Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla

Facultad de Ciencias Quimicas

Biosintesis y caracterizacién de nanoparticulas de Cobre a partir
de extracto de ciruela roja (Prunus domestica)

Tesis presentada para obtener el titulo de:

Licenciatura en Quimico Farmacobiologo

Presenta:

Sofia Cano Arteaga

Directora:

Dra. Maria del Pilar Trujillo Garcia

Asesora:

Dra. Alejandra Tovar Corona

Abril 2016



Contenido

No

A

Agradecimientos
Dedicatoria
Resumen
Abstract
Objetivos
5.1. Generales
5.2. Especificos
Introduccién
Antecedentes
7.1. Prunus domestica L.
7.1.1. Taxonomia
7.1.2. Descripcién botanica
7.1.3. Propiedades bioldgicas
7.2. Flavonoides
7.3. Antocianinas
7.3.1. Estructura quimica
7.3.2. Ruta metabolica
7.3.3. Distribucion en la naturaleza
7.3.4. Estabilidad
7.3.4.1. Estructura de las antocianinas
7.3.4.2.  Efecto del pH
7.3.4.3. Efecto de la temperatura
7.3.5. Ensayos cromatograficos
7.3.6. Ensayos espectrofotométricos
7.3.7. Propiedades bioldgicas
7.4. Radicales libres y estrés oxidativo
7.4.1. Produccion de radicales libres de oxigeno
7.4.2. Antioxidantes
7.4.3. Niveles de accion antioxidante
7.5. Microscopia
7.5.1. Microscopia electrénica de transmision
7.6. Espectrofotometria
7.6.1. Infrarrojo
7.6.2. Ultravioleta Visible
7.7. Nanopatrticulas
7.7.1. Sintesis de nanoparticulas metalicas por métodos fisicos y
gquimicos
7.7.2. Sintesis biogénica de nanomateriales
7.7.2.1. Uso de bacterias en la sintesis de nanoparticulas
7.7.2.2. Uso de actinomicetos y hongos en la sintesis de
nanoparticulas
7.7.2.3. Uso de plantas en la sintesis de nanoparticulas
7.8. Consideraciones en la biosintesis de nhanomateriales a partir de plantas
7.9. Microbiologia
7.9.1. Bacterias
7.9.1.1. Pseudomonas aeruginosa
7.9.1.2. Cocos grampositivos
7.9.1.3. Staphylococcus aureus
7.9.1.4. Staphylococcus epidermidis
7.9.15. Staphylococcus saprophyticus



8. Metodologia
8.1. Extraccion de la antocianina
8.2. Purificacion del pigmento
8.3. Determinacion de la concentracion de antocianinas
8.4. Determinacion de la capacidad antioxidante
8.5. Biosintesis
8.6. Analisis UV visible
8.7. Analisis FT-IR
8.8. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
8.9. Evaluacion de actividad antimicrobiana

9. Discusion de resultados

10. Conclusiones

11. Perspectivas

12. Bibliografia

32
32
32
33
36
37
38
38
38
39
40
50
51
52



1. Agradecimientos

A la Dra. Alejandra Tovar Corona.

A la Dra. Sandra Luz Cabrera Hilerio del departamento de Bioquimica-Alimentos.
Al Dr. Carlos Enrique Ochoa de la Escuela de Biologia BUAP.

Al Dr. Odilon Vazquez Cuchillo del Instituto Tecnoldgico de Puebla.

A la Dra. Ana Marta de los Angeles Lobo Sanchez del laboratorio de Microbiologia
BUAP.



2. Dedicatoria

A la persona que continuara este trabajo.

A mis padres por apoyarme y alentarme siempre.



3. Resumen

El proposito de este trabajo fue lograr la biosintesis de nanoparticulas de cobre con
el uso de un extracto vegetal, por medio de un proceso mas ecoldgico y con menor
produccién de desechos que la sintesis quimica tradicional, a través de este trabajo
se investigo la capacidad de las moléculas presentes en el extracto de ciruela roja
para formar nanoestructuras, se investigaron las condiciones para una O6ptima
formacién de nanoparticulas de cobre a distintas temperaturas y tiempos de
contacto, las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por métodos
espectroscopicos de absorcion en el infrarrojo y en el ultravioleta visible,
confirmando su formacion por medio de microscopia electronica de transmision. Se
investigd ademas la actividad de las nanoparticulas metélicas ante cepas de

bacterias ambientales.



4. Abstract

The purpose of this work was to achieve biosynthesis of copper nanoparticles with
the use of a plant extract, using a more environmentally friendly process and less
waste production than traditional chemical synthesis, through this work was
investigated the capacity of the molecules present in the extract of red plum to form
nanostructures, the conditions for optimal formation of copper nanoparticles at
different temperatures and reaction times, the nanoparticles obtained were then
characterized by spectroscopic methods as infrared absorption and ultraviolet visible
absorption, confirming the formation of nanoparticles by transmission electron
microscopy. Antimicrobial activity of metal nanoparticles against environmental

bacteria strains was investigated.



5. Objetivos

5.1. Generales

Extraer y acondicionar el extracto de ciruela roja.
Biosintetizar nanoparticulas de cobre a partir de antocianinas de ciruela roja
(Prunus domestica).

Caracterizar las nanoparticulas formadas.

5.2. Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Obtener extracto a partir de cascara de ciruela roja (Prunus domestica L).
Purificar el extracto obtenido de ciruela roja.

Acondicionar el extracto de ciruela roja mediante una diluciéon estable a
concentracion conocida.

Cuantificar el contenido de antocianinas de ciruela roja (Prunus domestica L)
por el método de pH diferencial.

Medir la actividad antioxidante del extracto purificado de ciruela roja (Prunus
domestica L) por método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil.

Determinar las condiciones idéneas para la biosintesis de nanoparticulas.
Evaluar la estabilidad de los extractos y las nanoparticulas antes y después
de la biosintesis mediante analisis de absorcion en la region del infrarrojo.
Detectar la formacion de nanoparticulas metalicas de cobre por medio de
analisis de absorcion en la region ultravioleta visible.

Determinar la forma y tamafio de las nanoparticulas biosintetizadas mediante

microscopia electrénica de transmision.

10)Evaluar el potencial antimicrobiano de las nanoparticulas de cobre

biosintetizadas ante cepas ambientales.



6. Introducciéon

Los avances en la nanobiotecnologia, ciencia que conjunta la nanotecnologia con la
biotecnologia para la busqueda de nuevos materiales con aplicaciones en diversas areas
de conocimiento, ha generado atencion por la posibilidad de generar nanomateriales de
forma rapida, limpia, ecoldgica y a bajo costo a comparacion con los distintos métodos

disponibles de sintesis quimica’.

Asimismo, el papel de la biotecnologia en esta ciencia en ciernes, ha llevado a los
investigadores a buscar nuevas fuentes de nanomateriales en microorganismos y vegetales
gue funcionen a modo de pequefias fabricas celulares o extracelulares, ya que tanto los
microorganismos como las plantas producen metabolitos secundarios, los cuales se estan
investigando por su capacidad de formar nanoparticulas metdlicas, las cuales reciben
atencién por su tamafio extremadamente pequefio y amplia relacion superficie a volumen,
las propiedades bioldgicas que han demostrado las estructuras a nanoescala, distintas a

las que presenta el material de forma aislada®.

La biosintesis de nanoestructuras se presenta como una alternativa amigable con el
ambiente gracias a que evita el uso de sustancias potencialmente toxicas y reduce
desechos, al utilizar microorganismos como bacterias, hongos, levaduras, virus y extractos
obtenidos de plantas o partes de ellas, ricos en metabolitos secundarios (hojas, tallos, flores,
frutos, céscara, corteza, etc.), especificamente al uso de plantas se le conoce como
fitosintesis y su uso conlleva una serie de ventajas como la sintesis extracelular, con
solventes poco agresivos y la facilidad de controlar el tamafio y forma de las nanoparticulas

obtenidas en funcién de las condiciones de sintesis.

La investigacion de nanomateriales por biosintesis presenta una amplia gama de posibles
aplicaciones tanto para productos consumibles de uso cotidiano, biorremediacion ambiental,
farmacéutica y ciertas areas de la medicina, como la oncologia, en la cual se investiga la
capacidad de las nanoestructuras de dirigir farmacos de la quimioterapia a su punto de

accion.



7. Antecedentes
7.1. Prunus domestica L.
7.1.1. Taxonomia

La clasificacion sistematica de la planta se realizé en el Herbario de la Escuela de Biologia-

BUAP, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist y The Angiosperm Phylogeny Group

(APG III). Como sigue:

Sistematica del “ciruelo” de acuerdo a Cronquist (1981)

Reino:
Subreino:
Division:
Clase:
Subclase:
Orden:
Familia:
Subfamilia:
Tribu:
Género:
Subgénero:
Especie:

Sistematica del “ciruelo” de acuerdo a APG Ill (2009)

Reino: Plantae
Clado: Angiospermas
Clado: Eudicotiledéneas
Clado: Rosidas
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Prunoideae
Geénero: Prunus
Especie: Prunus domestica L.

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Rosales
Rosaceae
Amygdaloideae
Amygdaleae
Prunus

Prunus

Prunus domestica L.

