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RESUMEN

El auge por la utilizacion de nanoparticulas (NPs) de metales nobles en diversos
campos, ha derivado en la sintesis inorganica de NPs metalicas, sin embargo las
metodologias utilizadas para su obtencion son generalmente costosas e involucran el
uso de quimicos peligrosos, es por ello que recientemente ha aumentado el desarrollo
de alternativas sustentables y amigables con el ambiente.

Sintetizar AuNPs biolégicamente es un procedimiento simple, poco costoso y menos
perjudicial para el ambiente. El uso de extractos de plantas para la sintesis de
nanomateriales aun no se ha explorado completamente, sin embargo representa una
buena alternativa ya que ademas de las ventajas antes mencionadas se obtienen NPs
estables de diferente tamafio y forma.

En este trabajo se realizd la sintesis y caracterizacion de AuNPs, asi como su
funcionalizacion con sondas especificas de DNA de dos microorganismos de interés
ambiental Achlya sp. y Escherichia coli (E. coli). Achlya sp. es un hongo que infecta
peces en piscifactorias, acuarios y embalses naturales; E coli, es una bacteria patégena
para los humanos y constituye una fuente de contaminacioén en alimentos y agua.

La sonda o] secuencia blanco disefada para Achlya sp. es:
5 GCACCGGAAGTACAGACCAAZ
y para E.coli: 5TTGCTTTGGCAAGTCCTCCT 3

Las AuNPs obtenidas por sintesis quimica y por sintesis biolégica a partir de
extractos de laurel, nopal, cebolla, pera y café, fueron funcionalizadas con DNA de
Achlya sp. y E. coli y pueden ser utilizadas en el disefio y construccién de
biosensores ambientales para detectar a los microorganismos antes mencionados,
excepto las NPs de café a pH 9, ya que estas no mostraron mediante caracterizacion
por UV-Vis, una buena funcionalizacién.

Por otro lado se propone que para la sintesis biolégica, el acido malico puede estar
actuando como agente reductor y el grupo amino como agente estabilizador.

Los genosensores permiten monitorear, prevenir y corregir aspectos que causan
desequilibrios ecolégicos en ambientes acuaticos. Estos nuevos dispositivos analiticos
proporcionan informacién de forma rapida, simple y de bajo costo, comparada con las
técnicas de analisis convencionales.



ABSTRACT

The pick in the use of noble metal nanoparticles (NPs) in various fields has resulted in
inorganic synthesis of metal NPs, however the methodologies used for their preparation
are generally expensive and involve the use of hazardous chemicals, is why has recently

increased the development of sustainable and environmentally friendly alternatives.

Synthesize biologically AuNPs is easy, inexpensive and is less damaging to the
environment. The use of plant extracts for the synthesis of nanomaterials has not yet been
fully explored, however represents a good alternative as well as the aforementioned

advantages are obtained stable NPs of different size and shape.

In this work the synthesis and characterization of AuNPs wasnperformed, and their
functionalization with specific DNA probes of two microorganisms of environmental interest
Achlya sp. and Escherichia coli (E. coli). Achlya sp. is a fungus that infects fish farms,
aquariums and natural reservoirs; E coli is a bacteria pathogenic to humans and is a

source of contamination in food and water.

The DNA probe or target sequence designed to Achlya sp. is:
5" GCACCGGAAGTACAGACCAA 3
and E. coli: ’TTGCTTTGGCAAGTCCTCCT &

The AuNPs obtained by chemical synthesis and biological synthesis extracts from
laurel, nopal, onion, pear and coffee were functionalized with DNA Achlya sp. and E.
coli and can be used in the design and construction of biosensors for detecting
environmental microorganisms before mentioned, except NPs coffee at pH 9, as these

do not show a good functionalization.

Furthermore it is proposed that for the biological synthesis, malic acid may be acting as a

reducing agent and the amino group as a stabilizing agent.

Finally the genosensors allow monitoring, preventing and correcting issues that cause
ecological imbalances in aquatic environments. These new analytical devices provide
information quickly, simple and inexpensive compared with conventional analysis

techniques.
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1 Introduccion

Las nanoparticulas (NPs) de metales nobles han despertado un gran interés en
diversos campos del conocimiento cientifico, especialmente en los estudios de las
areas biomédica y ambiental (Castro-Ortiz, 2007; Wei et al., 2010; Diaz et al.,
2011). La integracion de la nanotecnologia en combinacion con la Biologia
Molecular y la Electroquimica, han creado una gran expectativa debida al desarrollo
de nuevas estrategias de deteccidén de acidos nucleicos basadas en nanomateriales
y que constituyen herramientas importantes en gendmica, diagnéstico médico,
farmacogenética, patologia, criminologia, seguridad alimentaria, monitoreo
ambiental, entre otros (Wang, 2003; Erdem, 2007).

Los biosensores son dispositivos analiticos que proveen informacion cuantitativa o
semicuantitativa utilizando un elemento biolégico de reconocimiento que esta en
contacto directo con un transductor. El elemento biolégico puede ser una enzima,
un anticuerpo, acidos nucleicos, células e inclusive tejidos. Dependiendo del
elemento de reconocimiento se definen como sensores enzimaticos,

inmunosensores, genosensores, entre otros (Upadhyayula, 2012).

En este trabajo se realizd la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro
(AuNPs), asi como su funcionalizacion con sondas especificas de DNA (acido
desoxirribonucleico) de dos microorganismos de interés ambiental Achlya sp. y E.
coli. Achlya sp., es un hongo que infecta peces en piscifactorias, acuarios y
embalses naturales; E. coli, es una bacteria patdgena para los humanos y puede

ser fuente de contaminacion en alimentos y agua.

Las AuNPs funcionalizadas con DNA pueden ser utilizadas en el disefio y
construccién de biosensores ambientales para detectar a los microorganismos

antes mencionados, permitiendo monitorear, prevenir y corregir aspectos que

6



causen desequilibrios ecolégicos en ambientes acuaticos tales como los
canales de Xochimilco, habitat del pez endémico Girardinichtys viviparus, que
se encuentra en peligro de extincién (Navarrete-Salgado et al., 2004), debido a
la sobreexplotacidén, contaminaciéon con descargas de aguas residuales y la

consecuente infeccion de Achlya sp.

Estos nuevos dispositivos analiticos (genosensores) proporcionan informacion
de forma rapida, simple y de bajo costo, comparada con las técnicas

convencionales de analisis de DNA.
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2. Estado del Arte

2.1 La nanotecnologia

La nanotecnologia se refiere tanto a la investigacibn como a la tecnologia
desarrollada a escala atdmica, molecular y macromolecular (Erdem, 2007). Las
NPs de metales nobles, y especificamente, las AuNPs, exhiben excelentes
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, que son intrinsecas a su tamafo
(Saifuddin et al., 2009).

La investigacidn del comportamiento de la materia en la escala nanométrica abre
una prometedora perspectiva de nuevos conocimientos. Las propiedades fisicas
de estas particulas son muy distintas de las que se observan en un soélido de
tamafio normal o macroscoépico con la misma composicidén quimica. Hoy dia
comienzan a utilizarse de modo habitual técnicas experimentales que permiten
fabricar, caracterizar y manipular este tipo de particulas. Un aspecto de
relevancia es la coincidencia de escala de tamario, el nanémetro (1 X 10" m) con
las unidades basicas de la vida. Los cromosomas, un virus o una molécula tienen
tamano nanométrico (Figura 1); esta convergencia de escala ha conducido el

aterrizaje de la nanotecnologia en la Biofisica (Hernando, 2007).

Figura 1. Algunas unidades basicas de la vida de tamafio nanomeétrico.
Modificada de (google imagens).



Las NPs metélicas les confieren a los vitrales sus intensas y coloridas
tonalidades, en las que AuNPs estan presentes en los vidrios de color rojo y
NPs de plata (AgNPs), en losamarillos (Cheang-Wong, 2005).

Las propiedades de las NPs, en particular las propiedades Opticas dependen
fundamentalmente del tamafio, la forma y la distribucion espacial de éstas en la

muestra (Wolfang et al., 2007), (Figura 2).

Lis Primaedos Nanotecndlogos

Daide hace mia de mi alcs los
aFEaAnDy wirskeres sablen gus W
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narsparticulas peemiten cambsar L
progiedades de los matenabes

Figura 2. Tamario, forma y distribucion de las NPs.
Modificada de Cheang-Wong, (2005).

Las NPs de metales nobles han sido estudiadas durante los ultimos 15 afios;
para su correcta utilizacién los protocolos especifican la importancia de su
tamano y su forma, que puede ser de esfera, de barra, de cubo, de triangulo, etc.
(Turkevich et al., 1951; Sun y Xia, 2002; Kimling et al., 2006; Castafeda et al.,
2007; De la Escosura et al., 2011).
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2.2 Sintesis de nanoparticulas

Para sintetizar las NPs se habian utilizado principalmente métodos fisicos,
quimicos y procesos mecanicos, sin embargo recientemente se estan
incluyendo métodos bioldgicos (Shankar et al., 2004; Cheang-Wong, 2005.,
Rico-Moctezuma et al., 2010; Narayanany Sakthivel, 2011). Con estos métodos
se obtienen NPs de tamafio desde 1-100 nm y se utilizan en muchos campos
incluyendo electrénica, fotdnica, biomedicina y ciencias ambientales, entre

otras (Tokonami et al., 2012).

2.3 Sintesis quimica de nanoparticulas de oro

El método estandar mas utilizado para la sintesis quimica de AuNPs es el
descrito por Turkevich et al., en 1951. AuNPs con tamafio de 2-100 nm de
diametro pueden ser obtenidas por reduccion controlada de cloruro de oro
usando distintas condiciones. Faraday fue el primero en preparar en 1857 oro
coloidal por reduccion del cloruro de oro con fésforo, atribuyendo el color rojo
resultante a la obtencion de particulas de tamafio muy pequefio. Mie en 1908
corroboré que el color del oro coloidal es dependiente del tamafo (Bohren vy
Huffman, 1983); desde entonces y especialmente durante los ultimos afnos, se
han dirigido importantes esfuerzos a la preparacion por reduccién de sales de
oro utilizando generalmente citrato de sodio como agente reductor y en
presencia de agentes estabilizantes que previenen la aglomeracién de AuNPs

practicamente monodispersas y de tamafio controlado (Figura 3).

11
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Figura 3. a) Espectros UV-Vis de AuNPs de diferente tamafio. b) AUNPs sintetizadas.
C1 mas pequefias-C7 mas grandes.
Modificada de Bohren y Huffman, (1983).

Se comprobd que la relacién de citrato/oro, la temperatura y la velocidad de
adicion del agente reductor pueden influir en el tamafio de las AuNPs
obtenidas; también el pH de la solucion tiene un papel fundamental en la
velocidad de la reaccion asi como sobre el tamafio y distribucion de las NPs
(Doyen et al., 2013) (Figura 4). El efecto de la temperatura se observa en la

tabla 1, y el efecto de la concentracion del citrato de sodio en la tabla 2.
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Figura 4. Espectro de absorcion UV-Vis obtenido para la sintesis de AuNPs utilizando citrato de
sodio como agente reductor a diferente pH.
Modificada de Doyen et al, (2013).

Tabla 1. Efecto de la temperatura sobre el citrato de sodio.
Modificada de: Turkevich et al., (1951).

100 5 20
80 25 16.5
70 45 18

Tabla 2. Efectos de la concentracion del citrato de sodio en la solucién.
Modificada de: Turkevich et al. (1951).

