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RESUMEN

La nanoparticulas de oro (AuNPs) han demostrado efectividad frente a bacterias
patdgenas para el ser humano, por lo que, diferentes procesos de sintesis de estos
nanomateriales se estan desarrollando en los Gltimos afios, dentro de estos procesos de
sintesis, estan las sintesis ecoldgicas que muestran un enfoque amigables con el medio
ambiente, para esto se emplean extractos de diferentes drganos de plantas y algunos
microorganismos, sin embargo, los procesos de biosintesis de nanomateriales utilizando
residuos de semillas de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia) no han sido
estudiadas aun. En este contexto, en la presente investigacion se tuvo por objetivo
biosintetizar por primera vez AuNPs empleando como agente reductor al extracto de
semillas de Vasconcellea pubescens para luego evaluar su actividad antibacteriana frente
a Escherichia coli ATCC 25922. Para esto, los procesos de biosintesis fueron desarrollado
con extractos acuosos Yy etandlicos de semillas de Vasconcellea pubescens obtenidas por
reflujo y ultrasonido, posteriormente se caracterizaron las AuNPs utilizando
espectrofotometria  UV/vis, microscopia de transmisién de electrones (TEM) y
espectroscopia FTIR, luego, se determing la concentracion de fenoles totales y capacidad
antioxidante en el extracto que presente propiedades reductoras para la biosintesis de
AuNPs, asimismo, se caracterizé el extracto por espectroscopia FTIR, finalmente, se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida
(CMB) de la AuNPs frente a Escherichia coli ATCC 25922. Los resultados demostraron
que el extracto acuoso obtenido por reflujo presentd propiedades reductoras logrando
biosintetizar AUNPs evidenciandose por la formacion de un pico de absorbancia maxima
a los 548 nm caracteristico de la resonancia del plasmon de la superficie de las AUNPs en
el anlisis por espectrofotometria UV/vis, asimismo, el analisis por TEM mostr6 que las
AuNPs biosintetizadas poseen un tamafio de 8.98 £ 2.19 nm, y mediante el analisis por
espectroscopia FTIR se identificaron grupos C-O, C=0, C-H y C-C procedentes de los
compuestos presentes en el extracto acuoso. El extracto acuoso de semillas de
Vasconcellea pubescens presenta una concentracion de fenoles totales de 1707.66 + 23.34
mg EAG/L con una capacidad antioxidante de 1333.17 + 38.31 umol ET/L, y en el
andlisis FTIR se encontraron grupos funcionales O-H, C-H, C=C y C-O caracteristicos
de compuestos fendlicos extraidos de semillas de Vasconcellea pubescens. Finalmente,
las AuNPs biosintetizadas demostraron poseer efecto antibacteriano frente a Escherichia
coli ATCC obteniendo una CMI y CMB de 0.938 y 1.875 mg/mL, respectivamente. En
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conclusion, las semillas de Vasconcellea pubescens poseen compuestos reductores que
pueden ser extraidos con agua para biosintetizar nanomateriales, lo que podria dar inicio
a una linea de investigacion en la generacion de diversos materiales antibacterianos frente

a diferentes cepas de interés en salud publica.

Palabras clave: Escherichia coli, nanoparticulas de oro, Vasconcellea pubescens.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNPs) have demonstrated effectiveness against pathogenic bacteria
in humans; therefore, different processes for synthesizing these nanomaterials have been
developed in recent years. Within these synthesis processes is the ecological synthesis,
which shows an environmentally friendly approach. For this, extracts from different plant
organs and some microorganisms are used. Within these synthesis processes, there are
ecological syntheses that demonstrate an environmentally friendly approach, utilizing
extracts from different plant organs and certain microorganisms. However, the
biosynthesis processes of nanomaterials using Vasconcellea pubescens (papaya
arequipefia) seed residues have not been studied yet. In this context, this research aimed
to biosynthesize AuNPs for the first time using Vasconcellea pubescens seed extract as a
reducing agent and then evaluate its antibacterial activity against Escherichia coli ATCC
25922. For this, the biosynthesis processes were developed with aqueous and ethanolic
extracts of Vasconcellea pubescens seeds obtained by reflux and ultrasound, this AUNPs
were characterized using UV/vis spectrophotometry, transmission electron microscopy
(TEM) and FTIR spectroscopy, then, the concentration of total phenols and antioxidant
capacity in the extract with reducing properties for the biosynthesis of AuNPs were
determined, and the extract was characterized by FTIR spectroscopy. Finally, the
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) of the AuNPs against Escherichia coli ATCC 25922 were determined. The results
showed that the aqueous extract obtained by refluxing presented reductive properties
achieving biosynthesized AuNPs evidenced by the formation of a maximum absorbance
peak at 548 nm characteristic of the surface plasmon resonance of AuNPs in the analysis
by UV/vis spectrophotometry, also, the TEM analysis showed that the biosynthesized
AUNPs have a size of 8. 98 + 2.19 nm, and by FTIR spectroscopy analysis, C-O, C=0,
C-H and C-C groups from the compounds present in the aqueous extract were identified.
The aqueous extract of Vasconcellea pubescens seeds presents a concentration of total
phenols of 1707.66 + 23.34 mg EAG/L with an antioxidant capacity of 1333.17 + 38.31
umol ET/L. In the FTIR analysis, O-H, C-H, C=C, and C-O functional groups
characteristic of phenolic compounds extracted from Vasconcellea pubescens seeds were
found. Finally, the biosynthesized AuNPs demonstrated antibacterial effect against
Escherichia coli ATCC, obtaining MIC and BMC of 0.938 and 1.875 mg/mL,
respectively. In conclusion, the seeds of Vasconcellea pubescens possess reducing
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compounds that can be extracted with water to biosynthesize nanomaterials, which could

initiate a line of research in the generation of various antibacterial materials against
different strains of interest in public health.

Keywords: Escherichia coli, gold nanoparticles, Vasconcellea pubescens.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ATCC: American Type Culture Collection.
AuNPs: Nanoparticulas de oro.

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.
ATR: Reflectancia Total Atenuada.

TEM: Microscopia de Transmision de Electrones.
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

CMB: Concentracion Minima Bactericida.

ET/L: Equivalentes a Trolox por litro.

EAGI/L: Equivalentes a acido galico por litro.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo.
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INTRODUCCION

Actualmente existen reportes cientificos de la aparicion de patdgenos multirresistentes
que son responsables de diferentes infecciones (1) en la piel y en los tejidos blandos (2).
Estas bacterias, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han puesto en alerta
a la comunidad internacional para el desarrollo de agentes antibacterianos como

alternativa a los antibacterianos de uso comun (3).

Dentro de las bacterias que producen infecciones y han desarrollado resistencia a
antibacterianos esta Escherichia coli, una bacteria gramnegativa asociada a infecciones
intestinales, del tracto urinario, meningitis, septicemia, infecciones de la piel y de los
tejidos blandos, y colisepticemia (4,5). Estos microorganismos pueden transmitirse por
contacto con superficies o liquidos contaminados con esta bacteria (6), pudiendo producir
infecciones y generar complicaciones (7) cuando la bacteria es resistente a los
tratamientos con antibidticos (8). Estas infecciones son comunes, ya que, pese a la
limpieza de las superficies, se ha reportado que Escherichia coli podria desarrollar incluso

resistencia a antisépticos como la povidona yodada al 10 % (9).

Frente a este problema latente, la nanotecnologia ofrece importantes avances en la terapia
antibacteriana, siendo las nanoparticulas de oro (AuNPs) uno de los nanomateriales mas
estudiados, que suelen tener un tamafio de entre 1 y 100 nm (10). Las AuNPs han sido
utilizadas en distintas ciencias naturales por sus propiedades fisicas y quimicas Unicas
(11); asimismo, pueden presentar formas distintas como nanoesferas, nanoestrellas,
nanocajas, nanoflores y otras estructuras con tamafos fijos (12). Las AuNPs se pueden
fabricar a gran escala, reduciendo la oxidacion del oro Au+1 o Au+3 a Au® mediante su
union a un agente reductor, a través de diversos métodos fisicos, quimicos y bioldgicos
en diferentes condiciones (13). Se pueden sintetizar AUNPs de distintos tamafios y formas

controlando los parametros de crecimiento, como el pH y la temperatura (14).