Nombre vulgar: Ciruela
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7.1.2. Descripcion botanica

Arbol de hasta 10 m, caducifolio, inerme. Ramillas glabrescentes, en general rojizas
y brillantes. Hojas 4-8x1,7-3,5 cm, obovadas, elipticas u ovado-lanceoladas, acuminadas,
crenadas o aserradas, de haz glabra, y envés * pubescente en los nervios; peciolo 1-2,5
cm, glabrescente; estipulas caducas, linear-lanceoladas con dientes glandiferos. Flores
solitarias 0 geminadas, raramente en fasciculos de 3-5; pedicelos 8-15 mm, glabros o
pubescentes. Receptaculo 4-5 mm, acopado, glabro o pubescente. Sépalos 4-5 mm,
reflejos, ovado-oblongos, denticulados, obtusos, glabros o pubescentes. Pétalos 8-13 mm,
obovados, emarginados, blancos o blanco-verdosos. Ovario glabro. Fruto 40-50 mm,
elipsoidal o + globoso, glabro, de color negro azulado, purpura oscuro, rojizo, amarillento,
verdoso, etc., con pruina; mesocarpio de sabor dulce; endocarpio ovoide o elipsoidal,
ligeramente rugoso o punteado, aquillado, adherido al mesocarpio. 2n = 16*, 32*, 48*, 68*.

Oriundo del SE de Europa (Caucaso) y SO de Asia. Raramente se encuentra asilvestrado.®
7.1.3. Propiedades biolégicas
Propiedades nutritivas

El principal componente de las ciruelas es el agua, seguido de los hidratos de carbono,
entre los que destaca la presencia de sorbitol, de leve accion laxante. El aporte de vitaminas
no es relevante, aunque destaca su contenido moderado en provitamina A (mas abundante
en las de color oscuro) y vitamina E (interviene en la estabilidad de las células sanguineas
y en la fertilidad), ambas de accion antioxidante. La vitamina A es esencial para la vision, el
buen estado de la piel, el cabello, las mucosas, los huesos y para el buen funcionamiento
del sistema inmune. En su contenido de minerales, son ricas en potasio. Se caracterizan
por poseer antocianinas y acido malico, el cual forma parte del pigmento vegetal que

proporciona sabor a la fruta.
Propiedades para la salud

La ciruela tiene propiedades laxantes (suaves o inmediatas, segun la cantidad ingerida),
antianémicas (por su alto contenido en hierro), antitusivas, expectorantes y reguladoras del
intestino por su alto contenido en fibra. Desde el punto de vista de la salud, lo que en
realidad destaca de las ciruelas es su accion laxante, debido al contenido de fibra, de
sorbitol y de derivados de la hifroxifenilxantina, sustancias que estimulan la actividad de los

musculos del colon.*
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7.2. Flavonoides

El grupo de los flavonoides, predominante en tés, miel, vinos, frutas, vegetales,
nueces, aceite de oliva, cacao y cereales, es quizas el conjunto mas importante de
compuestos fendlicos en alimentos, abarcando un grupo de cerca de 4000 compuestos
aroméaticos de 15C presentes en plantas, con mlltiples patrones posibles de sustitucion®.
Los fitoquimicos de este gran grupo han ganado la denominacion de bioflavonoides debido

a su multifacético rol en la salud humana.®

Los principales componentes de este
grupo son las antocianinas (cianidina,
pelargonidina, petunidina), los flavonoles
(quercetina, kaempferol), flavonas (luteolina,
apigenina), flavanonas (myrcetina, naringina,

hesperetina, naringenina), flavan-3-oles

(catequina, epicatequina, gallocatequina) vy

pese a que a veces se las clasifica por Figura_lEstructuraquimica general de los
) o flavonoides.

separado, las isoflavonas  (genisteina,

daidzeina).

En la Figura 1’ se muestra el nicleo principal flavonoide y en la Figura 2° las

diferentes estructuras de los principales flavonoides presentes en la naturaleza.
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Chalcona Flavanona Dihidroflavonol Flavona

Flavonol Isoflavona Flavan-3-ol Antocianidina

Figura 2 Clasificacion de los flavonoides basada en su estructura quimica.
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7.3. Antocianinas

La palabra “antocianina” deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro); son
los pigmentos responsables de colores rojos, azulados o violdceos de la mayoria de los
frutos o flores, siendo el segundo pigmento visible al ojo humano mas importante después
de la clorofila.’

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles formados por el grupo flavilio, el cual
consta de dos grupos aromaticos, el benzopirilo y un anillo fenélico, a esta estructura base
se unen carbohidratos simples como glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa y arabinosa o
complejos como sambubiosa y rutinosa; en la molécula se puede encontrar un solo

carbohidrato o dos de ellos.
7.3.1. Estructura quimica

Las antocianinas son glucésidos de
antocianidinas. Las antocianidinas base mas
importantes son: pelargonidina, delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina y malvidina® (Figura 3), debido a

su poca solubilidad en el agua, no se encuentran de

manera libre en la naturaleza sino en su forma

Figura 3 Forma general de las . .
antocianidinas. glucosilada (Figura 4).

El color que confieren las antocianinas depende
del nidmero y orientacion de los grupos hidroxilo y
metoxilo de la molécula, mayor hidroxilaciéon ocasiona
tonalidades azules, mientras que un incremento en las

metoxilaciones produce coloraciones rojas.

Figura 4 Forma glicosilada de la
Cianidina-3-glucésido.

Tabla 1 Configuraciones de las diferentes antocianidinas.

Aglicona Ri1 R2
Petunidina OH OCH,
Malvidina OCH, OCH,
Pelargonidina H H
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H
Peonidina OCH; H

13



7.3.2. Ruta metabdlica de produccidn de antocianinas

Dada la preocupacion que predomina por el uso de colorantes artificiales, la industria
alimentaria se ha visto en la necesidad de investigar y utilizar pigmentos naturales para dar
color a los alimentos, una alternativa natural son las antocianinas que ofrecen un rango de
colores desde rojo hasta azul o naranja, gracias a ello, la ruta metabdlica secundaria que
lleva a la produccion de antocianinas en plantas es probablemente la mas estudiada, se
conocen los tejidos donde ocurre la sintesis y las etapas de la vida de la planta en las que
ocurre, asimismo se han aislado y estudiado los genes responsables de la via metabdlica

y cOmo se regula su expresion.

La ruta biosintética se puede dividir en dos etapas, segin sean tempranos o tardios
los genes que se expresan en la biosintesis. Los genes tempranos llevan a la formacion de
dihidroflavonoles y comprenden: fenilalanina amonia liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa
(C4H), 4-cumarato:CoA ligasa (4CL), chalcona sintetasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI)
y flavanona 3-hidroxilasa (F3H). Los genes tardios llevan a la formacién de la molécula de
antocianina y son: dihidroflavonol reductasa (DFR), antocianidin sintetasa (AS),
UDPGilucosa:flavonoide 3’- y 3'5’-hidroxilasas (F3'H y F3’'5’H). El grupo biosintético tardio
también incluye las enzimas modificadoras de antocianinas como las glicosiltransferasas,

metiltransferasas y aciltransferasas™.
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Figura 5 Seccién de la ruta biosintética general de fenilpropanoides y flavonoides que lleva a la produccion de
antocianinas y otros flavonoides en flores y frutos.
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7.3.3. Distribucion en la naturaleza

Las antocianinas se localizan principalmente en la solucién vacuolar de células
epidérmicas de frutas como manzanas, peras, zarzamoras; flores como la jamaica y las
rosas; verduras como la col morada y el maiz azul; tallos y raices. Se cree que cumplen la
funcién principal de atraer seres vivos para propdsitos de polinizacion y dispersion de
semillas. La diferencia de color entre las frutas, flores y verduras depende de la naturaleza
y concentracion de antocianinas. Existen factores adicionales que afectan el color, como el
pH de la célula, el efecto de copigmentacion determinado por la presencia de otros

flavonoides, temperatura, luz, entre otros™.
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Tabla 2 Cantidad promedio de antocianinas en algunos alimentos?*?.

Fuente de antocianinas

Cantidad (mg/l o mg/kg)

Zarzamora 1150
Mora azul 825-4200
Zarza de Boysen 1609
Cereza 20-4500
Aronia 5060-10000
Aradndano 600-2000
Airela 1000
Grosella 1300-4000
Sauco 2000-10000
Uvas rojas 300-7500
Naranja sanguina 2000
Ciruela 20-250
Endrino 1600
Fresa 150-350
Frambuesa 1700-4277
Berenjena 7500
Cebolla Hasta 250
Ruibarbo Hasta 2000
Col roja 250
Vino tinto 240-350
Vino oporto 140-1100
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7.3.4. Estabilidad

Las antocianinas son compuestos inestables en condiciones fisioldégicas normales y su
estabilidad es muy fragil en funcién de su estructura y la composicion de la matriz en la que
se encuentran. Factores como su estructura quimica, pH, temperatura, presencia de
oxigeno y &cido ascorbico, concentracion y actividad de agua de la matriz determinan la
estabilidad del pigmento®.

7.3.4.1. Estructura de las antocianinas

Las antocianinas son pigmentos flavonoides que se estabilizan mediante la modificacion de
su forma de aglicona (antocianidina) por glicosilacién, metilaciéon y acilacién. En la
naturaleza, las antocianinas se encuentran en su forma glicosilada con una o mas
moléculas de azlcar. La glicosilacion es una modificacion importante para incrementar la
hidrofilia y estabilizar flavonoides hidrofébicos. Las antocianinas son inherentemente
inestables bajo condiciones fisiologicas, la glicosilacion es también esencial para la
estabilidad del color porque la acilacién aromatica que juega un papel importante en la
estabilidad del color generalmente esta unida a los grupos glicosidicos en las antocianinas.
Los azucares usualmente reemplazan a los grupos hidroxilo en las posiciones C-3, C-5, C-
7, C-3, C4 y C-5, siendo la posicion C-3 la que se encuentra glicosilada mas

frecuentemente, seguida de la posicion C-5.

