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RESUMEN

La sintesis de nanoparticulas metalicas de cobre (NPsCu) a partir de plantas
constituye un area de gran interés y crecientes avances, que devela el
potencial de nuevas nanoestructuras para diferentes fines con actividad
antimicrobiana. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
antimicrobiano de las NPsCu obtenidas a partir de un extracto de Hibiscus
sabdariffa Linn, sobre una cepa de Staphylococcus aureus. En cuanto a la
optimizaciéon de las nanoparticulas de cobre, teniendo en cuenta factores
optimos para su sintesis, como la diferentes concentraciones de sulfato de
cobre (0,4; 0.8; 1,2 mM), y la relacidon de volumen de sal sulfato de cobre. Se
utilizo la técnicas de caracterizacibn como lo son cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) y microscopia electrénica de barrido (SEM). Asi como
también el uso de una suspensién de glébulos rojos al 5%, para determinar
el MIC de la actividad hemolitica del Staphylococcus aureus con respecto al
control. Las CuNPs presentaron un tamano de 36 nm y una morfologia
esférica con ciertos agregados. Se observo inhibicidn de la proliferacion, con
una concentracion minima inhibitoria cercana a 0,8 mg/mL. Cabe resaltar
que las CuNPs demostraron reduccioén del porcentaje de hemolisis con las
concentraciones empleadas por debajo del MIC. Por ende debido a lo antes
mencionado es importante crear y apostar por nuevas opciones terapéuticas
que puedan ser eficaces contra los microorganismos patdégenos, por tanto la
biosintesis de CuNPs y la evaluacion de sus efectos en uno de los
microrganismos mas importantes a nivel clinico, como el Staphylococcus
aureus, constituye un aporte en la busqueda de nuevas terapias
antimicriobianas.

Palabras clave: Cobre, nanoparticulas, nanomateriales, actividad
antimicrobiana, aplicaciones biomédicas.
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ABSTRACT

The synthesis of metallic copper nanoparticles (NPsCu) from plants is an
area of great interest and growing progress, which reveals the potential of
new nanostructures for different purposes with antimicrobial activity. The
objective of the research was to evaluate the antimicrobial effect of CuNPs
obtained from an extract of Hibiscus sabdariffa Linn, on a strain of
Staphylococcus aureus. Regarding the optimization of copper nanoparticles,
taking into account optimal factors for their synthesis, such as the different
concentrations of copper sulfate (0.4; 0.8; 1.2 mM), and the salt volume ratio.
Characterization techniques such as high efficiency liquid chromatography
(HPLC) and scanning electron microscopy (SEM) were used. As well as the
use of a 5% suspension of red blood cells, to determine the MIC of the
hemolytic activity of Staphylococcus aureus with respect to the control. The
CuNPs had a size of 36 nm and a spherical morphology with certain
aggregates. Inhibition of proliferation was observed, with a minimum inhibitory
concentration close to 0.8 mg/mL. It should be noted that the CuNPs
demonstrated a reduction in the percentage of hemolysis with the
concentrations used below the MIC. Therefore, due to the aforementioned, it
is important to create and bet on new therapeutic options that can be effective
against pathogenic microorganisms, therefore the biosynthesis of CuNPs and
the evaluation of its effects on one of the most important microorganisms at
the clinical level, such as Staphylococcus aureus constitutes a contribution in
the search for new antimicrobial therapies.

Keywords: Copper, nanoparticles, nanomaterials, antimicrobial activity,
biomedical applications.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios las enfermedades infecciosas han constituido una
de las primeras causas de morbimortalidad en paises subdesarrollados, por
lo que el tratamiento adecuado y oportuno de las mismas tendra un impacto
favorable en los indicadores de salud. Uno de los principales
microorganismos causante de una gran variedad de infecciones es el
Staphylococcus aureus, el cual es un importante patdégeno humano
bacteriano que causa una amplia variedad de manifestaciones o
enfermedades (Neumonia, Endocarditis infecciosa, Sepsis, Infeccion en
tejidos blando, entre otros), que pueden ser adquiridas tanto en entornos
comunes (en crecimiento) como hospitalarios (mas frecuente) (Cueto y
Pascual, 2009).

