments,
have the capacity to produce in higher concentration bioactive compounds that achieve
the synthesis and stability of AgNP's without the need of extra compounds. Therefore,
in the present work the green synthesis of AgNP's was achieved with the use of the
biomass extract (EB) of the microalga Dunaliella salina. Biomass extracts (EB)
obtained from D. salina cultures at different growth times (9, 15 and 30 days) were
analyzed by UV-Vis technique, with the analysis of the data was determined as 15 days
the optimal growth time for obtaining a good yield of BE. Likewise, with the 15-day
culture selected (C15), AgNP’s synthesis was carried out at concentrations of 5, 10 and
20% of EB. The AgNP's obtained were analyzed by transmission electron microscopy
(TEM) and dynamic light scattering (DLS). They showed an average size of 81 and 86
nm respectively, discarding the last synthesis due to inconsistencies in results. AgNP's
at 5% EB-C15 showed excellent stability (p. zeta: -24.3mV) and efficient antimicrobial
activity against E. coli compared to syntheses at 10% and 20% EB-C15 which showed

no antimicrobial activity.

Keywords: Silver nanoparticles, Dunaliella salina, green synthesis, antimicrobial
activity, nanotechnology.
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1. Introduccidén

1.1 Nanotecnologia
La nanotecnologia es una disciplina tecnolégica emergente que se encarga del estudio,

manipulacion e implementacion de materiales que cuentan con al menos una de sus
dimensiones igual o menor a los 100 nm (10° m). Esto con el fin de aprovechar los
efectos Unicos que suceden a esta escala y la potencializacion de propiedades fisicas,
Opticas, quimicas y hasta biologicas. Dado que las propiedades de la materia a
nanoescala son diferentes que a macroescala, y el aprovechamiento de estas
propiedades puede llevar a la creacion de tecnologia cada vez méas pequefia y eficiente,
el impacto de la integracion de la nanotecnologia al mundo en el siglo XXI puede
compararse al impacto que tuvo la tecnologia de semiconductores e informética en el
siglo XX [1], [2]. La implementacién de la nanotecnologia a tecnologias actuales para
un mejor aprovechamiento de las propiedades del material ha llevado al desarrollo y

aplicacién de distintos nanomateriales en la industria [3].
Medicina
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Figura 1. Nanotecnologia y sus distintos campos de aplicacion. Adaptado de [2].



1.2 Nanoparticulas de plata
Uno de los nanomateriales mas producidos son las nanoparticulas metélicas o de éxidos

metélicos [4], cuyas propiedades biologicas, Opticas, magnéticas, cataliticas, etc.,
vienen dadas por su naturaleza metalica, forma y tamafio; haciéndolas fuente de un
sinfin de aplicaciones précticas [5]. Son de principal interés ya que pueden ser
sintetizadas y modificadas con varios grupos funcionales que permiten su conjugacion
con anticuerpos y ligandos, haciéndolas quimico-especificas. Sin mencionar claro, que
muchas de sus propiedades pueden ser modificadas Unicamente variando parametros y

método de sintesis [6].

Las nanoparticulas de plata (AgNP’s) se han vuelto unas de las nanoparticulas mas
fascinantes en virtud de sus maltiples aplicaciones en diversas disciplinas, sobre todo
en el area médica y bioldgica por sus propiedades antimicrobianas y fungicidas;
haciéndolas uno de los nanomateriales mas altamente producidos y utilizados [4]. La
plata [Ag] es un metal con notables propiedades y actividad antimicrobiana contra mas
de 650 organismos patégenos. La plata y su uso como agente antimicrobiano se remonta
desde el siglo XV, siendo utilizadas las sales metalicas, como el nitrato de plata, para
el tratamiento de Ulceras, la cual fue establecida en el siglo XIX. Las propiedades de
este metal son un campo actual de investigacion, siendo reguladas las nanoparticulas
de plata en 1920 por La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) [7], la
obtencion y manipulacién de este material a escalas nanométricas para el estudio de sus

propiedades se ha vuelto de crucial importancia [8],[9].

1.4 Metodos convencionales de sintesis para NP metalicas
Especificamente hablando de las nanoparticulas metélicas, existen dos métodos de

sintesis: Top-down y Bottom-up (Fig. 2), los cuales también se pueden subdividir en
fisicos y quimicos. Desde el punto de vista quimico, este metodo requiere la
implementacion de diversas técnicas y reactivos para obtener una menor
polidispersidad y una mayor estabilidad en las nanoparticulas. Por otro lado, para el
empleo de métodos fisicos, se requieren equipos con un valor elevado, convirtiéndose

en un método poco rentable [10], [11].



Tabla 1. Métodos Top-Down para la sintesis de nanoparticulas metalicas y sus desventajas. Adaptado

de [10]
Método Top-Down
Método Desventajas
° Alta energia requerida.
° Largo periodo de molienda.
Molienda ° Contaminacion del polvo debido a las bolas de acero.
° Se puede moler una microestructura muy sensible
Fresado
mecanico
° Las nanoestructuras formadas son muy sensibles a las
condiciones de molienda
Mecanoquimico | ® Contaminacion no deseada
q ° Larga duracion para obtencion de nanoestructuras menores
alos 20 nm
° La ablacion laser prolongada provoca la formacién de una

Ablacion laser

gran cantidad de nanoparticulas en la solucion coloidal que bloquean
el paso del laser.

° La energia laser es absorbida por las nanoparticulas ya
formadas en lugar de por la superficie objetivo. Esto conduce a una
reduccidn de la tasa de ablacion

Sputtering

° La naturaleza del gas de pulverizacion catodica (He, Ne,
Ar, Kry Xe) puede producir efectos en la morfologia de la
superficie, la composicién, la textura y las propiedades Opticas de
los films nanocristalinos de 6xido metalico.




Tabla 2. Métodos Bottom-up para la sintesis de nanoparticulas metalicas y sus desventajas. Adaptado
de [10].

Método Bottom-up

Método Desventajas
Métodos de Dep6sito fisicode | o Costoso
estado sdlido vapor ° Genera poco volumen de material.
Deposito quimico | e Riesgos quimicos debido a los gases precursores
téxicos, corrosivos y explosivos.
de vapor L . .
° Dep6sito de materiales multicomponentes es
complicado
Métodos de Reduccidén quimica | e Limitaciones asociadas a los agentes reductores,
estado liquido como la toxicidad
° Costos elevados
° Escasa capacidad reductora
° Impurezas
Hidrotermal ° Procesos dificiles de controlar.
° Limitacion de la fiabilidad y la reproducibilidad.

Estos distintos métodos permiten la transformacion de metales en bulto o compuestos
quimicos a nanoparticulas metalicas monodispersas con composicion y estructura
controlable (en la mayoria de los casos), sin embargo, las desventajas que implican

estos métodos suelen ir desde peligros para el humano como el medio ambiente.
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Figura 2. Representacion de los métodos de sintesis Top-Down y Bottom-up para la sintesis de
nanomateriales. Adaptado de [10].