La metilacion también es una modificacion frecuente observada en antocianinas
(90%) con estructuras identificadas adecuadamente, basadas en las seis antocianinas

comunes: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina.

La acilacién es una de las modificaciones mas comunes de los metabolitos
secundarios en plantas, incluyendo antocianinas, mas del 65% de antocianinas reportadas
cuya estructura ha sido caracterizada son aciladas. La diversidad estructural de las
antocianinas incrementa con la acilacion con sustituyentes aromaticos o alifaticos, los

cudles generalmente se unen a las moléculas de azlcar en las antocianinas.*
7.3.4.2. Efecto del pH

El pH es un factor estrechamente relacionado con el color de las antocianinas, pues estas
coexisten en solucién acuosa en equilibrio entre cinco especies dependiendo del pH: catién
flavilio, base carbinol, chalcona, base quinoidal y pase quinoidal anidnica. El color rojo total

de las antocianinas se expresa solamente en un pH fuertemente &cido, debajo de 3.5, en
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solucion arriba de 3.5 estos compuestos naturales presentan poca expresion de color, sin
embargo en condiciones fisiologicas su intensidad de color se expresa como resultado del

fendmeno de copigmentacion intra e intermolecular®.

Base quinoidal aniénica A- (azul)

Glu

Cation flavilio (AH+) (rojo) HO.

Base carbinol B
CH Glu (incolora)

Z-chalcona (C) E-chalcona (C)
(amarillo) (amarillo)

Figura 6 Transformaciones estructurales de las antocianinas (cianidina 3-O-glucdsido) en solucién acuosa
dependiendo del pH.

7.3.4.3. Efecto de la temperatura

Las antocianinas se tornan mas palidas después de ser sometidas a calentamiento, pues

el equilibrio se desplaza hacia las formas descoloridas de carbinol y chalcona®™.
7.3.5. Ensayos cromatograficos

El color y comportamiento cromatografico de las antocianinas proporcionan datos
relevantes para la preparacion e identificacion. Las técnicas cromatograficas mas utilizadas
para su caracterizacion son: cromatografia en papel (PC), cromatografia en capa fina (TLC),

cromatografia en columna y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La
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cromatografia en capa fina en gel de silica, es un método préactico y de bajo costo que
permite identificar la presencia de diferentes compuestos en una mezcla, utilizando
sistemas de solventes como hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones para
controlar la velocidad de separacion en funcién de las interacciones moleculares de las

muestras*®.
7.3.6. Ensayos espectrofotométricos

Las propiedades espectrales son a menudo usadas para la caracterizacion de antocianinas,
especialmente para identificar el tipo de antocianina, siendo el andlisis espectrofotométrico
UV-Vis la técnica usada comunmente para identificar y cuantificar antocianinas, la
absorcién méxima a 520-540 nm en la region visible es la longitud de onda mas comun
usada en la medicién espectrofotométrica de antocianinas. El espectro de absorcion de las

antocianinas depende del pH.*
7.3.7. Propiedades bioldgicas

Las antocianinas y flavonoides asociados han demostrado capacidad de proteger la salud
frente a una miriada de enfermedades humanas, pese a que han sido notoriamente dificiles
de estudiar en relacién a la salud humana, debido a que las antocianinas frecuentemente
interactan con otros fitoquimicos para potenciar efectos bioldgicos, haciendo dificil

descifrar las contribuciones de los componentes aislados.

Los roles de las antocianinas como agentes medicinales han sido bien aceptados
en la medicina tradicional alrededor del mundo y ciertamente estos pigmentos se relacionan
a un amplio rango de beneficios a la salud. Por ejemplo, las antocianinas de Hibiscus sp
histéricamente se han usado en remedios para la disfuncion hepatica e hipertension,
mientras que las antocianinas del arandano (Vaccinium) tienen una historia empirica de uso
en problemas de la visidn, infecciones microbianas, diarrea y otros diversos problemas de
salud. A pesar de que el uso de antocianinas para propdésitos terapéuticos ha sido afirmado
tanto por evidencia empirica como epidemioldgica, hasta afios recientes gue algunas de las
propiedades medibles de pigmentos especificos han sido verificadas por investigaciones

rigurosamente controladas in vitro, in vivo o en pruebas clinicas.

Las antocianinas mas coloridas son los bioflavonoides mas reconocidos y visibles,
su capacidad de captar radicales libres y su capacidad antioxidante son los mecanismos de

accién mas publicados sobre estos pigmentos en relacion a sus efectos terapéuticos en
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humanos, sin embargo varias investigaciones sugieren que hay otros mecanismos

17,18

implicados

Tanto las antocianinas aisladas como las mezclas ricas en antocianinas pueden
proveer proteccion de la ruptura del ADN, actividad estrogénica (alterando el desarrollo de
sintomas que dependen de hormonas), inhibiciébn enzimatica, potencian la produccién de
citoquinas (asi regulando la respuesta inmune), actividad antiinflamatoria, peroxidacion de
lipidos, disminucion de permeabilidad y fragilidad capilar, asi como fortalecimiento de
membranas. La estructura quimica (posicién, nimero y tipos de sustituyentes) de las
moléculas individuales de antocianinas juega un papel sobre el grado en que las
antocianinas ejercen sus propiedades bioactivas, asi como la relacion entre estructura y

funcion tiene influencia sobre la localizacion intracelular de los pigmentos.

La literatura sobre antocianinas incluye cierta controversia sobre las contribuciones
relativas de las antocianinas glicosiladas contra las agliconas en términos de
biodisponibilidad y potencial bioactivo. Originalmente se asumia que sélo las agliconas eran
capaces de entrar al sistema circulatorio, sin embargo ya se ha demostrado la absorcién y
el metabolismo de las antocianinas glicosiladas, la naturaleza del aztcar conjugado y de la

aglicona son los que determinan la absorcion y excrecion tanto en humanos como en ratas™.

Estudios realizados con compuestos fendlicos, especialmente flavonoides han
demostrado que su potencial antioxidante depende del nidmero y posicién de grupos
hidroxilo y su conjugacion, asi como de la presencia de electrones donadores en el anillo
estructural, dada la deslocalizacién de electrones que es capaz de soportar el grupo
aromatico®, la actividad antioxidante esta presente en todas las antocianinas en mayor o
menor medida, en orden decreciente de actividad antioxidante: delfinidina > malvidina >
cianidina >peonidina > pelargonidina > petunidina, habiéndose demostrado que la forma

glucosilada aumenta ligeramente esta actividad™.
7.4. Radicales libres y estrés oxidativo

Un radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir independientemente que
contiene uno o mas electrones no pareados®. Los radicales de oxigeno se han estudiado
mas extensivamente en plantas pese a que hay un interés creciente en los roles de
radicales de nitrogeno. El término colectivo de “especies reactivas de oxigeno” (ERO) o
“‘intermediarios reactivos de oxigeno” (IRO) se utiliza a menudo para incluir tanto a los

radicales de oxigeno y derivados no radicales de oxigeno que tienen propiedades quimicas
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similares. Estos incluyen el radical superéxido (O%), radical hidroxilo (OH), radical peréxido
(ROO), y radical alcéxido (RO’), asi como intermediarios no radicales como el oxigeno
singlete (10,), perdxido de hidrégeno (H,0,), y ozono (O,).

Un desbalance entre oxidantes y antioxidantes en favor de los oxidantes, con
potencial de causar dafios se denomina “estrés oxidativo”, los oxidantes se forman como
un producto normal del metabolismo aerobio pero se pueden producir grandes
concentraciones bajo condiciones fisiopatolégicas. Un estado cuasi estable se mantiene a
través de un intrincado arsenal de antioxidantes cuya proteccién es en parte capaz de

adaptarse a las diferentes circunstancias®.
7.4.1. Produccion de radicales libres de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son aquellas moléculas radicales y no radicales que son
directamente agentes oxidantes o que facilmente pueden convertirse en radicales libres. El
oxigeno molecular se puede reducir hasta agua, los pasos intermedios de la reduccion de
oxigeno comienzan por la formacion del anién radical superéxido, peréxido de hidrégeno y
radical hidroxilo, que corresponden a los pasos de reduccion de uno, dos y tres electrones,
respectivamente. Los radicales de oxigeno pueden ocurrir en lipidos como radicales alquilo

o peroxilo.

Los oxidantes también son generados por diferentes tipos de radiacion, los rayos X
generan el radical hidroxilo y la radiacién ultravioleta genera estados electrénicos excitados
con la subsecuente formacion de radicales, el ultrasonido y las microondas también pueden
generar especies reactivas de oxigeno. Oxidantes que resultan del metabolismo celular
pueden migrar de forma clandestina a sitios distantes donde ejercen su accion oxidante,
estos incluyen compuestos o enzimas con actividades inocuas en cierto medio pero se
llegan a activar para generar oxidantes en otros medios. La dieta humana contiene gran

cantidad de compuestos de naturaleza oxidante y antioxidante.
7.4.2. Antioxidantes

Un antioxidante es “cualquier sustancia que, presente a bajas concentraciones en
comparacion con el sustrato oxidable, significativamente retrasa o inhibe la oxidacion de
dicho sustrato”. Esta definicion incluye compuestos tanto de naturaleza enzimatica como
no enzimatica. La diversidad existente de antioxidantes es comparable a aquella de

oxidantes.”
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7.4.3. Niveles de accién antioxidante

Los mecanismos de neutralizacion de radicales libres de los antioxidantes actlan a

diferentes niveles: prevencion, intercepcion y reparacion.