Esta bacteria se clasifica como cocos Gram positivos que
generalmente crecen en racimos irregulares parecidos a racimos de uvas,
porque las células se dividen sucesivamente en tres planos perpendiculares.
Cabe destacar que crecen con rapidez sobre muchos tipos de medios y son
metabdlicamente activos, por lo que fermentan carbohidratos y producen
pigmentos que varian de blanco hasta amarillo intenso. Con la estructura
bacteriana el S. aureus presenta una pared celular disefiada para mantener
la estructura de la célula, ademas de conferir resistencia, rigidez estructural y
proteccion contra posibles dafios mecanicos o ruptura osmotica que

comprometan la viabilidad celular (Schneewind, 2014).

Los Staphylococcus patdégenos casi siempre causan hemolisis y
coagulacion del plasma y con ello la produccién de varias enzimas y toxinas
extracelulares. Es importante sefalar que los genes responsables de la
virulencia y de la resistencia a los antimicrobianos son los Elementos
Genéticos Moviles, estos son fragmentos de ADN que pueden replicarse por

si mismos y ser transferidos entre las cepas y entre diferentes especies



(Hurtado et al.,, 2004; Lindsay y Malachowa, 2010). De ahi que estos
microorganismos desarrollan con rapidez resistencia a los antimicrobianos lo

que presenta un problema terapéutico dificil, Jawetz, 2004.

Motivado entonces a la resistencia antimicrobiana, han surgido
disciplinas como la nanotecnologia la cual ha desarrollado y evaluado una
diversidad de nanomateriales con capacidad antimicrobiana. Entre estos
nanomarteriales destacan las nanoparticulas de cobre (NPsCu), las cuales
se han evidenciado que originan dafios significativos en la pared celular,
ademas de la alteracion de los procesos celulares vitales, dando como
resultado la inhibiciéon del crecimiento microbiano (Maneerung et al., 2008;
Ramyadevi, 2012; Ruparelia, 2008; Hajipour, 2012; Choi, 2008).

De acuerdo con lo mencionado, ciertas investigaciones confirman que
el efecto de las Nanoparticulas sobre patdégenos como bacterias, virus y
hongos, los convierte en potenciales antimicrobianos, por lo que
recientemente han sido considerados como la nueva generacion de agentes
bactericidas. (Rosenthal, 2010).

Figueroa y Calderon (2019), investigaron la Sintesis de
nanoparticulas de hierro a partir del extracto acuoso de hojas de Eucalyptus
robusta Sm. y evaluaron su actividad antimicrobiana, los cuales determinaron
que las NPsFe exhibieron actividad antimicrobiana frente a los diversos
microorganismos ensayados tales como: Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacilus subtilis, encontrandose
una relacién estrecha entre las condiciones de sintesis y la actividad

antimicrobiana.

En este mismo orden de ideas, Archana y Rohit (2021), realizaron
una investigacion sobre Actividad antimicrobiana, antioxidante y citotoxica de
nanoparticulas de cobre sintetizado con verde de Partenio hysterophorus L.

Concluyendo que las nanoparticulas de cobre son una buena fuente de



agentes terapéuticos y sus aplicaciones pueden conducir a descubrimientos
valiosos en varios campos, como dispositivos meédicos y sistemas

antimicrobianos.

Muchas de las tecnologias aplicadas para este fin, estan basadas en
procesos fisicos y quimicos, que presentan desventajas no soélo desde el
punto de vista econdmico (altos costos), o tecnolégico (necesidad de
equipamiento especializado), sino también dafo ambiental por el
requerimiento del uso de solventes organicos de elevada toxicidad y otros

compuestos quimicos de alta agresividad (Albrecht et al., 2006).

