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RESUMEN

La nanotecnologia estudia los materiales a escalas pequefias, tales como las
nanoparticulas metalicas que tienen al menos una de sus dimensiones en la escala de 1 a 100
nm y poseen diversas propiedades. Existen varios métodos de sintesis de nanoparticulas, sin
embargo, algunos generan dafios al ambiente. Su biosintesis es una alternativa ecologica en
la que se aprovecha la presencia de biomoléculas reductoras en los vegetales, las cuales
brindan funcionalidad y estabilidad a las nanoparticulas (NPs). El objetivo de este trabajo fue
sintetizar nanoparticulas metélicas de hierro, cobre y plata, utilizando un extracto
hidroalcohdlico de cahuiche (Vaccinium leucanthum) como agente reductor. El cahuiche es
una baya silvestre con alta concentracion de compuestos bioactivos tales como compuestos
polifendlicos y azlcares simples, los cuales actian en la reduccién de metales.
Posteriormente se llevé a cabo la sintesis de las NPs metélicas siguiendo un disefio central
compuesto completamente aleatorizado independiente para cada uno de los metales
empleados, utilizando como variables independientes el volumen de la solucién metélica y
el volumen del extracto hidroalcohélico de cahuiche (EHAC), y como variable dependiente
el tamafio (didmetro z-promedio). Las NPs obtenidas se caracterizaron por
espectrofotometria UV-Visible, los espectros UV-Visible mostraron picos maximos de
absorbancia de 260, 380 y 450 nm para nanoparticulas de hierro, cobre y plata
respectivamente. El tamafio de particula se determino por dispersiéon dindmica de luz laser
obteniendo tamafios z-promedio de 120nm para NPs de cobre, 240 nm para las NPs de plata
y 280 nm para las NPs de cobre. Ademas, se midio el potencial Z por electroforesis en liquido
y se encontraron valores de -17.4, -25.4 y 30 mV para nanoparticulas de cobre, plata y hierro
en el orden dado. También se obtuvieron los espectros Infrarrojo por Trasformada de Fourier,
los cuales mostraron la presencia de compuestos fendlicos, anillos aromaticos y grupos OH
en cada uno de los tratamientos lo que indico la existencia del EHAC en la superficie de las
NPs. Posteriormente se determino el porcentaje de inhibicion antioxidante para los radicales
ABTS y DPPH de las nanoparticulas sintetizadas por via verde con el EHAC, para lo cual se
prepararon soluciones a una concentracion de 233 pug/mL para los tres metales. Mostrando
valores de 97.54 y 55.06 % para las NPs de hierro, de 83.52 y 16.89 % para las NPs de plata



yde 4.72y 3.53 % para las NPs de cobre contra el radical ABTS. Del mismo modo, se obtuvo
inhibicion del radical DPPH presentando porcentajes de inhibicion de 88.35, 91.02 % para
las NPs de hierro, de 44.49 y 15.98% para las NPs de platay de 5.35y 1.79 % para las NPs
de cobre. De igual manera, se hallé que las nanoparticulas metélicas sintetizadas conferian
actividad antimicrobiana, siendo los mejores tratamientos aquellos que tenian plata en su
estructura con valores de concentracion minima inhibitoria de 0.031 y 0.114 mg/mL para S.
aureus y de 0.002 y 0.31 mg/mL para S. enterica Typhimurium y E. coli. Por otro lado, las
nanoparticulas de cobre mostraron valores de 1y 3.340 mg/mL para S. aureus y de 1y 1.39
mg/mL para S. enterica Typhimurium y E. coli. Por ultimo, las nanoparticulas de hierro
mostraron valores de 1.34, 2.670 y 4 mg/mL para los tres microorganismos. Ademas, las
nanoparticulas poseen la capacidad de destruir a los microorganismos, esto se determiné
mediante la identificacion de la concentracion minima bactericida siendo de igual manera el
mejor tratamiento las nanoparticulas de plata presentando concentraciones de 0.058 y 0.163
mg/mL para S. aureus y de 0.003, 0.004 y 0.058 mg/mL para S. enterica Typhimuriumy E.
coli. Las nanoparticulas de cobre mostraron valores de 1.390, 1.680 y 4 mg/mL para S.
aureus, S. enterica Typhimurium y E. coli y concentraciones de 1.68, 3.34 y 5.34 mg/mL
para los tres microorganismos analizados para las nanoparticulas de hierro. En conclusién,
se lograron sintetizar NPs de hierro, cobre y plata empleando el extracto hidroalcohdlico de
cahuiche como agente reductor. Dichas NPs fueron funcionalizadas por los compuestos
bioactivos presentes en el fruto de cahuiche y extraidos por la solucion hidroalcohodlica de
etanol, estos le confirieron actividad antimicrobiana contra microorganismos como S. aureus,
S. enterica Typhimuriumy E. coli, ademas de actividad antioxidante para los radicales ABTS
y DPPH.

Palabras clave: biosintesis, cahuiche, caracterizacion, nanoparticulas metalicas



ABSTRACT

Nanotechnology studies materials at small scales, such as metal nanoparticles that
have at least one of their dimensions in the scale of 1 to 100 nm and possess various
properties. There are several methods for synthesizing nanoparticles, however, some cause
damage to the environment. Its biosynthesis is an ecological alternative that takes advantage
of the presence of reducing biomolecules in plants, which provide functionality and stability
to nanoparticles (NPs). The objective of this work was to synthesize metallic nanoparticles
of iron, copper and silver, using a hydroalcoholic extract of cahuiche (Vaccinium
leucanthum) as a reducing agent. Cahuiche is a wild berry with a high concentration of
bioactive compounds such as polyphenolic compounds and simple sugars, which act in the
reduction of metals. Subsequently, the synthesis of the metal NPs was carried out following
a completely randomized central composite design independent for each of the metals used,
using as independent variables the volume of the metal solution and the volume of the
hydroalcoholic extract of cahuiche (EHAC), and size (z-average diameter) as the dependent
variable. The NPs obtained were characterized by UV-Visible spectrophotometry, the UV-
Visible spectra showed maximum absorbance peaks of 260, 380 and 450 nm for iron, copper
and silver nanoparticles respectively. The particle size was determined by dynamic laser light
scattering, obtaining z-average sizes of 120 nm for copper NPs, 240 nm for silver NPs and
280 nm for copper NPs. Furthermore, the Z potential was measured by liquid electrophoresis
and values of -17.4, -25.4 and 30 mV were found for copper, silver and iron nanoparticles in
the given order. Fourier Transform Infrared spectra were also obtained, which showed the
presence of phenolic compounds, aromatic rings and OH groups in each of the treatments,
which indicated the existence of EHAC on the surface of the NPs. Subsequently, the
percentage of antioxidant inhibition for ABTS and DPPH radicals of the nanoparticles
synthesized by the green route with the EHAC was determined, for which solutions were
prepared at a concentration of 233 pg/mL for the three metals. Showing values of 97.54 and
55.06% for iron NPs, 83.52 and 16.89% for silver NPs and 4.72 and 3.53% for copper NPs
against the ABTS radical. Similarly, inhibition of the DPPH radical was obtained, presenting
inhibition percentages of 88.35, 91.02% for iron NPs, 44.49 and 15.98% for silver NPs and



5.35 and 1.79% for copper NPs. Likewise, it was found that the synthesized metal
nanoparticles conferred antimicrobial activity, with the best treatments being those that had
silver in their structure with minimum inhibitory concentration values of 0.031 and 0.114
mg/mL for S. aureus and 0.002 and 0.31 mg/mL. mL for S. enterica Typhimurium and E.
coli. On the other hand, copper nanoparticles showed values of 1 and 3,340 mg/mL for S.
aureus and 1 and 1.39 mg/mL for S. enterica Typhimurium and E. coli. Finally, the iron
nanoparticles showed values of 1.34, 2.670 and 4 mg/mL for the three microorganisms. In
addition, nanoparticles have the ability to destroy microorganisms; this was determined by
identifying the minimum bactericidal concentration, with silver nanoparticles also being the
best treatment, presenting concentrations of 0.058 and 0.163 mg/mL for S. aureus and 0.003,
0.004 and 0.058 mg/mL for S. enterica Typhimurium and E. coli. The copper nanoparticles
showed values of 1.390, 1.680 and 4 mg/mL for S. aureus, S. enterica Typhimurium and E.
coli and concentrations of 1.68, 3.34 and 5.34 mg/mL for the three microorganisms analyzed
for the iron nanoparticles. In conclusion, NPs of iron, copper and silver were synthesized
using the hydroalcoholic extract of cahuiche as a reducing agent. These NPs were
functionalized by the bioactive compounds present in the cashew fruit and extracted by the
hydroalcoholic  ethanol solution, these conferred antimicrobial activity against
microorganisms such as S. aureus, S. enterica Typhimurium and E. coli, in addition to
antioxidant activity for the ABTS and DPPH radicals.

Keywords: Biosynthesis, cahuiche, characterization, metal nanoparticles
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1. INTRODUCCION

En los altimos afios la nanotecnologia ha sido de sumo interés en diferentes industrias,
ésta es una ciencia que se basa en el estudio, sintesis y caracterizacion de diversos materiales,
asi como para mejorar algunos procesos o tecnologias, que ayudan a crear y mejorar

productos, técnicas o equipos (Mejias, Cabrera, & Toledo, 2009).

Entre los materiales mas estudiados se encuentran las nanoparticulas metalicas, estas
poseen al menos una de sus dimensiones en un intervalo que oscila entre 1 a 100 nm, y poseen
una gran diversidad de propiedades como: magnetismo, mayor area superficial, actividad
antimicrobiana, antioxidante, entre otras. Sin embargo, en la actualidad la sintesis de
nanoparticulas metélicas por lo general se lleva a cabo mediante procesos quimicos, lo que
representa un riesgo para el medio ambiente, por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar

métodos de sintesis ambientalmente benignos (Mejias, Cabrera, & Toledo, 2009).

La sintesis verde de nanoparticulas mediante el uso de plantas o extractos de estas es
una alternativa amigable con el medio ambiente, esta se lleva a cabo por la presencia de
biomoléculas como carbohidratos, proteinas, aminoacidos, vitaminas, polifenoles,
terpenoides y acidos organicos, las cuales actian como agentes reductores, ademas de brindar

estabilidad y funcionalidad a las nanoparticulas (Garzon, 2018).

El cahuiche (Vaccinium leucanthum) es una baya silvestre que posee una gran
cantidad de compuestos bioactivos como: compuestos fendlicos entre ellos flavonoides,

antocianinas y acido ascorbico, ademas de azUcares reductores (Sanchez-Franco, et al, 2019).

La presente investigacién, tuvo como objetivo utilizar un extracto hidroalcohdlico de
cahuiche (Vaccinium leucanthum) para la sintesis de nanoparticulas de plata, hierro y cobre,
las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron mediante técnicas espectrofotométricas de
UV-Visible e infrarroja, se determing el potencial Z por electroforesis, tamafio por dispersion
de luz laser y se realizd microscopia electronica de transmision, ademas se determind su

capacidad antioxidante y antimicrobiana para proponer su uso en la industria alimentaria.



2. MARCO TEORICO

2.1 Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia es la ciencia que estudia los fendomenos y la manipulacion de los
materiales que se encuentran a nanoescala, ya que a estos tamarios sus propiedades son
distintas a las de su escala convencional (Uribe & Rodriguez-Lo6pez, 2007). Esta se relaciona

fuertemente con la nanotecnologia, la cual estudia la materia a escalas muy pequefias, las

cuales oscilan entre uno y cien nanémetros.

Dentro de la escala nanométrica (Figura 1) se encuentran una gran variedad de

materiales, procesos de fabricacion y tecnologias que se usan para crear y mejorar productos,

técnicas o equipos (Mejias, Cabrera, & Toledo, 2009).
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Figura 1 Escala nanométrica (Anzures & Guerrero, 2016)

El estudio de la nanotecnologia esta siendo de gran interés para la ciencia debido a las

propiedades que pueden ofrecer los materiales a escalas mas pequefias, es importante



mencionar que la nanotecnologia es un area de estudio multidisciplinaria ya que involucra
diferentes diciplinas como quimica, fisica, biotecnologia, entre otras. Por otro lado, la
nanotecnologia esta siendo aplicada en &reas como la agricultura, medicina, tecnologias de

la informacién, comunicacion, energia, medio ambiente y alimentos (Zayago Lau &

Foladori, 2010).
2.1.1 Aplicaciones de la nanotecnologia

A pesar de que el uso de la nanotecnologia es reciente, ya ha sido usa en diferentes
areas como las mencionadas anteriormente, ademas de algunos productos y equipos como

los que se mencionan a continuacién (Roque, 2021):

» La creacion de las peliculas de lentes, pantallas de computadoras y ventanas

para mejorar su capacidad hidrofuga.

» En el desarrollo de herramientas para detectar y tratar el cancer.