50 5 20

25 5 14.5

10 2 16.5

5 1.2 24
3.75 2 Conglomerados sucios
25 2 Conglomerados sucios



2.4 Sintesis bioldgica de nanoparticulas de oro

La utilizacion de NPs de metales nobles en diversos campos, ha derivado en la
sintesis inorganica de NPs metalicas mediante radiacion ultravioleta,
tecnologias en aerosol y ablacion laser, entre otras, sin embargo, estas
metodologias son costosas e involucran el uso de quimicos peligrosos, es por
ello que recientemente ha aumentado el desarrollo de metodologias
alternativas sustentables y amigables con el medio ambiente (Kumar et al.,
2008; Rico-Moctezuma et al., 2010;Narayanan y Sakthivel, 2011; Philip, 2010).

Sintetizar AUNPs biolégicamente es un procedimiento simple, poco costoso y
es menos perjudicial para el ambiente, comparado con la sintesis quimica. El
uso de extractos de plantas para la sintesis de nanomateriales aun no se ha
explorado completamente, sin embargo representa una buena alternativa ya
que ademas de las ventajas antes mencionadas se obtienen NPs estables de
diferente tamano y forma (Philip, 2010). Un factor importante a ser considerado
es el pH de la solucién ya que estudios recientes han demostrado que es un

parametro critico en el tamafo y distribucion de las NPs (Doyen et al., 2013).

Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamafos y formas y ser facilmente
funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos, tales como: anticuerpos,
polimeros, sondas de diagnostico, farmacos, material genético, inclusive para la

deteccion de amenazas quimicas y biologicas (Upadhyayula, 2012).
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2.5 Caracterizacion de AuNPs

La caracterizacion de las AuNPs es necesaria para determinar tamano, forma y
propiedades, la cual se realiza mediante diferentes técnicas; a continuaciéon se

describen algunas.

2.5.1 Espectroscopia UV-Vis

En un analisis espectrofotométrico se aprovecha la absorcion selectiva que
tiene una sustancia sobre una longitud de onda especifica del total del
espectro. La absorcion de las radiaciones ultravioleta, visibles e infrarrojas
depende de la estructura de las moléculas, y es caracteristica para cada
sustancia quimica. Se puede analizar el espectro de radiacién que absorbe la
molécula, con lo que se tendra un espectro de absorcidén, o se puede estudiar
el espectro de la radiacibn que emite, para obtener un espectro de
emision.Cuando se realiza un analisis espectrofotométrico se emplea la
longitud de onda de maxima absorcion, pues asi se tiene una mayor
sensibilidad en el método (Skoog et al., 2006; Jentoft, 2009).

Un espectrofotdmetro es un equipo conformado generalmente de una fuente de
radiacion, un monocromador, un contenedor de la muestra (porta celdas), un

fotodetector y el dispositivo de lectura (Figura 5).

Figura 5. Ejemplo de un espectrofotometro UV/Vis.
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Las fuentes de radiacibn empleadas para la region visible son filamentos
incandescentes (tungsteno o tungsteno — halégeno) que suministran la energia
radiante necesaria para el analisis y mantienen la energia y densidad de flujo
de la luz durante el tiempo de operacién. Para el espectro de luz ultravioleta se
emplean lamparas de descarga de hidrogeno o deuterio, que operan a bajas
presiones y voltajes reducidos (40 V aprox.) y que trabajan muy bien en el
rango de 380 — 160 nm (Skoog et al., 2006).

Las AuNPs pueden caracterizarse por la banda de absorcion que se presenta
en la region del visible, en donde la longitud de onda del maximo de absorcion
estarelacionada con el tamafio de la nanoparticula e incluso puede utilizarse
para determinar también la concentracién de una forma simple y rapida (Haiss
et al.,, 2007; Wolfang et al., 2007). La figura 6, muestra el espectro de
absorcién de las AuNPs en la region visible. Es posible observar el espectro
caracteristico a la longitud de onda maxima, que se ubica alrededor de 522

nm para particulas de un diametro de aproximadamente 20 nm (Mendoza, 2011).

|"

A nem)

Figura 6. Espectro de Absorcion UV-Vis de AuNPs de un tamario aproximado de 20 nm.
Fuente: Mendoza, 2011
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2.5.2 Microscopia electronica de barrido

Es una herramienta muy utilizada para la examinacién ultra estructural de las
NPs. Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una
imagen, tiene una gran profundidad de campo, produce imagenes de alta
resolucion y la preparacion de las muestras es relativamente facil ya que la
mayoria de los microscopios electronicos de barrido sélo requieren que éstas
sean conductoras. La Microscopia electronica es mas ventajosa que el UV-Vis por
la longitud de onda del electrén A=0.005 nm, con un voltaje de 50 kV, mientras que

con UV-Vis la A=400-700 nm (Stadtlander, 2007).

Para caracterizar las AuNPs con este tipo de microscopia primero deben ser
adsorbidas en una superficie de silicon funcionalizada de la siguiente
manera: la superficie de silicon es limpiada con una solucién de HySO4 y
H,O, en un bafio ultrasénico seguido de una adsorciobn de moléculas de
hidrocarbono con silano y grupos amino los que se uniran de forma muy
fuerte a la superficie del oro. Todo lo anterior facilita el analisis de las NPs en

cuanto a tamafio y forma (Gai et al., 2011).

2.5.3 Microscopia de fuerza atomica

Este tipo de microscopia es otra herramienta importante para el estudio de la
forma y tamafio de las AuNPs. Entra en la familia de las microscopias de sondas
de barrido donde una sonda puntiaguda barre la superficie de una muestra
monitorizando las interacciones que ocurren entre la punta y la muestra, por ello
también se le considera un perfilador en 3D. Durante el barrido se crea una
imagen y la medida de ésta se representa con contraste de color. La microscopia
AFM sondea la superficie de una muestra con una punta muy aguda, de un par de
micras de largo y menos de 10 nm de diametro. La punta se localiza al final del
brazo del cantilever de 100 a 200 micras de largo. La fuerza entre la punta y la

superficie de la muestra hace que el cantilever se doble o flexione mientras un
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detector mide esta flexion que ocurre conforme la punta barre la superficie y con
ello se obtiene un mapa topografico. La figura 7 muestra algunas imagenes AFM,
asi como los componentes de un microscopio de fuerza atémica. Este tipo de
microscopia puede ser aplicada a materiales aislantes, semiconductores o
conductores (Hussain et al., 2005).

Para observar las AuNPs en este tipo de microscopio también se deben

adsorber en una mica, dejandolas secar durante 24 horas.

) o

Figura 7. A) Imagenes AFM, B) Componentes generales del microscopio de fuerza atémica.
Modificada de (google imagens).

Cundrants feiodetecton

A
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2.5.4 Microscopia electronica de transmision

En esta microscopia, a diferencia de SEM y AFM, el microscopio electrénico de
barrido no explora superficies, sino que el haz de electrones incidente atraviesa
la muestra, y la sombra de detalles finos se observa en una pantalla
fosforescente con propiedades de emision de luz (Figura 8). Para que se
produzca la transmision de electrones a través de la muestra es necesario que
ésta sea delgada, es decir, transparente a los electrones, por lo que es
recomendable no utilizar muestras de mas de 100 nm de grosor ya que cuanto
menor sea el espesor de la muestra mejor calidad de imagenes se puede obtener
(Hernandez, 2010).

La preparacion de la muestra incluye por ejemplo fijar, deshidratar, cortar,
embeber, entre otras; dependiendo de la muestra a analizar, esta preparacion de
multiples pasos debe ser realizada con extremo cuidado a fin de evitar
interferencias y contar con una adecuada interpretacion de las imagenes
obtenidas (Stadtlander, 2007).

19



Catodo

Anodo

Lente
condensadora

Brazo de soporte
de la muestra

Lente objetivao

Lupa de aumenta
de la panalla visual

Lente de
prayeccian y

Fantalla visual/

Figura 8. Microscopio electrénico de transmisiéon. Modificada de Hernandez, (2010).

2.5.5 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier

Esta técnica proporciona un espectro de reflexidon de las bandas de los grupos
funcionales caracteristicos de las sustancias inorganicas y organicas, por lo cual
es posible realizar una identificacion cualitativa de las moléculas presentes en el
material. Se fundamenta en la absorcion de la radiacién IR por las moléculas en
vibracion (Figura 9), la molécula comienza a vibrar de una determinada manera
gracias a la energia que se le suministra mediante luz infrarroja (Morrison y Boyd
1987; Jentoft, 2012).
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Figura 10. Regiones basicas de un espectro de infrarrojo. Tomada de: Morrison y Boyd (1987)

En la zona del espectro electromagnético IR con longitudes de onda del infrarrojo
medio (entre 4000 y 1300 cm™) se suelen observar una serie de bandas de
absorcion provocadas por las vibraciones entre Unicamente dos atomos de la
molécula. Estas vibraciones derivan de grupos que contienen hidrégeno o de
grupos con dobles o triples enlaces (Morrison y Boyd, 1987; Jentoft, 2012).

En la zona del espectro electromagnético IR con longitudes de onda comprendidas
entre 1300 y 400 cm™ (infrarrojo lejano), la asignacion de las bandas de absorcién
a vibraciones moleculares es mas dificil de realizar, debido a que cada una de
ellas estd generada por absorciones individuales sumadas (multiplicidad de las
bandas). Es la denominada zona de la huella dactilar (flexion de enlaces CH, CO,
CN, CC, entre otros). En esta zona de longitudes de onda, pequefias diferencias
en la estructura y constitucion de las moléculas dan lugar a variaciones

importantes en los maximos de absorcion (Figura 10) (Morrison y Boyd, 1987).
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Figura 10. Regiones basicas de un espectro de infrarrojo.
Modificada de http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/TablasIR_15437.pdf

Esta técnica es de gran utilidad en quimica organica ya que proporciona
informacion acerca de los grupos funcionales de moléculas de estructura
desconocida. Muestras con altos niveles de pureza, con pocos enlaces activos
al IR proporcionan espectros nitidos. Se observan mas bandas de absorcion
cuando se tienen estructuras moleculares mas complejas, sin embargo cabe
mencionar que con esta técnica se han podido caracterizar muestras muy

complejas (Morrison y Boyd, 1987).

2.6 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analitico que combina un elemento biolégico de
reconocimiento (anticuerpos, enzimas, acidos nucleicos, células, entre otros)
con un transductor (Figura 11). Se consideran los sustitutos de analisis
convencionales en diagnéstico médico, analisis de alimentos y monitoreo
ambiental (Torsi, 2013).

22



Analito ) dntido-reducsidn Transductor i

»* : N |
o > Y . |
# Anticusrpos +
* Enzimas ) Senal
£a0NA Blonntm;ncumhnm
I:'Cﬁlulns

Figura 11. Principio basico de un biosensor electroquimico
Modificada de Dhull et al., (2013).

Los biosensores se pueden clasificar dependiendo de la naturaleza del material

bioldgico y en funcién del sistema de transduccion utilizado.
Por la naturaleza del material bioldgico se clasifican en:

e Biosensores cataliticos

Sus receptores pueden ser enzimas, tejidos o células. Estos son los biosensores

mejor conocidos y los mas aplicados.

e Biosensores de afinidad

Los receptores son anticuerpos (inmunosensores), acidos nucleicos
(genosensores), entre otros.

Por su sistema de transduccion se clasifican en:

Electroquimicos

Opticos

Piezoeléctricos

Termomeétricos

Nanomecanicos (Togawa et al., 1997).
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2.6.1 Genosensores

Son dispositivos basados en el acido desoxirribonucleico como elemento de

biorreconocimiento.