1.5 Sintesis verde
La busqueda de métodos sustentables nos lleva a la sintesis verde. Este enfoque utiliza

recursos bioldgicos, como extractos de plantas, hongos, bacterias y algas, que act(an
como agentes reductores y estabilizadores para convertir los iones de plata en
nanoparticulas [12]. El uso de extractos de plantas en la sintesis de AgNP’s es
particularmente atractivo debido a la disponibilidad y diversidad de compuestos
fitoquimicos que pueden facilitar la reduccién de los iones de plata. La ventaja de estos
métodos es que suelen ser méas seguros, econdmicos y menos toxicos en comparacion

con los métodos quimicos y fisicos tradicionales [13].



Estas técnicas tienen una serie de ventajas sobre otros métodos fisicos y quimicos, ya
que son rentables, respetuosas con el medio ambiente y facilmente escalables para la
produccion a gran escala. Ademas, la sintesis verde no implica el uso de alta presion,

exceso de energia, altas temperaturas y productos quimicos toxicos [14].

La sintesis de nanoparticulas metalicas por sintesis verde se divide en dos categorias:
1) Biorreduccion: en este método, los iones metalicos se reducen quimicamente
utilizando microorganismos y sus enzimas. Las nanoestructuras metalicas formadas son
estables e inertes y pueden separarse de forma segura de la solucién final.

2) Biosorcion: se trata de un método Unico de sintesis de nanoparticulas en el que los
cationes metélicos presentes en un medio acuoso se unen a la pared celular del
organismo, lo que conduce a la formacién de nanoparticulas estables debido a la

interaccion de la pared celular o el péptido [10], [15].

1.6 Microalgas y su uso en sintesis verde
Uno de los organismos usados para la sintesis verde son las microalgas. Su uso para la

sintesis verde de nanoparticulas de plata representa un enfoque innovador y ecolégico
en la nanotecnologia. Las algas y microalgas, debido a su abundancia en la naturaleza
y su capacidad para crecer en diversos ambientes, se han convertido en candidatas
ideales para este proceso. Son particularmente atractivas por su eficiencia en la
biosintesis de nanoparticulas, ya que contienen una variedad de compuestos bioactivos
que pueden reducir los iones de plata y estabilizar las nanoparticulas formadas [16].
Estos compuestos incluyen polisacaridos, lipidos, proteinas y metabolitos secundarios,
que actlan como agentes reductores naturales y capas protectoras, evitando la

aglomeracion y proporcionando una dispersion uniforme [17].

1.6.1 Dunaliella salina
Dentro de este mundo protista se encuentra la microalga Dunaliella salina, la cual es

de interés en la sintesis verde de AgNP’s y otras nanoparticulas metalicas debido a que
es rica en metabolitos bioactivos que facilitan la reduccion durante la sintesis [18]. El

interés en Dunaliella salina para la sintesis de nanoparticulas se debe a su capacidad de



crecimiento bajo condiciones ambientales extremas e hipersalinas [19], [20]. La
capacidad de esta microalga para producir en mayor cantidad una amplia gama de
metabolitos abre posibilidades para su uso en diversas aplicaciones industriales y
tecnoldgicas, lo que convierte a Dunaliella salina en un recurso valioso en el campo de
la nanotecnologia verde [21], [22], [23].

1.7 Propiedades antimicrobianas en nanoparticulas
La actividad antibacteriana esta relacionada a compuestos que matan bacterias o

ralentizan su crecimiento, por lo que su clasificacion puede ser bactericida o

bacteriostatica [7].

La efectividad antimicrobiana que presentan las NP’s depende de las propiedades de la
bacteria (Tabla 3). Por tanto, més alla de las propiedades fisicoquimicas de las NPs, la
forma de destruirlas (bacterias) son muy especificas de cada cepa [24].

Hay un extenso nimero de articulos discutiendo la actividad antimicrobiana de distintas
NP’s, sin embargo, la discrepancia y falta de correlacién de las propiedades
fisicoquimicas con su actividad antibacteriana se puede deber a la falta de estudios
generalizados, es decir, uso Unico de NP“s 'y bacterias disponibles, ademas de NP“s mal
definidas y caracterizadas, por lo que obtener una correlacion con las propiedades

fisicoguimicas basicas generales, se vuelve dificil [25], [26].



Tabla 3. Propiedades de la bacteria y su relacién con la susceptibilidad ante nanoparticulas. Adaptado
de [24].

Propiedad Susceptibilidad a NP’s

Pared celular Células grampositivas tienen una pared celular que contiene una capa gruesa
(20-50 nm) de peptidoglicano (pg), que esta unido a acidos teicos. Las paredes
de las gram negativas comprende una fina capa de pg y contiene una membrana
externa, que cubre la membrana superficial. La membrana externa confiere
resistencia a compuestos hidréfobos, y contiene como componente Unico los
lipopolisacéridos, que aumentan la carga negativa de las membranas celulares
y dificulta la entrada de antibidticos y NP’s.

Velocidad de Las bacterias de crecimiento rapido son mas susceptibles que las de crecimiento

crecimiento lento a los antibi6ticos y a las NPs. Es posible que la propiedad de tolerancia de
las bacterias de crecimiento lento esté relacionada con la expresién de genes de
respuesta al estrés.

Formacion de La formacioén de biopeliculas protege a las bacterias patdgenas frente a los
biopeliculas antibidticos. Las propiedades electrostaticas de las nanoparticulas y las
biopeliculas influyen en su interaccion.

Produccién de Algunas bacterias tienen la capacidad de producir EPS’s bajo estrés al estar en
sustancias medios con NPs presentes. Esta sobreproduccion les da una proteccion extra
poliméricas haciéndolas menos susceptibles a muerte celular por toxicidad de NPs.

extracelulares (EPS)

Dada las diferencias que pueden llegar a tener las cepas bacterianas entre si, las NP"s
pueden llegar a presentar distintos mecanismos de toxicidad. Estos mecanismos van
desde cambios de permeabilidad en la membrana celular, como su internalizacion y
dafio al DNA. Algunos de estos mecanismos son: produccidn de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrégeno (RNS), inducir cambios en la
estructura de la membrana celular y su impermeabilidad, dafio al DNA, dafio

mitocondrial, etc., todo esto induciendo la muerte celular [7], [24], [27].