Es por ello que en la actualidad los esfuerzos tecnoldogicos estan
basados en métodos bioldgicos, los cuales son mas factibles y amigables
con el medio ambiente, donde se requiere el uso de plantas, metabolitos,
extractos vegetales, células y tejidos, para la sintesis de NPs (Pradeep-
Anshup, 2009; Morales-Diaz, 2016).

Al mismo tiempo, la sintesis verde requiere de plantas que tengan la
capacidad reductora y que también posean sustancias fitoquimicas (como
antocianinas y flavonoides) que procuren contribuir o potenciar a la accion
antimicrobiana de las NPs. Haciendo mencion en esta investigacion
utiizamos como material organico la Hibiscus sabdariffa, conocida
comunmente como Flor de Jamaica, teniendo en cuenta que la sintesis verde
de NPsCu, se dara por una reaccion redox donde los compuestos bioactivos
aporten electrones a los cationes de los metales llevandolos a una forma con

carga cero y de escala nanomeétrica (Morales-Diaz, 2016).

En este sentido, de acuerdo con todo lo antes expuesto y tomando en
cuenta el aumento de la farmacorresistencia por parte de los agentes
bacterianos, es conveniente la sintesis de nuevos nanomateriales que
puedan ser implementados como tratamientos con efectos antibacterianos,

para tratar las enfermedades de manera eficaz y segura debido a esto en el



presente trabajo se Evalud el efecto antimicrobiano de Nanoparticulas de
Cobre obtenidas a partir de un extracto de Hibiscus sabdariffa Linn. Teniendo
en cuenta el aprovechamiento de sus diferentes propiedades, se busca
generar tratamientos equivalentes o incluso mas efectivos que los actuales

antibiodticos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano de las Nanoparticulas de Cobre
(CuNPs) sobre una cepa de Staphylococcus aureus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el perfil fitoquimico del extracto acuso de Hibiscus

sabdariffa.
2. Optimizar las condiciones de sintesis de las nanoparticulas de cobre.
3. Determinar el tamafo y morfologia de las nanoparticulas de cobre.

4. Determinar el efecto de las nanoparticulas de cobre sobre la
proliferacion y capacidad hemolitica de una cepa de Staphylococcus

aureus.



MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion:

Se realizé un estudio de tipo descriptivo-experimental, en el cual se
determind el efecto antimicrobiano de las diferentes concentraciones de
nanoparticulas de cobre sintetizadas (CuNPs) a partir de un extracto acuoso

de Hibiscus sabdariffa, sobre una cepa de Staphylococcus aureus.

Muestra biologica:

Para determinar el efecto antibacterial se emple6é una cepa bacteriana
certificada de Staphylococcus aureus ATCC 25923, proporcionada por el
Laboratorio de Bioquimica Farmacoldgica del Instituto de Investigaciones
Biomédicas “Dr. Francisco Triana Alonso” (BIOMED-UC).

Material vegetal:

Se conto con calices deshidratados de H. sabdariffa, los cuales se
obtuvieron de un cultivo organico. La cosecha se llevé a cabo en la casa del
investigador. Terrenos propios ubicados en el sector El Limén y El Castafo,

estado Aragua, Venezuela (octubre 2019-marzo 2020).

Preparacion del extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa.

Los extractos se prepararon pesando 5 g de célices secos, que fueron
colocados en un beaker con 100 mL de agua destilada. Se colocaron en una
plancha de calentamiento a 90 grados por 15 min. Se preparé el extracto del
material vegetal por decantacién. Por ultimo, la solucién se filtrd6 con papel

Whatman No. 4 (Reyes-Luengas et al., 2015).

Determinacion del perfil fitoquimico del extracto acuoso de Hibiscus

sabdariffa, por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).



Se empleé un cromatégrafo de liquidos Hewlett Packard HP1100
equipado con bomba cuaternaria, equipo de termostatizacion de columnas,
muestreador automatico y detector. La separacidon cromatografica se
desarroll6 con una columna RP18 Pecosphere (Perkin Elmer- BrownLee
Columns) de 83mm x 4,6mm. La deteccion se llevé a cabo a 280 nm y a una
temperatura de 25°C para el muestreador y el equipo de termostatizacion de
la columna. La velocidad de flujo fue de 0,45 mL/min. Finalmente se
inyectaron 20 mL del extracto y se emplearon los patrones correspondientes

para la cuantificacion e identificacion (Borras-Linares et al., 2015).