2.6.1.1 La molécula del acido desoxirribonucleico

El DNA se encuentra en los cromosomas dentro de los nucleos de todas las
células; esta molécula provee el coédigo genético que determina todas las
caracteristicas individuales de un organismo, por ello se leconoce también
como la molécula de la herencia (Figura 12). Las unidades basicas de
informacién del DNA son las Purinas: Adenina (A) y Guanina (G), y las
Pirimidinas: Citosina (C) y Timina (T) las cuales se unen siempre de manera
complementaria en la hebra de DNA: A siempre se unira con T, y C siempre se
unira con G; a la combinacidén de una base con su complementaria se la conoce

como par de bases (Yamanaka et al., 2009).
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Figura 12. (a): Imagen del DNA que se encuentra en el ntcleo de las células de todo
organismo vivo, (b): Estructuras de las purinas y pirmidinas.
Modificada de (google imagens).

Los analisis convencionales de una secuencia genética especifica, se basan en
metodologias de secuenciacién y de hibridacién del DNA. En las técnicas
basadas en la hibridacion del DNA, la secuencia de interés o analito es
identificada por una sonda u oligonucleétido (secuencia pequefia de DNA de
no mas de 50 bases), cuya secuencia es complementaria a dicho analito; esta
reaccion de hibridacion ocurre con gran afinidad y especificidad (Wang, 2003;
Erdem, 2007).

Las sondas de DNA utilizadas en genosensores deben estar marcadas, ya que
las “marcas” seran las responsables de proporcionar una sefial analitica para
cuantificar el evento de hibridacién (Yamanaka et al., 2009). El uso de DNA
asociado a diferentes transductores es un nuevo campo de investigacion. La
deteccion de DNA es de particular interés en genética, patologia, criminologia,
monitoreo ambiental, entre otros (Wang, 2003; Erdem, 2007).

El disefio de las sondas se basa en la complementariedad de los acidos
nucleicos de la sonda disefiada y su analito correspondiente; la sonda puede ser
de DNA o RNA, unidas a través de puentes de hidrogeno formados entre las
bases: adenina-timina (DNA) o uracilo (RNA) y citosina-guanina (DNA y RNA).

Este apareamiento da lugar a una doble cadena en la cual una de ellas tiene la
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orientacion opuesta a la otra con respecto al esqueleto azucar-fosfato, y que
es leida de 5' a 3' (Majed et al., 2012).

La secuencia blanco (target) se une a su secuencia complementaria durante la
hibridacion. Existe una relacion entre la doble cadena de DNA y su transcrito a
RNA. La transcripcion usa la cadena lider como plantilla y genera una secuencia
idéntica (Majed et al., 2012) (Figura 13).

A

Hibridacion

Secusncia
DMNA B RMNA
5 . TGATCCGTTA . .X 5. UGALICCGUUA .3
3. ACTAGGCAAT 5
—_— Transcrpohdn

Figura 13. A. Hibridacion. B. Transcripcion.
Modificada de Majed et al., (2012).

2.6.2 Genosensores electroquimicos

Los genosensores electroquimicos convierten el evento de hibridacion, en una
sefal electroquimica. Los avances en la sintesis y caracterizacién de materiales
nanoestructurados han producido grandes cambios en el disefio y capacidades
de los sensores ya que se han desarrollado dispositivos con propiedades

eléctricas, 6pticas y mecanicas (Erdem, 2007).

Estos dispositivos se emplean para determinar la posible interaccién de
farmacos y DNA, asi como en el diagnéstico temprano y preciso de agentes
infecciosos en diversos ambientes. Para ello se utilizan diferentes técnicas

electroquimicas: Voltametria de pulso diferencial (DPV), Voltametria linear (LV),
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Voltametria linear cuadrada (LSV), entre otras combinadas con diferentes

transductores electroquimicos (Erdem, 2007).

Los protocolos desarrollados mediante el uso de AuNPs como marca,
funcionalizadas con moléculas biolégicas, han demostrado ser una herramienta
eficiente en la deteccion electroquimica del DNA basada en la sedal
electroactiva de sus bases (Figura 14), por ejemplo mediante la técnica de DPV
con la que se han observado limites de deteccion del orden de 9.68 fmol/mL
(Erdem et al., 2006).

Guanina Adenina
O H.N
N N
, NH
@) N@ |
> X |2
N*NHE Q n*)
N
H
Timina Citosina
NH-

o)
- S N’go
H

Figura 14. Bases del DNA y sus sitios electroactivos. En el circulo se encuentran los grupos que
se reducen y en el cuadro los grupos que se oxidan. Modificada de Erdem, (2007).
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2.7 Funcionalizacion de AuNPs

Las NPs se utilizan en un amplio rango de aplicaciones, por lo que su
funcionalizacion provee el sitio de unidon especifico con la biomolécula de

reconocimiento que puede ser una proteina o DNA, entre otras.

El sistema estreptavidina-biotina ha sido utilizado durante muchos afios en
diferentes aplicaciones, debido a sus versatiles ventajas con énfasis en ensayos
inmunoldgicos y de acidos nucleicos. Una vez funcionalizadas las AuNPs con
estreptavidina, y biotinilizadas las sondas de DNA correspondientes, se uniran
ambas mediante el sistema Estreptavidina-Biotina para conseguir la
funcionalizacién de las AuNPs ya que la interaccién de la estreptavidina con la
biotina es de alta afinidad y permite que una vez formado no se desestabilice
el complejo, ni por cambios en el pH ni por los multiples lavados cuando el

complejo es inmovilizado (Diamandis y Christopoulos, 1991).

En los ultimos 10 afios las AuNPs se han desarrollado para la deteccion de
muchos blancos incluyendo: compuestos organicos, células, proteinas, acidos

nucleicos, entre otros (Figura 15) (Wang y Ma, 2009).

Los recientes avances en cuanto a tecnologias basadas en biosensores y
nanomateriales han dado como resultado el desarrollo de sensores con
importantes aplicaciones en diversos campos como quimica analitica o la
industria biomédica (Erdem, 2007; Wang y Ma, 2009).
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Figura 15. AuNP funcionalizada. (a) Tiolada, (b) Interacciones electrostaticas,
(c) Antigeno-Anticuerpo y (d) Estreptavidina-Biotina. Modificada de Erdem, (2007).

Las NPs han sido utilizadas en biotecnologia durante los ultimos 40 afios como
sondas inmunocitoquimicas, conjugados de nanoparticulas-biopolimeros con
gran potencial para el diagnéstico de enfermedades y gran impacto en quimica
bioanalitica (Wang, 2003), sin embargo en la ultima década ha crecido el interés
por utilizarlas en la deteccion de acidos nucleicos debido a su sensibilidad y
selectividad. Funcionalizar las NPs con DNA ha permitido desarrollar nuevos
sistemas de biodeteccion con muchas ventajas en relacion con las pruebas
convencionales (Electroforesis, PCR, RT-PCR, ELISAs, Microarrays) (Thaxton
et al., 2006).

La combinacion de la nanotecnologia con la quimica, biologia, fisica y medicina
para el desarrollo de métodos ultra sensitivos esta en aumento. Particularmente
el uso de AuNPs funcionalizadas para eventos de biorreconocimiento. Las
potenciales aplicaciones de las AuNPs en ciencias biologicas incluyen sensores
quimicos y de imagen, por ejemplo por colorimetria se puede saber que una
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cadena de DNA simple (ssDNA) ha detectado su secuencia complementaria
(Wang y Ma, 2009).

Wei et al. (2010) realizaron la funcionalizacion de AuNPs con grupos tiol para
ser utilizadas en un sistema dindmico de agregacién-dispersiéon fotosensible. En
cuanto al analisis de genes (Taton et al., 2000) prepararon conjugados de
AuNPs con oligonucleétidos mediante la reaccion de grupos tiol, mientras que
Diamandis y Christopoulos (1991) lo hicieron mediante el sistema
Estreptavidina-Biotina. Las AuNPs pueden ser estabilizadas con citrato, fosfinao
mediante grupos maleimido (Alivasatos et al., 1996; Pumera et al., 2005; Gilaki,
2010; Zanella, 2012).

Sin embargo el sistema Estreptavidina-Biotina es una técnica ampliamente
utilizada para facilitar la localizacion, identificacién e inmovilizacibn de moléculas
biol6gicas. La estreptavidina es una proteina aislada de Ila bacteria

Streptomyces avidinii.

Este sistema posee la capacidad de unir hasta cuatro moléculas de la vitamina
biotina con la misma afinidad aproximadamente y con una fuerza de unién
comparable a un enlace tipo covalente. Este enlace, posee una elevada
estabilidad a cambios de pH y temperatura. Una gran variedad de moléculas
como proteinas, enzimas, polisacaridos, acidos nucleicos y oligonucleétidos,
pueden facilmente ser modificados con biotina, sin variar su funcionalidad

biol6gica (Diamandis y Christopoulos, 1991).
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3. Antecedentes

Hace mas de 1000 afos los artesanos que trabajaban el vidrio y el decorado de
la ceramica eran, sin saberlo, los primeros nanotecnélogos ya que sintetizaban
NPs metalicas, que son las que confieren las intensas tonalidades a los vitrales
y pinturas (Chen et al., 2008).

Fue hasta 1857 cuando Faraday public6 un estudio sobre la preparacion y las
propiedades del oro coloidal (Faraday, 1857), desde entonces una gran
variedad de métodos se han descrito en la literatura para sintetizar AuNPs, por
ejemplo mediante la reduccion de tetrabromoaurato de tetraoctilamonio con
borohidruro de sodio en presencia dedodecanotiol desarrollada por Brustet al.
(1994) y la reduccién secuencial de Au (lll) a Au (0) por medio de tioles y
disulfuro de sodio (Whetten et al.,1999), asi como también la utilizacion de
citrato de sodio como agente reductor; sin embargo el método mas utilizado
hasta la fecha es el de Turkevich et al. (1951), con el cual se obtienen particulas

con un didmetro promedio de 20 nm.

Se comprobé que la naturaleza de la fuente de iones oro, del reductor, asi
como del medio de reaccion tienen, junto con el procedimiento experimental de
sintesis, una importante repercusion en el tamafio de particula y en la

estabilidad de las mismas (Hostetler et al., 1998).

Acerca de la sintesis biolégica de NPs utilizando extractos de plantas,
Narayanan y Sakthivel, 2011 mencionan que es mas sostenible y renovable que
la sintesis quimica, ademas de que el uso de plantas y sus productos es mas
ventajoso que el uso de microorganismos ya que éstos necesitan metodologias

costosas para el mantenimiento del cultivo microbiano y del proceso de sintesis
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Recientemente se han obtenido NPs de diferentes tamafos y formas a partir de
crisantemo, nopal, sabila, hibisco, entre otras (Shankar et al., 2004; Philip,
2010; Rico-Moctezuma et al., 2010; Narayanan y Sakthivel, 2011).

La funcionalizacién de las AuNPs mediante el sistema estreptavidina-biotina ha
sido usada durante muchos afios en multiples aplicaciones. Diamandis y
Christopoulos (1991), lo utilizaron en ensayos de reaccion inmunoldgica y de

hibridacion de acidos nucleicos.

La funcionalizacion de AuNPs provee biosensores selectivos para la deteccidén de
una gran variedad de analitos, incluyendo compuestos organicos, proteinas, DNA,
RNA, células, entre otros, basados en sus propiedades, Opticas, eléctricas, o

sefales electroquimicas (Nguyen et al., 2011).

Mirkin et al. (1998) desarrollaron un nuevo ensayo para DNA utilizando las

propiedades 6pticas de particulas de oro modificadas con oligonucle6tidos.