* Prevencion: el mecanismo de antioxidantes del tipo preventivo implica convertir la
especie atacante en un producto menos dafino, disminuyendo el riesgo de que cause un
mayor dafio. V gr, proteinas ligantes de metales como ferritina, ceruloplasmina,
metalotioneina.

» Intercepcidn: el objetivo de estos antioxidantes es interceptar una especie dafiina, una
vez formada para prevenir que realice mas reacciones perjudiciales. V gr, compuestos
fendlicos, superdxido dismutasa, catalasa y glutation (GSH) peroxidasa.

» Reparacién: la proteccion de los efectos de los antioxidantes ocurre mediante la
reparacion del dafio hecho, tomando en cuenta que tanto la prevencion como la
intercepcién no son completamente efectivas, los productos que hayan quedado pueden
causar dafio, para evitarlo hay una variedad de sistemas enziméticos que reparan las
estructuras susceptibles como DNA y lipidos™ *.

7.5. Microscopia

Por definicién, la microscopia es el uso de un microscopio para hacer que objetos
extremadamente pequefios se vean de mayor tamafio para hacerlos visibles, la microscopia
convencional se vale de un haz de luz para iluminar una delgada capa de material, este
material puede estar tefiido para propiciar un contraste entre sus componentes, la luz visible
se apunta a través del material y se colecta en una lente, lentes adicionales pueden

aumentar la imagen de ser requerido para ser visible al ojo del observador.?”
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7.5.1. Microscopia Electronica de Transmision

Los microscopios electronicos de

transmisién son instrumentos de aumento

que utilizan un haz de electrones como

fuente de iluminacibn para examinar

L

muestras, la palabra “transmision” se
refiere al hecho de que estos microscopios

forman una imagen a partir de electrones

gue pasan a través de la muestra en lugar

de ser reflejada o emitida por su

superficie. Los haces de electrones

utiizados para iluminacién tienen

longitudes de onda relativamente cortas,

permitiendo  visualizar objetos  tan

pequefios como atomos individuales.

La TEM, en contraste con la Figura 7 Microscopio electrénico de transmision (TEM).
microscopia Optica, la cual al usar
longitudes de onda comparativamente largas de luz visible o ultravioleta como fuente de
iluminacion, sélo permite visualizar objetos cientos de veces mas grandes que aquellos

visibles en un microscopio electrénico de transmision.

Los TEMs se parecen a los microscopios épticos en su disefio general. La principal
diferencia entre ambos es la fuente de iluminacién y el tipo de lentes usadas. Un
microscopio 6ptico usa luz incandescente o luz solar como fuente de iluminacién, los TEMs
usan una “pistola” de electrones que emite un haz de electrones a una longitud de onda
muy corta. En un microscopio 6ptico, los rayos de luz se enfocan con lentes de cristal
mientras que en los TEM, el haz de electrones es dirigido por lentes magnéticos, cuyos
campos magnéticos son generados por espirales masivas de cables a través de los que se
pasa una corriente eléctrica controlada, dando la forma necesaria a los campos magnéticos

para enfocar los electrones.”
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7.6. Espectroscopia

La espectroscopia es el estudio de las interacciones de la luz con la materia, permite el
estudio de la composicion tanto de sistemas extremadamente grandes como
extremadamente pequefios. Existen diferentes tipos de técnicas espectroscopicas, sin
embargo la mayoria de ellas se basan en la absorcion o emision de fotones en el material
de interés. Un fotén puede comportarse como particula o como onda, la naturaleza de onda
de los fotones es mas critica en la mayoria de técnicas espectroscopicas porque la longitud

de onda emitida, absorbida o dispersada es donde yace la informacién sobre la muestra.

Las aplicaciones de la espectroscopia abarcan una variedad de disciplinas y
permiten a los cientificos, entre otras muchas cosas, determinar la composicion elemental
de una estrella enana cercana, la identidad quimica de una muestra de polvo blanco
desconocido, si un gen transfectado se ha expresado o los tipos de enlaces individuales
dentro de una molécula. Cada una de las técnicas espectroscépicas es Unica y se basan

en uno de tres fenbmenos:

= La absorcion de la luz por la materia: la espectroscopia de absorcién implica la

absorcion de fotones por la materia y puede dar informacion sobre los tipos de
atomos o enlaces en una molécula. Un material va a absorber longitudes de onda
especificas y va a reflejar o transmitir las demas longitudes de onda (v. gr,
espectroscopia infrarroja con transformacion de Fourier, espectroscopia de
ultravioleta visible, espectroscopia de absorcion atomica).

= Laemisién de la luz por la materia: la espectroscopia de emision implica la emision

de fotones de una muestra en un estado excitado (v. gr, espectroscopia de emision
atémica, espectroscopia de fluorescencia).

= La dispersion de la luz por la materia: la espectroscopia de dispersion trata con la

luz que es dispersada de forma no elastica de una muestra, lo que significa que la
longitud de onda e luz rebotando de la muestra no es la misma que la longitud de

onda a la que la muestra fue expuesta primero (v. gr, espectroscopia de Raman)?,
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Figura 8 Espectro electromagnético.

7.6.1. Espectroscopia en laregién del infrarrojo

La region infrarroja (del latin infra, que
significa “por debajo” del rojo) corresponde
a frecuencias que se encuentran debajo
del espectro visible y encima de las
microondas, es decir longitudes de onda

entre 8x10° cm a 1x10? cm.

La técnica de FT-IR permite, a grandes
rasgos, conocer los grupos funcionales
gue se encuentran en una molécula

organica.

Los espectros de infrarrojo pueden
medirse usando muestras liquidas, sélidas
0 gaseosas que se colocan en el haz de luz
infrarroja, puede colocarse una gota de un

liquido entre dos placas de sal hechas con

Espejo fijo

N
N

N

Espejo movil
Divisor de haz

| Laser de He-Ne
Haz calibracion

laser

I_IZ

Detector

Muestra

Figura 9 Diagrama de bloques de un interferometro en
un espectrofotémetro FT-IR.

NaCl o KBr que son invisibles a las frecuencias mas importantes de la luz infrarroja. Un

espectrofotdmetro infrarrojo con transformada de Fourier mide las frecuencias de la luz

infrarroja absorbida por un compuesto, usando un interferémetro como el mostrado en la

figura 9. Un algoritmo de cémputo estandar llamado transformada de Fourier permite

observar la intensidad de la absorcién como una funcién de la frecuencia®.
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7.6.2. Espectroscopia en laregion ultravioleta visible

La espectroscopia ultravioleta detecta las transiciones electronicas de los sistemas
conjugados y ofrece informacién acerca de la longitud y estructura de la parte conjugada

de una molécula.

Las frecuencias ultravioletas corresponden a las longitudes de onda mas cortas y
energias mas altas que las infrarrojas; la region ultravioleta (UV) es un intervalo de
frecuencias que va mas allad de la visible, sus longitudes de onda estan dadas en
nanémetros (nm; 10° m). Cominmente los espectrofotémetros UV operan en el intervalo
de 200-400 nm, estos espectrofotdmetros frecuentemente se extienden a la region visible
y reciben el nombre de espectrofotbmetros UV-visibles. Las energias UV-visibles
corresponden a las transiciones electrénicas: la energia necesaria para excitar un electrén

de un orbital molecular a otro®.

Celda de
referencia con

el disolvente
Im haz de la muestra A Im

- -

Muestra disuelta Impresora
en el disolvente Grafica del log (I/l) en funcién de A

Figura 10 Diagrama esquematico de un espectrofotometro ultravioleta.

La espectroscopia de absorcién en el ultravioleta visible es una técnica muy til para el
analisis de la estructura de flavonoides. Por esta razon la interaccion de flavonoides con
iones metalicos se puede demostrar por espectrofotometria debido a cambios en el

espectro de absorcion®.
7.7. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son unidades ultrafinas cuyas dimensiones son medidas en nanémetros
(nm; mil millonésimas de metro). Las nanoparticulas existen en el mundo natural y también
se crean como resultado de las actividades humanas. Debido a su tamafio submicroscépico,
tienen caracteristicas materiales Unicas, por lo que al ser manufacturadas pueden encontrar
aplicaciones practicas en una variedad de areas, incluyendo la medicina, la ingenieria, la

catdlisis y la remediacién ambiental.*
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7.7.1. Sintesis de nanoparticulas metalicas por métodos fisicos y quimicos

La sintesis de nanoparticulas metélicas se lleva a cabo tradicionalmente por
métodos fisicos y quimicos que incluyen la ablacién laser, condensacion por gases inertes,
sintesis solvotermal, reduccion quimica y método sol-gel. Existen principalmente dos
enfoques para realizar la sintesis de nanoparticulas: de arriba hacia abajo (“top-down”) y
de abajo hacia arriba (“bottom-up”); el primero busca crear objetos en nanoescala utilizando
materiales méas grandes, controlado de forma externa dispositivos microscopicos para dirigir
su ensamblaje, por otro lado el enfoque de abajo hacia arriba a menudo hace uso de
técnicas de microfrabricacion donde herramientas controladas cortan, desmenuzan y dan
tamario y forma deseada a los nanomateriales.®

Esta variedad de métodos fisicos y quimicos presentan una serie de desventajas
gue van desde un alto gasto de energia (ablacion laser), alto uso de solventes (método sol-

gel) y bajos rendimientos (métodos coloidales).
7.7.2. Sintesis biogénica de nanomateriales

La biosintesis de nanomateriales sigue un enfoque de abajo hacia arriba (“bottom-up”)
donde la reaccion principal es oxidacién-reduccion; siendo las enzimas bacterianas o los
compuestos fitoquimicos de las plantas con propiedades reductoras o antioxidantes lo que

propicia la reduccion del metal en sus respectivas nanoparticulas.
7.7.2.1. Uso de bacterias en la sintesis de nanoparticulas

Se sabe que las bacterias son capaces de producir materiales inorganicos tanto intra como
extracelularmente por lo que se les considera potenciales biofabricas para la sintesis de
nanoparticulas de oro, plata y sulfuro de cadmio. Entre los microorganismos, las bacterias
procariotas han recibido atencién para la produccién de nanoparticulas. La formacién tanto
intra como extracelular de nanoparticulas se ha reportado en Escherichia coli,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas aeruginosa, Plectonema boryanum, Staphylococcus

currens, Vibrio cholerae, etc.