Las AuNPs funcionalizadas con propiedades geométricas y Opticas controladas son objeto
de estudios intensivos y aplicaciones biomédicas que incluyen gendmica, biosensorial,
inmunoensayos, quimica clinica, fototerapia con laser para células cancerosas y tumores,
administracion dirigida de farmacos, ADN Yy antigenos, bioimagen Optica y el
seguimiento de células y tejidos mediante sistemas de deteccidn de Gltima generacion
(15,16). Los procesos de sintesis de nanoparticulas de oro por métodos quimicos son

cuestionados por su toxicidad; por ello, las investigaciones actuales buscan alternativas
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mas ecologicas para la sintesis de nanomateriales, aprovechando los compuestos
fendlicos con capacidad antioxidante o reductora (17-19). El uso de reductores naturales
hace que los procesos de biosintesis de nanoparticulas sean factibles en la mayoria de los
casos, ya que diversos estudios han demostrado que estas AuUNPs presentan propiedades
antibacterianas, anticancerigenas, antioxidantes, antidiabéticas, antiinflamatorias y
antivirales (12). Por este motivo, en la presente investigacion se biosintetizaron AuNPs
utilizando por primera vez como reductor el extracto acuoso de semillas de papaya
arequipefia, un subproducto que normalmente es descartado sin ser aprovechado (20), y
dichas AuNPs fueron aplicadas como agentes antibacterianos frente a una cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.
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OBJETIVOS

Objetivo general.
Biosintetizar nanoparticulas de oro utilizando extracto de semillas de papaya arequipefia

para su aplicacién como antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 25922

Objetivos especificos.

1. Biosintetizar nanoparticulas de oro utilizando el extracto de semillas de Vasconcellea
pubescens (papaya arequipefia).

2. Cuantificar la concentracion de compuestos fendlicos totales en el extracto de
semillas de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia) utilizado para la biosintesis
de nanoparticulas de oro.

3. Determinar la capacidad antioxidante del extracto de semilla de Vasconcellea
pubescens (papaya arequipefia) utilizado para la biosintesis de nanoparticulas de oro.

4. Caracterizar el extracto de semilla de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia)
utilizado para la biosintesis de nanoparticulas de oro por espectroscopia del infrarrojo.

5. Determinar la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida

de las nanoparticulas de oro biosintetizadas frente a Escherichia coli ATCC 25922.
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HIPOTESIS

Dado que las semillas de diversas especies vegetales poseen capacidad antioxidante o
reductora, la cual puede ser aprovechada en la sintesis de nanomateriales, es probable
biosintetizar nanoparticulas de oro utilizando extracto de semillas de Vasconcellea
pubescens (papaya arequipefia) para su posterior aplicacion como antibacteriano frente a

Escherichia coli ATCC 25922.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Papaya Arequipefia
1.1.1. Descripcion

La papaya arequipefia (Figura 1) pertenece a la especia Vasconcellea pubescens, su

clasificacion taxondmica se presenta a continuacion (21):
La clasificacion taxonémica de papaya arequipefia se presenta a continuacion (Anexo 22):

— Reino: Plantae

— Subreino: Viridiplantae
— Filo: Tracheophyta

— Clase: Spermatopsida
— Subclase: Magnoliidae
— Superorden: Rosanae
— Orden: Brassicales

— Familia: Caricaceae

— Género: Vasconcellea

— Especie: Vasconcellea pubescens

Figura 1. Fruto de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia).

*Fresco Organico. Tomado de Papayuela (22).
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Vasconcellea pubescens crece en climas frios y el fruto se caracteriza por poseer un color
verde-amarillo con un aroma caracteristico, siendo su parte comestible del 46 % vy el
contenido de azlcar de 5 % (23). Presenta un importante contenido de papaina (24), que
esta presente principalmente en su latex, lo que hace de este fruto una fuente valiosa para

aplicaciones industriales (25).

Las semillas de papaya arequipefia poseen una forma irregular como se muestra en la

Figura 2.

Figura 2. Semilla de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia).

*A piece of nature. Tomado de Mountain Papaya (Carica pubescens) (26).
1.1.2. Composicion.

El fruto de Vasconcellea pubescens posee en su composicion flavonoles y carotenoides
(27). Presenta una concentracion de fenolicos totales de 129.1 mg EAG/100 g con una
capacidad antioxidante por DPPH de 20.6 mmol ET/gy se logro identificar rutinay acido

p-cumarico (28).

Las semillas mostraron una importante concentracion de aceite con presencia de acidos
oleico (w-9) y linoleico (w-6) (29). Estas semillas estdn presentes en desechos de
Vasconcellea pubescens donde se encontraron flavan-3-oles, proantocianidinas,

flavonoles glicosilados, carbohidratos y alcaloides (20).
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1.1.3. Propiedades medicinales.

Diversos estudios atribuyen a Vasconcellea pubescens propiedades medicinales como
efecto antipirético en ratas Wistar (30). Asimismo, los extractos de esta especie han
demostrado poseer actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y Bacillus cereus, y
esta actividad se correlaciond con la capacidad antioxidante de los extractos de
Vasconcellea pubescens (31). Tambien, se reportd que el extracto del fruto posee efecto
hepatoprotector (32).

1.2. Técnicas de extracciéon
1.2.1. Soxhlet.

La técnica de extraccion por Soxhlet es un tipo de extraccion liquida que utiliza
disolventes a temperatura de ebullicion para extraer selectivamente compuestos
especificos, ya que puede lograr la mayor recuperacion de compuestos de interés (33). La
principal ventaja de esta técnica es la sencillez de su proceso y el bajo costo de extraccion,
sin embargo, su principal desventaja es el tiempo prolongado de extraccion y la cantidad

de disolvente empleado en el proceso de extraccion (34).
1.2.2. Ultrasonido.

La extraccion asistida por ultrasonido se fundamenta en los fenémenos de cavitacion
producidos por la aplicacion de ultrasonido, este proceso logra altas presiones localizadas
generando macro turbulencias producidas por la implosion de burbujas de cavitacion lo
que conlleva a la desintegracién celular y posterior liberacién de compuestos de interés
del material vegetal (35).

1.2.3. Percolacion.

La técnica de extraccion por percolacion es un proceso de extraccion de compuestos
fitoquimicos que se caracteriza por ser exhaustivo, donde los compuestos solubles en el
solvente son recuperados por goteo, asimismo, este proceso puede ser complementado

con una repercolacion para incrementar la recuperacion de compuestos fitoquimicos (36).
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1.2.4. Maceracion.

La técnica de extraccion por maceracion se fundamenta en la separacion de los
compuestos bioactivos de materiales vegetales empleando disolventes por tiempos
prolongados, donde el tiempo de contacto y el tipo de solvente influyen en el rendimiento
de extraccién de compuestos fitoquimicos que se desean recuperar (37).

1.2.5. Reflujo.

La técnica de extraccién por reflujo se caracteriza por ser una extraccién solido-liquido a
temperatura constante de ebullicion y condensacién, en repetidos ciclos y durante un
tiempo determinado, donde la pérdida de solvente es minima. Esto hace de este método
una alternativa eficiente para extraer compuestos fitoquimicos que no sean termosensibles
(38). Esta técnica se caracteriza por incrementar la tasa de extraccion y reducir el uso de

solventes (39).
1.3. Compuestos fenolicos.
1.3.1. Generalidades.

Los compuestos fenolicos, ampliamente presentes en especies vegetales, pertenecen a los
metabolitos secundarios con propiedades biolégicas de interés para el tratamiento de
enfermedades transmisibles, enfermedades degenerativas y cancer (40). Los compuestos
fenolicos derivan de las vias de las pentosas fosfato, el shikimato y los fenilpropanoides
(41); asimismo, también pueden sintetizarse por la via de los policétidos, obteniéndose

algunos fendlicos como orcinoles y quinonas (42).

Los compuestos fendlicos presentan estructuras de diferentes nucleos (43) cémo se
observa en la Figura 3. El nucleo Ce caracteristico de fenoles simples (benzoquinonas),
el nacleo C6-CL1 caracteristico de los acidos fendlicos, el nicleo Ce-C: de acetofenonas y
acidos fenilacéticos, el nicleo Cs-Cs de acidos hidroxicindmicos, cumarinas, cromonas y
fenilpropanos, el nucleo Ce-Cs de naftoquinonas, el nlcleo Ce-C1-Cs de xantonas, el
nicleo Ce-C2-Cs de estilbenos y antraquinonas, el nucleo Ce-C3-Cs de flavonoides,
isoflavonoides y neoflavonoides, el nucleo Ce-C3 de lignanos, neolignanos,
oxineolignanos, el ndcleo (Ce-Cs)n de ligninas, el nucleo (Ce)n caracteristico de

florotaninos, catecol melaninas y el nucleo (Ce-C3-Cs)n de taninos condensados (44).
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1.3.2. Método de Folin-Ciocalteu.