Park et al. (2001) modificaron AuNPs con proteinas y oligonucledétidos; utilizaron
la N-glicanasa (PNGasa), proteina que se ha encontrado desde levaduras hasta
mamiferos, esta enzima tiene un papel crucial en el metabolismo
(desglicosilacién). Sus resultados sugieren que la enzima es necesaria para la
degradacion (catabolismo), rompe las cadenas de oligosacaridos de
glicopéptidos y glicoproteinas. Por lo que analizar su secuencia es de gran

importancia en protedmica.

Wang et al. (2001) reportan la deteccion electroquimica del gen BRCA1
asociado a cancer de mama y ovario. Este fue el primer reporte de deteccidon

electroquimica de DNA con AuNPs funcionalizadas con estreptavidina.

El aumento de la preocupacion sobre seguridad alimentaria y medioambiental ha
impulsado el desarrollo de métodos rapidos, concretos, robustos y altamente
sensibles para la deteccién de microorganismos con el fin de garantizar la salud

publica.

33



Mendoza, (2011) construyé un biosensor basado en nanoestructuras, mediante
el uso de DNA como molécula de biorreconocimiento (genosensor), utilizando
AuNPs como marca, para la deteccidén electroquimica de E. coli, mediante el
evento de hibridacion, sin embargo las secuencias genéticas utilizadas fueron

tomadas de la literatura.

Alvarado, (2012) construyé un biosensor electroquimico de afinidad usando un
anticuerpo como molécula de reconocimiento (inmunosensor), basado en AuNPs
como marca Y utilizando particulas super paramagnéticas como plataforma para la
inmovilizacion del anticuerpo (anti- E. coli), todo ello sobre un electrodo de
composito grafito-epoxi con un iman integrado (M-GECE) que actué como

electrodo de trabajo, para la deteccién de E. coli en agua.

Un grupo de la Escuela de Ingenieria de la Comunicacién e Informacién
Electrénica de Corea del Sur, realiz6 un estudio con un inmunosensor de
nanobarras de oro (GNRs) en donde se inmovilizaron los anticuerpos anti E. coli
sobre las nanobarras de oro, aumentando asi la sensibilidad de los electrones en

la superficie del oro para detectar a la bacteria (Nyeon-Sik, 2010).

En la Universidad de Lincoln, USA Majed et al. (2012) construyeron un biosensor
(inmunosensor) de impedancia con microelectrodo interdigitado (IME), de oro para

la deteccion de E. coli.

Los biosensores electroquimicos basados en DNA son dispositivos interesantes ya
que convierten la hibridacién de esta molécula en una senal analitica. El evento de
hibridacion del DNA en NPs funcionalizadas puede ser medido por la sefal de
oxidacidbn de sus bases, mediante un sensor electroquimico para detectar
secuencias especificas de DNA, de manera selectiva, barata y en menos tiempo

que las técnicas convencionales (Erdem. 2007).

Campuzano et al. (2014) reportan la deteccion electroquimica de cancer asociado
a micro RNA (miRNAs), mientras que Rolim et al. (2015) construyeron un

genosensor para el diagnéstico temprano de la hipertension. Finalmente, Barroso
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et al. (2015) disefiaron un genosensor para la deteccion de maiz transgénico
MONS810.

De Marcos M. (2013) construy6é un genosensor ambiental nanoestructurado para
detectar Aspergillus sp. en muestras contaminadas con aceite usado de
motores diésel, mientras que Abrica (2013), desarrolld6 un genosensor para
detectar S. typhi en muestras de agua. En ambos trabajos se disefiaron y

utilizaron sondas especificas de DNA.

Baeumner et al, 2004 reportan un genosensor universal utilizando
oligonucleétidos para la rapida (30 min tiempo de ensayo total) y altamente
sensible (1 nM) deteccion de secuencias de acido nucleico especificas para E.
coli, Bacillus anthracis y Cryptosporidium parvum. El genosensor consiste en una
membrana universal y una vesicula liposomal, dos oligonucleétidos: un reportero y
la sonda de captura, que pueden hibridar especificamente con la secuencia
blanco. Las vesiculas liposomales tienen una secuencia de oligonucleétidos
genérica sobre su superficie. Las sondas indicadoras constan de dos partes: el
extremo 3' es complementario al oligonucleétido liposomal genérico, y el extremo

5' es complementario a la secuencia blanco.

En cuanto al disefio de sondas especificas de DNA (oligonucleétidos) para Achlya

Sp. no se encontrd ningun trabajo en la literatura que lo reporte.
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4. Hipoétesis

Si las AuNPs biosintetizadas pueden ser funcionalizadas con sondas especificas
de DNA de Achlya sp. y E. coli, entonces, se podran utilizar de igual manera que
las AuNPs sintetizadas quimicamente, para detectar la presencia de estos

microorganismos en ambientes acuaticos, mediante el uso de genosensores.
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5.1 Objetivo general

Sintetizar quimica y biolégicamente AuNPs, caracterizarlas mediante diferentes
técnicas, para utilizarlas en el marcaje de sondas especificas de DNA de Achlya

sp. y E. coli.

5.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las AuNPs sintetizadas mediante UV-Vis, Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM) y Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

e Amplificar el DNA de Achlya sp. y E. coli

e Disenfar sondas especificas de DNA de Achlya sp. y E. coli

e Realizar la funcionalizacién de las AuNPs con las sondas especificas

disefadas.
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El bienestar y la prosperidad de la humanidad dependen en gran parte de su
dominio sobre los microorganismos, mediante el manejo ambiental, la
biotecnologia y el control de las enfermedades que producen, ya que tienen un
gran efecto sobre el desarrollo y mantenimiento de todos los ambientes, por lo que
es muy importante desarrollar métodos de deteccion, identificacion, y cultivo de
microorganismos para su estudio en el laboratorio, tales como los tradicionales
(bioquimicos y morfolégicos), asi como los mas actuales: biosensores y a nivel de
DNA (genosensores), ya que la hibridacion del DNA es altamente sensible y

selectiva.

Los biosensores son faciles de usar, disminuyen los tiempos de deteccion y son
adaptables a diferentes analisis por lo que son una excelente herramienta para el
uso en laboratorios o en sitios de prueba para investigar rapidamente y cuantificar

cualquier la secuencia de acido nucleico de interés.

Por otra parte las AuNPs se pueden preparar de manera relativamente sencilla,
obteniéndose sistemas coloidales monodispersos estables con un tamafio de
entre 1 a 100 nm, ademas presentan propiedades muy peculiares que pueden ser
modificadas mediante su funcionalizacibn con multiples ligandos para ser
utilizadas en una gran variedad de aplicaciones terapéuticas y medioambientales,
ademas de que hasta el momento, se consideran de baja toxicidad. Por otra parte,
la biosintesis de AuUNPs permitira obtener estos materiales de forma amigable con

el ambiente, atenuando su toxicidad.

Por lo expuesto anteriormente, en este trabajo se disefiaron sondas especificas de
DNA de Achlya sp. y E.coli; también se llevd a cabo sintesis y biosintesis de
AuNPs, asi como su caracterizacion y finalmente la funcionalizacion de estas NPs

con las sondas disefadas.
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7.1 Materiales y equipos

Las imagenes AFM fueron obtenidas mediante un SPM (Scanning Probe
Microscope) marca Digital Instruments. Las imagenes TEM fueron tomadas
usando un microscopio de alta resolucion HRTEM Jeol 2100 F. Los espectros FT-
IR se obtuvieron mediante un equipo Varian 3600, Excalibur Series. Para las
incubaciones se utilizd un agitador térmico (TS-100 ThermoShaker). Las
mediciones de temperatura se realizaron con un termometro digital infrarrojo
marca Traceable, las mediciones espectroscopicas UV-Vis se efectuaron usando
un Espectrofotometro Shimadzu Modelo UV-1800, con un rango de longitud de
onda de 190-700 nm. Todas las centrifugaciones se realizaron en una Centrifuga
Thermo Scientific Micro CL 21R. El pH de las soluciones y buffers usados se
ajusté usando un Medidor de pH (Mettler Toledo MPC 227). Para la PCR se utilizd
un termociclador MultiGeneOptimax de Labnet, Inc. Las imagenes de geles de

agarosa se visualizaron con un equipo Alphalmager 2000.
7.2 Reactivos y Soluciones

El tetracloroaurato (l11) de hidrégeno trihidratado (HAuCls-3H20, 99.99%) (520918),
el citrato de sodio dihidratado (NaszCeHs07-2H,0), la agarosa, los cebadores
(primers), dNTPs 10mM (nucledtidos), el PCR Buffer 10X, cloruro de magnesio 25
mM (Cl2Mg) el marcador molecular Kapa y la cepa de E. coli O157:H7, fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich, el acido clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio
(NaOH) se adquirieron de Merck, la resina Formvar 15/95, rejillas de cobre de 75
mesh (GilderGrids Cu) y la Mica Muscovita V-1 Quality, se adquirieron de Electron
Microscopy Sciences. El kit de extraccion de DNA (DNAeasy) se adquiri6 de
Quiagen y un segundo Kit MicrobialMobio se adquiri6 de Progenes. Todos los
reactivos utilizados fueron grado analitico y todas las soluciones se prepararon
empleando agua doblemente desionizada (Milli-Q, 18MW cm) de un sistema de

purificaciéon Millipore.
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7.3 Sintesis Quimica de AuNPs

Para llevar a cabo la sintesis de las AuNPs se utilizé el método descrito en
Turkevich et al. (1951), con algunas modificaciones. Se usé material de vidrio,
lavado con agua regia y agua doblemente desionizada para remover cualquier
traza de oro que pudiera interferir durante el proceso de sintesis. En un matraz
Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 500 uL de tetracloroaurato de hidrégeno al
1% (25 mM) en 50 mL de agua doblemente desionizada (Milli-Q), el cual se tap6
con un vidrio de reloj y se colocd sobre una parrilla de calentamiento con
agitaciéon, hasta alcanzar la ebullicion. Posteriormente se agreg6 el citrato de sodio
al 1%, el cual actu6 como agente reductor y estabilizador. Una vez afiadido el
citrato de sodio se mantuvieron la agitacioén y el calentamiento por no mas de 15
minutos durante los cuales se fueron observando los cambios de coloracion hasta
alcanzar el color rojo vino caracteristico de las AuUNPs de tamafio aproximado a los
20 nm. Finalmente se dejaron enfriar a temperatura ambiente manteniendo la
agitacion y se guardaron en un frasco estérii a 4 °C para su posterior
caracterizacion (Figura 16).

Figura 16. Sintesis quimica de AuNPs. A). Solucién de sal de oro con calentamiento y agitacion.
B). 5 minutos después de afiadir el citrato de sodio. C). AuNPs sintetizadas.
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7.4 Biosintesis de AuNPs

Se utilizé un método que mezcla el descrito en Turkevich et al. (1951) y el de Rico-
Moctezuma et al., 2010: Se usd material de vidrio, lavado con agua regia y agua
doblemente desionizada. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 500
ML de tetracloroaurato de hidroégeno al 1% (25 mM) en 50 mL de agua doblemente
desionizada (Milli-Q), el cual se tap6é con un vidrio de reloj y se colocé sobre una
parrilla de calentamiento con agitaciéon, hasta alcanzar Ila ebullicién.
Posteriormente se agreg6 extracto de cada planta (Figura 17), para obtenerlo se
hirvié la planta durante 10 minutos al cabo de los cuales el liquido se filtr6 tres
veces con papel Watman No. 5 al vacio. El extracto asi obtenido actué como
agente reductor y estabilizador. Una vez afadido el extracto se mantuvieron en
agitacion y calentamiento por no mas de 15 minutos durante los cuales fueron

observados los cambios de coloracion (Figura 18).