Optimizacion de la sintesis de las nanoparticulas de cobre (CuNPSs)

Las condiciones para obtener el mejor rendimiento de sintesis de las
CuNPs fueron: concentracion de sulfato de cobre (0,4; 0,8; 1,2 mM), relacion
de volumen de sal y extracto acuoso (1:1, 1:2 y 2:1), manteniendo el pH (5),

y la temperatura de reaccién constante(50 °C).

La formacion de las nanoparticulas fue determinada mediante
espectrofotometria UV-VIS (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
EE.UU), realizando un barrido espectral de cada sintesis obtenida, en un
rango de longitudes de onda de 250 a 750 nm, con una maximo de absorcion
a 540 nm, lo cual indica la formacién de las nanoparticulas. Para el analisis
de las nanoparticulas, se tomaron 2 ml de cada sintesis y se diluyé con agua
destilada hasta un volumen final de 4 ml. Se colocé 1 mL de la dilucién
anterior en una celda de 1 cm de camino Optico y se realizé el barrido

espectral (Rodriguez-Leon, et al., 2013; Kannan, et al., 2013).

Determinacion del tamafio y morfologia de las nanoparticulas de cobre

por microscopia electrénica de barrido (MEB).

La morfologia y tamafio de las CuNPs sintetizadas se analizo
utilizando el equipo JEOL/EO JSM-5600 SEM a 200 pym, 10 ymy 2 um. Las



peliculas delgadas de la muestra se prepararon en una rejilla de cobre
recubierta con carbdn dejando caer 20-50 pyL de muestra en la rejilla y luego
se observaron bajo el analizador. El material extrafio se limpié con papel de
seda y luego se dejo secar bajo una lampara de mercurio durante 4 a 5
minutos (Pant., 2013).

Evaluacion de la actividad antibacteriana de las CuNPs, sobre una cepa

de Staphylococcus aureus

Para iniciar los estudios de crecimiento bacteriano de la cepa de S.
aureus, se procedié a su cultivo en condiciones aerdbicas a 37 °C con
agitacion constante (250 rpm), durante 24 horas (Pre-inéculo) en 30 mL de
medio liquido Luria-Bertani (LB); este es un medio rico en nutrientes que
consta de: triptona 1%, extracto de levadura 0,5 % y NaCl 1% (el pH fué

ajustado a 7 con NaOH).

Posteriormente, a partir de este pre-indculo, se determind la cantidad
necesaria para inocular 0,05 U/mL de densidad 6ptica a 600 nm (DOego) en el
cultivo utilizado para la curva de crecimiento (Maneerung, et al., 2008). De
esta manera, cada ensayo de la curva de crecimiento se inicio con la misma

cantidad de bacterias en el medio de cultivo LB.

El efecto de las nanoparticulas sobre el crecimiento bacteriano, se
determind en ausencia (control) y en presencia de diferentes
concentraciones de CuNPs (0,2-0,4-0,6-0,8 y 1 mg/mL). En una placa de 96
pocillos de fondo en U se colocd 2uL de las soluciones correspondientes a
las nanoparticulas y 198 uL de cultivo de bacterias. En todos los ensayos se
empled un control de crecimiento. Seguidamente, el crecimiento bacteriano
se determind mediante la Dgoo para cada concentracién de las diferentes
concentraciones cada 60 minutos hasta por 6 horas. Finalmente se

graficaron las lecturas de DOgyo en funcion de las diferentes concentraciones



utilizadas.