El método Folin-Ciocalteu emplea el reactivo de Folin para oxidar compuestos fenélicos
donde la reduccién del reactivo de Folin da como resultado un color azul que se mide a
765 nm donde la intensidad de la coloracion es directamente proporcional a la
concentracion de compuestos fendlicos en medio basico que cominmente se controla con
la adicion de Na,COz (45) sin embargo, uno de sus limitantes es que también pueden

reaccionar algunos azucares reductores (46).

COCH
COOH
COOH
f L8] 0
Ce-Cy Cp-Cy C; Cs-C4
Aridos fenolicos  Acetofenonas Ac 1du Etml ﬂu:Ldo hLdm\i Clumarmas
acetico cinamico

@«;‘

CeCy CoCyCo

Naftoquinenas Hantonas
D I

Ce-Co-Cy CeCs Gy Cel
Estilbenos Flavonoides L1gna.nos

Figura 3. Ndcleos de estructuras de compuestos fenolicos.
* Tomado de Crozier et al. (43)
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1.4. Antioxidantes.
1.4.1. Generalidades.

Los antioxidantes son compuestos 0 sustancias organicas que pueden interaccionar con
radicales libres (47), siendo esto favorable para reducir el estrés oxidativo (48), lo que
repercute en la prevencion de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como las
cardiovasculares y neurodegenerativas (47). Los compuestos antioxidantes pueden ser
polifenoles, flavonoides y polisacéaridos (49,50). Actualmente, estan disponibles
diferentes métodos para determinar la capacidad antioxidante como la prueba de
Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORAC), la prueba de Capacidad
Antioxidante de Radicales Hidroxilo (HORAC), la prueba del Pardmetro Antioxidante de
Atrapamiento de Radicales Peroxilo Total (TRAP) y la prueba de Capacidad de Captura
de Oxirradical Total (TOSC), por otro lado, estan las pruebas basadas en la transferencia
de un electrdn incluyen la prueba de Poder Antioxidante Reductor Clprico (CUPRAC),
la prueba de Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP) y la prueba de Folin-Ciocalteu,
finalmente, las pruebas mixtas, que incluyen la transferencia tanto de un atomo de
hidrégeno como de un electron, incluyen la prueba del &cido 2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) y la prueba del [2,2-di(4-terc-octilfenil)-1-
picrilhidrazil] (DPPH) (51).

1.4.2. Ensayo DPPH.

El ensayo de la reduccién de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), conocido
como ensayo DPPH, es utilizado para la determinacion de la capacidad antioxidante en
extractos de plantas y alimentos (52). Este ensayo se fundamenta en la transferencia de
electrones o donacion de &tomos de hidrogeno presentes en compuestos reductores como
los compuestos fendlicos produciendo la reduccion del radical DPPH* lo que repercute

en la reduccién del color del DPPH (violeta) a amarillo (53).
1.5. Nanotecnologia.
1.5.1. Generalidades.

La nanotecnologia corresponde a una ciencia multidisciplinaria que emplea y combina
conceptos de ingenieria quimica, ingenieria de materiales, la biotecnologia y la tecnologia
de procesamiento industrial (54). Esta ciencia abarca el estudio de materiales que tengan
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tamafios entre 1 y 100 nm (55). Actualmente, entre sus aplicaciones mas importantes por
sus propiedades fisicas y quimicas estd su uso como antimicrobiano frente a
microorganismos patogenos (56).

1.5.2. Nanoparticulas.

Las nanoparticulas cuyo tamafio es menor que 100 nm se pueden clasificar en diferentes
grupos como los fullerenos, nanoparticulas metalicas, nanoparticulas ceramicas y
nanoparticulas poliméricas (57). Segun sus dimensiones, pueden ser nanoporos,
nanotubos, puntos cuanticos, nanocapas, dendrimeros, liposomas, nanobarras, fullerenos,
nanoesferas, nanocables, nanocintas, nanoanillos y nanocapsulas (58). Las nanoparticulas
de 6xido metélico son las nanoparticulas de 6xido de hierro, ZnO, TiO2 , CeO,, SiO;, de
plata, oro y puntos cuanticos (59). Estas se caracterizan por poseer formas geométricas
como nanoesferas, nanocapas y nanobarras con distintas propiedades fisicas, quimicas,

Opticas y electrdnicas (60).
1.5.3. Biosintesis de nanoparticulas de oro.

Dentro de los procesos de sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) se distinguen los
métodos fisicos y quimicos; sin embargo, en los ultimos afios se ha puesto mucho interés
en los procesos de sintesis ecoldgica utilizando fuentes biolégicas como plantas o
microorganismos y se destaca por su simplicidad, rentabilidad, eficiencia energética y
biocompatibilidad (61). El proceso de sintesis se fundamenta en la reduccion de Au'* o
Au®* a Au® empleando un agente reductor (13). Las AuNPs se pueden caracterizar
empleando técnicas analiticas para conocer la morfologia, grupos funcionales,

estabilidad, composicion elemental y cristalinidad (62).
1.5.4. Caracteristicas de las nanoparticulas de oro

Las AuNPs presentan una gran area superficial, también se han encontrado que estas
nanoparticulas pueden poseer estructura rugosa los que da ventajas en la funcionalizacion
de estos nanomateriales, finalmente la superficie de la AuNPs puede estar anclada a
polimeros, ligandos o biomoléculas que le confieren propiedades electrostaticas de
atraccion frente a bacterias lo que es importante para su empleo como agente

antibacteriano (63).
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1.5.5. Aplicaciones

Las AuNPs son ampliamente utilizadas debido a su biocompatibilidad para infecciones
bacterianas, asi como células cancerosas, mediante calentamiento fototérmico por
irradiacion de luz infrarroja cercana, asimismo, exhiben actividad antimicrobiana
relacionada con fuertes atracciones electrostaticas hacia bicapas cargadas negativamente

de las membranas celulares (64).
1.6. Escherichia coli.

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo de la familia enterobateriaceae que presenta
forma de bastoncillos cortos con flagelos lo que permite su movilidad, asimismo, son
microoganismos anaerobios facultativos (65). Esta bacteria esta relacionada con
infecciones del tracto gastrointestinal, infecciones urinarias, septicemia, meningitis y
bacteriemia (66). Se conocen cuatro categorias de Escherichia coli, las cuales son la

enteropatOgena, enterotoxigénica, enteroinvasiva y enterohemorrégica (67).
1.7. Efecto antibacteriano.
1.7.1. Concentracion minima inhibitoria.

La forma mas utilizada para la determinacion del efecto antibacteriano es el desarrollo de
ensayos de concentracion inhibitoria minima (CMI) (68). La CMI define los niveles in
vitro de susceptibilidad o resistencia de cepas bacterianas especificas de un agente
antibiotico y describe la concentracién minima de un agente antimicrobiano que logra

inhibir el crecimiento de microorganismos (69).
1.7.2.Concentracién minima bactericida.

La concentracion minima bactericida (CMB) se realiza comUnmente en agar Mueller
Hinton (70), el procedimiento consiste en volver a cultivar las concentraciones del agente
antibacteriano menores y mayores de la CMI las cuales son cultivadas a temperatura
favorable al crecimiento microbiano por 24 a 48 horas, siendo la CMB aquella
concentracion donde no se evidencia crecimiento de colonias de la bacteria en cuestion
(71). Por esto, la CMB corresponde a la concentracion minima del agente antibacteriano

capaz de eliminar el 99.9 % de bacterias (70).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

CAPITULO I

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L i-caroLica

TESIS UCSM —¢®  DE SANTA MARIA

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Ubicacion del estudio.

La obtencidn de extractos y la sintesis de AuNPs se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Investigacion del Grupo de Investigacion en Biotecnologia y Ciencia de los Alimentos
(GIBYCA) de la Universidad Tecnologica del Per(. La determinacion de fenoles totales,
capacidad antioxidante y efecto antibacteriano se realizd6 en el laboratorio de
Investigacion Proyecto Mercurio (H-203) de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

2.2. Materiales.
2.2.1. Material biologico.

— Escherichia coli ATCC 25922.

— Semillas de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia).
2.2.2. Equipos e instrumentos.

— Agitador magnético.

— Balanza analitica Sartorius.