Ademas de los diferentes mecanismos de accion, factores adicionales influyen en la
actividad antibacteriana de las NP“s y la susceptibilidad de las bacterias ante ellas [24],
[28]. Dentro de la sintesis verde, el extracto y compuestos bioldgicos del organismo
tienen la capacidad no solo tienen la capacidad de llevar a cabo la sintesis exitosamente,
sino que, ademas, estos compuestos tienen la capacidad de mejorar las propiedades
antimicrobianas [29], [30], [31], [32]. En estos casos, las nanoparticulas ofrecen
propiedades antimicrobianas ya no solo dado sus propiedades fisicoquimicas por si

solas, sino en conjunto con este recubrimiento organico, lo que puede llevar ya sea a



una mejora de la actividad antimicrobiana, o en algunos casos, una reduccion de esta
[33]. En general, los mecanismos de la actividad antimicrobiana de las NP’s no esta
bien definida, como se menciona, los factores de los que depende van desde la cepa
bacteriana hasta el método de sintesis y propiedades fisicoquimicas obtenidas [34].

El presente trabajo de investigacion se enfoca en explorar el potencial antimicrobiano
de las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante este enfoque verde, utilizando
extracto de Dunaliella salina SQ como agente reductor y estabilizador. A través de un
analisis exhaustivo, se busca comprender en profundidad la actividad antimicrobiana
de estas AgNP's en relacion con sus propiedades fisicoquimicas otorgadas por el uso
del extracto de esta microalga, destacando su viabilidad como una estrategia efectiva y

sostenible en la lucha contra patdgenos.



2. Antecedentes

Un estudio realizado en 2017 por la Dra. Silva Sein sobre la sintesis de AgNP’s y el
propdsito que a estas se les adjunta, se encontro que la mayoria de estos se encuentran
en las lineas de investigacion biolégica como: biomedicina, biosintesis de metales,
epidemiologia, e interaccion de materiales nanoestructurados con microorganismos
patogenos. “Del total de los casos ... el 20% ha participado en algin proceso de
proteccion intelectual, en aras de transferir su investigacion a un producto con
aplicacion directa. Algunas de dichas aplicaciones incluyen: apositos para heridas,
recubrimientos antimicrobianos, rellenos dentales, cosméticos, biopeliculas vy
revestimientos de polimeros” [4]. Como podemos notar, la mayoria de las aplicaciones
que se le da a este nanomaterial son aprovechando sus propiedades fungicidas y

antimicrobianas.

Estudios han demostrado que, dependiendo del método de sintesis utilizado, se obtienen
diversas propiedades y caracteristicas especificas en las nanoparticulas. Dentro de estos
estudios se menciona que las AgNP’s sintetizadas por métodos quimicos tienen una
mayor estabilidad térmica y una mayor actividad antimicrobiana que las sintetizadas
por métodos bioldgicos. Mientras que las sintetizadas por métodos bioldgicos suelen
presentar una mayor actividad antifngica [35], [36], [37], [38].

Sein, S. (2017) menciona en su estudio que las AgNP’s sintetizadas por métodos
quimicos suelen tener méas aplicacion en el campo médico para instrumentos
quirurgicos, protesis, catéteres y heridas médicas. Las sintetizadas por métodos fisicos
suelen tener una mayor aplicacion en el tratamiento de aguas y suelos. Mientras que los
métodos bioldgicos se utilizan mas para textiles, electrodomésticos, conservacion y

envasado de alimentos, y cosméticos [4].

Esta diferencia de propiedades de las AgNPs y por lo tanto su potencial de aplicacion
final en el campo se debe a la estabilidad que les confiere el método de sintesis utilizado,
lo cual viene determinado por su tamafio, distribucion de tamario, carga superficial,
agentes estabilizantes, medio de dispersion, interacciones de superficie, pH del medio,

temperatura, etc. [9].
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Obtener buenas propiedades antimicrobianas y antifungicas, lograr el control de las
propiedades y mejorar la estabilidad en las AgNPs por sintesis verde se ha vuelto
primordial para dejar de lado los métodos convencionales que dafian al ecosistemay no
son redituables. Cada vez hay més estudios sobre la sintesis verde de AgNPs con
diferentes organismos [39], [40]. La obtencion de AgNPs utilizando extractos de
plantas u otros organismos para sintesis verde, se encuentra ampliamente estudiado a
diferencia de las microalgas. Sin embargo, las microalgas son de especial interés dado
que estas tienen capacidades como biorremediacion de metales pesados, y de producir

diversidad de nanoparticulas metalicas como plata, oro, cadmio y platino [41].

Buscando si existia una relacion de las propiedades finales de las AgNP’s segun la
especie, Moraes et al. probé la sintesis verde con el extracto de dos cianobacterias y
dos microalgas. Aunque no encontraron una diferencia en la forma de las nanoparticulas
y las biomoléculas estabilizadoras, si encontraron una diferencia significativa en el
tamario de las nanoparticulas obtenidas entre cianobacterias y microalgas. Esta relacion
casi especifica tamafio-especie nos abre camino a investigar el potencial de aplicacion
de las nanoparticulas segun la especie, ya que, dado que el tamafio puede llegar a ser
muy diferente y con ello influir en su estructura y reactividad, se tiene un amplio
potencial de aplicacion en diferentes procesos cataliticos y bioldgicos [42]. Teniendo
en cuenta que si existe una relacién tamafio-especie, los autores mencionan que la
diversidad de algas deberia explorarse mejor como una fuente de nanoparticulas nuevas

y diferentes.

Adentrandonos en las algas, estas son capaces de convertir metales toxicos en formas
no téxicas mediante quelacion, reacciones sucesivas o formacion de nanoparticulas.
Esta capacidad se las confiere las biomoléculas presentes en ellas y la accién de enzimas
reductasas y quinonas de transporte de electrones, interacciones electrostaticas entre los
iones metalicos y los compuestos constituyentes de la microalga. Khalid et al. Realizo
la sintesis de AgNP’s con 3 distintas especies de microalgas. En el estudio, se obtuvo
un variado rango de tamafios, asi como distintas formas. Las AgNP’s presentaron una
diferencia de inhibicion frente a distintas bacterias como era de esperarse dada la
diferencia de tamafio y forma obtenida [43].
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La sintesis verde con extracto de microalgas, aungue es un campo poco explorado en
comparacion con otros microorganismos, se encuentra en desarrollo actualmente.
Muthusamy et al., Khalid et al., Patel et al. lograron producir AgNP’s por sintesis verde
con extracto de distintas microalgas sin la adicion de ningin agente quimico reductor
y/o tamponante, con tamafio menor a los 100 nm y con actividad antimicrobiana [41],
[43], [44].

Como se menciond, la sintesis verde de AgNPs con microalgas aln se encuentra poco
investigada. Aunque distintas algas y microalgas han sido de estudio para la sintesis
verde de AgNP’s, dentro de estos estudios muy pocos se centran en Dunaliella salina.
Microalga halofila flagelada verde, miembro del grupo Chlorophyta clase
Chlorophyceae que se encuentra mas comunmente en ambientes salinos y aguas
marinas costeras [45]. Esta microalga es rica en componentes como betacaroteno y
glicerol, ademas su facilidad de cultivo la hace de las microalgas de mayor uso para la

obtencion de glicerol, cosméticos, proteinas y carotenoides [21].