Evaluacion del efecto de las CuNPs, sobre la capacidad hemolitica de

Staphylococcus aureus

Se utilizaron ensayos de hemdlisis para determinar el efecto inhibitorio
del de las CuNPs sobre la liberacion de alfa-hemolisina, para ello
seleccionando tres concentraciones por debajo de la concentracién minima
inhibitoria (MIC). Las bacterias se cultivaron en TSB a 37°C con agitacién a
220 r.p.m. y se afadieron al medio de cultivo diferentes concentraciones de
CuNPs (0,2-0,4-0,6 mg/mL). Después de 16 h, las bacterias se recogieron de
los cultivos y se ajustaron a la misma DO (DO600 nm = 2,5). Las muestras
bacterianas (1mL) se centrifugaron (5500 rpm, 4 °C, 1 min), los
sobrenadantes resultantes se filtraron con un filtro Whatman namero 4 y 0,1
ml de sobrenadante se llevdé hasta 975 yL con NaCl. Después de la
incubacion con 25 pl de una suspension de glébulos rojos durante 1 h 37 °C,
las muestras se centrifugaron (5500 rpm, temperatura ambiente, 1 min) y se
midid la DO de los sobrenadantes a 600 nm. Se us6 Triton X-100 como
control positivo y se usé cloruro de sodio (NaCl 0,95%) como control negativo
o de baja hemdlisis. Cada prueba se realizé de forma independiente por
triplicado (Duran, et al., 2018).

Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron mediante analisis de
varianza. (ANOVA) usando Statistic 9.0 para Windows. Por su parte los

valores se expresaron como media £ desviacidon estandar.



RESULTADOS

1. Perfil fitoquimico del extracto acuso de Hibiscus sabdariffa

Obtenido el extracto acuoso de H. sabdariffa se procedid a la
identificacion y determinacién de la concentracion de las biomoléculas
presentes en dicho extracto, arrojando un alto contenido de
flavonoides y antocianinas (Tabla 1).

Tabla 1. Identificacion y concentracion de &acidos fendlicos,
flavonoides y antocianinas presentes en el extracto acuoso de H.

sabdariffa
BIOMOLECULAS CONCENTRACION
i (mg/ml)

e Acidos Fenolicos
Galico 2,33+0,11
Caféico 0,87+0,05
Rosmarinico 0,43+0,09
e Flavonoides
Epicatequina 6,54+0,01
Rutina 4,34+0,02
Vanilina 3,45+0,06
Quercetina 13,27+0,10
e Antocianinas

Cianidina-3glucdsido 12,37+0,06
Pelargonidin-3glucosido 10,40+0,01
Peonidina-3glucésido 9,32 +0,11

Valores expresados en media y desviacion estandar

2. Optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de cobre (CuNPs)
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Para la optimizacion de la sintesis de nanoparticulas se emplearon tres
concentraciones de sulfato de cobre y tres relaciones de volumenes de sal y
el extracto acuoso de H. sabdariffa (Tabla 1). Para todas las combinaciones
empleadas se pudo lograr la sintesis de las CuNPs, evidenciandose por
medio del plasmoén superficial, a través de un espectro de absorcion
UV/Visible, presentando un maximo de absorciéon a 550 nm (Figura 1). El
volumen de sal de sulfato y de extracto acuoso para los ensayos posteriores

fue de 5 ml cada uno (relacion 1:1).

Tabla 2. Optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de cobre (CuNPs)

pH Concentracion Temperatura Relacién
CuSO4s mM °C volumen
*04 *1
5 0,8 50 2/1
1,2 V2

*Nota: concentracién y relaciéon 6ptima para la sintesis.

Fuente: Investigadores (2023)
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Figura 1. Plasmon superficial de las nanoparticulas de cobre (CuNPs)

3. Tamafo y morfologia de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) por

microscopia electrénica de barrido (SEM).

Para determinar el tamano y la morfologia de las CuNPs se utilizo
Microscopia Electronica de Barrido (SEM). En este sentido se observo
que las mismas presentan un tamano de 36 nm (tamano predominate)
observandose otras de mayor tamaro (40 nm) (Figura 2). Esto permitio
certificar la sintesis de las CuNPs empleando las condiciones antes

mencionadas.
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Figura 2. Tamafo y morfologia de las nanoparticulas de cobre (CuNPs)
obtenidas por sintesis verde.