» En la fabricacién de vacunas y farmacos que ayuden a combatir enfermedades
en el ganado.

» En la elaboracion de algunos productos para el cuidado personal, tales como
como cosméticos y protectores solares.

» Envases para evitar el deterioro o la contaminacion de los alimentos.

» Enel desarrollo de sensores alimenticios que ayuden a determinar la viabilidad
de los alimentos.

» Elaboracion de alimentos funcionales.

» Lacreacién de nanoparticulas metéalicas.

2.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (Figura 2) son sistemas muy pequefios, las cuales poseen al menos
una de sus dimensiones entre uno a cien nandémetros, esto las hace ser son imperceptibles a
la vista 0 a un microscopio Optico. La palabra “nano” proviene del griego que significa

“enano” (Medina & Reyes, 2015). Existen diversas formas en las que se han divido las



nanoparticulas metalicas, sin embargo, la principal es por el método de obtencion

clasificandose en:

» Naturales: Las que se producen en erupciones volcanicas.
» Incidentales: Producidas por la combustién en motores.

> Producidas o sintéticas: Obtenidas mediante distintos métodos de sintesis.

o i
g g;.';#.@

50 nm

Figura 2 Micrografias de TEM de nanoparticulas de plata
(Saenz, Hernandez, & Martinez, 2011)

2.2.1 Métodos para la sintesis de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas se lleva a cabo mediante dos métodos de fabricacion los
descendentes (top-down) y ascendentes (bottom-up) (Figura 3). Las técnicas descendentes o

de arriba hacia abajo consisten en la degradacion por métodos fisicos como la molienda o el

desgaste de un material macroscopico para la obtencion de particulas de tamafio nanométrico

(Salem & Fouda, 2020).

Por otro lado, en las técnicas ascendentes o de abajo hacia arriba parten de una de una
solucion gque contiene atomos o0 moléculas con capacidad de auto ensamblarse, esto mediante

las interacciones moleculares (hidrofdbicas, hidrofilicas, puentes de hidrégeno y las fuerzas



de Vander Waals) generadas por factores como el pH, la concentracion del soluto o la

aplicacion de un campo eléctrico, lo que permite la formacion de particulas nanomeétricas

(Salem & Fouda, 2020).

Las técnicas ascendentes involucra sintesis quimicas, por ejemplo, el método coloidal,
hidrolisis, sol-gel, el hidrotérmicos, vapor quimico, entre otros, sin embargo cada uno de
ellos genera residuos que al ser desechados pueden llegar a dafiar el medio ambiente, dentro
de estas técnicas también se encuentra la sintesis verde que al contrario de la sintesis quimica
posee la ventaja de realizarse en un solo paso, es decir, al llevar acabo la sintesis también se
realiza una estabilizacion y funcionalizacién de la nanoparticula obtenida, lo que permite que
los residuos obtenidos sean minimos o nulos, reduciendo de esta manera el dafio al ambiente
(Zanella, 2021).
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2.2.2 Sintesis verde

En la actualidad se han realizado diferentes investigaciones con sistemas biol6gicos
como levaduras, bacterias, actinomicetos, hongos, algas y extractos de plantas, para la

produccién de nanoparticulas de metales como plata, oro, zinc, titanio, cobre, alginato y

magnesio (Avalos, Haza, & Morales , 2016).

La sintesis verde con extractos de frutas se lleva a cabo en tres fases (Figura 4). La
fase de activacion consiste en la ruptura de los grupos OH presentes en los compuestos
bioactivos, provocando la liberacion de un electron, el cual interactia con el metal para
reducirlo, posteriormente en la fase de crecimiento los atomos del metal comenzaran a auto
ensamblarse para formar particulas de tamafio nanométrico, y por Gltimo en la fase de
terminacion se obtienen nanoparticulas metalicas funcionalizadas, esto quiere decir, que el

nacleo formado por el metal sintetizado es cubierto por una capa de compuestos bioactivos

(Torres & Bastos, 2021; Santos, et al, 2020). Esta cubierta que se forma es lo que brinda la

actividad bioldgica a la nanoparticula, como la capacidad antioxidante y antimicrobiana.
Al romper el enlace -OH de los compuestos fendlicos se libera un electrén, el cual es utilizado para reducir el metal
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Figura 4 Mecanismo de accion de la sintesis verde por extractos de frutas. Modificado de Santos, et al (2020)



Durante la sintesis verde las nanoparticulas se forman debido a una reaccion de oxido—
reduccion de los iones metélicos presentes en la sal metélica y por biomoléculas como
enzimas, proteinas, azlcares, carbohidratos, compuestos bioactivos, entre otros (Torres &

Bastos, 2021).

La sintesis verde de nanoparticulas mediante el uso de extractos de frutas se debe a
la presencia de azucares reductores y biomoléculas en los frutos usados. Por ejemplo, frutas
como Vaccinium macrocarpon, Rubus glaucu, Cornus L., Citrullus lanatus, Vitis vinifera 'y

Punica granatum poseen antocianinas, &cido ascorbico, compuestos fendlicos, flavonoides y

azucares. En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de nanoparticulas sintetizadas por

extractos de frutas (Kumar & Kanchan, 2020).

Tabla 1 Ejemplos de sintesis de nanoparticulas con extractos de frutas

ORIGEN METAL U
DEL OXIDO REFERENCIA
EXTRACTO SINTETIZADO

NOMBRE NOMBRE
COMUN CIENTIFICO

Fragaria L. (Hemmati, Ahmeda,
F Fruta ent Oxido de cob .
resa ananassa ruta entera X1co de cobre & Salehabadi, 2020)
Psidium L. (Kaur, Thakur, &
Guayaba quajava Fruta entera Oxido de cobre Chaudhary, 2016)
Punica (Ibrahiem, &
PI ’
Granada granatum Jugo ata Dalloul, 2016)
(Vanaja, K
Uva Vitis vinifera Fruta entera Plata Paulkumar, &

Gnanajobitha, 2013)

(Murgueitio, Debut,

o Vaccinium . .
Mortifio floarlict():l:nlclijum Fruta entera Hierro Landivar, &
Cumbal, 2016)
. . (Asmat, Asmat-
Arandan Vaccinium . i .
andano aceinid Fruta entera Hierro Aguirre, Delfin, &
azul corymbosum

Juarez, 2019)




2.2.2.1 Factores que afectan la sintesis verde

Entre los principales factores que afectan la produccion de nanoparticulas por medio

de la sintesis verde se encuentran (Salem & Fouda, 2020):

» Método de produccion: Esta relacionado con la eleccion del agente bioldgico
(microorganismos, plantas, frutos o biomoléculas) para la sintesis.

» Temperatura: Determina el tamafio y la forma de las nanoparticulas.

» pH: Influye principalmente en el tamafio y forma de las nanoparticulas

» Otros factores: EIl tiempo, centrifugacion, técnicas de cromatografia,
electroforesis, método de purificacion, los cuales pueden influir en la cantidad

y calidad de las nanoparticulas.

Cada uno de estos factores determinaran e influiran directamente en el tamafo, forma,
cantidad y calidad de las nanoparticulas sintetizadas. Y estas caracteristicas permiten

determinar el uso o aplicacion que las nanoparticulas tendran en las diferentes industrias.

2.2.2.2 Beneficios de la sintesis verde

Algunos beneficios de la biosintesis de nanoparticulas por medio de frutas son
(Hernandez, 2022):

> Requiere menos tiempo para reducir los iones metalicos
» Permite la seleccion de un agente reductor ecoldgico
» Eleccion de disolventes y reactivos menos toxicos para la estabilizacion.

» Reducir el volumen de residuos dafiinos para el medio ambiente

Diversos compuestos como los alcaloides, aminas, amidas, flavanonas, terpenoides,
proteinas y fendlicos estan presentes en los extractos verdes obtenidos a partir de frutas, y
estos ayudan a la reduccion de iones metalicos, ademas, brindan estabilidad y funcionalidad
a las nanoparticulas. Roy (2015) menciona que los azlcares, vitaminas, peptidos y agua

presentes en los extractos de frutas también intervienen en la produccion de nanoparticulas.



Actualmente las nanoparticulas metalicas son las méas estudiadas, debido a que han

mostrado ser agentes antimicrobianos, capaces de afectar el metabolismo bacteriano, debido

a su tamafo (Torres & Bastos, 2021).

2.2.3 Técnicas de caracterizacion

2.2.3.1 Espectrofotometria UV—Visible

La espectroscopia UV-Visible ocurre principalmente por la capacidad que poseen las
moléculas para absorber la radiacion a diferentes longitudes de onda, las cuales se encuentran
en el espectro ultravioleta (195-400 nm) y el espectro visible (400-780 nm). La absorcion de
esta radiacion depende de factores como la estructura atdbmica, pH, temperatura, forma, entre
otras. Debido a lo anterior es que se usa espectrofotometria UV-Visible determinar y

caracterizar a las nanoparticulas (Almanza, Garcia, Mendoza, Lobato, & Sanchez, 2021).

En esta técnica los electrones de los enlaces presentes en la muestra se excitan
mediante la absorcidn de la radiacion, por lo que se generan picos de absorcién a diferentes
longitudes de ondas los cuales brindan informacion de la capacidad de absorcion de la
muestra (Figura 5). Debido a ello, la espectroscopia UV-Vis se utiliza para la identificacion
de los grupos funcionales, ademas de proporcionar una aproximacion al tamafio y forma de

la misma (Almanza, Garcia, Mendoza, Lobato, & Sanchez, 2021).

Nube electrénica

Figura 5 Esquema representativo de la excitacion de electrones (Aguilar & Zanella,
2017)



2.2.3.2 Espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier es una técnica que se usa
para la identificacion y analisis de la estructura de una muestra ya sea liquida o sélida. Es
considerada una técnica eficiente y muy conocida, la cual se basa principalmente en la
excitacion de las moléculas, generada por un haz de luz infrarroja, lo que produce la vibracion
de las mismas, y estas vibraciones (Figura 6) estan relacionadas principalmente con los
diversos enlaces quimicos y grupos funcionales presentes en la muestra (Barraza-Garza, y
otros, 2013).
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Figura 6 Vibraciones moleculares (Capitaine, Nifiez,
Sosa, & Ramirez, 2020)

En los espectros infrarrojos se pueden identificar la intensidad de la radiacion
infrarroja como el niimero de onda (cm™) en el eje de las X, y en el eje de las Y se encuentra
la intensidad de la radiacion absorbida, también se pueden observar una diversidad de picos
en diferentes posiciones y con alturas y anchuras diferentes debido a las vibraciones
generadas por los distintos enlaces intermoleculares, los cuales permiten identificar la

composicion de las muestras (Barraza-Garza, y otros, 2013).
2.2.3.3 Dispersién de Luz Dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica es una técnica no invasiva que ayuda a estimar el

tamafio y distribucion de las particulas presentes en la suspensién, las cuales pueden



encontrarse en un intervalo de 1 — 100 nm de tamafio. En esta técnica se hace pasar un haz
de luz laser a través de la solucién de nanoparticulas, posteriormente se monitorean los
fotones dispersos en diferentes angulos. Cabe mencionar que es un parametro hidrodindmico,
por lo que solo se aplica a particulas que se encuentran en dispersion o suspendidas en

solucion (Figura 7).

Esta técnica proporciona informacion de todas las particulas presentes, debido a que
la medicion es sensible a los pequefios cambios de tamafio de la muestra, esto quiere decir
que puede realizar la lectura de agregados como si fueran particulas individuales, lo que
ocasiona que el tamafio z-promedio aumente, y debido a ello las lecturas no proporcionan
informacidn exacta respecto al tamafio y forma de las nanoparticulas de manera individual,
por ello es importante confirmar los tamafios obtenidos con técnicas microscopicas (Garcia,
2015).
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Figura 7 Didmetro hidrodindmico medido mediante DLS
(BOTASINI, 2020)

2.2.3.4 Potencial Z por electroforesis en liquido

El potencial zeta es una técnica que permite medir la magnitud de repulsion o
atraccion electrostatica de las particulas, es considerado un pardmetro fundamental el cual
afecta la estabilidad de la muestra en suspension (Figura 8) (Mantilla, Pedraza, & Laverde,
2008).



Su medicidn proporciona informacion de la dispersién, agregacion o floculacion de la
muestra, dicha informacién ayuda a determinar el uso o aplicacion de las nanoparticulas.
Existen algunos factores los cuales afectan el potencial zeta como son la fuerza idnica, la
concentracion de la muestra, la temperatura y pH, siendo este tltimo el de mayor importancia,
debido a que a diferentes valores de pH las nanoparticulas podrian ser méas estables o podrian

precipitar rApidamente (Mantilla, Pedraza, & Laverde, 2008).