— Cocina eléctrica.

— Equipo de reflujo.

— Espectrofotometro Cary 60 Agilent Technologies.
— Espectrofotometro Thermoscientific Genesys 150.
— Horno de secado Faith Full.

— Incubadora FaithFull.

— Vernier.

— Bafio de ultrasonido.
2.2.3. Material de laboratorio.

— Azade colle.

— Aza de Digralsky.

— Cubetas de cuarzo 1 cm Thermo Scientific.
— Discos de sensibilidad Merck.

— Fiolas 10 mL.
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— Micropipeta de 10-100 puL y 100 pL-1000 pL.
— Papel filtro.

— Papel Kraft.

— Pastilla magnética.

— Pizetas.

— Placas de 96 pocillos.

— Placas Petri descartables.

— Tubos centrifuga de 15 mL
2.2.4. Reactivos

— Acetato de sodio p.a. JT Baker.

— Acido galico Sigma Aldrich.

— Acido sulfdrico concentrado Merck.

— Agar Mueller Hinton Merck.

— Agua destilada.

— Caldo peptonado Merck.

— Carbonato de sodio p.a. Merck.

— Cloruro de bario Merck.

— Etanol absoluto JT Baker.

— Hidrdxido de sodio p.a. Merck.

— Nitrato de plata Merck.

— Reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N Merck.
— Reactivo DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Sigma Aldrich.
— Resasurina Sigma Aldrich.

— Trolox Sigma Aldrich.
2.3. Métodos
2.3.1.Recoleccion y procesamiento de semillas

Las semillas de Vasconcellea pubescens fueron recolectadas de puestos de venta de jugos
del mercado San Camilo de la ciudad de Arequipa. Las semillas fueron lavadas con
abundante agua destilada y luego fueron secadas a 40 °C en un horno de secado.

Posteriormente, se pulverizaron las semillas en un molino de cuchillas. El pulverizado
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fue almacenado en frascos de borosilicato hasta su posterior uso. Las semillas fueron

identificadas en un herbario acreditado de la ciudad de Arequipa (Anexo 22).
2.3.2.Obtencién de extractos

Se prepararon extractos por reflujo y por ultrasonido utilizando como solventes agua y
etanol (Figura 4). Las extracciones por reflujo se realizaron pesando 5 g de semillas
pulverizadas en un balén de 250 mL donde se afiadieron 100 mL de agua destilada y en
otro baldn se hizo lo mismo con la adicion de 100 mL de etanol absoluto. Se conectaron
los refrigerantes y se procedid con la extraccion por reflujo durante 30 minutos después
de iniciada la ebullicion.

Los extractos obtenidos por ultrasonido se realizaron en matraces de 250 mL donde se
agregaron 5 g de semillas pulverizadas con 100 mL de solventes (Etanol o agua).

Posteriormente, se sometid a extraccion por ultrasonido durante 30 minutos.

Finalizado los procesos de extraccion, los extractos fluidos fueron filtrados y enrasados
en fiolas de 100 mL con sus respectivos solventes. Estos extractos fluidos fueron

almacenados en frascos ambar a refrigeracion (4 a 8 °C) hasta su posterior uso.

2

100 ML de e

/
Q Etanol

58

Extraccién por reflujo N
2 (30 minutos) ,’/ #\ ——
: n
! 38 fg)\
/ 100 mL de WY -
Etanol
Semillas de papaya Molino de Semillas e <
arequipefia cuchillas pulverizadas

B

58 /««‘\\
/ \

1100 ML de et
agua Extraccién por
ultrasonido

(30 minutos)

Enrasado con
Filtrado su solvente
hasta 100 mL

Figura 4. Proceso de preparacion de extractos de semillas de Vasconcellea pubescens.

2.3.3. Determinacion de fenoles totales.

El andlisis de los compuestos fendlicos se llevé a cabo mediante el método de Folin-

Ciocalteu segun el procedimiento desarrollado por Molole et al.(72). El procedimiento
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consistio en preparar un grafico de calibracion utilizando soluciones de calibracién de 10,
20, 30, 40 y 50 mg/L de acido galico a partir de una solucion stock de 200 mg/L.
Posteriormente, 0.5 mL de cada solucion de &cido gélico fue llevada a fiolas de 10 mL
donde se agregaron 2.5 mL de reactivo de Folin 2 N, seguido de 2 mL de carbonato de
sodio al 7.5 %'y se enrasaron con agua destilada. Se dejaron reposar las soluciones durante
60 minutos en oscuridad y luego se leyeron las absorbancias en un espectrofotometro a
765 nm. Los extractos fueron analizados por el mismo procedimiento utilizando 0.25 mL

de extracto. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
2.3.4.Determinacion de la capacidad antioxidante.

El analisis de la capacidad antioxidante se llevo a cabo mediante el ensayo de 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) segun el procedimiento desarrollado por Molole et
al.(72). El procedimiento consistié en preparar soluciones de calibracion de Trolox a
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 umol/L en etanol a partir de una solucion stock
de 1000 umol/L. Posteriormente, 1 mL de cada solucidon de calibracion fue llevada a fiolas
de 10 mL donde se agregaron 2 mL de solucion de DPPH de 120 mM y se analizaron las
absorbancias a 517 nm en un espectrofotometro. Los extractos fueron analizados por el
mismo método empleando, en vez de las soluciones de Trolox, 0.5 mL de extracto fluido.

2.3.5. Caracterizacion del extracto acuoso.

50 mL de extracto acuoso fue sometido a bafio Maria a 40 °C hasta obtener un extracto
seco. El extracto seco fue analizado utilizando el Espectrometro Infrarrojo Transformadas
de Fourier (FTIR) con Reflectancia Total Atenuada (ATR) Agilent Cary 630 ATR-FTIR.

2.3.6.Biosintesis de nanoparticulas de oro.

La biosintesis de las AuNPs fueron desarrolladas mediante el procedimiento de
biosintesis propuesto por Medina-Pérez et al.(73), cuyo procedimiento consistio en medir
10 mL de HAuCl4-3H20 0.001 M en un vaso de precipitados de 50 mL, después se agitd
a 250 rpm durante 1 minuto, luego se afiadi6 2 mL de citrato trisédico 38.8 mM. Se
continu6 agitando durante 1 minuto méas y se afiadio 1 mL de extracto etandlico o acuoso
de semillas Vasconcellea pubescens y se dejo agitando constantemente durante 90
minutos. Se aplicd un ultrasonido durante 3 minutos utilizando un sonificador de alta
potencia (40 KHz) (Figura 5). Transcurrido ese tiempo, la suspensién de AuNPs se llevo
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a moldes de silicona para luego evaporar el solvente a 40 °C en una estufa hasta obtener
las AuNPs, posteriormente, se pulverizaron las AuNPs en un mortero de agata. El polvo
de AuNPs se utiliz6 para evaluar el efecto antibacteriano.

{ (

Citrato
trisodico Extracto
38.8 mM (1 mL)

(2mL) \

HAuCl,.3H,0 / /
0.001 M
(10 mL) / \ \
- - & D W
|| -
— —_— —_— i —
= &
. —a (I
Caia) \ &l PEm— i 11
Agitacion: Agitacion: Agitacion: Ultrasonido: Nanoparticulas de
250 rpm/1 minuto 250 rpnv/1 minuto 250 rpmy/ 90 minutos 40 KHz/ 3 minutos oro

Figura 5. Proceso de sintesis de nanoparticulas de oro utilizando extracto de semillas de
Vasconcellea pubescens.

2.3.7. Caracterizacion de nanoparticulas.

La caracterizacion de las nanoparticulas de oro consistio en analisis de la Resonancia de
Plasmones Superficiales mediante espectrofotometria UV/vis a longitudes de onda de 450
a 750 nm. También se realiz6 un analisis por Microscopia de Transmision de Electrones
(TEM) mediante un servicio de analisis en el area de Microscopia de la Universidad
Nacional de San Agustin; el analisis de los tamafios se realizo mediante el software Image
J (Anexo 1). Asimismo, se realizaron caracterizaciones por Espectroscopia del Infrarrojo
(IR) llevando una cantidad adecuada de polvo de AuNPs al Espectrometro Infrarrojo
Transformadas de Fourier (FTIR) con Reflectancia Total Atenuada (ATR) Agilent Cary
630 ATR-FTIR.