4. Evaluar el efecto de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) sobre la
proliferacibn y capacidad hemolitica de wuna cepa de

Staphylococcus aureus.

En la evaluacion del efecto de las CuNPs sobre la proliferacion de S.
aureus, se observo inhibicion del crecimiento en todas las concentraciones
ensayadas (Figura 3A). Al graficar el porcentaje de proliferacion se evidencia
que este es dependiente de la concentracion, (Figura 3B). La lectura de la
densidad optica (DO) a las 24 h permitié establecer la concentracién minima
inhibitoria (CMI), cercana a 0,8 mg/ml (concentracién mas baja que redujo el

crecimiento hasta una densidad 6ptica de 0,2 o menos) (Tabla 3).
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Figura 3. Efecto de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) sobre el

crecimiento de Staphylococcus aureus

Tabla 3. Efecto de las CuNPs sobre la proliferacién Staphylococcus
aureus a 24 h de incubacion

CuNPs D.O

(mg/ml) (MediazDS)
0,2 1,152340,13
0,4 0,9453+0,09
0,6 0,8354+0,17
0,8* 0,2053+0,12
1 0,0321+0,01

* Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Respecto al efecto hemolitico que origina S. aureus se observé que las
concentraciones ensayadas inhiben dicho efecto, resultado estadisticamente
significativo (p<0,01) comparada con el control de hemolisis total inducida

con triton (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de las nanoparticulas de cobre (CuNPs), sobre la

actividad hemolitica de S. aureus

DISCUSION

La sintesis verde de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) ha originado
un gran interés durante las dos ultimas décadas gracias a sus caracteristicas
y excelentes propiedades tanto fisicas como quimicas, producto del tamafo
nanomeétrico, la morfologia de la superficie y el area superficial. Las nuevas
tendencias en la sintesis de nanomateriales esta enfocada en la “sintesis
verde”, es decir, en el uso de productos naturales entre ellos Hibiscus
sadariffa, que de acuerdo a lo reportado por Nahuatt, et al., 2020; Santos,

et al., 2022), posee un alto contenido en flavonoides y antocianinas.

Con respecto a la optimizacion de la sintesis de las CuNPs se observo
que empleando todas las concentraciones de sulfato de cobre (Cu,SO,4) y de
relacion de volumen sal-extracto acuoso, se obtuvieron las mismas, esto
atribuido al efecto que ejercen las biomoléculas de mayor presencia en
Hibiscus sabdariffa (flavonoides y antocianinas), capaces de reducir el metal
y originar la formacion de las CuNPs, contribuyendo al mismo tiempo a su

estabilizacion por medio interacciones tipo Van der Waals (Jayandran et al.,
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2016). Asi mismo la formacién de las CuNPs se evidencié por medio del
pasmon superficial, obtenido por el barrido espectral, el cual coincide con lo
reportado por diversas investigaciones las cuales sefalan que el maximo de

absorcion de estas CuNPs esta alrededor de los 540 nm (Antonio, 2019).

Figura 5. Esquematizacion de la estabilizaciéon de las nanoparticulas de

cobre por biomoléculas tipo flavonoides.

Si bien el plasmén superficial proporciona informacion valiosa
relacionada a la formaciéon de las CuNPs, es importante conocer el tamafo
exacto y la morfologia de estas CuNPs, puesto que estas dos variables
desempenan un rol fundamental en el efecto antimicrobiano. La técnica de
microscopia electronica de barrido (SEM), arrojé que las CuNPs presentaron
un tamafo de 36 nm, con una morfologia esférica, las cuales resultaron ser
de menor tamafio, comparadas por lo reportado por Duxtan et al., 2021),
cuyas CuNPs sintetizadas por el método poliol asistido via microondas
presentaron un tamafno de 44 nm, cuya diferencia podrian ser atribuida a que

estas CuNPs fueron sintetizada por ruta quimica.