Extracto Extracto Extracto Extracto
de ' de de de

Cebolla | h Café

Figura 17. Extractos utilizados en la biosintesis de AuNPs.
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Figura 18. Biosintesis: A). Solucién de sal de oro con calentamiento y agitacion. B). 5 minutos
después de afiadir extracto. C). AuNPs obtenidas.

Posteriormente se realizé otra biosintesis para que a partir de un mismo extracto,
con diferente pH se obtuvieran AuNPs, con el fin de estudiar el efecto del pH en la
obtencién de AuNPs. El pH de la solucién que se utiliza como agente reductor
tiene un papel fundamental en la velocidad de la reaccion asi como sobre el
tamano y distribucion de las NPs ya que determina muchas caracteristicas de la
estructura y actividad de las moléculas y biomoléculas, por lo que siempre que
se utilicen valores de pH neutros o cercanos a la neutralidad, se logran obtener

AuNPs concentradas y uniformes (Doyen et al., 2013).

Se realiz6 la sintesis quimica y biosintesis de AuNPs con los extractos de cada
planta con el pH al que se obtuvieron, posteriormente el mismo extracto se
llevdé primero a un pH neutro (7) y después a un pH basico (9), realizandose
nuevamente la sintesis en cada caso. Todos los ensayos se realizaron a una
misma temperatura, con un mismo tiempo de reacciéon y el mismo dia, para

evitar variables de confusion.
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7.5 Caracterizacion de AuNPs

Las AuNPs obtenidas se caracterizaron por UV-Vis en un equipo modelo
Shimadzu, en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la UAM-Azcapotzalco,
por Microscopia de Fuerza Atédmica con un microscopio SPM (Scanning Probe
Microscope) marca Digital Instruments, en el laboratorio de Fisica de la UAM-
Azcapotzalco y por Microscopia Electrénica de Transmision en la UAM-Iztapalapa,
mediante un microscopio de alta resolucion HRTEM Jeol 2100 F.

7.6 Diseno de Sondas Especificas de DNA

Para la obtencion de las sondas especificas de DNA de Achlya sp. se procedio de

la siguiente manera:

Muestreo. Se tomaron muestras de agua de los canales de Xochimilco en la
Ciudad de México, las cuales se procesaron de inmediato con el fin de evitar
cambios en los parametros de pH, temperatura, oxigeno, entre otros, que
pudieran causar alteraciones en los patdgenos presentes, produccion de bacterias

y formacion de hongos externos a la muestra (Arcos et al., 2005).

Por otra parte, se obtuvieron muestras de peces de la especie G. viviparus
infectados por el hongo Achlya sp. mediante un raspado superficial de la epidermis
con asa de siembra, tomando el material a partir de la parte media lateral del

cuerpo. El material asi obtenido se colocd en 100 mL de agua estéril.

A partir de las muestras de agua y raspados de peces se prepararon diluciones
con solucion salina amortiguadora de fosfatos estéril (PBS 1X), a fin de aislar e
identificar el hongo Achlya sp. de acuerdo a la norma oficial mexicana (NOM-111-

SSA1-1994). Para tal efecto, alicuotas de 25 mL se sembraron por extensiéon
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sobre la superficie de medio de papa dextrosa agar (PDA) en caja Petri y fueron
incubadas a 28 °C. Transcurridas 120 horas se realizaron preparaciones en fresco
(KOH al 10% y azul algodon) para ser observadas al microscopio 6ptico (Arcos et
al., 2005).

Una vez aislados los microorganismos se procedié a su identificacion mediante

técnicas microbiolégicas convencionales y de Biologia Molecular (Chen, 2008).

Se realizaron microcultivos a partir de los hongos aislados, y fueron incubados a
28 °C durante 48-72 h, y después de este periodo se observo el crecimiento
mediante el microscopio o6ptico, utilizando objetivos seco débil, y seco fuerte.
(Castarieda, 2004).

Para la identificacion molecular, se utilizo la técnica de PCR, la cual se basa en la
amplificacién de fragmentos de DNA a partir de secuencias de oligonucleétidos
denominadas “cebador” o “primer”, que son capaces de reconocer una secuencia
blanco para la cual es complementaria (Schmittgen y Livak, 2008; Santos et al,
2010) (Figura 19).
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Figura 19. Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
Modificada de (google imagens).

Como primers se utilizaron espaciadores internos transcritos (ITS) del DNA

ribosomal (DNAr) (White et al. 1990) tabla 3.
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Tabla 3. Secuencia de los Espaciadores internos transcritos (ITS) del DNAr.

.

ITS5 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’

ITS4 5TCCTCCGCTTATTGATATGC &

Los principales pasos de la PCR fueron los siguientes: se extrajo el DNA del
material a analizar, se separ6é la molécula del DNA en dos hebras a una
temperatura de 95 °C durante 5 min (desnaturalizacion), se indujo el alineamiento
o reconocimiento del cebador (primer) con la secuencia blanco, a una temperatura
de 57 °C y la extensién a 72 °C. Este proceso se realiz6 en un termociclador, que
se encargd de realizar los cambios de temperatura necesarios para que se
desarrollaran las etapas o ciclos anteriormente mencionados. El proceso se llevo a
cabo en 30 ciclos (Solis-Ramos y Andrade-Torres, 2005). En la tabla 4 se muestra

la reaccién para la PCR.

Tabla 4. Reactivos y cantidades para PCR de cada muestra.

DNA 1puL
Buffer® 5uL
Primer 1 (ITS 4) 1L
Primer 2 (ITS 5) 1L

Enzima Taq Polimerasa 0.5 pL
Agua 16.5 pL
Total 25 L

*El buffer ya contenia Mg
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Las PCRs se llevaron a cabo en un termociclador MultiGeneOptiMax, Labnet

International Inc.

El producto de PCR se envi6 al servicio de secuenciaciéon del Laboratorio de

Bioquimica Molecular de la FES Iztacala-UNAM.

Una vez obtenidas las secuencias de cada producto de PCR se disefiaron las
sondas con 15 a 25 nucledtidos, utilizando bioinformatica (Ye et al., 2012)
para asegurar que la secuencia del analito (target) correspondiera a una
porcion del genoma de Achlya sp. o de E. coli en su caso; finalmente se
solicitd la sintesis de las sondas disefadas, asi como su modificacion con

biotina, a la casa comercial Alpha DNA en Otawa, Canada.

7.6.1 Funcionalizacién de AuNPs con Estreptavidina

La estreptavidina fue resuspendida en agua Milli-Q estéril para obtener una

concentracion de 0.1 mg/mL.

Las AuNPs sintetizadas junto con la solucion de estreptavidina se colocaron en
tubos Eppendorf de 1.5 mL en una relacién de 1:1 (v/v). Posteriormente, se
incubaron en un termo agitador (Thermo-Shaker MS-100), durante 30 min a 650

romy a 25 °C.

Inmediatamente después de terminada la incubacion, se centrifugaron durante 20
min a 14000 rpm y a una temperatura de 4 °C. Se desechoé el sobrenadante y se
agregd 1 mL de solucién buffer de fosfatos PBS, para mantener el pH estable
(Mendoza, 2011).
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7.6.2 Sondas de DNA biotiniladas

Las sondas disefiadas en este trabajo se conforman de 20 nucledtidos y estan
modificadas con biotina en el extremo terminal 3’ 0 5’, en la tabla 5 se muestra la

secuencia disenada.

Tabla 5. Sondas disefiadas y sintetizadas.

Ach-Sonda de captura GATCAATACGCCGGTCTCCG 3'Biotina
Ach-Blanco CGGAGACCGGCGTATTGATC 5'Biotina
Ach-Blanco 1 Error CGGAGACCGGCGTCTTGATC 5'Biotina
Ach-Blanco 3 Errores CGGAGACAAACGTCTTGATC  5'Biotina
Ach-No Complementaria AATTCTGCGTGCATACAGCG 5'Biotina
Ec-Sonda de Captura GCACCGGAAGTACAGACCAA 3'Biotina
Ec-Blanco CGTGGCCTTCATGTCTGGTT  5'Biotina
Blanco 1 Error CGTAGCCTTCATGTCTGGTT %' Biotina
Ec-Blanco 3 Errores CGTATACTTCATGTCTGGTT  5'Biotina
Ec-No Complementaria ATGCTAAGGGTCCCAGAACC 5'Biotina

Ach Achlya sp.
Ec. Escherichia coli
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8.1 Sintesis Quimica de AuNPs

Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de Turkevich et al. (1951), con
algunas modificaciones, este método es sencillo y relativamente rapido. En la

figura 20 se observan las AuNPs sintetizadas.

Figura 20. En el tubo de la izquierda se observa la sal de oro, a la derecha las AuNPs
sintetizadas por el Método propuesto por Turkevich et al., (1951).

Por el color de la solucién (vino tinto) se sabe que se han obtenido AuNPs. Este
color rojo es tipico de un espectro UV-Vis de aproximadamente una A = 520 nm.

Una vez sintetizadas se conservaron a 4 °C para su posterior caracterizacion.

8.2 Sintesis Bioldgica de AuNPs

La sintesis biologica de AuNPs se realiz6 mediante una combinacion de técnicas,
la de Turkevich et al., 1951 y la de Rico-Moctezuma et al., 2010. Se utilizé extracto
de Opuntia sp. (nopal), Allum sp. (cebolla), Pyrus sp. (pera), Coffea sp. (café) y
Laurus sp. (laurel), como agente reductor; en la tabla 6, se observan los extractos

obtenidos y la longitud de onda de las AuNPs sintetizadas.
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Tabla 6. pH de los extractos de las diferentes plantas utilizados como agente reductor en la
sintesis biolégica de AuNPs, también se observa la temperatura y el tiempo de reaccion para la

biosintesis.
B e e T
Nopal 4.8 7 9 83 °C 15 min
Cebolla 5.3 7 9 83 °C 15 min
Pera 4.7 7 9 83 °C 15 min
Café 5.0 7 9 83 °C 15 min
Laurel 6.5 7 9 83 °C 15 min.

8.3 Sintesis de AuNPs con acido malico

Debido a que los analisis de los extractos de las plantas utilizadas en la biosintesis
de AuNPs, con FT-IR indicaron que el acido malico podria estar involucrado en la
reduccion de iones oro, se realizé una sintesis utilizando acido malico en lugar de
citrato de sodio y se corrobor6 la obtencién de AuNPs de color morado con una
longitud de onda maxima de aproximadamente 560 nm, lo que indica que son de
tamafio mayor a 30 nm o que se encuentran agregadas (Figura 21).

Figura 21. AuNPs sintetizadas con cido malico como agente reductor.
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8.4 Caracterizacidén por espectroscopia UV-Vis de las AuNPs

obtenidas por sintesis quimica

Con esta caracterizacion (Figura 22) se observé una longitud de onda maxima de
absorcion de las AuNPs sintetizadas quimicamente de 519.5 nm, lo cual indica
que se cuenta con AuNPs de aproximadamente 20 nm, ya que en la literatura se
reporta un espectro de longitud de onda maxima de 520 nm para las mismas
(Carralero, 2009).

12
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Figura 22. Espectro UV-Vis de las AuNPs sintetizadas en el que se observa una longitud de onda
maxima de 519.5 nm.
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8.4.1 Caracterizacién por TEM de las AuNPs obtenidas por sintesis quimica

La figura 23 corresponde a las imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas, las
cuales muestran que se obtuvieron nanoparticulas dispersas, esféricas y de

aproximadamente 20 nm.

e

Figura 23. Imagenes TEM de las AuNPs obtenidas experimentalmente de forma esférica, la barra
de escala de izquierda a derecha es de 20, 10 y 5 nm.