El tamafio promedio de las nanoparticulas se calculd a partir de una microfotografia
obtenida por TEM. Para esto, se analiz6 una imagen de las nanoparticulas en el software
Image J (ANEXO 1), obteniéndose la tabla que se presenta en el Anexo 23.
Posteriormente, se realizo el histograma en el software OriginPro 2025 para estimar el

tamarfio promedio + desviacion estandar.
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2.3.8. Determinacion de la actividad antibacteriana.
2.3.8.1.Cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 fueron amablemente proporcionadas por el
director del laboratorio de investigacion de GIBYCA de la Universidad Tecnologica del
Per(. Para su activacion, se sembro una colonia en agar Mueller Hinton utilizando un

hisopo con bacterias y se incub6 durante 48 horas a 37 °C.
2.3.8.2.Preparacion del inéculo bacteriano.

La preparacion del inoculo bacteriano se realiz6 utilizando como referencia el tubo 0.5
de la escala de McFarland, la cual fue preparada haciendo reaccionar 0.05 mL de BaCl>
0.048 My 9.95 mL de H2SO4 0.36 M, formando un precipitado de BaSO4 cuya turbidez
corresponde a una absorbancia entre 0.08 y 0.1. La preparacién del in6culo se realiz6
suspendiendo una cantidad adecuada de colonias bacterianas en 10 mL de solucién salina
utilizando un asa de Kolle, hasta alcanzar una turbidez comparable a la del tubo 0.5 de la
escala de McFarland. Este inoculo se emple6 en los ensayos de actividad antibacteriana

y tiene una concentracion de bacterias aproximadamente de 1 x 10® células/mL (74).
2.3.8.3.Concentracion minima inhibitoria.

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) utilizando una placa de 96 pozos
(74) (Figura 6) en las dos primeras filas se evalu6 la CMI de las AuNPs, para esto se
agregaron todos los pozos 50 pL. de caldo peptonado y 50 pL del in6culo bacteriano,
posteriormente a los primeros pozos 100 uL de una suspension de AuNPs a 15 mg/mL,
se mezclo y se tomaron de estos pozos 100 pL y se llevaron al segundo pozo donde se
mezclaron y se tomaron 100 pL y se llevaron al tercer pozo y asi sucesivamente hasta
llegar al pozo 12, con esto las concentraciones finales de AuNPs en cada pozo es de 7.5,
3.75, 1.875, 0.938, 0.469, 0.234, 0.117, 0.059, 0.029, 0.015, 0.007 y 0.004 mg/mL.
Posteriormente, se agregaron 20 uL de solucién de resasurina 6.75 mg/mL y se dejé
incubando por 24 horas a 37 °C. Pasado el tiempo, se procedio a observar, siendo los
pozos de color rosado los que presentaron crecimiento bacteriano y los pozos violetas los

gue no presentaron crecimiento bacteriano.
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Las filas 3 y 5 corresponden al control negativo donde se agregaron Uinicamente 100 pL
de caldo peptonado con 20 uL de solucion de resasurina 6.75 mg/mL y se dej6 incubando
por 24 horas a 37 °C.

Las filas 4 y 6 corresponden al control positivo donde se agregaron 50 uL. de caldo
peptonado y 50 uL del indculo bacteriano seguido de 20 pL de solucién de resasurina
6.75 mg/mL y se dejo incubando por 24 horas a 37 °C.

La CMI corresponde a la menor concentracion del pozo que no haya mostrado

crecimiento bacteriano.

AgNPs

15 mg/mL\ 100 BL_§ 1 oscarte

T00 il 100 pL._ 100 pL._ 100 pI. 100 pL 100 pL. 100 pL. 100 pL._ 100 p. 100 pI. 100 pL

= { RS
50 pL de inéculo B AuNPs
ke~ 719G OOOO%OOOOQOQ T e
000000000000k Nk
HE000000000000kn
s 000000000000k
‘000000000000hs
HOOOOOOOOOOOO

Figura 6. Ensayo para la determinacion de la CMI en placas de 96 pozos.
2.3.8.4.Concentracion minima bactericida.

De los pozos del ensayo de CMI se tomaron 50 puL y se sembraron en placas de agar
Mueller Hinton y se dejaron incubando por 24 horas a 37 °C (74). La CMB corresponde

a la minima concentracién en la que no hay desarrollo de colonias en el agar.
2.3.9. Anadlisis estadistico.

El andlisis estadistico consistio en expresar la concentracion de fenoles totales y
capacidad antioxidante como promedio +/- desviacién estandar que fueron calculados en
Microsoft Excel.
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CAPITULO 111
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis de nanoparticulas de oro y caracterizacion por espectrofotometria
UV/vis.

Se realizaron diferentes procesos de sintesis de AuNPs utilizando extractos etandlicos y
acuosos obtenidos por ultrasonido y reflujo. Se realizaron barridos espectrofotométricos
de 450 a 750 nmy los resultados se muestran en la Figura 7. Se observa que los procesos
de sintesis con extractos etandlicos obtenidos por reflujo y ultrasonido no lograron
biosintetizar AuNPs al no observar la formacion del pico de absorcion a longitudes de
onda cercana a 550 nm rango en el cual se da el fendmeno de resonancia del plasmon de
la superficie en las AUNPs (75), el mismo resultado se obtuvo con el extracto de semillas
obtenido por ultrasonido. Sin embargo, utilizando el extracto acuoso obtenido por reflujo
en el proceso de sintesis, se observa un pico de absorbancia maxima a una longitud de
onda cercana a 550 nm, lo que evidencia la formacién de las AuNPs. Esto se confirma
con los barridos espectrofotométricos de la Figura 8 donde se observa el barrido del
precursor (acido tetracloroaurico 1 mM) en linea de color amarilla donde no se observa
picos de absorcién, por otro lado, se observa el barrido del extracto acuoso de
Vasconcellea pubescens obtenido por reflujo donde se observa que no presenta picos a
550 nm, finalmente, las AuNPs formadas con el color caracteristico (purpura) presenta
una absorbancia maxima a 548 nm lo que confirma la formacion de las AuNPs.

0.45

Sintesis: Extracto etandlico-Reflujo
Sintesis: Extracto etanélico-Ultrasonido

Sintesis: Extracto acuoso-Reflujo
0.40 - Sintesis: Extracto acuoso-Ultrasonido

0.35

Absorbancia
o o o
[\*] [\~ (9]
[=] w o
1 | L

0.10 4

0.05 T T y T ¥ T y T T T y
450 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda (nm)

Figura 7. Barridos espectrofotométricos de los procesos de sintesis de AuNPs utilizando
diferentes extractos de Vasconcellea pubescens.
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Figura 8. Barridos espectrofotométricos de las AuNPs (linea morada), del extracto
acuoso obtenido por reflujo (linea marrdén) y solucion de acido tetracloroaurico (linea
amarilla).

3.2. Caracterizacion de nanoparticulas de oro por FTIR

Se realizo la caracterizacion de las AuNPs biosintetizadas con el extracto acuoso de
semillas de Vasconcellea pubescens por espectroscopia FTIR. El espectro FTIR de las
AUNPs se presenta en la Figura 9, donde se observa la presencia de un pico a 2470 cm™
que podria corresponder a vibraciones de estiramiento de grupos C-O (76). También se
presentd un pico a 2119 cm™ que podria corresponder a vibraciones de estiramiento de
C-O (77); asimismo, se observa un pico a 1848 cm™ que podria corresponder a
vibraciones de estiramiento de C=0 (78) de carbohidratos presentes en el extracto acuoso.
Por otro lado, se observa un pico a 1500 cm™ que corresponde a las vibraciones de
estiramiento de C-H (79). Se presenta un pico pequefio a 1229 cm™ que puede
corresponder a vibraciones de estiramiento de grupos C-C (80). También se presenta un
pico a 1140 cm™ que corresponderia a la vibracion oscilatoria de C-C (81). Finalmente,
se observa un pico a 1027 cm™ que podria corresponder a vibraciones de estiramiento de

C-O de compuestos fenolicos (82).
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Figura 9. Espectro FTIR de las AuNPs biosintetizadas con extracto acuoso de semillas
de Vasconcellea pubescens.
3.3. Caracterizacion de nanoparticulas de oro por microscopia de transmision de

electrones.