Las NPs metalicas han demostrado poseer propiedades bacteriostaticas

y bactericidas asociadas con un incremento en el area de contacto,
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aumentando sus actividades fisicas y quimicas, siendo consideradas como
los nuevos agentes antimicrobianos de nueva generacion (Seil y Webster,
2012). En este sentido la evaluacion del efecto antimicrobiano de las NPs,
arrojo que para el todo el rango de concertaciones hubo inhibicion de la
proliferacion con una concentracion minima inhibitoria (MIC) cercana a 0,8
mg/mL. Esto coincide con lo reportado por ljjatdar, et al., 2022, quienes
evaluaron la eficiencia antimicrobiana de las CuNPs obtenidas con Allium
sativumleaf sobre diversos patdgenos entre ellos S. aureus. Sin embargo la
concentraccidn minima inhibitoria obtenida por estos investigadores estuvo
cercana a 1 mg/mL, lo que podria atribuirse al mayor tamano de las CuNPs
(44nm).

Por otra parte se conoce que S. aureus puede producir una variedad de
factores de virulencia, incluyendo toxinas hemoliticas, enterotoxina,
coagulasa, enzimas proteoliticas y leucotoxina. La hemolisina tiene una
fuerte patogenicidad y su los tipos principales incluyen alfa-hemolisina, beta-
hemolisina, gamma-hemolisina y delta-hemolisina. De acuerdo a los
resultados las CuNPs redujeron de modo significativo la liberacion de la
hemolisina en las concentraciones ensayadas (por debajo del MIC), que se

ve reflejada en la disminucion de la hemdlisis celular.

Respecto a los estudios relacionados con la inhibicion de la liberacion
de hemolisina por parte de S. aureus, empleando NPs de cualquier metal, no
hay reportes hasta la fecha, sin embargo, hay evidencias cientificas que
indican la capacidad de biomoléculas tipo flavonoides capaces de afectar la
actividad hemolitica de esta bacteria (Duan et al.,, 2018). En este sentido
estudios aun no publicados por (Coello et al., 2022) indican que el extracto
de Hibiscus sabdarifffa afecta dicha actividad hemolitica. Es de resaltar que

esta fue la planta empleada para la sintesis de las CuNPs.
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En cuanto a lo antes mencionado es importan crear y apostar por
nuevas opciones terapéuticas que puedan ser eficaces contra los
microrganismos patogenos, por tanto la biosintesis de nanoparticulas de
cobre (CuNPs) y evaluar sus efectos sobre uno de los microrganismos mas
importantes a nivel clinico, como lo es Staphylococcus aureus, constituye un

aporte en la busqueda de nuevos antimicrobianos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En relacion al perfil fitoquimico del extracto empleado en la
sintesis de nanoparticulas de cobre, se evidencio la presencia de
diversos compuestos con predominio flavonoides,

especificamente quercetina y las antocianinas.

Se observo inhibicion en el crecimiento en todo el rango de
concentraciones, siendo la concentracion minima inhibitoria

cercano a 0,8 mg/ml.

El efecto antimicrobiano de las CuNPs esta en relaciéon al tamario

y morfologia lo que incrementa la superficie de contacto.

En la evaluacion antihemolitica de las CUNPs frente a
Staphylococcus aureus, se evidencio una disminucion de la
hemolisis celular en las tres concentraciones con diferencia

estadisticamente significativa con respecto al control.

Recomendaciones

Realizar sintesis de nanoparticulas a partir de otros metales, ya
sea oro, plata entre otros, y asi mismo emplear la Sintesis verde

en el uso de otro tipo de material Vegetal.
Evaluar el posible efecto antimicrobiano de diversas

nanoparticulas, en muestras biolégicas de microorganismos

como Escherichia coli, Pseudomona spp. Klebsiella spp.
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e Evaluar el efecto de las posibles combinaciones entre las
nanoparticulas de cobre u otras con antibidticos de uso

convencional.
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