Entre los pocos estudios que se han realizado sobre la sintesis verde con D. salina, se
encontrd la comparacion en la produccion de nanoparticulas de oro con extracto de la
microalga Dunaliella salina y la planta Arabidopsis thaliana. Chumakov et al.
menciona la obtencion de NP’s con un menor diametro usando el extracto de D. salina,
aunque los autores no hacen afirmaciones sobre la eficacia de un cultivo en concreto

por la falta de estandarizaciones [46].

Cepoi et al. usé por primera vez D. Salina para la produccion de nanoparticulas de plata
por sintesis verde. Obtuvo un didmetro de 15-40 nm, y con la utilizacién de diversos
métodos encontrd que la formacion de las AgNP’s estaba acompafiada de una reduccion

de betacaroteno y lipidos en la biomasa [47].

Anteriormente, Nanoparticulas de oro y plata sintetizadas con extracto de Dunaliella
salina han sido puestas a prueba como antibacterianos y anticancerigenos.
Demostrando efectividad ante distintas cepas, tanto gram positivas como gram
negativas, por ejemplo E. Coli, y su potencial uso como anticancerigenos [33], [46],
[48], [49].
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Los mecanismos de toxicidad de las NP’s aun se discute, como se menciono, la
discrepancia y falta de correlacion de las propiedades fisicoquimicas con su actividad
antibacteriana hace dificil obtener una estandarizacion de propiedades, asi como su
reproducibilidad a futuro.

Varios factores adicionales pueden influir en la susceptibilidad o tolerancia de las
bacterias a las NP"s [24]. Hablando especificamente de nanoparticulas a base de sintesis
verde, los extractos y agentes bioldgicos utilizados en la sintesis, no solo tienen la
capacidad de reducir las sales metélicas dando paso a la nucleacion y formacion de las
nanoparticulas, sino que, ademas, son estos compuestos los que terminan recubriendo
a la nanoparticula reduciendo la aglomeracion, aumentando la estabilidad y mejorando
las propiedades antimicrobianas [29], [30], [31], [32]. Singh, A et al., menciona que
estos agente estabilizantes que recubren a la nanoparticula final, le adjunta o
potencializa las propiedades antimicrobianas reduciendo la facil disociacion y
proporcionando ciertas caracteristicas, asimismo, en su estudio le atribuye la actividad
cancerigena al complejo biomasa-nanoparticula, mas que a los iones de plata en si [49].

Ademaés del complejo biomasa-nanoparticula, la propiedad antimicrobiana puede ser
altamente atribuida a la carga de la nanoparticula. Ahmad et al., nos menciona en su
estudio que las particulas cargadas positivamente tendran una mejor superficie para la

adhesién bacteriana que aquellas cargadas negativamente [50].
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3. Justificacion

Diversos estudios han demostrado ya que las AgNP’s cuentan con gran actividad
antimicrobiana, antifungica y hasta antivirales. Dado entonces el gran desarrollo y
campo de estudio que se ha convertido la nanotecnologia y el crecimiento que se espera
que esta tenga en el futuro, el desarrollo de nuevos métodos para una sintesis mas eficaz,
sustentable y rentable se ha convertido en uno de los objetivos més importantes de la

nanociencia.

El usar una fuente natural, como las microalgas, puede dar lugar no solo a
nanoparticulas con mayor biocompatibilidad, también permite la funcionalizacion
superficial de las nanoparticulas con moléculas biolégicamente activas que pueden
exhibir o aumentar la actividad antimicrobiana, y con ello abrir aun mas las

posibilidades de aplicacion en el area médica y bioldgica.

Las microalgas no solo son faciles de cultivar, lo cual resulta ventajoso en la busqueda
de métodos econdmicos, rapidos y con un mayor rendimiento en la produccién de
nanomateriales ,sino que, ademas, tienen la capacidad de bioacumular metales de forma
intensiva, lo cual resulta de interés cuando se habla de biorremediacion o sintesis verde

intracelular [6].

Hablando especificamente de Dunaliella salina, esta es capaz de producir una alta
concentracion de [-caroteno y glicerol, a comparacion de otras microalgas y
organismos. El B-caroteno es conocido por su capacidad antioxidante y su participacion
en la captura de electrones, lo que puede influir en la reduccion de iones de plata y, por
lo tanto, en la sintesis de AgNP’s. Por otro lado, el glicerol, un componente intracelular
importante, puede actuar como agente estabilizante, evitando la aglomeracion y la
sedimentacion de las AgNP’s [45], [51]. El papel sinérgico de estos compuestos en la
sintesis y estabilizacion de AgNP’s podria ser una pieza clave para maximizar la
eficiencia del proceso y la calidad de los nanomateriales resultantes. Y claro, al ser D.
salina una de las microalgas con mayor produccion de estos compuestos, su estudio
dentro del campo de sintesis verde resulta crucial para la basqueda de microorganismos

Optimos para su uso en sintesis verde de nanomateriales.
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Comprender y optimizar la sintesis verde de nanoparticulas de plata con extractos de
Dunaliella salina no solo puede impulsar el desarrollo de métodos mas sostenibles y
eficientes en la produccion de nanomateriales, sino también brindar valiosas

perspectivas en la basqueda de agentes antimicrobianos efectivos y seguros.

Es por ello, que con este trabajo se busca aportar a estas lagunas de conocimiento,
resaltando la importancia de investigar en profundidad la actividad antimicrobiana de
las AgNP’s en correlacion de los parametros de sintesis y propiedades adjuntas por el

extracto biolégico.

15



4. Hipotesis
Las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde a partir de extractos de la
microalga Dunaliella salina SQ presentara actividad antimicrobiana frente a

Escherichia coli (E. coli).

5. Objetivos de la Investigacion

5.10Dbjetivo general
> Evaluar las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas de plata

sintetizadas a partir de extracto de la microalga Dunaliella salina SQ en tres fases de

crecimiento mediante difusion en agar.

5.2 Objetivos especificos
- Evaluar el rendimiento de biomasa obtenida a distintos tiempos de crecimiento

del cultivo de Dunaliella salina SQ mediante la técnica UV-Vis para determinar el

tiempo de crecimiento 6ptimo.

> Evaluar el rendimiento de la sintesis verde de AgNP’s de biomasa de Dunaliella
salina SQ de cultivos provenientes de distintas fases de crecimiento mediante la técnica

UV-Vis para determinar el porcentaje de concentracion 6ptimo.

- Caracterizar las AgNP’s mediante las técnicas UV-Vis, TEM y DLS para
determinar las propiedades adquiridas con el uso del extracto de biomasa de la

microalga Dunaliella salina.