Se realiz6 el analisis de las AuNPs por microscopia de transmision de electrones. Los
resultados se presentan en la Figura 10a y la Figura 10b, donde se observa a las AUNPs
biosintetizadas con el extracto acuoso de semillas de Vasconcellea pubescens. Se observa
que las AuNPs tienen formas de esferas. En la Figura 10c se observa el histograma de los
diametros de las AuNPs donde el tamafio promedio es 8.98 + 2.19 nm. Se utilizaron
diferentes plantas para la produccion de AuNPs como el extracto de Myrciaria dubia que
logré nanoparticulas esféricas de aproximadamente 10 nm (73). El extracto acuoso de la
cascara de Pistacia vera logro biosintetizar AUNPs de 20 a 35 nm (83). El extracto de la
hoja de Glaucium flavum obtuvo AuNPs de 32 nm (84). En comparacion con la presente
investigacion, las AUNPs biosintetizadas con extracto acuoso de semillas de Vasconcellea

pubescens presentan tamafios de AUNPs méas pequefios que los estudios anteriores.
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Figura 10. a) y b) Anélisis por Microscopia de Transmision de Electrones, y c)
histograma de distribucion de tamafios de particula de las AuNPs biosintetizadas.

3.4.  Fenoles totales en semillas de Vasconcellea pubescens.

Se determind la concentracion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Los
resultados se presentan en la Tabla 1, donde se observan las absorbancias por triplicado
y su promedio a 765 nm de las soluciones donde reaccioné el reactivo de Folin con
concentraciones de acido galico de 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L en medio basico.
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Tabla 1. Absorbancias promedio para la elaboracion del gréafico de calibracion para la
determinacidn de fenoles totales usando acido galico como estandar.

Acido galico Absorbancia a 765 nm
(mg/L) Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio
10 0.1455 0.1502 0.1432 0.1463
20 0.2471 0.2503 0.2312 0.2429
30 0.3546 0.3609 0.3498 0.3551
40 0.4802 0.4739 0.4843 0.4795
50 0.561 0.5543 0.5701 0.5618

De la Tabla 1 se plotearon la concentracion de acido galico versus la absorbancia
promedio, dando como resultado el grafico de tendencia lineal de la Figura 11. En esta
figura se observa que el coeficiente de determinacion (R?) del ajuste al modelo
matematico lineal presenta un valor de 0.9966. Este valor es mayor que 0.995, esto indica
que el método para determinar fenoles totales es lineal (85). Por lo tanto, el método es

adecuado para determinar la concentracion de fenoles totales en extractos.

Teniendo en cuenta lo anterior, la ecuacién de la recta (Ecuacién 1) que se presenta en la
Figura 11 se utiliz6 para realizar las cuantificaciones de fenoles totales en extractos

acuosos de Vasconcellea pubescens.

y = 0.0107x + 0.0368 [1]

Donde “y” es la absorbancia a 765 nm y “X” es la concentracion de fenoles totales en
miligramos de &cido gélico por cada litro de extracto fluido (mg EAG/L). Reemplazando
se obtiene la Ecuacion 2.

Absorbancia, .., —0.0368

Fenoles Totales (MgEAG/ L) = [2]
0.0107

0.6
E .'_.-'.
S 05 1 .
§ 04 {y=0.0107x +0.0368 .-

_ )

Zo3{ REFO0I%6 .
_‘E 024 T @
S {
201 1
<
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Acido galico (mg/L)

Figura 11. Grafico de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales por el método
de Folin-Ciocalteu.
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Teniendo en cuenta que en el analisis de fenoles totales se utilizé una alicuota de 0.25 mL
de extracto acuoso de Vasconcellea pubescens y se realiz6 la reaccion de Folin-Ciocalteu
en una fiola de 10 mL, se obtuvo la Ecuacion 3.

Absorbancia,,,, —0.0368  10mL

Fenoles Totales (mgEAG/ L) = 0.0107 X 0.25mL

[3]

También se expreso la concentracion de fenoles totales en mg EAG/g de semilla seca de
Vasconcellea pubescens, para esto se tuvo en cuenta que para la preparacion del extracto
se pesaron 5 g de semilla seca y se sometid a reflujo con 100 mL de agua destilada.
Teniendo en cuenta lo anterior, se obtuvo la Ecuacion 4.

mgEAG 9 0.1L

5 [4]

Fenoles Totales (MgEAG/ g) = Fenoles Totales ( )

La concentracion de fenoles totales en extracto acuoso (mg EAG/L) y semilla seca (mg
EAG/Qg) de Vasconcellea pubescens se presenta en la Tabla 2, las cuales fueron calculadas
con las ecuaciones 5 y 6, respectivamente. La concentracion en el extracto acuoso de
semillas de Vasconcellea pubescens es de 1707.66 = 23.34 mg EAG/L, equivalente a
34.15 + 0.47 mg EAG/g de semilla seca. Resultados congruentes con el presente estudio
se obtuvieron en la investigacion realizada por Pino-Ramos et al. (20) donde
determinaron la concentracién de compuestos fendlicos por el método Folin-Ciocalteu
hallando concentraciones de 62.44 + 3.42 y 49.02 = 7.02 mg EAG/g de extracto seco
obtenido con acetato de etilo y metanol, respectivamente, asimismo, identificaron
hidroquinona glicosilada, flavan-3-oles, proantocianidinas, flavonoles glicosilados y un
alcaloide. Estos hallazgos sugieren la presencia de compuestos fendlicos presentes en las

semillas de Vasconcellea pubescens.

Tabla 2. Concentracion de fenoles totales en el extracto acuoso (mg EAG/L) y semilla
seca (mg EAG/g) de Vasconcellea pubescens.

_ Fenoles Muestra Volumen Fenoles Fenoles

Absorbancia  totales . de la totales totales
analizada . . .

a 765 nm (mg (ML) fiola corregido corregido
EAG/L) (mL) (mg EAG/L) (mg EAGI/g)

1 0.5008 43.36 0.25 10 1734.58 34.69
2 0.4897 42.33 0.25 10 1693.08 33.86
3 0.4903 42.38 0.25 10 1695.33 33.91
Promedio 1707.66 34.15
Desviacion estandar 23.34 0.47

EAG: equivalente a 4cido galico.
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3.5. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante fue determinada por el ensayo DPPH. Los resultados para la
elaboracion del grafico de calibracion se presentan en la Tabla 3, donde se observan las
absorbancias promedio del DPPH a 517 nm que reaccionaron con las concentraciones de
20, 40, 60, 80 y 100 umol/L de Trolox.

Tabla 3. Absorbancias a 517 nm de DPPH posteriores a la reaccion con soluciones de

calibracion de Trélox.

Troélox Absorbancia a 517 nm
(nmol/L)  Repeticion 1  Repeticion 2  Repeticion 3 Promedio
20 0.3774 0.3892 0.3701 0.3789
40 0.3052 0.3098 0.2998 0.3049
60 0.2163 0.2098 0.2108 0.2123
80 0.1265 0.1298 0.1303 0.1289
100 0.0584 0.0571 0.0569 0.0575

De la Tabla 3 se plotearon la concentracion de Trdlox vs la absorbancia promedio, dando
como resultado el grafico de tendencia lineal y negativa de la Figura 12. En esta figura se
observa que el coeficiente de determinacion (R?) del ajuste al modelo matematico lineal
presenta un valor de 0.9982. Este valor es mayor que 0.995, esto indica que el método
para determinar fenoles totales es lineal (85). Por lo tanto, el método es adecuado para
determinar la capacidad antioxidante en extractos acuosos de Vasconcellea pubescens.

Teniendo en cuenta lo anterior, la ecuacion de la recta (Ecuacion 5) que se presenta en la
Figura 12 se utilizo para determinar la capacidad antioxidante de los extractos acuosos de
Vasconcellea pubescens.

y =—-0.0041x + 0.4622 [5]

Donde “y” es la absorbancia del Trolox a 517 nm y “X” es la capacidad antioxidante
expresada en umol equivalente a Trélox por cada litro de extracto fluido (umol ET/L).

Reemplazando se obtiene la Ecuacion 6.

Absorbancia,, ., — 0.4622
—0.0041

Capacidad antioxidante (#molET /L) = [6]
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Figura 12. Gréafico de calibracion para la determinacion de la capacidad antioxidante por
el método DPPH.

Considerando que para el analisis de la capacidad antioxidante se utilizaron 0.5 mL de
extracto acuoso de Vasconcellea pubescens en una fiola de 10 mL, la Ecuacion 6 se ajusta

a la Ecuacion 7.