Es importante mencionar que aquellas suspensiones con valores superiores a 20 mV
de potencial zeta, ya sea negativo o positivo, las nanoparticulas seran mas estables en
comparacion con aquellas que tienen valores mas cercanos a cero (Mantilla, Pedraza, &
Laverde, 2008).
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Figura 8 Esquema de potencial zeta de una nanoparticula
(Rivera, 2019)

2.2.3.5 Microscopia electrdnica de transmision (TEM)

El microscopio electrénico de transmision permite observar la muestra en cortes
ultrafinos. Esta técnica utiliza un haz de electrones como fuente de luz los cuales son
dirigidos hacia la muestra. Estos electrones atraviesan la muestra lo que produce una
dispersion de los mismos en diferentes trayectorias (Calderon, 2020). La microscopia
electrénica de transmision permite determinar el tamafio, forma de la particula, cristalinidad

en la superficie y la distribucion de las particulas en la superficie.



2.2.4 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas (Ag, Au, Fe) y de 0xidos metalicos (TiO2, ZnO, SiOs,
Ce0») han sido de gran interés en distintas industrias como la farmacéutica, alimentaria,
textil, cosmética, la médica, entre otras ya que han mostrado poseer diversas actividades

bilogicas como la actividad antimicrobiana, antioxidante, fotocatalitica, entre otras

(Gregorio, Rivera, & Caballero, 2013).

El uso de materiales metalicos ha sido de gran importancia en la vida del ser humano,

este comprende desde transporte, arquitectura, en la ciencia de la informacion, en la
tecnologia, electrénica y biomedicina. Esto se debe a que en forma masiva los metales poseen

un alto esfuerzo mecanico, buena maleabilidad y propiedades electromagnéticas, por lo
contrario, al sintetizar los metales a tamafios nanométricos estos se comportan de diferente

forma cambiando asi sus propiedades fisicas y quimicas, esto se debe principalmente al
tamafo, area superficial y efectos cuanticos (Gomez, 2020). Entre las nanoparticulas

metalicas mas estudiadas se encuentran las de cobre, hierro y plata.

2.2.4.1 Nanoparticulas de Hierro (Fe)

El hierro es un elemento quimico, situado en el grupo 8, periodo 4 de la tabla
periddica. Su simbolo es Fe y una masa atomica de 55.85. Es un metal maleable, de color
gris plateado y presenta propiedades magnéticas (al encontrarse en magnetita (FesOa4)),

ademas es duro y denso (Serpa, Velez, & Barajas, 2015).

Es un mineral esencial para el cuerpo, debido a que participa en el crecimiento del ser
humano y el mantenimiento del organismo, es parte de diversas enzimas y complejos
moleculares que participan en procesos metabolicos (Gomez, 2004). Entre las principales

funciones que desemperia son (Torres & Bastos, 2021) :

> El transporte de oxigeno por medio de la hemoglobina

» Sintesis, degradacion y almacenamiento de neurotransmisores



» En la respuesta inmune de las células

> En el tratamiento de la anemia ferropénica causada por un déficit de hierro

En la industria alimentaria el hierro en nanoparticulas ha demostrado poseer una
actividad antimicrobiana, la cual ayuda a los alimentos a mejorar significativamente su vida
de anaquel permitiendo asi mayor tiempo y facilidad de distribucion, otros estudios han

demostrado que posee actividad anticancerigena por que han sido usadas en el tratamiento

de cancer (Ismat, Nosheen, Sadia, Ali, & Jalal, 2019; Serpa, Velez, & Barajas, 2015 ).

2.2.4.2 Nanoparticulas de Cobre (Cu)

El cobre es un elemento quimico cuyo simbolo es Cu, humero atdmico 29 y una masa
atomica de 63.546, este posee un color cobrizo y junto con la plata, el oro y el roentgenio
forma parte familia del cobre, en su tamafio macro se caracteriza por ser uno de los mejores
conductores de electricidad. EI cobre esta presente en la naturaleza, y desde la antigliiedad ha
sido usado en la elaboracion de utensilios y cables de electricidad (Victorava & Feoktistova,
2018).

Sin embargo, este es considerado un micronutriente esencial que se encuentra en
6rganos con elevada actividad metabdlica, como son higado, el cerebro, los rifiones y el
corazon (Salem & Fouda, 2020). Existen varias funciones que desempefia el cobre dentro del
cuerpo algunas de ellas se mencionan a continuacién (Victorava & Feoktistova, 2018):

» Participa en el metabolismo del hierro: La ceruloplasminay la ferroxidasa
I son enzimas que requieren del cobre para transportar el hierro.

» Formacion de tejido conectivo: La lisil-oxidasa es una enzima que favorece

la formacion de tejido conectivo y para su funcionamiento necesita del cobre.
» Favorece la cicatrizacién: Debido a su rol en la formacidn de colageno.

» Antioxidante: Su capacidad antioxidante se da por la interaccion del cobre y

la enzima superéxido dismutasa (SOD), la cual cataliza los radicales

superdxidos (radicales libres) a perdxido de hidrdgeno.



» Formacion de la mielina 'y melanina: La mielina es una capa que protege los

nervios con la ayuda del citocromo C oxidasa una enzima que requiere de

cobre para su funcionamiento. La tirosinasa es una enzima cobre dependiente

la cual interviene en la formacion de la melanina.

Las nanoparticulas de cobre han mostrado eficacia como agente antimicrobiano, por
dicho motivo han sido propuestas como una alternativa del uso de conservadores en los

alimentos. Ademas, han sido sintetizadas para ser usadas como aditivos industriales para la

fabricacion de plasticos, cubiertas metélicas, tintes, entre otros (Tapia, 2020).

2.2.4.3 Nanoparticulas de Plata (Ag)

La plata es un elemento quimico con numero atbmico 47, su simbolo es Ag y tiene
una masa atémica de 107.87, es un metal noble, de transicion, de color gris, este es blando,
ductil y maleable. En la naturaleza se encuentra como parte de distintos minerales

(generalmente en forma de sulfuro) o como plata libre (Vega & Samano, 2013).

Debido a las propiedades fisicas de la plata como son fuerza, brillo, maleabilidad y
ductilidad ha sido usada en joyeria, vajillas y artes plasticas, otra de las aplicaciones de este
elemento es a nivel industrial debido a su conductividad, sensibilidad a la luz y a sus
propiedades antibacterianas. También ha sido empleada en el tratamiento y prevencién del
cancer, en enfermedades antimicrobianas o antivirales, se ha usado en unguentos para tratar
quemaduras, asi como en la adicion de suplementos alimenticios (Rodriguez, Gutiérrez, &
Roman, 2010).

En la industria se han sintetizado nanoparticulas de Ag para su aplicacion en

alimentos, debido a sus actividades antibacterianas, antivirales, y antifangicas (Maldonado,
Nieto, & Cruz, 2019). Estas ayudan a tener una mayor vida de anaquel al evitar el deterioro
de los alimentos debido a la presencia de microorganismos patogenos que dafian a los
alimentos. En la Tabla 2 se enlistan algunas aplicaciones de nanoparticulas de plata (Kumar
& Kanchan, 2020).



Tabla 2 Aplicacion de NPs de Ag obtenidas de extractos de frutas (Kumar & Kanchan, 2020)

NOMBRE

FRUTA CIENTIEICO APLICACION
Actividad antibacteriana contra E. coli, S.
Granada Punica granatum aureus, S. epl.dermldls, P. aerugl.nosa,
Proteus vulgaris, Salmonella typhi, K.
pneumoniae
Actividad antioxidante; Efecto citotoxico
. contra HepG2 (linea celular de céancer de
Pifa Ananas comosus

higado); Actividad antidiabética; Actividad
antibacteriana contra Bacillus cereus

Actividad antibacteriana contra E. coli, S.
Ojo de dragon Dimocarpus longan  aureus, P. aeruginosa, B. subtilis; Actividad
antifungica contra Candida albicans

Actividad antibacteriana contra E. coli, K.

Platano Musa paradisiaca  pneumoniae, S. aureus, B. subtilis
Actividad antioxidante

Guayaba Psidium cattleianum  Actividad antimicrobiana contra S. aureus

Actividad antibacteriana contra Klebsiella

Uva Vitis vinifera . . .
planticol y Bacillus subtilis

2.2.5 Aplicacion de las nanoparticulas

Debido a las propiedades de las nanoparticulas metéalicas, éstas se han aplicado en
multiples areas del conocimiento como la medicina, biologia, electronica, entre otras. La

Tabla 3 muestran algunas aplicaciones de las nanoparticulas (Torres & Bastos, 2021).



Tabla 3 Aplicaciones de diferentes tipos de nanoparticulas (NP)

APLICACION

TIPO DE NANOPARTICULA

POTENCIA/ENERGIA

Células Solares sensibilizadas por Colorante

TiO2 es el mas empleado. ZnO y Au

Almacenamiento de Hidrogeno

Nanoparticulas Hibridas Metélicas

SALUD/MEDICINA
Protectores Solares

ZnOy TiO2

Apdsitos para heridas antibacterianos

Ag

Fungicidas

Nanoparticulas Cu.O

INGENIERIA
Recubrimientos resistentes a la abrasion

Nanoparticulas de Aliminay Y-Zr.03

Pigmentos

Pb, Zn, Mgy Ag.

Mejora estructural y fisica de Polimeros

Nanoarcillas, Nano-6xidos y Nano-
hidroxidos de Metales.

MEDIO AMBIENTE
Tratamientos de agua (Foto-Catalisis)

Ceramicas Oxidos Metalicos, TiO

ELECTRONICA

Nanoescala particulas magnéticas para la alta

densidad de almacenamiento de datos

Fe en combinacién con otros metales (o

no metales), CoPt o FePt

Circuitos electronicos

Plata, Cobre y Nanoparticulas de Al

Aunque la aplicacion de las nanoparticulas ha tenido una diversa utilidad en distintas

areas como se ha mencionado, cabe destacar que también se ha empleado en la industria y

tecnologia de los alimentos (Berekaa, 2015).



El uso de las nanoparticulas en la industria alimentaria ha contribuido a mejorar la
produccion, la conservacion y la calidad nutricional de los alimentos desde el procesamiento,

el envasado, asi como en la distribucion contribuyendo a que los alimentos Ileguen a lugares

lejanos y conservando sus propiedades (Medina & Reyes, 2015). En la Figura 9 se muestran

algunas de las aplicaciones de nanoparticulas en el sector alimentario (Gomez, 2020).

El uso de las nanoparticulas en la industria alimentaria esta tomando un auge cada vez
mas importante, con el desarrollo de alimentos con menos grasa, azlcar y sales, no solo en
el procesamiento, sino en operaciones posteriores, ademas de que podria contribuir a
disminuir o prevenir enfermedades degenerativas con el consumo de los mismos (Gomez,
2020).
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Figura 9 Principales aplicaciones de las nanoparticulas en la industria alimentaria

2.3 Caracteristicas botanicas de Vaccinium

Las Ericaceae son una familia de plantas que se caracterizan por ser arbustos

(terrestres o epifitos), subarbustos o arboles pequefios (Luteyn, 2005; Smith, 2004). Estas



comprenden cerca de 1500 especies, las cuales se adaptan a terrenos pobres y acidos por

medio de simbiosis, y abundan en zonas templadas y frias (Abril-Ramirez, 2010).

Morfoldgicamente estdn compuestas por hojas ericoides o lauroides, simples, alternas,

enteras y rara vez subopuestas; estas pueden ser coridceas Yy persistentes, ademas de
membranosas y caducas (Smith, 2004; Wilbur & Luteyn, 1978). De igual manera, presentan

inflorescencias axilares, sus flores son bisexuales, actinomorfas o en algunos casos

zigomorfas y unisexuales; los granos de polen son tetrados; estilo hueco, el ovario es superior

o inferior, y pueden llegar a presentar de 4 a 5 carpelos. El fruto de esta familia puede

presentarse en cdpsula, baya o drupa (Luteyn, 2005; Wilbur & Luteyn, 1978).

Algunos géneros que conforman a las ericaceas son Cavendishia, Psammisia,
Thibaudia, Gaylussacia, Vaccinium, Macleania, Disterigma, Gaultheria y Ceratostema
(Smith, 2004). En la Figura 10 se muestran algunas plantas pertenecientes a la familia de las

Ericaceae.
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Figura 10 Plantas de la familia de las Ericaceae



Entre las especies mas importantes de Vaccinium destacan V. corymbosum, V. asgei
Reade y V. angustifolium las cuales se producen principalmente en Canada, Europa, Australia
y Estados Unidos. En México se cuenta con especies como V. confertum y V. consaguineum
las cuales se producen principalmente en Hidalgo, Puebla y Veracruz ademas de Vaccinium

leucanthum la cual crece principalmente en el estado de Hidalgo (Sanchez, et al., 2019).