Algunos microorganismos pueden sobrevivir y crecer aln a altas concentraciones
de metales, en el caso de las bacterias, la mayoria de iones metalicos son toxicos, por lo
tanto, su reduccion y formaciéon de complejos insolubles en agua es un mecanismo de
defensa desarrollado por las bacterias para superar la toxicidad, se cree ampliamente que

las enzimas de los microorganismos juegan un papel mayor en el proceso de biorreduccion,
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sin embargo ha habido reportes de nanoestructuras formadas a partir de grupos de la pared

celular.
7.7.2.2. Uso de actinomicetos y hongos en la sintesis de nanoparticulas

Los actinomicetos comparten caracteristicas tanto con hongos como bacterias, a pesar de
ser clasificados como procariotas; el principal interés que generan los actinomicetos es su
capacidad de producir metabolitos secundarios como antibiéticos. Segun reportes recientes,
el exponer a algunas especies de actinomicetos a condiciones extremas de temperatura y
alcalinidad es favorable a la produccién de nanoparticulas monodispersas; un potencial
beneficio de este método es que las nanoparticulas permanecen altamente estables en

solucion.

En comparacion con las bacterias, los hongos tienen el potencial de producir una
mayor cantidad de nanoparticulas debido a que los hongos secretan una mayor cantidad
de proteinas favorables a la formacién de nanoparticulas. Las levaduras en especial.
Asimismo, en lugar de cultivos fungicos, el uso de proteinas aisladas de estos ha
demostrado ser igual de exitoso en la produccién de nanoparticulas. Sin embargo, los
métodos microbiolégicos en general, forman nanoparticulas a un ritmo menor que lo

observado con extractos de plantas.
7.7.2.3. Uso de plantas en la sintesis de nanoparticulas

La ventaja de usar plantas para la sintesis de nanoparticulas es que son disponibles
facilmente, de manejo seguro y poseen una gran variedad de metabolitos secundarios que
tienen propiedades de reduccion. Los principales fitoquimicos identificados hasta el
momento son terpenoides, flavonas, cetonas, aldehidos, amidas y acidos carboxilicos.
Estudios anteriores han identificado que la temperatura de reaccion juega un papel

34,35

importante
7.7.3. Consideraciones en la biosintesis de nanoparticulas a partir de plantas

Se ha reportado que la biosintesis de nanoparticulas es dependiente de factores como el
pH, el tiempo y temperatura de reaccion, diversos grupos de investigacion se han ocupado

de investigar la influencia de estos factores.?

e Efecto del pH: El pH de reaccion juega un papel crucial en la biosintesis de
nanoparticulas, la influencia del pH fue investigada en 2004 por Armendariz et al®

hallando que el tamafio de las nanoparticulas de oro biosintetizadas a partir de
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extracto de Avena sativa variaba segun el pH de la reaccion. Especialmente en el
caso de las antocianinas el pH influye en su capacidad de reduccién.

e Temperaturade reaccion: Estudios previos revelan que la temperatura de reaccion
tiene influencia en el tamafio y forma final de las nanoparticulas biosintetizadas con
extractos de plantas® asi como en la cantidad que se forma, este parametro esta
ampliamente relacionado con el tiempo de contacto de la reaccion.

e Tiempo de contacto: Es el tiempo necesario para completar la reaccién de
biosintesis. Los metabolitos de las plantas son mejores candidatos que los
microorganismos dado que el tiempo de incubacién requerido es mucho menor.

7.8. Microbiologia
7.8.1. Bacterias

Microorganismos unicelulares procariontes (carecen de nucleo) que pueden o no causar
dafio y se reproducen por fision binaria. De acuerdo al Arbol de la Vida de Woese,
microbidlogo creador de la nueva taxonomia molecular basada en la comparacion entre
especies de la fraccion 16s del ARN ribosomal, se proponen 3 dominios Archaea, Bacteria
y Eucarya, en los que se incluye a todos los seres vivos, los dominios Archaea y Bacteria
corresponden a las células procariotas, una de cuyas caracteristicas es la de carecer de
membrana nuclear. Con base en el estudio de fésiles y modelos, se calcula que emergieron
hace unos 3.6 - 4 billones de afios. Su importancia radica en el hecho de haber desarrollado
una pared celular o membrana externa que les confirid, desde el principio, de autonomia y
proteccién con respecto a su medio ambiente. Desde entonces constituyeron la forma de

vida mas abundante en el planeta en términos de biomasa y nimero de especies.

A pesar de su menor complejidad en relacion a Eucarya, los integrantes de los dominios
Archeae y Bacteria pueden vivir en habitats extremos: se les encuentra en las
profundidades de la Tierra, sobreviviendo gracias al lento catabolismo del carbono organico
depositado en los sedimentos, y en las profundas fuentes hidrotermales submarinas.
Ambos grupos comprenden organismos diminutos que varian en tamafio desde 0.2 a 10
micrometros de diametro; en comparacion, las células eucariticas miden de 10 a 100

micrometros de diametro®.
7.8.1. Pseudomonas aeruginosa

Son patdgenos oportunistas, ubicuos en la naturaleza: suelo, compuestos organicos en
descomposicién, vegetacion y en el agua. Infortunadamente también son ubicuos en

ambientes hospitalarios: reservorios himedos como los alimentos, flores cortadas, lavabos,
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bafios, trapeadores para fregar suelos, equipos de didlisis y de terapia respiratoria e incluso
en las soluciones desinfectantes. La amplia distribucion de Pseudomonas se explica por

sus sencillas exigencias para crecer y su versatilidad nutricional.

La especie Pseudomonas suele incluir bacilos gramnegativos rectos o ligeramente
curvados, generalmente inmdviles, de dimensiones 0,5-1x1,5-5um, a menudo se disponen
en parejas, se describen como aerobios obligados, pudiendo crecer de forma anaerobia
utilizando nitratos o arginina. Sus colonias presentan citocromo oxidasa, algunas se
presentan mucoides por la abundancia de una capsula de polisacarido, algunas producen

pigmentos difundibles.

El origen del nombre del género proviene de pseudes, falso y monas, una unidad
(falsa unidad, aludiendo al aspecto que presentan en una tincién de Gram de parejas de
microorganismos que parecen una célula suelta); aeruginosa, repleto de 6xido de cobre o

verde (en referencia al pigmento sintetizado por esta especie).

i Mdltiples factores de virulencia: adhesinas

y R “x_:«-.\ﬁ,, (flagelos, pili, LPS, y capsula de alginato), las toxinas
iy I el . . L
o, B AR Y, secretadas y enzimas (exotoxina A, piocianina,
T e ) . : .
SRR j,"/ pioverdina, elastasas, proteasas, fosfolipasa C,
& < >~ 7
LA (e . . . P .
N oy exoenzima Sy T) y resistencia antimicrobiana.
=y 5 ,’\ ; .y / 1‘«'
- ‘. Al . . . .
I Las infecciones que ocasiona incluyen
) S . . . .
o infecciones respiratorias (graves en el caso de
Figura 11 Pseudomonas aeruginosa con . . . L N .
tincién de Gram. pacientes con fibrosis quistica), urinarias, de piel y

tejidos blandos, oculares, auditivas, asi como
bacteriemia y endocarditis.

7.8.2. Cocos grampositivos

Los cocos grampositivos son un grupo heterogéneo de bacterias con varias caracteristicas
en comun, tales como su forma esférica, su reaccién a la tincion de Gram y la ausencia de
endosporas. Una forma de clasificacion es mediante la presencia o ausencia de actividad
de catalasa. Uno de los géneros importantes de este grupo es Staphylococcus, el origen
del nombre de este género proviene de staphylé, racimo de uvas y coccus, grano o baya

(grano en forma de uva).
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El nombre del género Staphylococcus se refiere al patron en que las bacterias de
este género se agrupan en una forma que recuerda un racimo de uvas. La mayoria de
estafilococos tienen un didmetro de entre 0,5y 1 um, son anaerobios facultativos, inmdviles
y son capaces de crecer en medios con una elevada concentracion de sal y a temperaturas
de 18-40°C. Estas bacterias suelen estar presentes en piel y mucosas del ser humano,
ejemplo de ello es que Staphylococcus aureus coloniza las narinas anteriores en adultos;

no asi en nifios, cuya presencia puede ser causa de enfermedad.
7.8.2.1. Staphylococcus aureus

Segun su etimologia, proviene de aureus, dorado (dorado o amarillo). Son cocos
grampositivos catalasa-positivos dispuestos en cumulos o racimos; se caracterizan por la
presencia de coagulasa, proteina A, y acido teicoico ribitol especifico de la especie con
residuos de N-acetilglucosamina (polisacarido A). Las colonias de S. aureus toman un color
amarillo o dorado, como consecuencia de los pigmentos carotenoides que se forman
durante su crecimiento, dando el nombre a la especie, es la Unica especie presente en
humanos que produce la enzima coagulasa.