Absorbancia,,,,, —0.4622 y 10mL
—0.0041 0.5mL

Capacidad antioxidante (zmolET /L) = [7]
También se expreso la capacidad antioxidante en umol ET/g de semilla seca de
Vasconcellea pubescens, para esto se tuvo en cuenta que para la preparacion del extracto
se pesaron 5 g de semilla seca y se sometid a reflujo con 100 mL de agua destilada.
Teniendo en cuenta lo anterior, se obtuvo la Ecuacion 8.

0.1L
X
59

Capacidad antioxidante (+«molET / g) = Capacidad antioxidan te (,um (I)_IET ) [8]
La capacidad antioxidante de extracto acuoso (umol ET/L) y semilla seca (umol ET/g)
de Vasconcellea pubescens se presenta en la Tabla 4, las cuales fueron calculadas con las
ecuaciones 7'y 8, respectivamente. La concentracion en el extracto acuoso de semillas de
Vasconcellea pubescens es de 1333.17 + 38.31 umol ET/L equivalente a 26.66 + 0.77
umol ET/g de semilla seca. Respecto a lo encontrado, segun Pino-Ramos et al. (20) el
contenido de compuestos como flavan-3-oles, proantocianidinas y flavonoles glicosilados
presentes en las semillas de Vasconcellea pubescens podrian ser las responsables de la
capacidad antioxidante. Estos resultados demuestran que las semillas de Vasconcellea
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pubescens presentan componentes reductores, lo que hace de este desecho un biomaterial

atil en la sintesis de nanoparticulas de oro.

Tabla 4. Capacidad antioxidante en el extracto acuoso (umol ET/L) y semilla seca (umol
ET/g) de Vasconcellea pubescens.

Capacidad

Volumen Capacidad Capacidad

Abs.a antioxidante a'\:;?igaa de la fiola antioxidante antioxidante
517nm  (umol ET/L) (mL) (mL) corregida corregida
(umol ET/L) (umol ET/g)
1 0.1966 64.78 0.5 10 1295.61 25.91
2 0.1892 66.59 0.5 10 1331.71 26.63
3 0.1809 68.61 0.5 10 1372.20 27.44
Promedio 1333.17 26.66
Desviacion estandar 38.31 0.77

Abs.: Absorbancia, ET: Equivalente a Trolox.

3.6. Analisis FTIR del extracto acuoso.

La espectroscopia del infrarrojo es una técnica analitica que puede aplicarse en materiales
vegetales para predecir su contenido fendlico (86). En la Figura 13 se presenta el espectro
FTIR del extracto acuoso de semillas de Vasconcellea pubescens, el cual fue realizado a
nimeros de onda de 650 a 4000 cm*, donde se presentan picos a ndmeros de onda de 772,
1027, 1231, 1317, 1367, 1434, 1514, 1606, 2920 y 3278 cm™..

100 -
95—-
90—-
85—-
80—-

75

Transmitancia (%)

70 -

65

3278 2920 1606 11434:1317, 4 772
60 = 1514 13671231 1027

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Transmitancia (cm™)

Figura 13. Espectro FTIR del extracto acuoso de semillas de Vasconcellea pubescens.
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Por otro lado, en la Tabla 5 se presentan las interpretaciones correspondientes a cada uno
de los picos encontrados a distintos nameros de onda del espectro FTIR de la Figura 13.
El pico a 3278 cm™ corresponderia a la vibracion de estiramiento caracteristico de los
grupos O-H. Resultados similares fueron encontrados en el extracto acuoso de hojas de
Sisymbrium irio donde también encontraron grupos O-H (87) caracteristicos en
compuestos fendlicos y lignina (88). A 2920 cm™ se observan las vibraciones de
estiramiento de C-H que podrian corresponder a las estructuras quimicas de cadenas
hidrocarbonadas y fenoles (89). A 1606 y 1514 cm™ se presentan vibraciones de
estiramiento de grupos C=C por presencia de deformaciones de anillos aromaticos (90).
A 1317, 1367, 1434 cm™ se presentarian vibraciones de deformacion de C-H. El pico a
1231 cm™ podria corresponder a sefiales relativas al estiramiento del enlace C-O de los
acidos fendlicos (91). Finalmente, a 772 y 1027 cm™ se presentan vibraciones de
distorsion de grupos C=C de los anillos bencénicos (92) de los compuestos fenolicos (93)

presentes en el extracto acuoso.

Tabla 5. Posibles grupos funcionales presentes en el extracto acuoso de semillas de

papaya arequipefia identificados por FTIR.

Numero de onda (cm™) Interpretacion

3278 Vibracion de estiramiento O-H
2920 Vibracion de estiramiento C-H
1606 Vibracién de estiramiento C=C
1514 Vibracion de estiramiento C=C
1434 Vibracién de deformacion C-H
1367 Vibracion de deformacion C-H
1317 Vibracién de deformacion C-H
1231 Vibracion de deformacion C-O
1027 Vibracion del esqueleto C=C
772 Vibracién del esqueleto C=C

3.7. Efecto antibacteriano.
3.7.1. Concentracion Minima Inhibitoria.

En la Figura 14 se presenta el resultado del ensayo para la determinacion de la CMI. Se
observa que la CMI de las AuNPs biosintetizadas con el extracto acuoso de semillas de

Vasconcellea pubescens es 0.938 mg/mL frente a Escherichia coli ATCC 25922.
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Figura 14. Ensayo para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)
de las AuNPs biosintetizadas frente a Escherichia coli ATCC 25922.

3.7.2. Concentracion Minima Bactericida.

Para la determinacion de la CMB se sembraron 50 pL de los pozos 3, 4, 5, 6y 7 en placas
de agar Mueller Hinton con la finalidad de evaluar el crecimiento. En la Figura 15, se
observa que la placa donde no se aprecia crecimiento es la placa correspondiente al pozo
3, por lo que la CMB es de 1.875 mg/mL.

1.875 mg/mL 0.938 mg/mL 0.469 mg/mL 0.234 mg/mL 0.117 mg/mL

—

Figura 15. Placas para la determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)
de las AuNPs biosintetizadas frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Segun Tian et al. (94) dentro de los mecanismos involucrados en el efecto antibacteriano
de las AuNPs estarian a) la interaccion con barreras por lo que un incremento de la dosis
de AuNPs aumenta la permeabilidad de la membrana bacteriana, lo que ocasiona la
disminucion de su viabilidad, por otro lado, b) la interaccién con biomoléculas de las

bacterias por inhibir la actividad enzimatica al unirse al ADN e interferir con la sintesis
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de las proteinas, otro mecanismo corresponde a c) el efecto fototérmico donde las AUNPs
presentan propiedades de conversion de luz a calor lo que puede causar la lisis y
desintegracion de las bacterias, y c) el desequilibrio redox incrementando las especies

reactivas de oxigeno causando estrés oxidativo causando apoptosis y necrosis celular.

Asimismo, Cui et al. (95) describen que las AuNPs pueden colapsar el potencial de
membrana inhibiendo la actividad de la ATPasa, logrando disminuir el nivel de ATP.
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CONCLUSIONES

1. Se demostré que el extracto acuoso de Vasconcellea pubescens obtenido por reflujo
fue eficiente para Biosintetizar nanoparticulas (AuNPs) de oro de 8.98 + 2.19 nm con
un pico de absorcion maxima a 548 nm caracteristico de la resonancia del plasmon de
la superficie de las nanoparticulas de oro, asimismo, se identificaron grupos C-O,
C=0, C-H y C-C en las AuNPs que estarian relacionados con los compuestos

fendlicos presentes en el extracto acuoso de semilla de Vasconcellea pubescens.

2. Se logro cuantificar fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu en el extracto
acuoso de semillas de Vasconcellea pubescens utilizado para la biosintesis de

nanoparticulas de oro, encontrando una concentracion de 1707.66 + 23.34 mg EAGI/L.

3. Se logré determinar la capacidad antioxidante por el ensayo DPPH en el extracto
acuoso de semillas de Vasconcellea pubescens utilizado para la biosintesis de
nanoparticulas de oro, encontrando una capacidad antioxidante de 1333.17 + 38.31
umol ET/L.

4. Se logré caracterizar el extracto de semilla de Vasconcellea pubescens utilizado para
la biosintesis de nanoparticulas de oro por espectroscopia del infrarrojo, encontrando
grupos O-H, C-H, C=Cy C-O, los cuales son caracteristicos de compuestos fenolicos.

5. Se logro6 determinar que la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida de las nanoparticulas de oro biosintetizadas frente a Escherichia coli
ATCC 25922 son de 0.938 y 1.875 mg/mL, respectivamente.