8.4.2 Caracterizacion por AFM de las AuNPs obtenidas

Las imagenes AFM obtenidas corroboran el tamafio de las AuNPs sintetizadas, las
cuales son de un diametro de aproximadamente 20 nm y de forma esférica (Figura
24).

Figura 24. Imagenes topogréficas de AFM correspondientes a las AuNPs sintetizadas en este
trabajo con citrato de sodio. La escala de tamafio es de 0 a 30 nm.
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8.5 Caracterizacion por espectroscopia UV-Vis de las AuNPs

obtenidas por Biosintesis

En la tabla 7 se muestran los extractos y la longitud de onda maxima de las
AuNPs obtenidas con éstos. La longitud de onda varia desde 527 nm para las NPs
obtenidas con extractos de Allum sp. (Cebolla) y Coffea sp. (Café) hasta 537 para
las obtenidas con extracto de Laurus sp. (Laurel). Esta diferencia en las longitudes

de onda indica que se tienen AuNPs de diferentes tamaros y formas.

En la figura 25 se observan los espectros UV-Vis de las AuNPs biosintetizadas

con cada uno de los extractos.

Tabla 7. Extractos de las diferentes plantas utilizados como agente reductor en la sintesis biolégica
de AuNPs y su longitud de onda maxima.

Opuntia sp. (Nopal) 531
Allum sp. (Cebolla) 527
Pyrus sp. (Pera) 528
Coffea sp. (Café) 527
Laurus sp. (Laurel) 537
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Figura 25. Espectros de absorcion UV-Vis de las AuNPs biosintetizadas.

8.6 Sintesis de AuNPs utilizando diferente pH del agente reductor

Se realizd la sintesis quimica y biosintesis de AuNPs a diferente pH (3 acido, 7
neutro y 9 basico) para estudiar su efecto en el tamafio y dispersion de las NPs,
las cuales fueron caracterizadas por las técnicas que se describen en los

siguientes apartados:

8.6.1 Caracterizacion UV-Vis de la sintesis quimica utilizando diferente pH.

La caracterizacion UV-Vis de las AuNPs obtenidas mediante sintesis quimica a
diferentes pHs mostr6 diferencias en éstas; la longitud de onda a un pH de 3
utilizando citrato de sodio como agente reductor fue de 564 nm, a un pH de 7 de
520 nm y aun pH de 9 de 525 nm (Tabla 8), lo que indica que se tienen AuNPs de
diferente tamano, en especial a un pH de 3, siendo el pH neutro el mejor para
obtener NPs de forma homogénea y dispersas. Los espectros de absorcion
obtenidos, asi como su longitud de onda correspondiente, se pueden observar en

la figura 26.
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Tabla 8. Comparacioén de la longitud de onda, tamafio y forma de las AuUNPs
sintetizadas segun el pH.

Citrato 3 564 5,20
Citrato 7 520 20
Citrato 9 525 20

' L
AuNP's Citrato
1 525
520
0.8 - ok
w 0.6 -
w—nH3
<04 - P
0.2 e DH7
0 - . == pHI
350 550 750
Longitud de onda (nm)

Figura 26. Espectro de absorcion UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando citrato de sodio como
agente reductor, a diferente pH.
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8.6.2 Caracterizacion por TEM de la sintesis quimica a diferente pH

La caracterizacion por TEM confirma que se obtuvieron NPs de diferente tamafio;
a un pH de 3 se observan de un tamafio de alrededor de 5 a 20 nm, a pH 7 su

tamafo es homogéneo y de aproximadamente 20 nm y a pH 9 son de tamafo

homogéneo y de aproximadamente 15 nm (Figura 27 A-C).

Figura 27. Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas con citrato de sodio: A) pH 3,
B)pH 7y C) pH 9.

8.6.3 Caracterizacion por AFM de la sintesis quimica a diferente pH

Asi mismo mediante la caracterizacién por AFM, corrobora que se obtuvieron NPs
de diferente tamafio, como se describié en el apartado anterior (Figura 28 A-C).

Figura 28. Imagenes AFM de las AuNPs sintetizadas con citrato de sodio: A) pH 3,
B)pH 7y C) pH 9.
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8.6.4 Biosintesis a diferente pH

Los resultados obtenidos al sintetizar AUNPs con extractos de diferentes plantas
se presentan en las figuras 29 a 43, se observa que la biosintesis a pH neutro es
en general donde se obtienen Nps de tamafio menor a 30 nm, excepto para las

AuNPs de café donde utilizando el pH neutro se obtuvieron AuNPs de 100 nm.
8.6.4.1 Biosintesis con extracto de Opuntia sp. (Nopal)

En la figura 29 se presenta la caracterizacion UV-Vis de las AuNPs sintetizadas
con extracto de nopal a diferente pH, donde se observa que las longitudes de
onda varian, siendo de 549 nm a pH 4.8, 555 nma pH 7 y 560 nm a pH 9. La
campana en cada uno de los espectros es amplia, lo que indica que se obtuvieron

diferentes formas y tamarios.

AuNP's Nopal

0.8
560
555

P 0.6 :

'-E s YH 4. 8
0.4 ——pH7
0.2 pH9

0
350 450 550 650 750 850

Longitud de onda (nm)

Figura 29. Espectro UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de nopal como agente
reductor a diferente pH.

La caracterizacion por TEM (Figura 30 A-C) corrobora las diferentes formas y
tamanos, observandose que a pH 4.8 (A) presentan un tamano de
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aproximadamente 10 nm, y a pH 7 (B) y 9 (C) se obtuvieron NPs de

aproximadamente 20 nm. Las AuNPs obtenidas fueron de diversas formas.

Figura 30. Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de nopal: A) pH 4.8,
B)pH 7y C) pH 9.

Con AFM (Figura 31 A-C) se confirman los tamafos observados en TEM. En la
figura 30-A, aunque las NPs son de aproximadamente 10 nm, la escala que se
muestra es de 50 nm, lo cual es debido a que estas NPs se encuentran

aglomeradas.

Figura 31. Imagenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de nopal A) pH 4.8,
B) pH 7y C) pH 9.

8.6.4.2 Biosintesis con extracto de Allum sp. (Cebolla)

En la figura 32, se observa el espectro UV-Vis de las AuNPs sintetizadas con

extracto de cebolla.
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La caracterizaciéon por UV-Vis muestra que en general la diferencia radica en la
absorbancia lo que indica que difieren en cuanto a concentracién y tamafio. La
longitud de onda maxima a un pH 5 es de 540 nm, a pH 7 de 545 nm y a pH 9 de
543 nm.

AuNP's Cebolla

Longitud de onda (nm)

Figura 32. Espectro UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de cebolla como agente
reductor, a diferente pH.

En las imagenes TEM (Figura 33 A-C) se observan NPs de tamafios entre 10 y 20
nm aproximadamente a pH 5y pH 7, sin embargo el tamafio de las NPs disminuye

cuando se sintetizan a un pH 9.

Figura 33. Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de cebolla A) pH 4.8, B) pH 7 y
C) pH 9.
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En las imagenes AFM (34 A-C) se observan NPs de tamafos entre 10 y 20 nm
aproximadamente a pH 5 y pH 7, sin embargo el tamafio de las NPs disminuye
cuando se sintetizan a un pH 9. En la figura 34-C, no se observan tan claramente
las AuNPs como en las figuras 34-A y 34-B, quizd debido a la presencia de

impurezas en la muestra.

Figura 34. Imagenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de cebolla A) pH 4.8, B) pH 7 y
C) pH 9.

8.6.4.3 Biosintesis con extracto de Coffea sp. (Café)

En la figura 35 se muestra el espectro UV-Vis de las NPs sintetizadas con extracto
de café; se observan diferencias en cuanto a la absorbancia de las NPs
sintetizadas a un pH 5 y pH 9 con respecto a las sintetizadas a un pH 7. La
longitud de onda fue de 539 para las NPs sintetizadas a un pH de 5, de 532 para

las sintetizadas a un pH de 7 y de 530 para las sintetizadas a un pH de 9.
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Figura 35. Espectro de absorciéon UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de café como agente
reductor, a diferente pH.

En la caracterizaciéon por TEM (Figura 36 A-C); a pH 5 se observan NPs con
tamafios variados (5-30 nm) a pH 7 se obtuvieron NPs muy grandes de

aproximadamente 100 nm y a pH 9 se observan NPs de tamafio de 10-20 nm.

Figura 36. Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de café. A) pH 4.8, B) pH 7 y C) pH 9.

En la caracterizacién por AFM (37 A-C) se corrobora lo observado en el apartado
anterior. Es importante sefalar que la sintesis de estas NPs a pH 7 se comporta
de manera diferente a todas las demas realizadas en este trabajo, en las que en

general a pH neutro se obtienen NPs de tamafio no mayor a 30 nm.
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Figura 37. Imagenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de café A) pH 4.8, B)pH 7y C) pH 9.

8.6.4.4 Biosintesis con extracto de Laurus sp. (Laurel)

En cuanto a las NPs sintetizadas con extracto de laurel en la caracterizacién por
UV-Vis se observan pequefas diferencias en la absorbancia (Figura 38) ya que la
longitud de onda maxima resulté ser de 535 nm a un pH de 6.5 y pH 7 y de 537
nma pH 9.

AuNP's Laurel

15
1.2 535

5350/~
0.9 7\

4 537\, ——pH6.5
0.6 . oH7
0.3 pHO

0
350 450 550 650 750 850

Longitud de onda (nm)

Figura 38. Espectro de absorcion UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de laurel
como agente reductor, a diferente pH.

Con la caracterizacion por TEM (Figura 39 A-C) se observan NPs de diferentes
formas (pentagonos, triangulos, esferas) a pH 6.5 y a pH 7, esta similitud se debe
tal vez a que el pH 6.5 es muy cercano a la neutralidad. A pH 9 se observan NPs

de diferente tamafio y menos dispersas con respecto alas de pH6.5y 7.
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Figura 39. Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de laurel A) pH 6.5,
B)pH 7y C) pH 9.

Con la caracterizacion por AFM (Figura 40 A-C) se corrobora lo expuesto en el

parrafo anterior.

Figura 40. Imagenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de laurelA) pH 6.5,
B) pH 7y C) pH 9.

8.6.4.5 Biosintesis con extracto de Pyrus sp. (Pera)

Para las NPs obtenidas a partir de extracto de pera con la caracterizacién por UV-
Vis se observan ligeras diferencias en la absorbancia; las longitudes de onda son
de 537 para un pH 5, 533 para un pH 7 y de 536 para un pH 9 (Figura 41).
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Figura 41. Espectro de absorcion UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de Pera como

agente reductor, a diferente pH.

Con la caracterizacién por TEM (Figura 42 A-C) se observan NPs dispersas y de

tamafno uniforme tanto a pH 5 como a pH 7, mientras que a pH 9 se distinguen

NPs mas grandes y de diferentes formas, apreciandose triangulos, esferas,

cuadrilateros y hexagonos, entre otras.

Figura 42. Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de pera A) pH 4.5,
B) pH 7y C) pH 9.

La caracterizacion mediante AFM (Figura 43 A-C) se corrobora lo mencionado en

el parrafo anterior en cuanto a tamafio.
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Figura 43. Imagenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de pera A) pH 4.5,
B) pH 7y C) pH 9.

8.7 Comparacion de las AuNPs biosintetizadas

En la tabla 9 se presenta una comparacion de la longitud de onda maxima, tamafo

en nm y forma de las AuNPs obtenidas, de acuerdo con el pH del agente reductor.