2.3.1 Cahuiche (Vaccinium leucanthum)

El cahuiche (Vaccinium leucanthum) es un fruto comestible que crece en el Estado de
Hidalgo, principalmente en los municipios de Omitlan de Jurez y Huasca de Ocampo, es un
arbol silvestre perteneciente a la familia de las Ericaceae, el cual crece en bosques mesofilos
de la montafia, su fruto (Figura 11) es una baya carnosay jugosa, siendo considerado un fruto

climatérico lo que permite ser cosechado previo a su maduracion, mostrando un color rojo

oscuro al alcanzar esta etapa (Sanchez, et al., 2019).

Figura 11 Fruto de cahuiche (Vaccinium leucanthum)

El arbol de cahuiche presenta hojas coriaceas, simples y alternas, ademas de flores
blancas las cuales nacen en racimos; su floracion se da durante los meses de abril y mayo,
mientras que la recoleccion del fruto en los meses de agosto y septiembre. Cabe resaltar que
las caracteristicas fisicoquimicas de Vaccinium leucanthum depender principalmente de las

condiciones climaticas, la disminucién de las precipitaciones, condiciones del suelo,



temperatura y altitud, asi como la nutricion del arbol, el tipo de cosecha y tratamientos

postcosecha (Sanchez, et al., 2019).
2.3.2 Composicion de Vaccinium leucanthum

Nutricionalmente el cahuiche presenta un alto contenido de carbohidratos, fibra,
azucares reductores, ademas de poseer micronutrimentos como hierro, cobre, zinc y

manganeso, también cuenta con macroelementos como el sodio, fosforo, potasio, calcio y

magnesio, en la Tabla 4 se puede apreciar la composicion nutricional del cahuiche.

Tabla 4 Contenido nutricional de Vaccinium leucanthum por cada 100 g de peso fresco

COMPUESTO CONTENIDO
Contenido energético (kcal) 78.70
Proteina (g) 1.07
Carbohidratos (g) 24.57
Fibra dietética total (g) 8.35
Fibra dietética soluble (g) 1.25
Fibra dietética insoluble g) 7.10
Azlcares reductores (mg) 226.06
Hierro (mg) 11.42
Cobre (mg) 1.30
Sodio (g) 0.77
Vitamina C (mg) 102.30

Ademas, cuenta con compuestos bioactivos como &cido ascorbico, fenoles,
flavonoides y antocianinas los cuales le confieren una gran capacidad antioxidante. En la
Tabla 5 se muestra el contenido de los compuestos bioactivos presentes en Vaccinium

leucanthum (Séanchez, et al., 2019).



Tabla 5 Compuestos bioactivos de Vaccinium leucanthum

COMPUESTO BIOACTIVO CONTENIDO
Acido ascorbico (AA) (mg AA/100 g) 102.3
Compuestos fenolicos (mg EAG/100g) 1090.3
Flavonoides (mg EQ/100 g) 112.0
Antocianinas (mg cianidina-3gluc6sido/100g) 267.1

2.3.3 Produccidn, uso y aprovechamiento de Vaccinium leucanthum

Actualmente no se conoce la produccion de cahuiche debido a que este crece de forma
silvestre o de traspatio. Este fruto es consumido principalmente a nivel regional en productos
como mermeladas, licores, jaleas y dulces, también es consumido en platillos como atoles,
mole, agua, galletas, postres y otros platillos tipicos de la region (Sanchez, et al., 2019). En
la Figura 12 se muestran algunos platillos o productos alimenticios en los cuales se usa el

cahuiche.

Como puede observarse su consumo es a nivel local en platillos y algunas conservas,
esto es porque es un fruto poco estudiado, por lo que es necesario la difusion de las

propiedades del cahuiche para su aprovechamiento a nivel industrial.
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Figura 12 Usos del cahuiche A) mermelada, B) panques y C) mole



2.4 Compuestos bioactivos

Se conoce como metabolismo al conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en
el organismo, este se divide en metabolismo primario y secundario. Durante el metabolismo
primario la mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la energia son degradadas o
transformadas a moléculas comunes, por ejemplo, aminoacidos, nucleotidos, azlcares y
lipidos a los que se les ha denominado como metabolitos primarios y son necesarios para el
funcionamiento de las células y de los organismos (Garcia & Carril, 2009).

Las plantas ademas de contar con metabolismo primario como todos los seres vivos,
poseen también un metabolismo secundario el cual les permite producir y acumular
compuestos con importantes propiedades bioldgicas para la supervivencia de la planta, estas
actividades van actuar de diversas maneras, por ejemplo, como repelentes o atrayentes de
animales, otros proporcionan color a flores y frutos, lo que permite atraer insectos
polinizadores o animales que utilizan los frutos como fuente de alimento, permitiendo asi la
dispersion de semillas; otros compuestos tienen funciones protectoras proporcionando a la
planta sabores amargos, lo que ocasiona que no puedan ser consumidas 0 sean venenosas, a

estas moléculas se les ha denominado como metabolitos secundarios o compuestos

bioactivos (Almaraz, Reyes, Alvarado, Jimenez, & Corral, 2006).

Los metabolitos secundarios no son de gran importancia para el funcionamiento de
las plantas; sin embargo, son sintetizados por estas en pequefias cantidades; su produccion
depende del género, la familia e incluso la especie de la planta, asi como de las condiciones

de estrés a las cuales crecen, es decir, a altas o bajas temperaturas, a la exposicion a

depredadores, escases de agua, entre otras.

Los compuestos bioactivos se han aplicado en productos como colorantes,

medicamentos, herbicidas, insecticida, perfumes, entre otros, debido a sus propiedades
bioldgicas. Estos han sido clasificados en tres grandes grupos: terpenos, compuestos
azufrados y compuestos fenolicos como cumarinas, flavonoides, lignina, taninos, entre otros

(Garcia & Carril, 2009).



2.4.1 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos, fenoles o polifenoles vegetales, son sustancias que
presentan un anillo aroméatico con uno o méas grupos hidroxilo, ademas de un grupo fendlico.
Los polifenoles son uno de los grupos méas abundantes en las plantas, estos son sintetizados
principalmente de la fenilalanina y algunos de la tirosina, obteniendo compuestos con
diferentes estructuras y una diversidad de actividades bioldgicas (Tapas, Sakarkar, & Kakde,
2008). Los compuestos fenodlicos se pueden clasificar en diferentes grupos entre los que
destacan flavonoides, acidos fenolicos, polifenoles, lignanos, estilbenos entre otros (Garcia

& Carril, 2009) (Figura 14).
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Figura 13 Clasificacion de compuestos fenélicos tomada de Barba (2018)

2.4.1.1 Flavonoides

Los flavonoides (Figura 14) son un conjunto de compuestos presentes en una gran

variedad de frutas y hortalizas. Estos poseen dos anillos aromaticos, unidos a tres &tomos de



carbono que suelen formar un heterociclo oxigenado, entre los flavonoides mas comunes en
los alimentos se encuentra la quercetina y la kaempferol (Sanchez, et al., 2019). Dentro de
las principales clases de flavonoides se puede encontrar los flavonoles, isoflavonas, flavonas,

chalconas, antocianinas, entre otros.

Figura 14 Estructura quimica de algunos flavonoides. a) Quercetina; b) Kaempferol; ¢)
Miricetina. Tomada de Magne, et al (2015)

2.4.1.2 Antocianinas

Las antocianinas (Figura 15) son un subgrupo perteneciente a los flavonoides, estas

se encuentran en diversas hortalizas y frutos, como uvas, zarzamoras, manzanas, fresas,
frambuesas, moras, arandanos, entre otras. Las antocianinas son las responsables de brindar
distintos colores a las plantas, los cuales pueden ser rojo, anaranjado, azul y morado.

Generalmente se encuentran en la cascara o piel, como en las peras y las manzanas, también

pueden estar presentes en la parte carnosa del fruto como en las fresas, bayas y ciruelas

(Badui, 2020).

Quimicamente, las antocianinas son cationes de flavilio unidos a una fraccion de

azUcar, entre los aztcares que forman parte de la molécula se encuentran la glucosa, ramnosa,
galactosa, xilosa y arabinosa. Dependiendo de los valores de pH, las antocianinas muestran

colores que van desde el rojo (en condiciones muy acidas) hasta el azul pdrpura (en
condiciones de pH intermedio) y amarillo verdoso (condiciones alcalinas) (Badui, 2020;

Garcia & Carril, 2009).



Figura 15 Estructura general de las antocianinas
R1y Rz pueden ser H o azlcares R pueden ser OH
0 H. Tomada de (Shimamoto & Rossi, 2016)

2.4.2 AzUcares reductores

Se le denomina azlcares reductores (Figura 16) a aquellos carbohidratos que poseen
su grupo OH del carbono anomérico libre para interactuar con otras moléculas. Los

principales azlcares reductores son los monosacaridos (fructuosa, galactosa, glucosa), sin

embargo, también existen algunos disacaridos (lactosa, maltosa, celobiosa) que son

considerados azUcares reductores (Badui, 2020).

Los monosacaridos son los carbohidratos mas sencillos, y por lo cual no pueden ser

hidrolizados a formas més simples, estos son solubles en agua e insolubles en etanol, algunos

CH,0H

0. OH
0 CHOH 0 e
OH HO HO OH)—0_ 0
HO OH CHOH I OH
OH
OH OH ¢

a b

Figura 16 Estructura quimica de algunos azucares reductores (Badui,
2020). a) Glucosa; b) Fructuosa; ¢) Lactosa.



de ellos suelen ser dulces mientras que otros amargos (Badui, 2020). Ademas, pueden
presentan reactividad quimica ante alcalis, &cidos, altas temperaturas y oxidantes; lo que

ocasiona isomerizacion, deshidratacién, oxidacién, enolizacién, reduccion, entre otros

(Badui, 2020).

2.4.3 Actividades bioldgicas de los compuestos bioactivos

Los metabolitos secundarios desempefian funciones muy diversas y fundamentales

para las plantas. Ademés de poseer diferentes actividades bioldgicas como antidiabética,

antifangica, antiviral, antioxidante, antimicrobiana, entre otras.

2.4.3.1 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las plantas esta estrechamente relacionada con la
presencia de compuestos bioactivos como por ejemplo los compuestos fendlicos, esto se debe
a la capacidad que tienen dichos compuestos de atrapar, o inhibir la produccion de radicales
libres evitando su formacion o propagacion retrasando asi la oxidacion lipidica (Figura 17)

del alimento (Wong, 2009; Datta, 2003).

0,
Xe XH Lo*
w SN L0 Syl v
LOO-
LOOH LH (AH)
Iniciacion Propagacion Terminacion

Figura 17 Etapas de la oxidacion lipidica (Datta, 2003)

Los flavonoides actian principalmente como tampones, y capturan radicales libres

para generar el radical flavinico, el cual es menos reactivo, ya que los electrones



desapareados estan mas deslocalizados en este radical. De igual manera los flavonoles y

flavanonas pueden quelar iones metalicos de transicion como el hierro o el cobre, evitando

la formacion de las especies reactivas de oxigeno producidas (Quifiones, Miguel, &

Aleixandre, 2012).

Se ha reportado que algunas variedades de papa (Solanum tuberosum) contienen

luteina, zeaxantina, vitamina C, acidos fendlicos y a y B-carotenos, los cuales impiden la
peroxidacion de los lipidos (Brown, 2005). Otro ejemplo es el tomate (S. lycopersium) el
cual también presenta compuestos fenodlicos, carotenos y licopeno lo que le otorga una

capacidad antioxidante al fruto (Choi, Kim, & Lee, 2011).

2.4.3.1.1 Método ABTSe+ (acido 2,2'azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico)

Con este método podemos determinar la capacidad antioxidante de los compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica, este radical es soluble tanto en medios orgénicos como

acuosos, sin embargo, requiere una preparacién previa la cual puede ser quimica (persulfato

potasio), enzimatica (peroxidasa) o electroquimica.

Esta técnica se hasa en la transferencia de electrones la cual se da entre el radical
ABTSe+ y el antioxidante presente en la muestra. ES un método espectrofotométrico que se

da cuando el radical ABTSe+ (forma inestable) de color verde azulado acepta un electron

del antioxidante cambiando su color a un azul palido o incoloro, formando asi ABTS (forma

estable). Es importante mencionar que el radical ABTS tiene una absorbancia longitudes de

onda de 414, 654, 754 y 815 nm (Munteanu & Apetrei, 2021).

2.4.3.1.2 Método DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

El fundamento del método DPPH se basa en la captacién de los radicales libres
presentes en la muestra, este radical posee un electron desapareado el cual brinda un color

azul-violeta a la solucion esta va a decolorarse a un color amarillo palido debido a la reaccion



generada entre el radical y el antioxidante presente en la misma. Es importante mencionar

que el radical DPPH tiene la capacidad de disolverse en medios organicos para su preparacion
la cual es de forma directa a diferencia del radical ABTS, de igual manera cabe resaltar que

el DPPH sélo identifica la capacidad antioxidante de los compuestos hidrofobicos a una

longitud de onda de 517 nm (Munteanu & Apetrei, 2021).