6. Se lograron biosintetizar nanoparticulas de oro empleando como agente reductor al
extracto acuoso de semillas de Vasconcellea pubescens, las cuales, presentan
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922.
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RECOMENDACIONES

— Se recomienda evaluar el efecto antibacteriano de las AuNPs biosintetizadas con

extractos acuosos de papaya arequipefia frente a otros microorganismos patdgenos.

— Se recomienda comparar el efecto bacteriano de AuNPs biosintetizadas con extractos
de semillas de papaya arequipefia utilizando diferentes solventes extractores.

— Se recomienda inmovilizar las AuNPs en membrana para simular un posible
escalamiento de aplicacion de las AuNPs biosintetizadas en superficies bioldgicas

para estudios de cicatrizacion.
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Anexo 1. Determinacién del tamafio de particula en el software Image J.
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Anexo 2.
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Anexo 3. Pulverizacion de semillas de papaya arequipefia en molino de cuchillas.
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Anexo 5. Peso de semillas de papaya arequipefia para la preparacion de extractos.
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Anexo 6. Semillas de papaya arequipefia en el balén.
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Anexo 8. Sistema de extraccion por reflujo.
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Anexo 9. Filtracién del extracto.

Anexo 10. Extracto acuoso de semillas de papaya arequipefa.
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Anexo 11. Solucién de &cido tetraclorodurico.

Anexo 12. Solucién de &cido tetracloroaurico con citrato trisodico.
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Anexo 13. Adicién de 1 mL de extracto acuoso.

Anexo 14. Nanoparticulas de oro biosintetizadas
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Anexo 15. Secado de suspensiones de AuUNPs

Anexo 16. AuNPs en polvo.
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Anexo 17. Autoclave.
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Anexo 19. Preparacion del indculo.

Anexo 20. Placas de 96 pozos para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria.
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Anexo 21. Certificado de analisis de Escherichia coli ATCC 25922.

Cerlificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEA SE INFORMATION:
Product Name: Escherichia coli Quality Control Technologist: Glenna L Jaede
Catalog Number: 0335 Releaze Date: 2025/04/28

Lot Number: 335-595**

Reference Number: ATCCE® 25922™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2027/04/30

Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irregular, convex, slightly SBAP
erose edge & smooth; other is larger, irregular, low convex, erose edge & rough

Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase (Kovacs): negative q/r ( /_K
Beta-glucuronidase (E. coli Broth wiMUG): positive P & e
(1) Ampicillin {10 mcg - Disk Susceptibility): 15 - 22 mm

(1) Gentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26 mm ‘B’i‘::d"gf ;IES;:E Control
(1) SXT {1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29 mm

AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appesaring on the product labsl and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this cerlificate is the actual base lot number.

Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazardisafety information.
Individual products are traceable to a recognized culture collection.
(1) These tests are accredited to ISOVIEC 17025,

ACCREDITED
TESTING CEHT #2055.01

ATCC Licensed (*} The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Dervative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
Bemten ) ATCEC. Microbiclagics. Inc. is licensed o use thess frademarks and to s=ll products derived from ATCO® cultures.

ACCREDITED

RETCACMCE HATCRIAL PRODULLR
CERT #24%%.02
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 [+++) Green
0.00 - 1.69 ) Red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

{C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 4/22/2025 11:05 AM TAL
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample 1D Organism (best match) Score Value
D5 (+++) (A) 335-595 Escherichia coli
Comments:

closely related to Shigella / Escherichia fergusonii and not definitely distinguishable at the moment |
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Anexo 22. Constancia de determinacion de analisis de semillas de papaya arequipefia.

¥4
m INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD) S
‘f’\{i Investigacion, Conserctn, Educacion y Trangdormocton. de Recursos g i £ J
—_— Reconacido por Resolucicn de Direccidn General Nro, 140-2016-SERFOR,DGGSPFFS -

" Ario de la recuperacion y consolidacion de la economia peruana”

CONSTANCIA DE DETERMINACION
N®021-2025

El Presidente del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD).
HACE CONSTAR:

Que lamuestra presentada por Erica Cuba Cutiri, recolectada en el distrito, provincia
y departamento de Arequipa, en las coordenadas de ubicacién: 5 16°24'11" v O
71°32'06", a una elevacién aproximada de 2345 m, para la realizacién de la tesis
titulada: “Biosintesis de nanoparticulas de oro utilizando extracto de semillas
de Vasconcellea pubescens (papaya arequipefia)] para su aplicacion como
antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 25922", presentada en la
Universidad Catdlica de Santa Maria. Fue determinada taxondmicamente en las
instalaciones del Herbario Sur Peruano (HSP), del Instituto Cientifico Michael Owen
Dillon, corresponde a:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novdk ex Takht
Orden: Brassicales Bromhead
Familia: Caricaceae Dumort.
Género: Vasconcellea A. 5t.-Hill.
Especie: Vasconcellea pubescens A. DC.

La clasificacion se ha realizado segiin la propuesta por: Angiesperm Phylogeny Group
[APG) IV en “An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the orders
and families of flowering plants: APG IV™ (2016).

Se expide la presente a solicitud de la interesada para los fines que estime

conveniente.

Arequipa, 20 de octubre de 2025.

DN
o~
Blgo. iel Ferndndo Ramos Aranibar
G B P.N°9552

Presidente del Mhstituto Cientifico Michael Owen Dillon (TMG]
Herbario Sur Peruano (H5F)

danferamos@Egmail.com

dramos@imod.ong.pe
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Anexo 23. Diametros de nanoparticulas de oro calculadas en el software Image J.

AuNPs Diametro (nm) AuNPs Diametro (nm) AuNPs Diametro (nm)

1 8.458 31 8.091 147 8.511
2 7.951 32 7.827 148 8.67
3 6.938 33 10.655 149 5.442
4 8.63 34 8.056 150 3.194
5 8.142 35 3.082 151 8.754
6 7.827 36 9.581 152 8.396
7 7.405 37 8.865 153 8.495
8 6.48 38 10.733 154 9.932
9 7.117 39 7.569 155 9.464
10 7.214 40 8.4 156 8.458
11 5.803 41 2.847 157 8.069
12 2.955 42 8.358 158 7.448
13 2.778 43 7.697 159 9.991
14 10.965 130 9.53 160 10.209
15 7.537 131 7.697 161 8.108
16 7.405 132 7.929 162 9.021
17 8.722 133 7.573 163 8.944
18 9.345 134 9.897 164 9.16
19 9.127 135 8.726 165 9.002
20 9.127 136 9.464 166 8.511
21 9.625 137 8.798 167 10.638
22 8.687 138 9.412 168 8.295
23 8.484 139 9.693 169 9.266
24 9.571 140 9.548 170 7.947
25 7.297 141 13.273 171 9.808
26 9.007 142 8.295 172 9.266
27 7.61 143 9.533 173 8.358
28 9.412 144 12.375 174 8.658
29 3.343 145 9.621 265 10.311
30 6.565 146 10.065 266 10.407
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AuNPs  Diadmetro (nm) AuNPs Diametro (nm) AuNPs Diametro (nm)

267 8.651 296 10.552 325 3.556
268 10.333 297 7.038 326 7.665
269 8.902 298 11.104 327 9.548
270 10.911 299 13.428 328 9.247
271 5.806 300 8.039 329 9.726
272 8.688 301 10.168 330 8.299
273 10.065 302 11.611 331 9.16
274 13.767 303 10.704 332 11.642
275 9.237 304 9.125 333 8.159
276 10.699 305 10.585 334 7.443
277 10.115 306 9.932 335 10.638
278 11.224 307 8.798 336 4.399
279 10.124 308 10.209 337 8.261
280 9.021 309 10.926 338 8.495
281 8.061 310 10.362 339 7.117
282 10.376 311 8.986 340 9.693
283 9.24 312 9.375 341 10.116
284 6.027 313 10.264 342 3.194
285 9.021 314 9.048 343 3.595
286 9.489 315 9.341 344 6.365
287 8.694 316 7.706 345 8.069
288 10.392 317 7.19 346 10.733
289 6.354 318 7.697 347 7.773
290 8.412 319 10.058 348 9.621
291 9.932 320 6.387 349 10.785
292 9.949 321 8.511 350 8.944
293 10.199 322 3.385 351 8.295
294 10.632 323 3.556 352 9.041
295 8.609 324 2.18 353 10.638

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM & DE SANTA MARIA

AuNPs  Didametro (nm)

354 6.343
355 6.085
356 9.464
357 10.058
358 6.148
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