- Evaluar la actividad antimicrobiana de las AgNP’s frente a E. coli, mediante el
método de Kirby-Bauer a diferentes concentraciones para analizar su potencial de

aplicacién como agente antimicrobiano.

> Determinar la correlacion entre la actividad antimicrobiana y el complejo

Biomasa-AgNP mediante el método de Kirby-Bauer contra E. coli.
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6. Metodologia

6. 1 Cultivo de Dunaliella salina
De un previo cultivo de la cepa aislada de las lagunas hipersalinas de San Quintin B.C,

se agreg6 a un matraz Erlenmeyer con Medio Johnson Modificado al 1.5M de NaCl
(Tabla 4) [52] 1 mL de alga por cada 100 mL de medio. Se agregaron 50 uL del
antibidtico Ampicilina por cada 100 mL de medio para evitar contaminacion del cultivo
y se dejo en crecimiento bajo luz artificial. El cultivo se dejo en crecimiento durante 9
dias, 15 dias y 30 dias, con el fin de analizar el rendimiento de la biomasa segun el

tiempo de cultivo.

Tabla 4. Componentes presentes en el Medio Johnson Modificado. Adaptado de [52].

Medio Johnson Modificado

Compuesto Concentracion
NaCl 15M
NaHCO3 50 mM
MgSO, 5mM
KNO3 10 mM
CaCl, 0.2mM
KH2PO, 0.4 mM
H3BOs 185 uM
MnCl-4H,0 7 uM
EDTA 5uM
FeCl,-6H,0 2 uM
ZnCl, 1uM
CoCl-6H,0 1uM
CuCly-H:0 1uM
(NH4)sM0,0,,-4H,0 1uM
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Figura 3. Cultivos de Dunaliella salina en medio Johnson modificado bajo luz artificial a distintos dias
de crecimiento. Se pueden observar diferencias en la coloracién de los cultivos debido a las diferentes
concentraciones celulares de microalga en el medio.

6.2 Obtencion de Extracto de D. Salina
Después de los dias seleccionados de crecimiento, se dividio el cultivo equitativamente

en viales y se llevaron a centrifugar a 6,500 RPM por 4 min a 20 °C dos veces. Se retird
el sobrenadante y se peso la biomasa obtenida (Fig. 4A). Se resuspendié en agua
desionizada en una equivalencia de 5 g por cada 30 mL de agua desionizada. Se llevd
a hervir 15 minutos a 80 °C, se filtr6 con filtro Whatman No. 5 y se almacen6 a 4 °C
(Fig. 4B) [49].
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Figura 4. Representacion esquematica del proceso de obtencion del extracto de biomasa del cultivo de
Dunaliella salina.

6.3 Sintesis de Nanoparticulas de plata.

Adaptado de la metodologia [49], en un vaso de precipitado se agrego nitrato de plata

al 4 mM vy se calentd entre 30 a 45°C en plancha. Una vez llegada la temperatura, se

agregdé una concentracion del 10% del extracto de alga previamente filtrado, con

agitacion magnética y luz artificial (intensidad promedio de 16,000 lux) constante

durante 1 hora (Figura 5). Durante las sintesis, se tomaron muestras cada 5y 10 minutos

para su posterior andlisis en el UV-Vis (Thermo Scientific, Genesys 10s) y asi

determinar la velocidad y rendimiento de la sintesis.

Tabla 5. Sintesis realizadas variando el tiempo de cultivo de Dunaliella salina.

Sintesis Tiempo de cultivo Concentracion de extracto
1 9 dias 10%
2 15 dias 10%
3 30 dias 10%
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Figura 5. Representacion esquematica del proceso de sintesis de AgNP’s bajo luz artificial y agitacion
magnética constante.

6.4 Lavado de nanoparticulas de plata
Al finalizar la sintesis, se vacio 1 mL de la solucidn final de AgNP’s en tubos Eppendorf

de 1.5 mL y se centrifugaron 2 veces a 10,000 RPM por 10 minutos a 20°C. Siempre

retirando el sobrenadante y resuspendido en agua desionizada para su correcto lavado.
(Fig. 6).

10,000 RPM

— U U U — 20°C
Solucion
Sintesis verde AgNP’s

Centrifugacion

Figura 6. Representacion esquemaética del proceso de lavador de AgNP’s.

6.5 Pesaje y preparacion de soluciones
Para determinar el rendimiento final en peso de las diferentes sintesis y un mejor control

de las concentraciones en solucion, se llevaron los tubos Eppendorf a horno de secado
con vacio a 40°C por 24 hrs. Una vez secadas y pesadas, se resuspendieron en agua
desionizada y se ultrasonicaron durante 1 hora, ciclos de 0.8 y amplitud al 80%
(hielscher. UP200S, Ultrasonic Processor).
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Figura 7. Representacion esquematica del proceso de pesado de AgNP’s y preparacion de soluciones
homogéneas.

6.6 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata
La visualizacion del tamafio y forma de las AgNP’s fue por medio del Microscopio

electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) (Hitachi High-Tech, TEM

H7500 series). Las rejillas de cobre fueron cargadas con 10 L a una concentracion de

100 pg/mL de la solucion de AgNP’s.

El tamafio y potencial Z fue determinado por el método de dispersion dindmica de la
luz (DLS, por sus siglas en inglés) (Malvern Panalytical, Malvern DTS 1070, folded
capillary cell). Las celdas fueron cargadas con 1 mL de las soluciones de sintesis

realizadas.

6.7 Pruebas de actividad antimicrobiana
La evaluacion de la actividad antimicrobiana se llevo a cabo por el método de Kirby-

Bauer o también conocido como ensayo de difusion de disco, para ello se utilizaron
cajas Petri de agar con Medio Mueller-Hinton (Tabla 6), y la bacteria E. Coli. La

distribucion de pruebas puede visualizarse en la tabla 7.

21



Tabla 6. Composicion de Mueller Hinton Agar (MHA)

Medio Mueller-Hinton

Compuesto Concentracion
Extracto de carne 2g/L
Hidrolizado de caseina 17.5g/L
Almidén 1.5¢g/L
Agar 17 g/L

Tabla 7. Distribucion de ensayos de la actividad antimicrobiana de las AgNP’s.

Ensayo Cultivo Concentracion # de muestras
1 15 dias 5% 6
2 15 dias 10% 6
3 15 dias 20% 6

Para ello, 5 discos de papel filtro con un diametro de 6mm cargados con 10 yL de

solucién de AgNP’s a las distintas concentraciones fueron puestos en una caja Petri
junto con los discos del control negativo (agua bidestilada) y el control positivo
(kanamicina) (7 discos en total). Estos discos correspondientes a: Agua destilada,
antibiotico kanamicina a 50 pug/mL, AgNP a 15 pug/mL, 50 ug/mL, 100 pug/mL, 150
ug/mLy 200 ug/mL, fueron esterilizados, cargados y puestos a secar en campana esteril

un dia antes de la realizacion de las pruebas.