2.4.3.2 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos se basa principalmente en

su capacidad de inhibir el crecimiento, reproduccion, respiracion, y cualquier otra funcion
vital de los microorganismos. Esto mediante la oxidacion de enzimas especificas causando
una desnaturalizacion enzimatica, alterando las funciones vitales de dichos microrganismos

(Martinez & Gonzalez, 2002).

Se ha reportado otro mecanismo de accién el cual consiste en que los compuestos
fenolicos presentes en los frutos se unen a las cadenas de ADN interrumpiendo la

reproduccion o la sintesis de proteinas y elementos vitales para los microorganismos (Aliero

& Afolayan, 2006).

De igual manera se ha planteado que algunos polifenoles tienen la capacidad de
romper las membranas celulares de algunos microorganismos, esto se da debido a que alteran

la hidrofobicidad y la carga superficial de las células, causando una la fisura y posteriormente

la muerte celular (Maddox & Laur, 2010; Tomas, 2003).

Los &cidos fendlicos poseen una actividad antimicrobiana mas efectiva en especies

gram positivas debido a que poseen propiedades prooxidantes (Cueva, Moreno, & Martin,
2010). Durante la actividad antibacteriana, influye el tipo y la posicion de los sustituyentes
del anillo bencénico y la longitud de la cadena lateral de los acidos fendlicos (Gill & Holley,

2006). En la Tabla 6 se muestran algunos ejemplos de compuestos bioactivos los cuales

poseen actividad antimicrobiana.



Tabla 6 Compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana recuperada de (Soriano, 2020)

COMPUESTO CMI
ACTIVO MICROORGANISMO (Mg/g) REFERENCIA
HIDROXICINAMICOS
Escherichia 0.23 .
(Sanchez &  Schieber,
Cafeico Lactobacillus plantarum ~ 1.52 2011)
Bacillus subtilis 0.30
L (Miyague, Macedo, &
N Listeria monocytogenes 0.97 Holley, 2015)
Ferdlico H hi
Lactobacillus hammesii 0.89 (Sanchez & Schieber,
2011)
s L (Miyague, Macedo, &
Sinaptico Listeria monocytogenes 1.12 Holley, 2015)
HIDROXIBENZOICOS
_ : (Sanchez &  Schieber,
Escherichia coli 0.07 2011)
Benzoico Listeria monocytogenes ~ 2.56 (Deos & Douglas, 1994)
Lactobacillus plantarum 1.45 (Sanchez &  Schieber,
Listeria monocytogenes 1.70 2011)
Galico .
Lactobacillus hammesii 4.56 (Sanchez & Schieber,
2011)
OTROS ACIDOS
Escherichia coli 0.025 (Sanchez & Schieber,
_ 2011)
Tanico Mi Maced 2
. iyague, acedo,
Listeria monocytogenes 0.025 Holley, 2015)
Fenilacético Escherichia coli 0.50 (Cueva, Moreno, &

Martin, 2010)

CMI = Concentracion Minima Inhibitoria



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad los métodos convencionales para la sintesis de nanoparticulas

metalicas utilizan agentes quimicos que tienen un efecto negativo en el medio ambiente,
debido a los residuos generados. La presente investigacion tiene como finalidad la sintesis
verde de nanoparticulas metalicas de hierro, plata y cobre, utilizando un extracto

hidroalcohdlico de cahuiche (Vaccinium leucanthum).

El cahuiche es un fruto endémico del Estado de Hidalgo poco aprovechado, este posee
caracteristicas quimicas importantes debido a la presencia de compuestos fendlicos como
flavonoides y antocianinas, las cuales le brindan una capacidad antioxidante, ademas de
azucares reductores, los cuales pueden aprovecharse para la sintesis verde de nanoparticulas
metalicas. Estas particulas podrian adquirir propiedades antioxidantes y antimicrobianas, las

cuales han sido demostradas en los extractos de cahuiche y en nanoparticulas metalicas por

separado.

Hasta el momento no se ha reportado la funcionabilidad bioldgica de nanoparticulas
metalicas sintetizadas utilizando extractos del género Vaccinium, Gnicamente se ha reportado
su sintesis y caracterizacion. Por lo tanto, en este trabajo se generara conocimiento respecto
a la funcionalidad de las nanoparticulas metalicas sintetizadas utilizando extractos de
cahuiche, con lo que se incentivaria el consumo de este fruto, dandole un valor agregado y

diversificando las especies de frutos rojos comunmente consumidas en Mexico.



4. JUSTIFICACION

La sintesis verde de nanoparticulas mediante extractos de frutos es una alternativa

amigable con el medio ambiente disminuyendo el uso de productos quimicos, ademas de
disminuir los costos elevados para llevar a cabo la sintesis por dichos métodos. El cahuiche

posee grandes beneficios para la salud debido a su composicién, al presentar compuestos

fenolicos entre ellos los flavonoides y antocianinas brindandole propiedades antioxidantes al
fruto. La formacion y aplicacién de nanoparticulas permite mejorar el valor nutricional de
los productos y mejorar su absorcion en el cuerpo. Estudios han reportado que metales como
el hierro poseen propiedades magnéticas las cuales se han aplicado en la biomedicina para el
tratamiento de cancer. Por otro lado, se ha demostrado que el cobre y la plata poseen
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Por lo anterior se pretende sintetizar
nanoparticulas de hierro, plata y cobre que posean 0 mantengan estas propiedades para su

aplicacion en la industria alimentaria.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de hierro, plata y cobre utilizando un extracto

hidroalcoholico de cahuiche como agente reductor, para proponer su uso en alimentos

funcionales.

5.2 Objetivos especificos

> Establecer las condiciones més adecuadas de sintesis verde, utilizando un
extracto hidroalcoholico de cahuiche como agente reductor, para la obtencion
de nanoparticulas de hierro, plata y cobre.

> Caracterizar las nanoparticulas obtenidas mediante espectrometria infrarroja,
microscopia electrénica de transmision, dispersion de luz dindmica y potencial
Z, para conocer sus propiedades fisicoquimicas.

» Caracterizar la funcionabilidad de las nanoparticulas mediante

determinaciones de capacidad antioxidante y antimicrobiana para proponer su

aplicacion en alimentos.



6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion del extracto hidroalcohdlico de cahuiche

Se utiliz6 fruto de cahuiche (Vaccinium leucanthum), este fue recolectado del
municipio de Omitlan de Juérez, Hidalgo ubicado a una altitud de 2.417 msnm, latitud 20°
10’ 11°’ norte, longitud 98° 38’ 52°” oeste. El fruto fue sometido a ultracongelacién para su

conservacion.

Para la elaboracion del extracto hidroalcohdélico de cahuiche se sigui6 la metodologia
descrita por Sanchez-Franco et al. (2019), la cual consistio en triturar 5 g de muestra en un
mortero de porcelana y se dejé en maceracion con etanol al 60% (relacion 1:25, p:v) durante
24 horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo el extracto se filtro
con papel Whatman No. 1y se concentr6 en un rotavapor (Bichi R-3000, Flawil, Suiza) a
una presioén reducida de 111 mbar y una temperatura de 35 °C. Posteriormente se almaceno

a4 °C, para su posterior caracterizacion y uso.

6.2 Caracterizacion del extracto hidroalcoholico de cahuiche

Una vez obtenido el extracto hidroalcoholico de cahuiche, éste se caracterizo
mediante la concentracion de fenoles totales, flavonoides y antocianinas, de igual forma se

midié su actividad antioxidante y actividad antimicrobiana, mediante las metodologias que

se describen a continuacion.

6.2.1 Determinacién de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales (FT) se llevo a cabo por el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Mathur & Vijayvergia (2017) y Sanchez-Franco et al. (2019) , el cual

consistio en la elaboracion de una curva estandar de acido galico para determinar de la

concentracion de compuestos fenolicos, para ello se prepard una solucion de acido galico



(300 mg/L) vy, a partir de esta solucion se prepararon las siguientes concentraciones: 0, 50,
100, 150, 200, 250 y 300 mg/L.

Posteriormente en un matraz volumétrico de 10 mL se mezclaron 5 mL de la muestra
con 1.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu previamente diluido 1:10 (v/v), se agitd y dejo
reposar por 5 min. Transcurrido el tiempo se agregaron 1.5 mL de carbonato de sodio al 7%

y se aforé a 10 mL con agua destilada.

A continuacion, se agitd y se dejo reposar por 90 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. Por altimo, se realizd la lectura de cada solucién a 750 nm usando un
espectrofotometro (Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis). Los resultados obtenidos se
reportaron como miligramos equivalentes de acido galico por cada 100 g de peso fresco
(mgEAG/100g de peso fresco).

6.2.2 Determinacién de flavonoides

Para la determinacién de flavonoides se empled el método de tricloruro de aluminio
descrito por Mathur & Vijayvergia (2017) y Sanchez-Franco et al. (2019). Para ello se realiz6
una curva de calibracion usando quercetina como estandar. Para ello se comenzé por preparar
una solucion de quercetina (100 mg/L), y a partir de esta solucion se realizaron diluciones de
0-50 mg/L.

Después en un matraz volumétrico de 10 mL se mezclaron 1 mL de muestra con 4 mL
de agua destilada para obtener un volumen de 5 mL, posteriormente se le agregaron 0.3 mL
de nitrato de sodio al 5%, y se dejo reposar durante 5 min, trascurrido el tiempo se agregaron
0.3 mL de tricloruro de aluminio al 10%, después de 6 min se adicionaron 2 mL de hidréxido

de sodio 1 My se aforé a 10 mL con agua destilada.

Finalmente, cada una de las soluciones se leyeron a 5100 nm en un espectrofotdmetro
(Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis). Los resultados obtenidos se reportaron como
miligramos equivalentes de quercetina por cada 100 g de peso fresco (mgEQ/100 g de peso

fresco).



6.2.3 Determinacién de antocianinas

La cantidad de antocianinas se estim6 por el método diferencial de pH descrito por
Maltabar (2020), el cual consistio en preparar dos soluciones buffer, una con cloruro de
potasio pH 1.0 (0.025 M) y otra con acetato de sodio pH 4.5 (0.4 M).

Posteriormente se agregaron 0.5 mL de muestra en tubos de 10 mL con 4.5 mL del
buffer con pH 1.0 y 4.5 mL del buffer con pH 4.5 en tubos separados, con la muestra
previamente adicionada. Una vez agregados los reactivos se agitaron y se dejaron en reposo
por 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Para realizar la lectura se tomaron 3 mL
de cada solucion y se midid la absorbancia a 510 nm y 700 nm en un espectrofotometro
(Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis). Para la determinacion de antocianinas se
aplicd la siguiente formula:

mg

o A x MW = DF * 10,000
Antocianinas totales (T) =

exTc

Donde:

A = Absorbancia de la resta entre los valores (510 — 710 nm)
correspondientes a cloruro de potasio menos la absorbancia de la resta

de los valores (510 -710 nm) de acetato de sodio

MW = Peso molecular de cianidina-3-glucdésido (449.2 g/mol)

DF = Factor de dilucion (1:100)

¢ = Coeficiente de absortividad molar (26,900 L/cm/mg)

Tc = Tamario de la celda de la microplaca (0.52 cm)

Los resultados se reportaron como miligramos de cianidina-3-glucésido por 100 g de

peso fresco (mg cianidin-3-glucdsido/100 g PF).



6.2.4 Actividad antioxidante del extracto de hidroalcohdlico de cahuiche

Para la determinacion de la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de
cahuiche se llevaron a cabo los métodos de ABTS+ y DPPH los cuales se describen a

continuacion.

6.2.4.1 Determinacion de actividad antioxidante por ABTS +

La determinacion de actividad antioxidante por el método de ABTS se realizd de
acuerdo a Re etal. (1999) con algunas modificaciones. Para la determinacién se prepar6 una

solucién de ABTS** 7 mM con persulfato de potasio 2.45 mM, se dejo reposar durante 24 h
en oscuridad y a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se diluy6 con etanol absoluto

hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02. Se realiz6 una curva estandar de Trolox, para
ello se prepard una solucion de etanol absoluto con Trolox 10 mM. A partir de esta solucion
se realizaron diluciones con etanol absoluto para obtener diferentes concentraciones: 0.5, 1,

15,2, 2.5y 3 mM.

La preparacion de los estandares y la muestra de estudio se realiz6 vertiendo 0.07 mL
de la muestra y 2.93 mL de la solucién ABTS*®* con una absorbancia de 0.7 + 0.02, se agit6
en un vortex y se dejé en reposo durante 30 min, luego se midi6 la absorbancia de la solucion
a una longitud de onda de 734 nm (Espectrofotdémetro JENWAY 6715 UV/Vis). Se utiliz6
etanol absoluto como blanco. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes

de Trolox por 100 g de peso fresco (umol ET /100 g PF).