Tabla 9. Comparacion de la longitud de onda, tamano y forma de las AuNPs.

_ 48 549 10y 20 Esféricas, triangulares, ovaladas
_ 7 555 10y 20 Esféricas, triangulares, ovaladas
_ 9 560 20 Esféricas, triangulares, ovaladas
_ 5.3 540 10y 20 Hexagonales, esféricas, ovaladas
_ 7 545 10y 20 Hexagonales, esféricas, ovaladas
_ 9 543 5y 10 Hexagonales, esféricas, ovaladas
_ 50 539 5,10,20,30 Esféricas, heptagonales, hexagonales
_ 7 532 100 Esféricas, heptagonales, hexagonales
_ 9 530 10y 20 Esféricas, heptagonales, hexagonales
_ 6.5 535 20 Triangulares, cuadrangulares, esféricas,
_ 7 535 20 Triangulares, cuadrangulares, esféricas,
_ 9 537 20y 30 Triangulares, cuadrangulares, esféricas,
_ 4.7 537 20 Triangulares, hexagonales, esféricas
_ 7 533 20y 30 Triangulares, hexagonales, esféricas
_ 9 536 20y 30 Triangulares, hexagonales, esféricas

Los resultados reportados en este trabajo indican que al sintetizar AUNPs con el

proceso quimico, el tamafo y forma de las NPs es controlable; sin embargo, al
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utilizar los extractos de nopal, cebolla, café, laurel y pera, éstos contienen
compuestos que actuan como reductores y estabilizadores con los que se
obtienen NPs de diferente forma y tamafo, siendo el pH neutro el que se

considera mejor para obtener AuNPs de hasta 30 nm.

Para tener un proceso mas eficiente que controle el tamafio y la forma de las NPs
tal vez sea necesario afadir un surfactante (CTAB, SDS, PVP, bromuro de
cetiltrimetilamonio, dodecilsulfato sddico, polivinil pirrolidona, repectivamente), que
ayude a controlar el crecimiento de la NP, para que sea isotropico y no
anisétropico, como el que se tiene, ya que las propiedades épticas de las AuNPs
dependen del tamario, forma, grado de agregacion y de los grupos funcionales en
su superficie, lo que determina sus propiedades y aplicaciones (Kumar et al.,
2012; Zanella R, 2012).

8.7.1 Analisis Estadistico de los Datos

Se realizé un analisis estadistico de los datos obtenidos de la sintesis y biosintesis
de AuNPs (ANOVA vy prueba de significancia de Fisher), utilizando el programa
STATISTICA 12, los resultados del ANOVA se presentan en la figura 44 y de la

prueba de Fisher en la tabla 10.
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Figura 44. Analisis de varianza, A) del tamafio de AuNPs (P=0.6613) y
B) del tamario, segun el pH (P=0.6418).
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El ANOVA, no mostré diferencias significativas ni en cuanto a tamafio de AuNPs
obtenidas, independientemente de que sean sintetizadas quimicamente o
biosintetizadas, ni en cuanto al pH de los extractos utilizados para la biosintesis.

Por lo anterior, las AuNPs biosintetizadas se podrian utilizar de igual manera que

las AuNPs sintetizadas quimicamente.

Tabla 10. Prueba de Fisher

Nopal 0.375298 0.966030 0.143225 0.059957
Cebolla = 0.375298 0.375831 0.023656 0.006844
Café 0.966030 0.375831 0.119832 0.045978
Laurel | 0.143225 0.023656 0.119832 0.729692

Pera 0.059957 0.006844 0.045978 0.729692
Citrato | 0.621979 0.209727 0.585573 | 0.402262 0.237161

LSD. Minima diferencia significativa

g.l. Grados de libertad

MS. Minimos cuadrados

La prueba de Fisher es una distribucién de probabilidad continua, representa la
distribucién nula del andlisis de varianza y nos permiti6 comprobar que si existen
diferencias entre las AuNPs de laurel con respecto a las de cebolla (P=0.023), las
de pera con respecto a las de cebolla (P= 0.068) y café (P=0.045), sin embargo no

existieron diferencias significativas en comparacion con las de citrato.

8.8. Espectrometria Infrarroja con transformada de Fourier

Se realizaron mediciones de FTIR a los extractos de las plantas utilizadas en la
biosintesis, con el fin de identificar las biomoléculas implicadas en la reduccién de
los iones oro, observandose bandas de IR a una longitud de onda de 3369 cm™ en
el extracto de laurel, de 3368 cm™ en el extracto de pera, 3365 cm™ en los
extractos de nopal y café y de 3350 cm™ en el extracto de cebolla, las cuales
corresponden al agua presente en la muestra. Se tiene también una banda intensa

de 1642 cm™ en los extractos de laurel, cebolla, nopal y pera, y de 1630 cm™ en el
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extracto de café, que corresponden al grupo del acido carboxilico (C=0) que tiene
una sefal intensa de 1540 a 1740 cm™'; esto indica que posiblemente los extractos
contienen acido malico, ya que es uno de los acidos mas abundantes en la
naturaleza que se encuentra en frutas y verduras. El acido malico es facilmente
metabolizable y es primordial para el ciclo de Krebs. En la industria alimenticia se

utiliza como acidulante junto con el acido citrico (Brown et al., 2000).

Las bandas medianas cerca de 2000 cm™, corresponden al grupo amino, también
las presentes en 3300 cm™ a 3500 cm™ corresponden a aminas primarias y
secundarias (Morrison y Boyd, 1987). Sin embargo, estas pudieran estar
enmascaradas con la banda correspondiente al agua, por lo que no se descarta su
presencia en las muestras (Figuras 45-49).

Figura 45. Espectro IR obtenido del extracto de nopal.
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Figura 46. Espectro IR del extracto de cebolla.
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Figura 47. Espectro IR del extracto de café.
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Figura 48. Espectro IR del extracto de laurel.
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Figura 49. Espectro IR del extracto de pera.
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Los espectros IR correspondientes a los extractos de café, laurel y pera presentan
mas grupos funcionales que los espectros IR de los extractos de nopal y cebolla.
En el extracto de café (Figura 46) abundan de los 1300 a 900 cm™, justo se
observan en la denominada zona de la huella dactilar y corresponden a flexion de
enlaces CH, CO, CN, CC, entre otros (Morrison y Boyd, 1987).

8.9 Caracterizacion UV-Vis de la sintesis de AuNPs con acido

malico

Por los resultados obtenidos con el analisis FT-IR, se realiz6 una sintesis de
AuNPs con acido malico como agente reductor, se obtuvieron AuNPs de color
morado y se caracterizaron por UV-Vis, observandose una longitud de onda
maxima de 560 nm (Figura 50). Estos resultados indican que efectivamente el
acido malico puede estar actuando como agente reductor y el grupo amino como

agente estabilizador.

AuNP's de
Acido Mélico

560

Absorbancia [u.a.)

A nm

Figura 50. Espectro de absorcion UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando
acido malico como agente reductor.
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8.10 Diseino de Sondas
8.10.1 Obtencion de Achlya sp.

El microorganismo Achlya sp. se colectd de los canales de Xochimilco, en la
Ciudad de México. En la figura 51 se observa la comparacién macroscépica, la
cual consisti6 en contrastarlo morfolégicamente con imagenes de Achlya sp.

obtenidas de internet.

Figura 51. A). Achlya sp. aislado de los canales de Xochimilco en la Ciudad de México, se
encuentra sobre alimento de peces. B) Achlya sp. sobre una libélula.
Obtenida de (google imagens).

La caracterizacion Microscépica consisti®6 en realizar resiembras del
microorganismo en agar extracto de malta hasta asegurar la pureza del cultivo, a
partir del cual se procedié a preparar un microcultivo, que fue observado con un

microscopio Optico, figura 52.
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http://protist.i.hosei.ac.jp/pdb/Images
/Eumycota/Achlya/index.html

Figura 52. A y B son micrografias a 40 X, tomadas al microcultivo de Achlya sp.
C) micrografia de Achlya sp.
Tomada de la liga que se indica.

Para el disefio de las sondas especificas se utilizaron técnicas de Biologia
Molecular que incluyen, Extraccion de DNA, amplificacion del DNA mediante PCR,

secuenciacion y analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas.
8.10.2 Extraccion de DNA

Se realiz6 la extraccion de DNA al hongo-Achlya sp. y a 2 muestras de cultivo
joven de E. coli, con el Kit QUIAGEN DNAeasy, con el Kit MoBioUltraClean™soil
DNA asi como utilizando el protocolo de extraccion corta para plantas, descrito en
Dellaporta et al. (1983). Con el kit QUIAGEN se obtuvieron alrededor de 25 ng/uL
para E. coli y 15 ng/uL para Achlya sp., mientras que con el protocolo de
extraccion corta para plantas, se obtuvieron 50 ng/uL, este protocolo sélo se utilizd
para extraer DNA de Achlya sp. y Aspergillus sp., este ultimo como referencia para
las PCRs. Finalmente con el Kit MoBioUltraClean™soil DNA se logré obtener
hasta 75 ng/uL. EI DNA obtenido durante todas las extracciones, se visualiz6 en
geles de agarosa al 0.8% al tefiirlos con bromuro de etidio. Estos resultados se

pueden observar en las figuras 53 y 54.
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10000 pb
100 O s

Figura 53. Geles de agarosa al 0.8% A) Extraccion realizada con el Kit QUIAGEN DNAeasy.
1-3 Achlya sp. 4-6 Aspergillus sp., 7-10 DNA de E. coli. B) Extraccion realizada con el método de
Dellaporta et al., 1983. 1-3 Achlya sp. 4-6 Aspergillus sp.7 blanco.

M, marcador molecular Kapa.

Figura 54. Gel de agarosa al 0.8%. Extraccion de DNA con el Kit MoBio UltraClean TMsoil DNA.

De acuerdo a los resultados obtenidos el Kit MoBioUltraCleanTMsoil DNA, es el
mas eficaz en la extraccidon de DNA para Aspergillus sp. y Achlya sp., y también

resulta mas eficiente que el método de Dellaporta et al., 1983.
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8.10.3 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Con el DNA obtenido se realiz6 PCR, utilizando los primers ITS4 e ITS5, se obtuvo

una banda de 600 pares de bases (pb), el resultado se puede observar en la figura
55y en la 56.

10 000 plm 10 000 pb

SO0 ph s— 500 pb

Figura 55. Gel de agarosa al 1.2%. Muestra los productos de PCR obtenidos. Marcador molecular
Kapa, M; producto de PCR con DNA de Achlya sp., 1-2; producto de PCR con DNA de
Aspergillus sp., 3; blanco, 4.

Se realiz6 la PCR con el DNA obtenido de la extraccion con el Kit
MoBioUltraClean™soil DNA con las mismas condiciones que la PCR realizada

previamente y se obtuvo la misma banda correspondiente de 600 pb.

10000 pb 10000 pb
|=;>
500 pb
500 pb
ek

Figura 56. Gel de agarosa al 1.2%. M, marcador molecular Kapa. (1-3) PCR de Achlya sp (4) PCR
Aspergillus sp.
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8.10.4 Secuenciacion de los productos de PCR
La secuencia de E. coli se obtuvo de GeneBank, por lo que ya no fue necesario

realizar la secuenciacion.

Los productos de PCR de Achlya sp. y Aspergillus sp. como referencia, se
enviaron a secuenciacion y se obtuvieron cromatogramas muy claros y sin ruido

que se observan en las figuras 57 y 58.
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Figura 57. Fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciacién del producto de PCR con
DNA de Achlya sp.