De un cultivo de E. coli a una densidad Optica (OD) de entre 0.8 y 1 a los 600 nm,
correspondiente 0.5 del estdndar de McFarland y equivalente a una concentracion
celular de 1.5 x108 CFU/mL, se realiz6 el sembrado en caja Petri con ayuda de hisopos
estériles. Se sumergié el hisopo en el cultivo y se cubrié completamente la superficie
del medio. Una vez sembrada la bacteria en la caja Petri, se dejaron secar por
aproximadamente 30 min y posteriormente se colocaron los discos con los distintos
tratamientos con ayuda de unas pinzas estériles. Las cajas fueron selladas con Parafilm
y llevadas a la camara de incubacion a 37 °C durante 3 dias con un monitorio cada 24

hrs.
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7. Resultados y discusion

7.1 Tiempo de cultivo y rendimiento de sintesis
Varios estudios han empleado cultivos de D. salina con un periodo de incubacion de 9

dias para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas metalicas (Au y Ag) [46], [48], [49],
[53]. Seguln la curva de crecimiento de esta microalga, en el dia 9 el cultivo se encuentra
a mitad de su fase exponencial de crecimiento [21]. Con el propoésito de aprovechar al
maximo la produccion de compuestos intracelulares como el Beta-caroteno, el cual se
presume esta estrechamente relacionado en el proceso de sintesis [49], se prolongo el
tiempo de incubacion a 15 y 30 dias. En la tabla 8 se detalla la cuantificacion del
extracto de biomasa (EB) obtenida a partir de 200 mL de cultivo en los distintos

periodos de incubacion mencionados.

Segun lo reflejado en la tabla 8, se evidencia un rendimiento de biomasa de hasta 50%
mas en un cultivo de 15 dias (C15) en comparacion con un cultivo de 9 dias (C9). A los
15 dias de incubacién, el cultivo de D. salina se encuentra dentro de su etapa
estacionaria, es decir, se ha detenido la etapa de crecimiento activo exponencial de la
microalga. Al mes, el alga se encuentra saliendo de su fase estacionaria, entrando a la
fase de muerte. Debido a esto, el rendimiento del cultivo de 30 dias (C30) fue de tan

solo 16% mayor en comparacion al cultivo C15.

Tabla 8. Cuantificacion del rendimiento en peso de biomasa obtenido en gramos de los distintos cultivos.

Cultivo Biomasa (g)
c9 1.2g
C15 1.8¢
C30 2.19

Se utilizé espectroscopia UV-Vis para cuantificar la sintesis verde de nanoparticulas de
plata. En la Fig. 8 se muestra el espectro UV-vis de las nanoparticulas de plata
producidas con EB de Dunaliella salina al 10% con los distintos cultivos y en la tabla

9 el rendimiento de sintesis obtenido en miligramos.
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Figura 8. Espectro UV-Vis de AgNP’s obtenidas mediante sintesis verde con cultivos a distintos tiempos
de crecimiento. Refiriéndose a C9, C15y C30 a 9, 15 y 30 dias de crecimiento respectivamente. La
sintesis se llevd a cabo durante 1 hora.

Tabla 9. Cuantificacién en gramos del rendimiento de sintesis verde con el uso de EB de los 3 distintos
cultivos (C9, C15y C30).

Sintesis AgNP’s (mg)
EB-C9 3.9mg
EB-C15 4.7 mg
EB-C30 5mg

Dado a que los cultivos de 15 dias (C15) y 30 dias (C30) se encuentran a inicio y final
de su etapa estacionaria, respectivamente, se registré una diferencia minima en peso de
AgNP’s obtenidas entre ambos, incluso al duplicar el tiempo de cultivo. Por
consiguiente, en términos de relacion entre el tiempo de cultivo, biomasa y rendimiento
de sintesis, se concluye que 15 dias representa el periodo 6ptimo de incubacion para

Dunaliella salina y su uso en sintesis verde de AgNP’s.
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7.2 Tiempo de sintesis
En la figura 9 se encuentra representado el inicio y finalizacion de la sintesis de AgNP’s

bajo luz artificial y agitacion magnética constante durante 60 minutos. La diferencia de

color en la solucién nos indica sintesis exitosa y presencia de AgNP’s [54].

vy 4
T BT i saNGy

Figura 9. Proceso de sintesis de AgNP’s. a) AGQNO3 4mM sin biomasa afiadida. b) Inicio de sintesis (0
min). AgNO3 4mM con biomasa de C15 al 10% con exposicion a luz artificial y agitacion magnética
constante. c) Finalizacion de sintesis transcurridos 60 minutos.

La Fig. 10 muestra la sintesis de AgNP’s bajo luz artificial (5-60 min) a intervalos con
EB del cultivo C15. En la Fig.10a el EB se mantuvo al nivel comun del 5%, (v/v) en 40
mL de solucion de nitrato de plata 4mM, mientras que en la Fig. 10b el EB se mantuvo
a20% (v/v). Se produjo un aumento continuo de la absorbancia con respecto al tiempo,
alcanzando su maximo a los 40 minutos de exposicion a luz artificial en el caso de EB
al 5% (v/v); sin embargo, la prolongaciéon de la duraciéon hasta los 60 minutos no
aumento la absorbancia. En el caso de EB al 20% (v/v), si se mostré un aumento de la
absorbancia al prolongar el tiempo, por lo que podemos inferir que un aumento de EB
necesita una prolongacion del tiempo de sintesis debido a una mayor concentracion de
agentes involucrados en la reaccién. Esto indica claramente la sintesis verde de

nanoparticulas de plata con el paso del tiempo.

Curiosamente, en el caso de EB al 5% (v/v) los picos maximos de absorbancia durante

la sintesis indicaron un desplazamiento hacia la region azul conforme al tiempo. La
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absorbancia mas baja se registro a 446 nm después de 5 minutos y el pico maximo se

registré (a 421 nm) a los 40 y 60 minutos.

Smin Smin

0.8+ — 10min — 10min
—— 15min —— 15min

20min 20min

30min 30min

40min 40min

P — 60min —— 60min

2

Absorbancia(a.u)
Absorbancia(a.u)

T T 1 T T 1
300 400 500 600 300 400 500 GO0

Longitud de onda(nm) Longitud de onda(nm)

Figura 10. Espectros UV-Vis de la sintesis verde de AgNP’s durante 1 hora. a) Sintesis realizada con
EB-C15 al 5% durante 1 hora. b) Sintesis realizada con el EB-C15 al 20% durante 1 hora.