6.2.4.2 Determinacion de la actividad antirradicalaria por el método DPPH

Para la determinacion de actividad antirradicalaria por el método DPPH se siguio la
metodologia descrita por Brand-Williams (1995) con algunas modificaciones. Primeramente,

se prepar0 el radical DPPH® 0.2 mM con metanol al 80%, se dejo reposar durante 24 h en



oscuridad y a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo, se diluyé con metanol al 80%

hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02.

Posteriormente se realiz6 una curva estandar de Trolox, para ello se preparé una

solucion de Trolox 8 mM con metanol al 80%, a partir de esta solucion se realizaron

diluciones con metanol al 80% para obtener diferentes concentraciones de 0.05, 0.2, 0.4, 0.6,

0.8y 1 mM.

Las lecturas de los estandares y de la muestra de estudio se realizaron vertiendo 0.3
mL de la muestra'y 2.7 mL de la solucion DPPH*® con una absorbancia de 0.7 + 0.02, los
tubos se agitaron en un vartex y se dejé en reposo durante 60 min, luego se realizo la lectura
a 517 nm (Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis.). Para este método se utilizé metanol
al 80% como blanco. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox

por 100 g de peso fresco (umol ET / 100 g PF).

6.2.5 Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de cahuiche

La determinacién de la actividad antimicrobiana se llevé a cabo mediante la

determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima

Bactericida (CMB).

6.2.5.1 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida

La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion

Minima Bactericida (CMB) se utilizd el método de micro-dilucion en placa descrito por
Gonzélez et al. (2020). Se utilizaron 3 microorganismos obtenidos de American Type

Culture Collection (ATCC), un Gram positivo (Staphylococcus aureus ATCC 29740) y dos

Gram negativos (Salmonella enterica Typhimurium y Escherichia coli ATCC 8783), de igual
manera se utilizaron concentraciones de 200, 100, 50, 25, y 12.5 mg/mL del extracto

hidroalcohodlico de cahuiche.



El procedimiento se realizd por triplicado en microplacas de 96 pocillos, donde se
colocaron 50 pL de caldo nutritivo cerebro corazén, 140 pul de cada concentracion del

extracto previamente preparado con la solucién de fosfatos (PBS) y 10 pL de la suspension

bacteriana previamente ajustada a 0.5 McFarland.

Una vez que se realizo la inoculacién, la microplaca se incubd a 35.5 °C durante 24

h, para el control positivo se us6 Amikacina a 10 pg/mL y el control negativo fue el extracto

hidroalcoholico de cahuiche solo, ademés de una soluciéon de caldo nutritivo con las

bacterias.

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) se utilizé un método de sembrado en placa Petri, para ello se

tomaron 10 pL. de cada pozo y se colocaron en una placa Petri, posteriormente se incub6 a
35.5 °C por 72 h, con la ayuda de un microscopio optico se observé el crecimiento bacteriano

cada 24 h por tres dias.

6.3 Sintesis verde de nanoparticulas

Para determinar las condiciones dptimas de sintesis de las nanoparticulas se llevo a
cabo un disefio experimental central compuesto completamente aleatorio, este permitio

determinar el nimero de tratamientos y los parametros a analizar de manera independiente

en cada uno de los metales.

La biosintesis de las nanoparticulas de hierro, cobre y plata se llevo a cabo usando el

extracto hidroalcohdlico de cahuiche, por el proceso que se describe a continuacion.

6.3.1 Nanoparticulas de hierro

El cloruro de hierro (FeCls) se compro a Reactivos Quimica Meyer. Para llevar a cabo

la sintesis verde de las nanoparticulas de hierro, se mezclaron 9.5, 10.5y 11.5 mL de cloruro



de hierro (1 M) con 2.5, 1.5 y 0.5 mL de extracto hidroalcohdlico de cahuiche

respectivamente, cada una de las mezclas se agito y calenté a 30 °C por 10 min en bafio

Maria, posteriormente con un potenciometro (Hanna HI 2211 pH/ORP Meter) se ajusto el
pH de cada una de las muestras a 4, 2.75 y 1.5 con hidroxido de sodio (NaOH) al 10%,

después las soluciones se centrifugaron a 12 000 rpm durante 30 min en una centrifuga

Hermle Z 36 HK, por ultimo, los pellets se secaron a 38 °C por 24 h en un horno de secado

(ARSA modelo AR2900). Cabe sefialar que la biosintesis se llevo a cabo por triplicado.

6.3.2 Nanoparticulas de cobre

El nitrato de cobre (Cu (NOz)2) se comproé a Reactivos Quimica Meyer. Para la sintesis
verde de las nanoparticulas de cobre se mezclaron 10, 6 y 2 mL de nitrato de cobre (1 M) con
2, 6 y 10 mL respectivamente del extracto hidroalcohdlico de cahuiche, cada una de las
soluciones se agitd y calent6 a 30 °C por 10 min en bafio maria, posteriormente con un
potenciometro (Hanna HI 2211 pH/ORP Meter) se ajusto el pH de cada una de las muestras
a7,5.5y 4 con hidréxido de sodio (NaOH) al 10%, y después se centrifugaron a 12 000 rpm
durante 30 min en una centrifuga Hermle Z 36 HK, por Gltimo se secaron en un horno de

secado (ARSA modelo AR2900) a 38 °C por 24 h. Cada tratamiento se realizo por triplicado.

6.3.3 Nanoparticulas de plata

El nitrato de plata (AgNOs3). Se comenzd por mezclar 10, 6 y 2 mL de una solucion
de nitrato de plata (1 M) con 2, 6 y 10 mL del extracto hidroalcohdlico de cahuiche, cada una
de las mezclas se agit6 y calentd a 30 °C por 10 min en un bafio Maria, transcurrido el tiempo
se ajusto el valor de pH con hidréxido de sodio (NaOH) al 10%, esto con la ayuda de un
potenciometro (Hanna HI 2211 pH/ORP Meter) a cada una de las muestras obteniendo
valores de 4, 5.5y 7, después se centrifugaron a 12 000 rpm durante 30min en una centrifuga

Hermle Z 36 HK y por ultimo, se secaron a 38 °C por 24 h en un horno de secado (ARSA

modelo AR2900). Este proceso se realizo por triplicado.



6.4 Caracterizacion de nanoparticulas de hierro, cobre y plata

Una vez obtenidas las nanoparticulas de hierro, cobre y plata se realizd la

caracterizacion de cada una mediante los siguientes métodos
6.4.1 Espectroscopia UV- Visible

Para determinar la formacién de nanoparticulas de hierro, cobre y plata se realizé una
suspension de cada una de ellas. Posteriormente se tomo6 una alicuota de 2 ml de cada

suspension y se realiz6 un barrido de longitud de onda con un espectrofotdmetro
(Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis) en un rango de 250 hasta 900 nm para abarcar

el espectro ultravioleta y visible, con una resolucion de un nanémetro.

6.4.2 Espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR)

El anélisis de FTIR se realizé con un espectrofotometro infrarrojo Frontier (Perkin
Elmer, Waltham. MA, E. U.) con accesorio ATR. Las muestras se pusieron en contacto con
el cristal de diamante aplicando una presién de carga y se escanearon en el intervalo de 400-
4000 cm™ con una resolucion de 1 cm™. Para cada muestra, el espectro representaba un

promedio de cuatro escaneos con una resolucion de 4 cm™. Ademas, los espectros fueron

corregidos en la linea base. Para obtener contribuciones espectrales individuales, todos los

espectros se deconvolucionaron usando técnicas descritas por Cameron y Moffatt (1984). En

este caso, la forma de linea superpuesta era Lorentzian con un ancho medio de 15 cm™.
6.4.3 Determinacion de tamafio por dispersion de luz dindmica (DLYS)

El anélisis de tamafio se llevo a cabo por el método de dispersion de luz dindmica
(DLS), el cual consistié en preparar una suspension de 300 ppm de cada una de las
nanoparticulas sintetizadas, despues se tomaron 3 ml de cada suspension y se colocaron en
una celda de cuarzo para llevar a cabo su lectura en un Zetasizer (Malvern, Zetasizer nano-

sz, Reino Unido).



6.4.4 Potencial Zeta por electroforesis

La medicion de potencial Z se realiz6 por el método de electroforesis en un equipo

Malvern Zetasizer nano-sz (Malvern, Zetasizer nano-sz, Reino Unido). Las medidas se
realizarén a diferentes valores de pH en el intervalo de 2-10. EI control de pH se realizo

mediante un autotitulador Malvern modelo MPT-3 con soluciones de HCI y NaOH 0.1 M.

6.4.5 Capacidad antioxidante de las nanoparticulas

La determinacion de la capacidad antioxidante de las nanoparticulas metélicas

sintetizadas se llevd a cabo mediante el método ABTS y DPPH los cuales se describen a

continuacion.

6.4.5.1 Determinacion de actividad antioxidante por ABTS +

La determinacion de actividad antioxidante por el método de ABTS se realizé de
acuerdo a Re et al. (1999) con algunas modificaciones, para la determinacion se prepar6 una
solucion de ABTS*" al 7 mM con persulfato de potasio al 2.45 mM, se dej6 durante 24 h en
oscuridad y a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se diluy6 con etanol absoluto

hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02.

Para determinar de la actividad antioxidante se evaluaron diferentes concentraciones
de nanoparticulas de 233,175, 117 y 58 pug/mL. La preparacion de las muestras se realizo
vertiendo 0.07 mL de la suspension de nanoparticulas y 2.93 mL de la solucion ABTS** con
una absorbancia de 0.7 + 0.02, se agité en un vortex y se dejo en reposo durante 30 min,
luego se midié la absorbancia de la solucion a una longitud de onda de 734 nm

(Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis.). Se utilizé etanol absoluto como blanco.

Para la determinacion del porcentaje de inhibicién antioxidante se aplico la siguiente

formula;



Amuestra — Ablanco
)+ 100

9% de inhibicion antioxidante = 1 — ( 1R

Donde:
Amuestra = Absorbancia de la muestra con el radical
Ablanco = Absorbancia de la muestra con etanol

AR = Absorbancia de referencia (radical con el solvente de la muestra)
Los resultados se expresaron como % de inhibicidn antioxidante.

6.4.5.2 Determinacion de la actividad antirradicalaria por el método DPPH

Para la determinacion de actividad antirradicalaria se realizé el método DPPH descrito
por Brad-Williams (1995) con algunas modificaciones. Se prepard el radical DPPH*® al 0.2
mM con metanol al 80%, se dejo reposar durante 24 h en oscuridad y a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo, se diluyé con metanol al 80% hasta obtener una absorbancia de 0.7 +
0.02. Para determinar de la actividad antioxidante se evaluaron diferentes concentraciones

de nanoparticulas de 233,175, 117 y 58 pg/mL

Para la preparacion de las muestras se mezclaron 0.07 mL de la muestray 2.93 mL
de la solucién DPPH®* con una absorbancia de 0.7 + 0.02, los tubos se agitaron en un vortex
y se dej6 en reposo durante 60 min, transcurrido el tiempo se realizo la lectura de cada
muestra a 517 nm (Espectrofotometro JENWAY 6715 UV/Vis.). Se utilizo metanol al 80%
como blanco. Para el calculo del porcentaje de inhibicion antioxidante se aplico la siguiente

formula:

Amuestra — Ablanco
> * 100

% de inhibicion antioxidante = 1 — ( m



Donde:

Amuestra = Absorbancia de la muestra con el radical

Ablanco = Absorbancia de la muestra con etanol

AR = Absorbancia de referencia (radical con el solvente de la muestra)

Los resultados se expresaron como % de inhibicion antioxidante.

6.4.6 Actividad antimicrobiana

Para la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas se determiné la concentracion
minima inhibitoria y concentracion minima bactericida. Cabe sefialar que cada prueba se
realiz6 por triplicado para cada uno de los tratamientos, asi como para uno de los

microorganismos utilizados.

6.4.6.1 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida

Para la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB) se utiliz6 el método de micro-dilucion en placa descrito por
Gonzalez et al. (2020). Se utilizaron 3 microorganismos obtenidos de American Type

Culture Collection (ATCC), un Gram positivo (Staphylococcus aureus ATCC 29740) y dos

Gram negativo (Salmonella entérica Typhi y Escherichia coli ATCC 8783), de igual manera
se utilizaron concentraciones de 8 mg/mL a 0.5 pg/mL de las suspensiones de nanoparticulas

metalicas.

El procedimiento se realizd por triplicado en microplacas de 96 pocillos, donde se
colocaron 50 pL de caldo nutritivo cerebro corazén, 140 pL de cada concentracion de las

nanoparticulas en suspensién, previamente preparado con una solucion de fosfatos (PBS) y

10 uL de la suspension bacteriana previamente ajustada a 0.5 McFarland. Una vez que se



realizé la inoculacion, la microplaca se incubd a 35.5 °C durante 24 h, para el control positivo
se usé Amikacina a 10 pg/mL y el control negativo fue el extracto hidroalcohdlico de

cahuiche solo y caldo nutritivo con las bacterias.