b

Los factores de virulencia implican

5

componentes  estructurales que facilitan la
adherencia a los tejidos del hospedero y evitan la
fagocitosis, asi como distintas toxinas y enzimas
. a, hidroliticas. Las enfermedades con que se relaciona

4 son mediadas por toxinas (intoxicaciones

& alimentarias, sindrome de shock téxico, sindrome de
M la escaldadura cutanea), enfermedades pidgenas
(impétigo, foliculitis,  foranculos, carbuncos,

Figura 12 Staphylococcus aureus con tinciéon
de Gram.

infecciones de heridas), entre otras enfermedades

sistémicas.
7.8.2.2. Staphylococcus epidermidis

Tomando en cuenta que los estafilococos son bacterias que colonizan la piel y mucosas de
humanos y otros mamiferos, S. epidermidis en particular forma parte de la mayoria de la

microflora del epitelio humano, es predominante en axilas, cabeza y narinas.
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S. epidermidis pertenece al grupo de coagulasa negativos, lo cual lo diferencia de S. aureus.
Las infecciones por S. epidermidis son oportunistas, nosocomiales y generalmente esta

asociado a los implantes de prétesis, catéteres e intervenciones quirlrgicas.*
7.8.2.3. Staphylococcus saprophyticus

El nombre de la especie proviene de sapros, putrido y phyton, planta (sapréfito o que se
desarrolla en tejidos muertos). Conocido por originar infecciones del tracto urinario e

infecciones oportunistas, carece de coagulasa.®
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8. Metodologia

8.1. Extraccién de la antocianina

Se agregaron 100 gr de cascara de ciruela* en 1 litro de etanol acidificado al 0.01% con
HCI, la mezcla fue licuada por 10 minutos y posteriormente filtrada con un filtro Whatman
No.1, dejando reposar una noche. Se evaporo el etanol en un rotavapor Buchi a una
temperatura no mayor a 40°C, con el fin de obtener el extracto concentrado y poder diluirlo

a continuacion.

8.2.  Purificacion del pigmento

El extracto obtenido contiene los pigmentos de interés pero a su vez, al tratarse de un
extracto derivado desde tejidos bioldgicos es susceptible de contener interferencias tales
como compuestos fendlicos, azlcares y acidos organicos, para su eliminacién se realizé el

siguiente método:

= Resina PVPP (Polivinil-poli-pirrolidona).- Su uso principalmente se enfoca al
aislamiento de compuestos polares no fendlicos. Este procedimiento consiste en
colocar en un embudo Blichner un filtro Whatman No.1 junto con una cama de 1 cm
de la resina. Esta se activa por medio de agua acidificada al 0.01% de HCI seguido
de etanol acidificado al 0.01%. El extracto se pasa por la resina recuperando la
antocianina con el etanol acidificado. Posteriormente se concentra la antocianina
purificada evaporando en rotavapor a 40°C para evaporar el etanol.

= Cartuchos fase reversa C18.- Su propésito es separar compuestos relativamente
hidrofébicos como las antocianinas de compuestos mas polares como azlcares y
acidos.
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Se condiciona el cartucho con 5 ml de agua acidificada seguido de 5 mL de etanol
acidificado y 3 mL de agua acidificada de nuevo, para remover el etanol restante. Se
colocan 2 mL del extracto obtenido de la PVPP y se lava el cartucho con 4mL de agua
acidificada en un matraz Kitasato; en seguida se agrega la antocianina por el cartucho
por medio de 4mL de etanol acidificado en otro Kitasato. Como siguiente paso, se
remueve el etanol para obtener el extracto concentrado por medio de rotavapor Bchi
a 40°C.

8.3. Determinacién de la concentraciéon de antocianinas

De acuerdo al método de pH diferencial®, tomando en cuenta las estructuras que pueden
formar las antocianinas al exponerlas a diferentes pH se midi6 la concentracion de

antocianinas totales en el extracto de la siguiente manera:

. L mg A PM* FD %1000
Concentracién de antocianina (T) = e

Donde:
A= (Aﬂwis max ~ Ax)aoo nm) pH1 ~ (A}\)\vis max ~ AM700 nm) pH4.5

Siendo A, nis max 1@ @bsorbancia maxima de la antocianina, A,ae . €S la lectura de
correccion debida a sustancias interferentes, ¢ es la absortividad molar de la antocianina
mayoritaria, PM es el peso molecular de la antocianina mayoritaria y FD es el factor de
dilucion.

Se afiadié 1 mL de muestra purificada en 9 mL de buffer pH 1.0 de HCI 0.025M y se
hizo un barrido espectroscépico en un espectrofotometro Cary 50 Conc. Spectrometer

desde 400 nm hasta 700 nm. Asimismo, se realizd este procedimiento para la muestra con
el buffer de pH 4.5 de acetato de sodio 0.4M.

Como siguiente paso, se tomoé el valor de A« mex Para la muestra a los dos pH vy el
valor de A0 Para los célculos se tomé en consideracion que la antocianina mayoritaria
es cianidina-3-glucésido® cuya ¢ es de 29600 M™* cm™, de peso molecular 445.2g/mol, junto

con un factor de dilucién de 10.

Se tomd 1ml del sistema y se ajusté el pH a 1.0 con 10 pl de HCI concentrado, y a
pH 4.5 con 10 pl de NaOH 4M, realizando mediciones en ambos pH de la longitud de onda
maxima, y aquella a 700 nm para medir la concentracién de antocianinas por el método del

pH diferencial.
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8.4. Determinacion de actividad antioxidante por el método del DPPH

Entre los métodos para medir la capacidad antioxidante, la reaccion con 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, DPPH es uno de los mas reconocidos*, este método se basa en medir la
eliminacion de radicales libres propiciada por los compuestos antioxidantes sobre el radical

|46

segun el método descrito por Brand-Williams* y modificado por Kim et a

Este método se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPH* 100mM (3.9
mL) disuelto en metanol al 80%, a una longitud de onda de 517nm. Se afiaden 0.1mL de la
muestra, la mezcla se homogeniza cuidadosamente, y se mantiene en la oscuridad durante
30 minutos. La concentracién de DPPH" en el medio de reaccidn se calcula a partir de una
curva de calibrado obtenida por regresion lineal. Los resultados se expresan en TEAC
(actividad equivalente a Trolox), gr Trolox/g de muestra. El porcentaje de inhibicién se

25,47

establece de acuerdo a la siguiente ecuacion
% inhibicion = {[(4.81) (M)] — 4.51} R%? =0.99
mlL

Tanto el Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%)
utilizado como antioxidante de referencia, como el DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo, D-
9132) proceden de Sigma Aldrich (Dorset, UK).

Las muestras analizadas incluyen los extractos de céscara de ciruela roja diluidos
en etanol y muestras de sobrenadante y sedimento de las nanoparticulas obtenidas a 25°C,
45°C y 65°C/3h, con un tratamiento de centrifugacién en una microcentrifuga digital marca
Dragon D2012 a 15000 RPM durante 5 minutos.

8.5. Biosintesis

La biosintesis de nanoparticulas de cobre (CuNPs) mediante el uso de extracto de cascara
de ciruela roja se realiz6 diluyendo en etanol el extracto seco a una concentracion de 11.4%

peso volumen en un matraz de aforacion de 25 ml.

Se prepar6 una solucién de cloruro de cobre (CuCl,) al 0.01 N afiadiendo 0.1344g

de sal de cloruro de cobre en 120 ml de etanol, procedentes de Sigma Aldrich (Dorset, UK).

La sintesis de nanoparticulas se llevd a cabo en un equipo conformado por mantas
de calentamiento para matraz bola con agitacion constante con refrigerantes conectados a
un sistema mecanico de recirculacion de liquido refrigerante, con la disposicion de

termémetro y cronémetro para controlar tiempo y temperatura de la reaccion.
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e Experimento 1

Con la finalidad de ver la relacién entre tiempo de reaccion y temperatura con el tamafio de
particula

1mL de extracto -6 mL de etanol -1 mL de CuCl,
Temperaturas de reaccion: 25°C, 45°C, 65°C
Tiempo de reaccion: 3 horas.
Andlisis UV-Vis usando como linea base Solucién A (1mL del extracto con 7mL de etanol)
Andlisis UV-Vis diluido 1:1000 usando como linea base la Solucion A diluida de 1:1000
Andlisis infrarrojo de cada reaccién (25°C, 45°C y 65°C)

e Experimento 2
1mL de extracto -6 mL de etanol -1 mL de CuCl,
Temperaturas de reaccion: 25°C, 45°C y 65°C
Tiempo de reaccion: 30 min
Andlisis UV-Vis usando como linea base Solucion A (1mL del extracto con 7mL de etanol)
Analisis UV-Vis diluido 1:1000 usando como linea base la Solucion A, diluida de 1:1000
Andlisis infrarrojo de cada reaccioén (25°C, 45°C y 65°C)

e Experimento 3

Comprobar que el cambio es por la temperatura y tiempo de reaccién y no esta involucrado

el oxigeno del aire.