Figura 58. Fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciacion del producto de PCR con
DNA de Aspergillus sp.
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8.10.5 Analisis Bioinformatico

Las figuras 59 y 60 muestran los resultados de las alineaciones con el programa
Blast de NCBI. La secuencia de DNA del hongo Aspergillus sp., alinea al 99% de
identidad con Aspergillus niger. La secuencia del hongo Achlya sp., alinea al 85%

de identidad con Achlya sp.

La caracterizacion molecular de los microorganismos Achlya sp. y Aspergillus sp.
permitié identificar a nivel de especie al primero, para el segundo seria necesario
continuar secuenciando otro fragmento hasta obtener la especie, sin embargo no
es el objetivo del presente trabajo de investigacion, por lo que una vez obtenida la

secuencia de Achlya sp.se procedio al disefio de las sondas.

Aspergillus niger 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID; gb|HQ850370.1|Length; 581Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 3 to 577GenBankGraphlics

Query 1 TGEATCCGAGGTCACC TGEAARATGGT TGCARARC GTCGGCAGGCECCGEGCCAATCCTACA 60
Frrrrenrerereeerrererererrerererrererereteereerere e et

Shjct 577 TGATCCGAGGTCACCTGGARARTGGTTGEARAMCGTCGGCAGGCGCCGECCAATCCTACA 518

Query &l GAGCATGTGACARAGCCCCATACGCTOGAGGATCGGACGCGETGCCGCCGCTGOCTTTSS 120
RN NN RN RN NN R RN EEEEREEEREEE

Sbijct 517 GAGCARTGTGACAARGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGETGOCGOCGCTGOCTITCS 458

Query 121 GGECCCGTCCCOCCCGGRAGAGGGGEACGECEACCCARCACACRAGCCGGECTTGAGGGCAGC 1680
PRTRRER R et b ettt et bbb b ety

Shbjct 457 GECCCGTCCCCCCGEAGAGGEEEGACGECEACCCAACACACARGCCGEGCTTGAGGGCAGT 398

guery 181 AATGACGCTCGGACAGGCATGCCCOCCGEAATACCAGGGEGCGCAATETGCETTCAANGA 240
PEVRAREERT TR e et et v et b e ety er eyl

Shijct 397 AATGACGCTCGGEACAGGCATGCCCCCCGGARTACCAGGGGGCGCARTGTGCGTTCARRGA 338
T ——

Figura 59. Alineacién de la secuencia obtenida de Aspergillus sp., numero de acceso:
HQ850370.1.
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gi|430918372|gb|JQ974991.1| Achlya sp. LB63 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial

sequence
Sequence ID: kcl|1903Length: 621Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 86 to 205Graphics

Cuery 214 GCAARTGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCARTTCACATTACGTATCGT
FPEREE TR Riienty et b e e e v teren i el
Sbhjet 205 GCAATATGCGTTCAAAATTTTGATGACTCACTGAATTCTGCAATTCGCATTACGTATCGC

Query 274 ATTTCGCTGCGITCTTCATCGATGCCGERACCARGAGATCCGTTGTTGARAGTTTTAACT
RN R RN U RN NN 0 1 I O O O

Shijct AGTTCGCAGCGET TCTTCATCGATGTGCGAGCCARGACATCCACTGTTGRAARAGTTGTATCT

Figura 60. Alineacion de la secuencia obtenida de Achlya sp., nimero de acceso: JQ 974991.1

8.10.6 Secuencia de las Sondas

Una vez que se obtuvieron las secuencias y mediante analisis bioinformatico se
confirmé que se tenia el microorganismo de interés (Achlya sp.), se realizo el
disefio de las sondas utilizando el programa Primer Blast (Ye et al., 2012). En la

tabla 11 se observa el resultado.

Tabla 11. Secuencia de las sondas disefiadas.

Achlya sp. JQ974991.1 5 GCACCGGAAGTACAGACCAA 3’

E. coli O1567:H7 NZ_AERRO00000000.1 5 TTGCTTTGGCAAGTCCTCCT 3’
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8.11 Funcionalizacion de las AuNPs

Las AuNPs que se funcionalizaron se eligieron de acuerdo a su dispersion,
tamafio y forma, considerando que fueran lo mas semejantes a las obtenidas con

el uso de citrato a pH 7. Tabla 12.

Tabla 12. AuNPs funcionalizadas.

Citrato de sodio 7 20 Esféricas

Laurel 6.5 20 Esféricas, triangulares, ovaladas
Pera 7 25 Triangulares, hexagonales, esféricas
Nopal 5 15 Triangulares, esféricas, ovaladas
Cebolla 5 15 Hexagonales, esféricas, ovaladas
Café 9 15 Hexagonales, ovaladas, esféricas

En las figuras 61-66 se muestran las AuNPs funcionalizadas; se observa que sélo
las NPs sintetizadas con extracto de café (Figura 65) no muestran una correcta
funcionalizacion, tal vez porque desde el momento de la sintesis estas AuNPs

presentaron grupos funcionales en su superficie.
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8.11.1 AuNPs de citrato de sodio pH 7
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Figura 61. UV-Vis de las AuNPs de citrato de sodio a pH 7, sin funcionalizar (A 520) y
funcionalizadas (A 525).

8.11.2 AuNPs de laurel a pH 6.5
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Figura 62. Espectros de absorcion UV-Vis de las AuNPs de laurel a pH 6.5, sin funcionalizar (A
535) y funcionalizadas (A 532).
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Figura 63. Espectros de absorcion UV-Vis de las AuNPs de pera a pH 7, sin funcionalizar (A 533) y
funcionalizadas (A 545).

8.11.3 AuNPs de nopal a pH 5
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Figura 64. Espectros de absorcion UV-Vis de las AuNPs de nopal a pH 5, sin funcionalizar (A 549)
y funcionalizadas (A 544).
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8.11.4 AuNPs de cebolla a pH 5
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Figura 65. Espectros de absorcion UV-Vis de las AuNPs de la cebolla a pH 5,
sin funcionalizar (A 540) y funcionalizadas (A 545).

8.11.5 AuNPs de café a pH 9
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Figura 66. Espectros de absorcién UV-Vis de las AuNPs de café a pH 9, sin funcionalizar (A 530) y
funcionalizadas (A 437).
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9. Conclusiones

La sintesis quimica y caracterizacién por UV-Vis, TEM y AFM de las AuNPs
muestra que se obtuvieron AuNPs de aproximadamente 20 nm, de forma
esférica y monodispersas, las cuales pudieron ser funcionalizadas con
DNA.

Con la biosintesis de AuNPs a partir de extractos de plantas se obtuvieron
NPs de diferentes tamafos y formas que se lograron funcionalizar, igual
que las NPs obtenidas por sintesis quimica, excepto las NPs obtenidas con

extracto de café.

EI ANOVA mostré que no existen diferencias significativas entre las AUNPs
sintetizadas quimicamente y las biosintetizadas, por lo que se podrian usar
indistintamente; sin embargo con la prueba de Fisher si se obtuvieron

diferencias entre las AuNPs obtenidas.

Los espectros obtenidos con la caracterizacidon FT-IR de los extractos de
nopal, cebolla, laurel, café y pera muestran que todos ellos contienen acido
malico. El extracto de café es uno de los mas complejos, ademas del de

peray laurel.

En este trabajo se demostré que el acido malico presente en los extractos
utilizados en la biosintesis de las AuNPs, actua como agente reductor y

quiza el grupo amino como agente estabilizador.

El pH del agente reductor tiene un papel esencial sobre el tamafio y
distribucion de las AuNPs, siendo el pH neutro el éptimo para obtener NPs
dispersas y de hasta 30 nm de tamafio. Excepto para las AuNPs
sintetizadas con extracto de café en las que se obtuvieron NPs de 100 nm,
apH7.
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e Como resultado de las diferentes caracterizaciones realizadas (UV-Vis,
TEM y AFM, las AuNPs obtenidas con citrato a pH 7, laurel pH 6.5, nopal
pH 5, cebolla pH 5, pera pH 7 y café pH 9, pudieron ser funcionalizadas ya
que presentan una buena dispersidn, estabilidad contra la agregacion,

forma y tamafio homogéneos.

e Las AuNPs de citrato a pH 7, laurel pH 6.5, nopal pH 5, cebolla pH 5, pera
pH 7 y café pH 9, fueron funcionalizadas. Con excepcién de las sintetizadas
con extracto de café a pH 9, tal vez debido a que ya presentaban grupos
funcionales en su superficie desde el momento de la sintesis. Las otras NPs

se funcionalizaron correctamente.

e El analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas confirmd que el
hongo en estudio es Achlya sp. y el usado como referencia para la
secuenciacion es A. niger, con un 85% Yy 99% de identidad

respectivamente.

9.1 Recomendaciones

Se sugiere utilizar las sondas disefiadas en este trabajo en genosensores
ambientales. Corroborar que se obtienen resultados similares utilizando AuNPs
sintetizadas quimicamente como las sintetizadas biol6égicamente y llevar a cabo
otros analisis estadisticos que permitan definir de forma mas precisa las

diferencias entre las AuNPs obtenidas.
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Constancia Bio-inspired Nanotechnologies for Biosensing, Sitges, Espana

Bic-inspiresd Nanotechrnolegies for Bicsensing,
SE  sitges, May 16. 2013,

Action TD1003

This is te cextify that

Dy Maria Teresa Castafieda Bniones panecpased o the Workshp hel
on the 16 May 213, presenting 3 work emhled TVoltammetne
Detection of Drug by using Biosyuthesired Gold Nanoparsicles™,
suwthers: Blanca E. Chévez-Sandoval, Georpmna Alarcén Asgedes,
Francisco Garciy Framco, Ans Lawa Poer-Amsdo. Jubeta De
Marcos-Mifiin, Maria Teresa Castafieds-Bromes.

Smererly

Maria Minunmi
Workshop Chair
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Constancia XVIII Simposio de Ciencias de la Salud UAM-Iztapalapa
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& Chdves- Samdeval Blaace Eovela, Garcla- Franc Frantison, Martfues o

Marthis, (axtanieds Hrivnes Maria Tevea Rusas-Osono Jost Caths, Gufiray.

Mlﬁﬁmmi‘m
Paor su partddpacion con el trabwjo:

CARACTERITACN E IDENTIFICALION MOLECLILAK T LTS
AT ML AN S B Aapwnralis g, 1 Achlyn g

en d XV simpere b Dapertamentc de Cenzis de la Salid
260 e g, 20113
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Jeiw el Dadprimrsunin i @il e el EWITE WE i
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Constancia XVIII Simposio de Ciencias de la Salud UAM-Iztapalapa
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ST | VERSOAD AUTOSDMA METROSOLIT AME

B SLAATTAMEN O OF CEMOCAS DY LG SRl

Oeorgzn Iz Presente:
Constancia
W firanadd-Liamagas Souvams, Carefa-Frawc Frmcisre, (astaneds-Brivmes

| Mani Tierca Galak Penez Szel fatvme, AbrieaGunsdles Panlfua
- Herbnder Tomes Lixhetk Molendy, (iver-SondivafiRirnca Exteln,

3 For su participacidn con <l trabajo:

FURCION [T P N LA KRR CC0N OF TONES (00 (hes) PARA LA )
| FORMACTIIN TF WANCIPARTICTILAS (NP ). A

e o XV Smpanis dol Depestuments de Cioncion di 1t Sabud
B30 de azmiu, 2073

O bamentrtondst, OF Timesds iz de [emml ma Purkas Tasgn M
 Jele del DkperTenneD Comriknares dal AWVTID plagnaia
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