Para la determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB) se utiliz6 un método de sembrado en placa Petri, para ello se

tomaron 10 uL de cada pozo y se colocaron en la placa Petri, posteriormente se incub6 a 35.5
°C por 72 h, observando visualmente y con el microscopio 6ptico el crecimiento bacteriano

cada 24 h.

6.5 Disefio experimental

Se llevo a cabo un disefio central compuesto, sin bloques completamente al azar con

2 factores y tres niveles teniendo como variable de respuesta el tamarfio de las nanoparticulas.

En la Tabla 7 se muestran los factores y niveles a utilizar.

Tabla 7 Factores y niveles para determinar la sintesis de nanoparticulas

METAL FACTORES
NIVEL

SINTETIZADO Volumen EHAC (mL) pH
-1 15 1.0
HIERRO 0 2.0 15
+1 25 2.0
-1 2.0 4.0
COBRE 0 6.0 55
+1 10.0 7.0
-1 1.0 4.0
PLATA 0 35 55

+1 6.0 7.0




Cabe sefialar que se us6 como factores el pH y el volumen del extracto hidroalcohdlico

de cahuiche los cuales se muestran en la Tabla 7, posteriormente la solucion se llevd a un

volumen final de 12 mL con las soluciones de las sales metalicas.

6.6 Analisis estadistico

El andlisis de datos se realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) con
significancia de P<0.05 con prueba de comparacién de Tukey. Los datos se analizaron en el
programa SPSS Statistics 25.0 (IBM, 2017, EUA) y las graficas se realizaron con el programa
SigmaPlot 14.0 (SYSTAT Software, 2017, Germania).



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion del extracto hidroalcohodlico de cahuiche

7.1.1 Compuestos bioactivos

La concentracion de compuestos fendlicos del extracto hidroalcoholico de Vaccinium
leucanthum present6 un valor de 632.1 mg EAG/100 g de peso fresco, Narvaez & Carrion,

(2022) cuantificaron la cantidad de compuestos fendlicos en Vaccinium corymbosum vy
determinaron que la concentracion de compuestos fendlicos se encontraba en un intervalo de
275 — 645 mg EAG/100 g de peso fresco; por lo tanto, el valor obtenido coincide con el

intervalo reportado por dichos autores.

Para la concentracion de antocianinas se encontré un valor de 309.6 mg de cianidina-
3-gluco6sido/100 g de peso fresco, Sdnchez-Franco, et al, (2019) reportaron un valor de 267.1
mg de cianidina-3-gluc6sido/100 g de peso fresco para el extracto de cahuiche, mientras que
Narvéez & Carrion, (2022) reportaron un contenido de antocianinas totales de 28.55 — 43.75

mg de cianidina-3-gluc6sido/100 g de peso fresco para el ardndano azul; por lo cual,

podemos observar que el contenido de antocianinas presentes en el fruto de cahuiche es

mayor en comparacion con lo reportado por ambos autores.

Es importante mencionar que la concentracion de los compuestos fendlicos puede
variar debido diferentes factores tales como la acidez del suelo, pH, manejo postcosecha y

almacenamiento, ubicacion, tiempo de cosecha, asi como los nutrientes de la plantay el clima

(Anticona, Frigola, & Esteve, 2016).

7.1.2 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante por el método ABTS para el extracto hidroalcohdlico de

cahuiche present6 un valor de 1093.6 umol ET/100g de peso fresco el cual coincide con lo



reportado por Sanchez-Franco, et al, (2019) quienes determinaron un valor de 1035.5+48.8
pmol ET/100 g de peso fresco, esto permite corroborar la actividad antioxidante del extracto
para el radical ABTS.

Con respecto al método DPPH se encontré un valor de 1200.4 umol ET/100g de peso
fresco, Sanchez-Franco, et al, (2019) reportaron un valor de 1293.6 pumol ET/100g de peso
fresco; el cual coincide con el valor obtenido, lo que indica que el fruto de cahuiche posee

actividad antioxidante.

Cabe mencionar que la actividad antioxidante esta determinada por la concentracion
de compuestos bioactivos del fruto, tales como los compuestos fendlicos, antocianinas,
flavonoides, los cuales le proporcionan actividades antioxidantes de gran interés para la
industria (Antezana, et al., 2018).

7.1.3 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de cahuiche se determind
por la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB),
lo que indico que el extracto hidroalcohdlico de cahuiche posee la capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano a ciertas concentraciones, mostrando de igual manera diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05) las cuales pueden observarse en la Tabla 8.

Tabla 8 Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroalcohélico
de cahuiche (Vaccinium leucanthum)

Extracto hidroalcoholico de cahuiche (mg/mL)

Bacteria
CMI CMB
Staphylococcus aureus 50° 100°
Salmonella enterica Typhimurium 25% 502
Escherichia coli 50P 100°

CMI (Concentracion minima inhibitoria), CMB (Concentracion minima bactericida). Los resultados se
expresan como promedio (n=3).). Letras mindsculas distintas en cada columna representan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05)



Con respecto a la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de
cahuiche se encontraron valores de 25 mg/mL para Salmonella enterica Typhimurium y de
50 mg/mL para Staphylococcus aureus y Escherichia coli mostrando diferencias
significativas entre la primera bacteria y las dos ultimas. Gonzélez (2022) report6 un valor
de 3.12 mg/mL para Staphylococcus aureus y Escherichia coli y de 12.5, mg/mL para

Salmonella enterica Typhimurium.

En cuanto a la concentracion minima bactericida se encontraron valores de 50 mg/mL
para Salmonella enterica Typhimurium y de 100 mg/mL para Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Misma autora reporta valores de actividad bactericida de 6.25 y 12.5
mg/mL respectivamente, siendo en ambos casos, es decir, para la actividad inhibitoria y
bactericida concentraciones inferiores a las reportadas en esta investigacion, esto se debe a
la composicidn fisicoquimica del fruto de cahuiche la cual puede variar por factores como la
temperatura, el tiempo de cosecha, el tratamiento postcosecha, acides del suelo y cuidados

de la planta.

Rivas-Morales, Oranday-Céardenas y Verde-Star (2016), mencionan que la actividad
antimicrobiana de los extractos de frutas puede variar por la presencia y concentracion de los
compuestos bioactivos entre ellos los compuestos fendlicos como antocianinas, flavonoides,

acido ascorbico entre otros.

7.2 Caracterizacion de nanoparticulas metélicas

Una vez sintetizadas las nanoparticulas metélicas se midio el tamarfio de las mismas,
el disefio experimental mostré que el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas se vio
influenciado principalmente por el pH de la solucion para los tres metales sintetizados,
posteriormente se seleccionaron los dos tratamientos con menor tamafio de particula de cada

metal sintetizado.

En la Tabla 9 se muestran los seis tratamientos finales a caracterizar estos fueron
recodificados, en donde las primeras tres letras corresponden a la palabra nanoparticulas

(NPs), seguidas del metal sintetizado hierro (Fe), cobre (Cu) y plata (Ag), y en superindice



separados por una coma las condiciones de sintesis, en primer lugar, el volumen del extracto

sequido del pH final de la solucion.

Tabla 9 Nanoparticulas metalicas seleccionadas y sus condiciones de sintesis

VOLUMEN (mL)

pH DE LA )
METAL TRATAMIENTO ; CODIGO
EHAC Sal SOLUCION
5 0.5 11.5 1.5 NPsFeos 15
Hierro
12 1.5 10.5 0.98 NPsFe1 5 0.08
13 2 10 7 NPsCuz, 7
Cobre
8 6 6 3.38 NPsCus, 3.38
7 6 6 3.38 NPsAQgs, 3.3
Plata
10 0.34 11.66 5.5 NPsAQo.34, 5.5

EHAC = Extracto Hidroalcoholico de Cahuiche

7.2.1 Determinacién de tamafio por dispersion de luz laser (DLS)

El tamafio obtenido de las nanoparticulas de hierro sintetizadas por via verde se
encontrd entre 21.4 — 220.2 nm, con un didmetro promedio de 116.6 nm para el tratamiento
NPsFe1s 098 Y para el tratamiento NPsFeqs, 1.5 Se encontré en un intervalo de 36.7 — 204.9
nm, y un promedio de 173.8 nm, siendo el primer tratamiento el de menor tamafio. Ismat, et
al., (2019) reportaron tamarios entre 25 — 55 nm en nanoparticulas de hierro sintetizadas con
semillas de Punica granatum, estos valores coinciden con los reportados en esta

investigacion; sin embargo, aln son mayores.

Por otro lado, las nanoparticulas de cobre mostraron tamafios de 122.4 a 458.7 nm, y

un diametro promedio de 225.2 nm para NPsCuy, 7, para el tratamiento NPsCus, 3.3s Se obtuvo



un intervalo de 90 a 510 nm con un diametro promedio de 284.1 nm. Kumar et al., (2015)
reportaron valores de 43.3 — 53.5 nm para nanoparticulas de cobre sintetizadas con Rubus

glaucus Benth los cuales son inferiores a los obtenidos en esta investigacion.

En cuanto al diametro obtenido de las nanoparticulas de plata sintetizadas por via
verde este se encontro entre 29.8 — 342.6 nm, y un diametro promedio de 194.7 nm para el
tratamiento NPsAgo 34, 55. Para el tratamiento NPSAQs, 338 S encontraron tamafios mas
grandes los cuales fueron de 105 — 640 nm, con un didmetro promedio de 296.3 nm. Otro
estudio reportd tamafios de 35.1 — 40.5 para nanoparticulas de plata sintetizadas con Allium

sativum (Pilaquinga et al., 2019).

La diferencia de tamafios entre nanoparticulas puede deberse a las condiciones de
sintesis (volumen de la sal, volumen de extracto, tiempo de sintesis, pH), el tipo de fruta

utilizada, el método de extraccion de compuestos asi como el metal sintetizado, a la

formacion de agregados y a la técnica utilizada para determinar el tamafio.

7.2.2 Observacion visual y espectroscopia UV-Vis

La formacidn de las nanoparticulas metalicas sintetizadas por sintesis verde se pudo
observar debido al cambio de color de la soluciéon (Figura 18). Kumar et al., (2015)
mencionan que este comportamiento es comun en la biosintesis de nanoparticulas dada por
extractos de frutas. Zia et al., (2016) comentan que el cambio de apariencia puede deberse a
la excitacion de las moléculas y a la concentracion de los iones metélicos que forman a las

nanoparticulas lo que provocara un cambio de color en la solucion.

La espectrofotometria UV—Visible mostré diferentes plasmones de resonancia
superficial (SPR) para los tres metales, la Figura 19A muestra los SPR de las nanoparticulas
de hierro las cuales mostraron dos picos de absorbancia a 180 y 200 nm para ambos
tratamientos, Ismat et al., 2019 reportaron un intervalo de longitud de onda a 280 — 410 nm

para nanoparticulas de hierro sintetizadas con semillas de Punica granatum.
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Figura 18 Ejemplo del cambio de coloracion en la sintesis de nanoparticulas A) NPs
de hierro, B) NPs de cobre y C) NPs de plata.

Por otro lado, en la Figura 19B se pueden observar picos de 360 — 363 nm para las
nanoparticulas de cobre, ambos picos son similares, Kumar et al., 2014 encontraron picos de
absorbancia de 200 — 320 nm para nanoparticulas de cobre sintetizadas con Rubus glaucus.
De igual manera en la Figura 19C se muestra los SRP de las nanoparticulas de plata donde

se pueden observar picos a 400 y 415 nm, Zia et al., 2016 encontraron picos a 400 — 420 nm

en nanoparticulas biosintetizadas con jugo de Vitis vinifera y Solanum lycopersicum.

Las nanoparticulas de hierro y cobre sintetizadas con el extracto hidroalcohélico de
cahuiche mostraron picos de absorbancia menores a los reportados por Ismat et al., (2019) y
Kumar et al., (2014), mientras que las nanoparticulas de plata se encuentran dentro de lo

reportado por Zia et al., (2016).

Ismat et al., (2019), Zia et al., (2016) y Kumar et al., (2014) mencionan que los
plasmones de resonancia superficial dependen principalmente de las propiedades de la
particula como son el tamafio, forma y concentracion de la muestra, asi como del metal
sintetizado y el agente de recubrimiento, por lo tanto, al usar otro fruto como material de
reduccion la absorbancia de las nanoparticulas varié en comparacion a lo ya reportado, sin

embargo, la presencia de dichos picos se puede atribuir a la presencia de nanoparticulas de

cada metal.
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Figura 19 Espectros UV-Visible. A) NPs de Hierro, B) NPs de cobre y C) NPs de plata

7.2.3 Espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR)

La Figura 20 muestra los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de

las nanoparticulas de hierro, cobre y plata producidas usando el extracto hidroalcohélico de

cahuiche. Se pueden observar bandas para cada uno de los tratamientos exceptuando al

tratamiento NPsAQo 34, 55 dentro de un intervalo de 3600 a 3100 cm™ (correspondiente a la

presencia de compuestos fenolicos debido a un alargamiento en el grupo O — H) y entre 1600

— 1500 cm™ (correspondiente a enlaces C — C por la presencia de anillos aromaticos).