1mL de extracto -6 mL de etanol -1 mL de CuClI2

Temperaturas de reaccion: 25°C, 45°C y 65°C

Tiempo de reaccion: 3 horas

Con atmosfera inerte

Analisis UV-Vis usando como linea base Solucién A (1mL del extracto con 7mL de etanol)

Analisis UV-Vis diluido 1:1000 usando como linea base la Solucion A diluida de 1:1000
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Andlisis infrarrojo de cada reaccion (25°C, 45°C y 65°C)
e Experimento 4

Como blanco de reaccion para comprobar que la sefial en ultravioleta visible es debido a

las nanoparticulas y no al extracto.
1mL de extracto -7 mL de etanol
Temperaturas de reaccion: 25°C, 45°C y 65°C
Tiempo de reaccion: 3 horas
Andlisis UV-Vis usando como linea base Solucién A (1mL del extracto con 7mL de etanol)
Andlisis UV-Vis diluido 1:1000 usando como linea base la Solucién A diluida de 1:1000
Anadlisis infrarrojo de cada reaccion (25°C, 45°C y 65°C)
8.6. Andlisis mediante espectroscopia en el UV-Visible

Se realizaron los analisis en un espectrofotometro Cary 50 Conc. Spectrometer desde 400
nm hasta 700 nm con el uso de una celda de cuarzo de 1 cm. Para realizar el analisis, linea
base etanol, esta se media siempre primero, posteriormente la celda de cuarzo se
enjuagaba con etanol y se usaba hasta estar completamente seca, para medir alicuotas de

cada una de las reacciones realizadas y la solucion A sin CuNPs.
8.7.  Andlisis mediante espectroscopia FT-IR

Se realizaron en un espectrofotémetro infrarrojo Digilab Scimitar Series FT-IR spectrometer.
Previa preparacién manual de pastilla de bromuro de potasio se indica al equipo correr el
fondo para que el aire circundante no interfiera con la medicién, una vez realizado esto, a
la pastilla de bromuro de potasio (KBr) se afiade con una pipeta Pasteur una gota de
muestra, ingresandola al aparato y corriendo el analisis que arroja el espectro el cual
después de la correccion pertinente de la linea base se procede a guardar para su posterior

impresion.
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8.8. Microscopia Electrénica de Transmision

Los Ensayos de TEM fueron realizados por el Dr. Odilén Vazquez Cuchillo, se envié 1 ml
de cada disolucion de CuNPs a 25°C, 45°C y 65°C, asi como de la solucién A y la solucion
de trabajo de cloruro de cobre en vial &mbar para evitar cualquier exposicion a la luz durante

el traslado con fecha 1 de enero de 2016.
8.9. Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana

Para realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos, se tomaron en
cuenta las especificaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute®. Los ensayos

se realizaron por triplicado.

e Microorganismos: Se ensayaron los diferentes extractos frente a una cepa
bacteriana Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa y cuatro cepas bacterianas
Gram-positivas, dos cepas Staphylococcus epidermidis (A y B) y dos cepas
Staphylococcus saprophyticus (A y B) de origen ambiental aisladas en la zona
urbana de la Ciudad de Puebla. La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se
utilizé como cepa testigo.

e Medio de cultivo: Se utilizé agar Mueller-Hinton (DifcoTM) y se prepard segun las
especificaciones del fabricante. Se realizaron cuatro pozos en cada placa,
adicionando primero 20 ml del medio se dej6 solidificar y se colocaron cilindros de
5 mm de diametro y 10 mm de largo, posteriormente se agregaron 15 ml mas de
medio y se dejé solidificar.

e Preparacion del inéculo: A partir de una placa de cultivo con crecimiento activo se
toméd un in6culo y se colocd en solucion salina isoténica (SSI) estéril, se ajusté la
concentracion al tubo 0,5 de MacFarland equivalente a 1.5x10° UFC/m.

¢ Controles: Como control negativo se utilizé solucién salina estéril. El control positivo
para las cepas de Staphylococcus fue Vancomicina (30 pg/ml) e Imipenem (10
ug/ml) para Pseudomonas aeruginosa.

e Realizacién del ensayo: Se realiz6 sembrado masivo con hisopo de cada una de
las bacterias en SSI, en las diferentes placas de agar Mueller Hinton con los pozos.
Posteriormente se adicionaron en los pozos 50 ul de cada uno de los extractos a
probar, con control positivo y control negativo en cada placa. Las placas se
incubaron a 37 °C por 18-24 horas. Después del tiempo de incubacién se midieron

los diametros de los halos de inhibicién en milimetros (mm).
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9. Discusion de resultados
9.1.

Determinacién de la concentraciéon de antocianinas

Tabla 3 Se indican los resultados de las absorbancias a 520 nm y 700 nm a pH 1.0 y 4.5 respectivamente,

considerando un FD=200.

N° Muestra | pH 1.0 pH 4.5 Antocianinas
monoméricas
(mg/100g)
Asionm Asoonm Asionm Asoonm
1 0.347 0.009 0.016 0.002 40.15
2 0.348 0.002 0.018 0.002 39.92
3 0.348 0.002 0.024 0.002 39.70

Antocianinas monoméricas promedio 39.92mg/100g de cascara.

Se obtuvo un promedio de 39.92mg/100g de céascara, lo cual segun Timberlake, 1988, se

encuentra sobre el rango reportado previamente de 2-25 mg/100g de fruta completa para

algunas variedades de ciruela. Es importante destacar que la cascara es el mayor depésito

de antocianinas™, por lo cual la cantidad obtenida en este trabajo supera a lo reportado por

Timberlake que midi6 la cantidad de antocianinas en fruta completa.

9.2.

Determinacion de la capacidad antioxidante por el método del DPPH

Tratamiento Clave % inhibicion TEAC?
Sobrenadante (CuNPs RT) 070814 SOCUNPsRT 12.9+1.7 7.3£0.7d
Sedimento (CuNPs RT) 070814 SECUNPsRT 13.0£2.4 7.3£1.0d
Sobrenadante (CuNPs 45°C) 070814 SOCuNPs45 15.2+0.7 8.2+0.3d
Sedimento (CuNPs 45°C) 070814 SECuUNPs45 14.8+0.6 8.0+0.3d
Sobrenadante (CuNPs 65°C) 070814 SOCuNPs65 13.2+0.7 7.4+0.5d
Sedimento (CuNPs 65°C) 070814 SECuUNPs65 13.3t1.1 7.4+0.5d
LB ECR + EtOH Sol A 1:7(RT) SOLTA 20.7£1.0 10.5+0.4c
ECR + EtOH 45/3h 050214 SOL45 21.4+1.9 10.8+0.8c
ECR + EtOH 65/3h 050214 SOL65 40.5£1.0 18.8+0.4b
Sol A nueva (21082014) SOLNueva 35.1+1.2 33.0£1.0a

“(g de Trolox/g de cianidina)
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Gréfica 1 Actividad antioxidante de las muestras de extracto de ciruela roja con nanoparticulas (CuNPs) y sin
nanoparticulas.

La capacidad antioxidante de la ciruela roja (Prunus domestica) resulté alta, de 33+1 g de
Trolox/g de cianidina (TEAC) para la solucién de Prunus domestica diluida en etanol 1:7.
Las diluciones estudiadas presentan actividad antioxidante equiparable o mayor que Trolox.
Estudios anteriores respecto a la actividad antioxidante de las antocianidinas y sus
glucosidos, encontraron un porcentaje de radicales inhibidos de 32+1 para la cianidina-3-

O-glucdsido, mientras que 33+1 para la cianidina aglicona, usando la técnica del DPPH™*.

Las muestras con nanoparticulas presentaron una actividad antioxidante reducida en
comparacion con las muestras sin CuNPs, esto debido a que la actividad antioxidante de la
antocianina se vio reducida por la presencia del cobre ocupando el mismo mecanismo de

reduccién de radicales libres que posee la cianidina-3-O-glucdsido.

on—»M""  Entre las mismas muestras de cianidina-3-O-
glucésido sin nanoparticulas también hubo
diferencias considerables, esto debido al
tiempo que pasoO entre la preparacion de la

soluciones y el analisis

Figura 14 Estructura de la cianidina-3-O-glucdsido
reduciendo un metal.
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Figura 15 Equipo donde se llevaron a cabo las

Biosintesis

o Experimento 1: La mezcla de reacciéon se
prepar6 en una proporcion 1:6:1 de extracto de
cascara de ciruela roja, solvente y solucién de sal
de cobre, respectivamente; tomando 1 ml de
solucion al 11.4% de extracto de cascara de ciruela
roja se diluy6é en 6 ml de etanol, la adicion de cloruro
de cobre no se realiz6 sino hasta que cada reaccion
alcanzara una temperatura estable en agitacion

constante. Se realizaron 3 reacciones a

AP -

temperaturas diferentes: 25°C o0 temperatura

reacciones de biosintesis de nanoparticulas de ambiente, 45°C y 65°C con un tiempo de reaccion

cobre (CuNPs).

de 3 horas cada una.
En un principio la dilucion sin sal de cobre presentaba el color rojo caracteristico,
durante la reaccién y posterior a la adicion de la solucién de cloruro de cobre, se
observo que el color de la mezcla de reaccion cambiaba a un color marrén oscuro,
esto dependiendo de la temperatura, mientras mayor era la temperatura de reaccién
mas rapido se daba el cambio de color.
Experimento 2: Se pudo apreciar un ligero cambio de color en cada una de las
reacciones que no fue tan intenso dado el reducido tiempo de reaccién, pero al
haberlo se concluy6 que hubo formacion de nanoparticulas.
Experimento 3: Este experimento a llevarse a cabo con direcciones semejantes al
experimento 1 con atmdésfera inerte no se realizé debido a que mediante los analisis
FT-IR se comprobé que la antocianina era estable pese a estar en contacto con el
oxigeno del ambiente, ademas no se contaba con el equipo apropiado para realizar
este experimento.
Experimento 4: Este experimento como blanco de reaccién se realizé sin la adicién

de CuCl, a la mezcla de reaccion.