7.3 Concentracion del extracto de biomasa
Con el anélisis que se realiz6 del rendimiento en peso de la biomasa y sintesis con los

distintos cultivos de D. salina, se prosiguio a la optimizacion de la concentracion del
extracto de biomasa (EB) con el cultivo C15, el cual fue determinado como éptimo. La
variacion de la concentracion fue del 5% al 20% (v/v) para una exposicion comun de

60 min bajo luz artificial (Fig. 11).
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Figura 11. Espectro UV-Vis de las soluciones finales de sintesis verdes de AgNP’s realizadas a las
concentraciones de 5%, 10% y 20% de EB-C15 durante 1 hora.

Se observé un aumento en la absorbancia de las soluciones con el uso del 10% y 20%
de EB, lo que sugiere una mayor concentracion de AgNP’s presentes. A diferencia del
desplazamiento hacia la region azul que se obtuvo con EB al 5% (Fig. 10), las
concentraciones al 10% y 20% de EB presentaron picos Unicos maximos a 427 nmy
438 nm, respectivamente. Shantkriti et al., atribuye el desplazamiento del pico de
absorcion de las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde debido a un
aumento en el tamarfio de la particula. A su vez, dicho aumento se relaciona con la
cantidad de biomasa que rodea a nuestra particula; biomasa que ayuda a la
estabilizacion y evita la aglomeracion [46]. Por lo que podemos inferir la obtencion de
AgNP’s mas pequefias a la menor concentracion de EB afiadido, y un aumento de
tamafio a concentraciones altas debido a la cantidad de biomasa disponible capaz de

recubrir a la nanoparticula final.
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7.4 Caracterizacion de AgNP’s

7.4.1 Microscopia electronica de transmision (TEM)
Las imagenes TEM (Fig. 12) muestran las micrografias de nanoparticulas de plata por

sintesis verde al 10% de EB obtenidas con los cultivos C9, C15 y C30 dias. Se confirma
la existencia de AgNP’s con distintas morfologias, entre ellas su mayoria casi esféricas.
Con ayuda del software FlJI-ImageJ2 se analizd el tamafio promedio de particula. A
partir del EB-C9 se obtuvo un tamafio de particula promedio de 21 nm, un tamafio
promedio de 17 nm a partir del EB-C15, y un tamafio promedio de 27 nm con EB-C30.
Las AgNP’s obtenidas a partir del cultivo C30 (Fig. 12F) se muestran sin aglomeracion;
lo que sugiere una alta estabilidad de dispersion por parte de los fitoquimicos presentes
a una mayor concentracion en el extracto acuoso de D. salina debido a la extension del

tiempo de cultivo.

Las aglomeraciones observables en las Fig. 12A y 12C, asi como la formacion de
particulas méas grandes podria ser inducida por el secado al que fueron sometidas las
AgNP’s para su pesaje. Esto podria haber contribuido a la variacion del tamafio de las
particulas. Asimismo, una muestra de AgNP’s saturada podria causar aglomeraciones
al momento de su secado y visualizacion mediante esta técnica, como sucede en la Fig.
12E.
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Figura 12. Imégenes TEM a distintas magnificaciones de las AgNP’s. A,B) AgNP’s obtenidas por
sintesis verde con EB-C9 al 10%. C,D) AgNP’s obtenidas por sintesis verde con EB-C15 al 10%. E,F)
AgNP’s obtenidas por sintesis verde con EB-C30 al 10%.

7.4.2 Dispersion dinamica de la luz (DLS)
El tamafio y la distribucién de las particulas también se determinaron mediante

mediciones DLS. Las mediciones DLS indicaron que el tamafio de las AgNP’s a partir
del cultivo C9 presentan un tamafio medio de 56 nm y una polidispersidad de 0.434
(Fig. 13A). Las AgNP’s a partir del cultivo C15 presentan un tamafio medio de 81 nm
y una polidispersidad de 0.416 (Fig. 13B). Y, por Gltimo, las AgNP’s a partir del cultivo
C30 presentan un tamafio medio de 132 nm con una polidispersidad de 0.314 (Fig.
13C).
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El tamafio de particula obtenido a partir del DLS es comparativamente mas amplio que
el calculado a partir de las imagenes TEM. La diferencia en el tamafio de las particulas
determinado por las dos técnicas puede atribuirse al hecho de que estas dos técnicas
funcionan con principios y métodos de deteccion diferentes. Asi mismo, segin Singh
et al., el aumento de tamafio de las nanoparticulas a base de sintesis verde también se
atribuye a la biomasa final que recubre a la nanoparticula [49]. Dicha biomasa resulta
dificil de observar mediante el TEM debido a la forma en la que el haz de electrones
interactta con la materia organica [48], dicho esto, podriamos decir que el nucleo de
plata tiene un tamarfio pequefio (Fig. 12) y es el recubrimiento organico lo que aumenta
el tamafio al momento de la medicion por DLS (Fig. 13). Aunque es necesario la
realizacion de un TGA para determinar la relacion en peso de biomasa-particula,
podemos atribuir la diferencia del tamafio entre ambas técnicas debido al aumento del
radio hidrodinamico medido por el DLS causado por la biomasa recubriendo la

nanoparticula final.
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Figura 13. Espectro DLS de la distribucion del tamafio por nimero de particulas a diferentes
dimensiones. A) Espectro correspondiente a AgNP’s obtenidas con EB-C9 al 10%. B) Espectro
correspondiente a AgNP’s obtenidas con EB-C15 al 10%. C) Espectro correspondiente a AgNP’s
obtenidas con EB-C30 al 10%.

Como podemos deducir de los resultados obtenidos de las técnicas TEM y DLS, la
extension del tiempo de cultivo de Dunaliella salina provocara la sintesis de particulas
con un mayor tamafio, pero también, menor polidispersidad y una mejor distribucion
se obtendra. Esto puede atribuirse a una mayor concentracion de agentes reductores y
estabilizantes presentes en el EB utilizado. Como se mencion0 anteriormente, la materia

organica presente en el EB que ayuda a la estabilizacion de las nanoparticulas suele
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quedarse recubriendo la nanoparticula final, por lo que podemos concluir que, a mayor
tiempo de cultivo, mayor concentracion de estos agentes, y mayor sera el tamario de las

AgNP’s finales obtenidas.

Dado el bajo rendimiento de biomasa obtenido del cultivo C9 en comparacién con los
cultivos C15 y C30, asi como la similitud en el rendimiento de biomasa y sintesis entre
los cultivos C15y C30 (Fig. 8), y un aumento en el tamafio de nanoparticula superando
los 100 nm al extender el tiempo de cultivo a 30 dias, se considerd al cultivo C15 de D.

salina como el 6ptimo para la sintesis verde de nanoparticulas de plata.