De igual manera se encontraron picos entre 1400 — 1200 cm™ (correspondientes a

estiramientos de dobles enlaces de C = C) para el tratamiento NPsFe1 s, 098 y para ambos




tratamientos de las nanoparticulas de cobre y plata sintetizadas. Ademas, se encontraron

picos en los intervalos de 1200 — 1050 cm™ (corresponden a alargamiento de enlaces C — O
por la presencia de alcoholes) y de 875 — 675 cm™ (corresponden a la flexion de enlaces C —

H por presencia de anillos arométicos) en cada una de las nanoparticulas sintetizadas por via

verde (Boyd & Morrison, 1998).

Por ultimo, se encontraron picos de absorbancia en intervalos de 3100 — 2800 cm
(corresponde a estiramientos C — H de anillos aromaticos) y de 1830 — 1650 cm™
(correspondiente a vibraciones por dobles enlaces de C = O) solo en las nanoparticulas de

plata (Zia, et al, 2016) y (Cruz, 2014) se puede observar que los tratamientos con mayor

cantidad de extracto mostraron bandas mas fuertes.

Por ultimo, puede observarse que los espectros de las nanoparticulas de hierro, cobre
y plata sintetizadas con mayor volumen de extracto mostraron bandas més fuertes, esto es

porque la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) identifica los grupos
funcionales (hidroxilo, carbonilo, carboxilo, alcoholes, etc.) presentes en las muestras los

cuales se deben a la existencia de compuestos bioactivos provenientes del extracto.

7.2.4 Potencial Z

Para la determinacion de potencial zeta se uso electroforesis en liquido en muestras

de nanoparticulas suspendidas en agua al pH natural de la suspension (6.45) (Figura 21). Las
nanoparticulas de hierro mostraron valores de 31.1 y 28 mV para los tratamientos NPsFe1 s,

0.98y NPsFeq s, 1 5 respectivamente.

Para las nanoparticulas de cobre se obtuvieron valores de -26.1 mV para el tratamiento
NPsCuy, 7y de -9.44 mV para el tratamiento NPsCus, 338, por ultimo, las nanoparticulas de
plata mostraron valores de -21.2 y -26.3 mV para NPsAQo.34,55 Y NPSAQs, 3.38 en el orden

mencionado.



100 100
98 1 % |
< 96 1 =
S $ g0
Q
S 944 8 g
= c
2 0| g 707
£ =
g 0
g 907 g 60
= g 2 = o8
88 | 3 8 g 0 | 28 g :
86 -
T T T T T T 40 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
A Wavelength (cm'l) B Wavelength (cm™)
100 120
© 0
g 8
g £
g 8
= =
20 4 1596
50 T T T T V1345 T T T T T '1320
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1
C Wavelength (cm™) D Wavelength (cm™)
100 100
98 -
S 96 S
g kY
Q 4 A S 2
g ? & g
g 92 1 g
C C
3 S
£ o g
88 - g
86 : : : : LR : : : , —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
E Wavelength (cm™) F Wavelength (cm™)

Figura 20 Espectros FTIR de nanoparticulas obtenidas por sintesis verde utilizando un extracto
hidroalcohodlico de cahuiche. A) NPsFegs, 15, B) NPsFe1s, 0.98, C) NPSCuy, 7, D) NPSCus, 3.38, E) NPSAQo.3s,
55y F) NPsAQs, 3.3s.




El potencial zeta estd relacionado con las cargas producidas por las fuerzas de
repulsion electrostaticas entre las particulas, si el valor absoluto del potencial es mayor a 20
mV las particulas permanecen dispersas y en suspension, por otro lado, si es valor absoluto

es inferior se presenta aglomeracion y precipitacion de las particulas por la presencia de las
cargas electrostaticas. Por lo tanto, las nanoparticulas de hierro presentaron mejor estabilidad

en suspension para ambos tratamientos, seguidos de los dos tratamientos de plata y del

tratamiento NPsCu,, 7 de las nanoparticulas de cobre los cuales también fueron estables en

suspension, por otro lado, el tratamiento NPsCus, 333 presentd una mayor precipitacion

debido a la aglomeracion de las nanoparticulas.

A B C D E F

b

Figura 21 Suspensiones de nanoparticulas A) NPsFe g5 15, B) NPsFe1 s, 0.9s, C)
NPSCUZJ, D) NPSCUe, 3.38, E) NPSAg(s, 338Y F) NPSAgo,34, 55

7.2.5 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La Figura 22 muestra las micrografias de las nanoparticuals sintetizadas, se puede
observar que las nanoparticulas de cobre mostraron del tratamiento NPsCus, 7 la presencia de
aglomerados, sin embargo también se pudieron observar particulas individuales de forma

rectangular con tamafios entre 20 — 105 nm, por otro lado las nanoparticulas del tratamiento
NPsCus, 338 Se encontraron mayormente dispersas, con tamafios de 6 — 7 nm y forma esférica
aunque al igual que el tratamiento anterior hubo presencia de aglomerados. Para las

nanoparticulas de plata se puede observar que estas estan mayormente dispersas y con forma



esférica para ambos tratamientos, con diametros que van de los 25 — 55 nm y de 14 — 50 nm

para NPSAQs, 338y NPSAQo 34, 55 respetivamente.

Por Gltimo, se puede observar las micrografias de las nanoparticulas de hierro

mostraron tamafios de 10 — 20 nm, asi como formas cristalinas hexagonales compactas y la

presencia de aglomerados para ambos tratamientos.

Autores como Kumar et al., (2014), Ledezma et al., (2014) y Torres et al., (2020)
reportaron tamarios de 28 — 60 nm de nanoparticulas de cobre sintetizadas con jugo de cafia,
de 7 — 75 nm para nanoparticulas de plata biosintetizadas con nopal y de 15 - 36 nm para
nanoparticulas de hierro obtenida por sintesis verde con flor de té, en el orden dado. Mismos

autores mencionan que el tamafio dependera principalmente, de la cantidad de compuestos

bioactivos que recubren la nanoparticula, asi como de la forma y condiciones de sintesis

utilizadas para la reduccion del metal.

NPsAge,3.38 NPsFeqs,15 Q§ ” 1
= % ﬂM

Figura 22 Micrografias de las nanoparticulas metéalicas sintetizadas



7.2.6 Actividades biologicas

7.2.6.1 Capacidad antioxidante

Se midio la capacidad antioxidante de las nanoparticulas de cobre, hierro y plata
obtenidas. En la Figura 23 muestra el porcentaje de inhibicion antioxidante para cada uno de
los tratamientos a una concentracion de 233 pg/mL, se encontraron diferencias significativas
con una p < 0.05, cada uno de los tratamientos presentd inhibicion del radical ABTS
presentando valores de 97.54, 83.52, 55.06, 16.89, 4.72 y 3.53 % para NPsFe1 5, 0.98, NPSAQs,

3.38, NPSFe o5, 1.5, NPSA(Jo.34, 55, NPsCus, 3.38 Y NPsCuy, 7 en el orden sefialado.
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Figura 23 Porcentaje de inhibicidn de las nanoparticulas sintetizadas con extracto hidroalcohélico de
cahuiche Los resultados se expresan como promedio (n = 3). ¢ Letras minGsculas diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos para ABTS. AB¢ Letras mayusculas
distintas representan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos para DPPH.

Mientras que para la inhibicion del radical DPPH se encontraron diferencias
significativas con una p < 0.05 entre cada tratamiento, para DPPH se hallaron valores de
88.35, 91.02, 44.49, 15.98, 5.35 y 1.79 % para NPsFe1s, 098, NPsFe o5 1.5, NPSAQs, 3.3s,
NPsAQo.3s, 55, NPsCus, 3338 Y NPsCuy, 7 respectivamente. Cabe resaltar que los mejores



tratamientos para inhibicion antioxidante para DPPH y ABTS fueron las nanoparticulas de
hierro, esto podria deberse a que las nanoparticulas de hierro generalmente son porosas lo
que permite que absorban con mayor facilidad los radicales.

El porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de cahuiche fue de 96.81%
para ABTS y de 87.39 % para DPPH estos valores son mayores a los obtenidos de las
nanoparticulas, ya que la actividad antioxidante estd relacionada con la presencia de
compuestos bioactivos en la superficie de la nanoparticula y no con el metal sintetizado, sin
embargo, las nanoparticulas de hierro mostraron porcentajes de inhibicion similares a los del
extracto esto puede deberse a que las nanoparticulas de hierro suelen ser rugosas lo que les
permite una mayor absorcion de los radicales mostrando una mayor inhibicion antioxidante

en comparacion con otros metales.

7.2.6.2 Actividad antimicrobiana

Los resultados obtenidos de la concentracion minima inhibitoria y bactericida para las
nanoparticulas sintetizadas confirmaron la actividad antimicrobiana de las mismas, logrando
inhibir e incluso matar a las bacterias, la cual es dada por la presencia de compuestos

bioactivos, provenientes del extracto hidroalcohélico de cahuiche.

Se hallaron diferencias significativas p < 0.05 para todos los tratamientos (Tabla 3),
siendo los mejores tratamientos NPSAQs, 3.38, NPSAQo 24,55 presentando la menor CMIy CMB
para S. aureus, E. coli y S. enterica Typhi en comparacion con los demas tratamientos, esto
se debe a que la actividad antimicrobiana estd dada por la presencia de compuestos
bioactivos, el tamafio y forma de la nanoparticula, pero ademas interviene el metal sintetizado
debido a ello los tratamientos con plata obtuvieron mayor actividad antimicrobiana ya que

esta es un antimicrobiano natural.

También el extracto hidroalcoholico de cahuiche mostro actividad antimicrobiana
para los tres microorganismos, sin embargo, el uso de nanoparticulas potencializo dicha
actividad, y se pudo corroborar que, a mayor volumen de extracto utilizado en la sintesis, se

requiere una menor concentracion de nanoparticulas para inhibir a las bacterias.



Tabla 10 Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida de las nanoparticulas metalicas sintetizadas y del EHAC

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (mg/mL)

BACTERIA
NPsFez1s,0.98 NPsFeos, 15 NPsCus, 3.38 NPsCugz, 7 NPsAgs, 3.3 NPsAQo.34,55 EHAC

S. aureus 1.340 B 2.670PB 1.000 98 3.340 A 0.031 ™A 0.114°¢A 25

?y ‘;?]tl‘:rr]'lffl‘um 2.670 A 4.000 A 1.000 98 1.390 ¢B 0.002 8 0.031 B 50

E. coli 2.670 %A 2.670 % 1.390 bA 1.390 B 0.002 9 0.031 8 50

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (mg/mL)

S. aureus 1.680 B 3.340 P8 1.390 98 4.000 A 0.058 A 0.168 A 50

?y phimurfl:‘;f”ca 3.340 PA 5.340 ?A 1.390 % 1.680 ¢B 0.003 ® 0.058 B 100

E. coli 3.340 3.340 %8 1.680 bA 1.680 B 0.004 98 0.058 B 100

Los resultados se expresan como promedio (n = 3). 2° Letras mintsculas distintas en cada columna representan diferencias estadisticamente significativas (p
< 0.05) entre tratamientos por cada bacteria. B¢ Letras maytsculas distintas en cada fila representan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
entre bacterias para cada tratamiento.



8. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de cahuiche es rico en compuestos bioactivos (fenoles y
antocianinas) los cuales permitieron la sintesis verde y funcionalizacion de nanoparticulas
metalicas de hierro, cobre y plata, esto se pudo comprobar mediante la caracterizacion de las
nanoparticulas sintetizadas, estas mostraron tamarios dentro de la escala nanométrica, ademas
de presentar diferentes morfologias, ambos parametros dependieron de las condiciones de
sintesis y del metal utilizado para su sintesis. El potencial zeta demostré que las
nanoparticulas obtenidas eran estables en suspension y los espectros infrarrojos mostraron la
presencia de compuestos bioactivos en la estructura de las nanoparticulas, estos compuestos
en la superficie de la nanoparticula confirieron importantes actividades biolégicas como la
capacidad antioxidante por la inhibicion de radicales libres (ABTS y DPPH) y la actividad
antimicrobiana mediante la inhibicion de Staphylococcus aureus, Salmonella enterica
Typhimurium y Escherichia coli. Cabe resaltar que tanto la actividad antioxidante como la
actividad antimicrobiana se logré comprobar para el extracto hidroalcohdlico de cahuiche

como para las nanoparticulas metalicas obtenidas, ademas, se logr6 demostrar que las

nanoparticulas sintetizadas mostraron mayor eficacia para ambas actividades bioldgicas.
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