Otros grupos de estudio han obtenido nanoparticulas de metales con extracto total de

Prunus domestica L. a temperatura ambiente (25°C) con formacién de nanoparticulas a las

0.16 horas de reaccién, con un pico maximo de formacién de nanoparticulas a las 4 horas

de reaccién®, en contraste, el experimento realizado en el presente trabajo el extracto fue

purificado para obtener la parte antocianica removiendo compuestos que pudieran interferir
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como compuestos fendlicos y &cidos y se buscé la capacidad de las antocianinas para

reducir los iones de cobre y formar nanoparticulas.
9.4. Andlisis espectrofotométrico en el area infrarroja

Por medio de este analisis se comprobdé que la antocianina de interés (Cianidina-3-O-
glucésido) se presento estable a las temperaturas de reaccion, por lo que se determiné que

13,51

se encontraba en su forma glucosilada que es la mas estable™ ", ya que la aglicona reporta
una resistencia baja a temperaturas mayores de 45°C, en la grafica 3 se presentan los
espectros FT-IR donde no se aprecian cambios importantes respecto al extracto inicial con
las sefales alrededor de 3400 cm™ correspondiente a los hidroxilos, entre 2700 y 2900 cm’
*de enlaces C-H, 1731.27 cm™ grupos acilo, 1627.5 cm™, 1444.5 cm™ enlaces C=C, enlaces
C-O entre 1115.5 cm™ y 1014.3 cm™ en la estructura de la antocianina, a pesar de las
temperaturas de reaccion alcanzadas no perdi6 su estructura inicial, las bandas
correspondientes al carbonilo C=0 en 1731 cm-1 disminuyeron en la grafica 3 respecto a
la grafica 2 porque el extracto crudo podria tener la presencia de la forma oxidada debido
al pH de la solucién recién preparada, el cual tiene presencia de carbonilos respecto de
hidroxilos cuando las soluciones ya habian sido tratadas con cobre y sometidas a las

condiciones de reaccion.
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Grafica 2 Primer espectro infrarrojo de extracto de cascara de ciruela roja en etanol sin CuNPs.
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Gréfica 3 Comparativa de los espectros infrarrojos del experimento 1; Sol A sin CuNPs, ECR 45C SD con
CuNPs, ECR 65C SD con CuNPs y ECR RT S/D con CuNPs.
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9.5. Andlisis espectrofotométrico en la regién ultravioleta visible

Se presentaron pocas diferencias entre las nanoparticulas formadas en el experimento 1y
2, aparte de la cantidad formada, en ambos gréficos fue posible detectar la presencia de
nanoparticulas de cobre a una longitud de onda de 535 nm, la regiéon en que segun la

50, 52, 53

bibliografia consultada absorbe la cianidina-3-O-glucésido es entre 510 y 530 nm* *,
asi como mayor era la formacién de nanoparticulas entre mayor la temperatura y tiempo de
reaccion, esta tendencia se repite en todos los estudios consultados donde se usa la

cianidina-3-O-glucdsido como reductor de iones metdlicos.

Linea base
Sol A
CuCl,
——25°C 3h
——45°C 3h
—— 65°C 3h

Absorbancia (Abs)

0 e | RREE [e-Ltatat ||| """ AR 7
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Grafica 4 Andlisis UV-VIS de las tres reacciones de extracto de ciruela roja con CuClz (25°C, 45°Cy 65°C a
3h), solucién de CuClz y solucién de extracto sin CuClz, linea base etanol.
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Linea base
—— CuCl,

Sol A

—25°C 30m
—— 45°C 30m
— 65°C 30m
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Grafica 5 Andlisis UV-VIS de las tres reacciones de extracto de ciruela roja con CuClz (25°C, 45°C y 65°C a 30
min.), solucion de CuClz y solucion de extracto sin CuClz, linea base etanol.

9.6. Andlisis de micrografias tomadas en microscopio electronico de
transmision

Temperatura ambiente 25°C (RT)

A 25°C hubo formacion de particulas de aproximadamente 200 nm esféricas y en forma “de
gota”, estas particulas no cumplen el criterio de nanoparticulas pues exceden de 100

nanémetros.
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9.7. Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Los ensayos de actividad antimicrobiana de los extractos se realizaron por triplicado con
cada una de las cepas bacterianas, por lo que se obtuvieron datos promedio de
resistencia/susceptibilidad de cada uno de los diferentes extractos ensayados.

Para el experimento se utilizé la cepa de Staphylococcus aureus como referencia,
dado que no presenta factores de resistencia, el resto de las cepas fueron aisladas
directamente del ambiente y presentan cierto grado de resistencia a los antibioticos
utilizados como control positivo (Gréfica 6).

Tabla 4 Promedio de los halos de Inhibicion de los diferentes extractos en milimetros (mm)/%IR * Cepa
sensible a meticilina** Cepa bacteriana aislada del ambiente de diferentes zonas de la Ciudad de Puebla. R:

Resistente.
ECR ECR ECR Exp(1)
CEPAS EXtracto seco | gy (1)RT/3h | Exp(1)45°C/3h 65°C/3h
Pseudomonas R 11/52 0/43 10/48
aeruginosa
*Staphylococcus
aureus ATCC 25923 11/61 11/61 9/50 12/67
**Staphylococcus
saprophyticus R 15/79 11/58 12/63
"Staphylococcus R 11/41 12/44 9/33
saprophyticus
"Staphylococcus R 11/46 11/46 13/54
epidermidis
**Staphylococcus R 19/95 19/95 18/90
epidermidis

e El extracto de ciruela diluido en etanol no tuvo actividad ante ninguna de las cepas
salvo Staphylococcus aureus ATCC 25923, esto porque dicha cepa de referencia
no tiene factores de resistencia.

e Las CuNPs a temperatura ambiente tuvieron mejor inhibicién relativa ante
Staphylococcus epidermidis B, Staphylococcus saprophyticus A y Pseudomonas
aeruginosa.

e La solucibn de CuNPs a 45°C tuvo una mayor inhibicién contra la cepa B de
Staphylococcus epidermidis.

e La solucion de CuNPs a 65°C inhibi6 a las cepas A y B de Staphylococcus
epidermidis, la cepa A de Staphylococcus saprophyticus, teniendo un efecto

antimicrobiano moderado en Pseudomonas aeruginosa.
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Gréfica 6 Porcentajes de inhibicion relativa de los extractos evaluados.

El mecanismo de accion de las nanoparticulas de cobre biosintetizadas con extracto de
ciruela roja no es claro y supera los limites de este trabajo, sin embargo, se sospecha que

puede tener un efecto a nivel de pared celular, inhibiendo enzimas y proteinas e impidiendo
la respiracion.
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10.Conclusiones

1.

En el presente trabajo se realizd la extraccion del extracto de cascara de Prunus
domestica para llevar a cabo la biosintesis de nanoparticulas metalicas de cobre y su
posterior caracterizacion por métodos espectrofotométricos y microscopia electrénica
de trasmision.

Se realiz6 la purificacion y acondicionamiento del extracto obtenido de ciruela roja,
obteniendo un extracto seco rico en antocianinas.

Se cuantifico el contenido de antocianinas en el extracto de ciruela roja por medio del
método de pH diferencial, obteniendo 39.92mg/100g de cascara, comprobando que la
parte antocianica fue obtenida exitosamente gracias al proceso de purificacion.

Se midi6 la capacidad antioxidante de los extractos de ciruela roja con y sin
nanoparticulas de cobre encontrando que la capacidad antioxidante disminuye en las
soluciones con nanoparticulas debido a que el metal utiliza el mecanismo antioxidante
de la molécula de antocianina.

Se encontrd que el extracto rico en antocianinas de la cascara de Prunus domestica,
por medio de la cianidina en forma de glucésido con una molécula de glucosa formando
la cianidina-3-O-glucésido es capaz de formar nanoparticulas de cobre debido a su
capacidad para reducir los iones Cu* a Cu’.

Se comprobd la influencia de tiempo y temperatura de reaccion en la formacién de
nanoparticulas, siendo 65°C durante 3 horas las mejores condiciones para la formacion
de nanoparticulas de cobre

Se comprob6é que a pesar del tratamiento térmico al que fueron sometidas las
antocianinas con y sin nanoparticulas permanecieron estables en los analisis
espectroscopicos, debido a su condicion de agliconas que permite a las antocianinas
resistir temperaturas de hasta 65°C.

Se hall6 formacion de nanoparticulas metalicas de cobre de 5nm a 7nm en muestras de
diluciones a 45°C y 65°C, mientras que la solucién tratada a 25°C present6 formacién
de particulas de 250nm, lo cual nho cumple con el criterio para ser consideradas
nanoparticulas.

Se evalud la capacidad antimicrobiana de los extractos con y sin nanoparticulas contra
cepas bacterianas obtenidas del ambiente, los extractos con nanoparticulas reportaron
una mayor capacidad antimicrobiana que el extracto de ciruela sin nanoparticulas

metalicas.

50



11. Perspectivas del trabajo

» Las condiciones de referencia para utilizar las nanoparticulas de extracto de ciruela
roja podran ser 65°C a 3 horas de reaccion.

» La mezcla de reaccion debera aumentar la proporciobn de cobre respecto a
antocianinas presentes.

» En proximas investigaciones, la prueba de capacidad antimicrobiana de las
nanoparticulas de cobre a 65°C por 3 horas debera ser sobre cepas clinicas, que
son las que poseen mayores factores de resistencia a antibiéticos.

» Estudios posteriores tendran una referencia para el uso de cianidina-3-O-glucésido
en la biosintesis de nanoparticulas con otros metales como oro, plata o platino.

» Otras aplicaciones podran ser investigadas, como actividad fotocatalitica, actividad

en la quimioterapia contra cancer y remediacion de suelos.
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