Por consiguiente, mediante la técnica DLS se determiné el tamafio, polidispersidad y
potencial zeta de particula de las AgNP’s obtenidas a tres distintas concentraciones de
EB a partir del cultivo C15 (Fig. 14). En la Fig. 14A podemos observar la grafica
correspondiente a las AgNP’s obtenidas a partir del cultivo C15 al 5% de EB. Los
resultados arrojaron un tamafio medio de particula de 86 nm, una polidispersidad de
0.330 y un potencial zeta de -24.3mV. Los resultados de las AgNPs al 10% de EB-C15
(Fig. 14B) arrojaron un tamafio medio de 81 nm, polidispersidad de 0.413 y un potencial
zeta de -15.2mV.

AgNP’s obtenidas al 20% de EB-C15 (Fig. 14C) arrojaron un tamafio medio de 41 nm.
Este resultado difiere con lo visualizado en TEM (Fig. 12F) donde las AgNP’s
presentaron, en su mayoria, un tamafio arriba de los 50 nm. Tomando en cuenta que el
tamafio debié verse aumentado en el DLS por el recubrimiento de biomasa, y no
disminuido, estos datos no se tomaron en cuenta para su discusion por la incongruencia

presentada.
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Figura 14. Espectro DLS de la distribucion del tamafio de las AgNP’s por nimero de particulas presentes
en diferentes dimensiones sintetizadas con EB-C15 al A) 5%, B) 10% y C) 20%.

El potencial zeta mide la estabilidad de una suspension coloidal. Los valores superiores
a 30 mV o inferiores a -30 mV indican una gran estabilidad, que resiste la aglomeracion
o la agregacion. En general, las nanoparticulas con un potencial z superior a 30 mV o
inferior a -30 mV se consideran coloides estables. Este valor puede variar en funcién

del sistema estudiado, el tipo de particulas y las condiciones experimentales. Algunos
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informes sefialan un valor de -22 mV como criterio para la estabilidad de las
nanoparticulas de plata [55].

En este estudio, las AgNP’s sintetizadas mediante EB de Dunaliella salina mostraron
potenciales zeta que corresponden con una solucion coloidal estable.

7.5 Actividad antimicrobiana
Se comprobo la actividad antimicrobiana de las AgNP’s obtenidas por sintesis verde

frente a E. coli. Las concentraciones de solucion de AgNP’s utilizadas para las pruebas
variaron de 15 a 200 ug/mL. Se colocd como control negativo agua bidestilada (dH20),
y como control positivo al antibiético Kanamicina (K). Los resultados de la actividad
antibacteriana se presentan en la Fig. 15.

Las AgNP’s obtenidas por sintesis verde al 10% y 20% de EB-C15 mostraron nula
actividad antibacteriana (Fig. 15B y 15C). Por otro lado, las AgNP’s obtenidas al 5%
de EB-C15 mostraron una zona de inhibicién promedio de 15 + 0.09 mm de didmetro

(Fig. 15B), lo que indica una accidn efectiva contra el microorganismo.

Podemos atribuir la efectiva accion antimicrobiana de las AgNP’s obtenidas al 5% de
EB-C15 (5EB-C15) a su alta estabilidad (potencial zeta: -24.3mV) en comparacion de
las preparadas a una mayor concentracion de EB (10%) que mostraron una baja
estabilidad (potencial zeta: -15.2mV). EIl aumento de tamafio debido a la biomasa que
recubre a las AgNP’s también podria explicar la diferencia de actividad antimicrobiana
presentada al variar las concentraciones de EB. Un exceso de biomasa podria
proporcionar una capa protectora alrededor de la AgNP, evitando la liberacidn rapida

de iones de plata o limitando su interaccion e internalizacion a la célula [56].
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Figura 15. Actividad antibacteriana de AgNP’s obtenidas por sintesis verde con EB-C15 de Dunaliella
salina al A)5%, B)10% y C)20% contra E. Coli.

Ademas, esta zona de inhibicidn se correlaciona con la menor concentracion de AgNP’s
utilizada (Fig. 15A). Al aumentar la concentracion de AgNP’s, la inhibicion se anuld
completamente. Esto sugiere que existe un efecto dosis-dependiente, donde las AgQNP’s
son mas efectivas a concentraciones mas bajas. Las AgNP’s pueden actuar mediante
varios mecanismos, como la liberacion de iones de plata, que interfieren con las
funciones celulares de los microorganismos. Sin embargo, a concentraciones mas altas,
es posible que se alcance un punto de saturacion haciendo que la bacteria sélo se

encuentre afectada a bajas concentraciones [57].
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Vanlalveni et al., en su revision literaria, nos plasma los valores promedio de la zona
de inhibicion que logran las AgNP’s sintetizadas por métodos verdes contra distintos
microorganismos. Especificamente contra E. coli, menciona que las AgNP’s suelen
mostrar un halo de inhibicion que va de 6 a 28 mm de didmetro [58]. Khalid et al., en
su estudio realiza la comparacion de la actividad antimicrobiana de AgNP’s obtenidas
a partir del extracto de tres cepas de microalgas contra 14 cepas bacterianas. Las tres
cepas de microalgas presentaron un halo de inhibicion aproximado de 10 mm contra E.
coli, el cual consideraron como ligera inhibicién. Para las deméas cepas bacterianas, se
considerd como ligera inhibicion un halo de entre 10 mm y 13 mm, y de 13 mm a 17
mm se consideraba una fuerte inhibicion [43]. Por lo que, tomando en cuenta que estos
valores suelen ser encontrados en su mayoria a concentraciones superiores o igual a

100 pg/mL de AgNP’s, podemos destacar el potencial uso de Dunaliella salina para la

sintesis verde de AgNP’s con un alta estabilidad, baja polidispersidad, y con una

eficiente actividad antimicrobiana a bajas concentraciones.
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8. Conclusiones

-> Se realizo la sintesis verde exitosa de AgNP’s con el extracto de Dunaliella
salina SQ.

> Mediante las técnicas UV-Vis, TEM y DLS se determino la morfologia, tamafio
y estabilidad de las AgNP’s.

-> La actividad antimicrobiana de las AgNP’s frente a E. Coli fue analizada por el
método Kirby-Bauer.

> La obtencion de biomasa de un cultivo de Dunaliella salina en su etapa
estacionaria, demostrd un mayor rendimiento en masa (g).

-> Sintesis verde de AgNP’s a una menor concentracion de extracto (5%) de
Dunaliella salina SQ, nos proporcionara AgNP’s, mas pequefias (86 nm) y estables (p.
zeta: -24.3).

- Se demostrd la eficiente propiedad antibacteriana de las AgNP’s frente a E. coli
a una concentracion de 15 ug/mL de AgNP’s al 5% de extracto.

En conclusidn, el extracto de la planta Dunaliella salina SQ es capaz de sintetizar

nanoparticulas de Ag de forma ecoldgica, sencilla, rentable y eficiente.
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