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RESUMEN

Se evaluo el efecto antibacteriano que tienen los curcuminoides del rizoma de Curcuma longa (“‘curcuma’) sobre
el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa CMH-1, al aumentar su biodisponibilidad mediante su obtencion a
nivel de nanoparticulas. Se obtuvo el polvo de 3kg de rizomas de circuma. Dichos rizomas fueron previamente
lavados, pelados, picados y dejados a secar durante una semana a 45 — 50 °C, para luego ser molidos hasta obtener
un polvo. Posteriormente para la obtencion de las nanoparticulas se utilizo la técnica de nanoprecipitacion rapida
utilizando una cabina cerrada de mezcla por choque de chorros modificada, en el cual 25 mg del polvo de curcuma
se disolvieron en 2.5 mL de un solvente organico miscible en agua (en este caso etanol absoluto) los cuales se
mezclaron con un antisolvente (agua desionizada). Las nanoparticulas de circuma con un diametro menor a 100
nm siendo el diametro minimo de 29 nm, los cuales son reproducibles en términos de tamafio de particulas y
distribucion. Para la deteccion de los curcuminoides se utilizo un espectrofotometro UV-vis obteniéndose un rango
maximo de longitud de onda entre 423 a 430 nm. En conclusion, a la concentracion de 100% de nanoparticulas
hay efecto antibacteriano sobre el crecimiento de P. aeruginosa CMH-1.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the antibacterial effect of curcuminoids of Curcuma longa’s rhizome
("turmeric") on growth of Pseudomonas aeruginosa CMH-1, increasing its bioavailability by obtaining
nanoparticles from turmeric. For which, powder of 3Kg of turmeric rhizomes was obtained. These rhizomes were
previously washed, peeled, chopped and left to dry for a week at 45-50 °C for then be grounded to obtain a powder.
Subsequently to obtain nanoparticles, Flash nanoprecipitation technique was use, using a confined impingement
jets mixer modified in which 25 mg of turmeric powder were dissolved in 2.5 mL of an organic solvent miscible
in water (in this case absolute ethanol) which was mixed with an anti-solvent (deionized water). Turmeric
nanoparticles were obtained with a diameter less than 100 nm being the minimum diameter of 29 nm. They are
reproducible in terms of particle size and distribution. An UV-vis spectrophotometer was used to obtain a
maximum wavelength range between 423-430 nm for detection of curcuminoides. It was concluded that a
concentration of 100% of nanoparticles has antibacterial effect on the growth of P. aeruginosa CMH-1.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa, bacteria Gram negativa, es responsable de una amplia variedad de
infecciones agudas y cronicas, tales como: bacteremia, neumonia, infecciones producidas en pacientes
con heridas de quemaduras. Asimismo, debido a su elevada resistencia intrinseca y adquirida a los
antibioticos por la formacion de biopeliculas y produccion de multiples factores de virulencial; dificulta
los tratamientos existentes para su control.

Curcuma longa, mejor conocida como “curcuma”, “palillo” o “azafran indio”, es una planta herbacea,
perenne de origen asiatico que pertenece a la familia Zingiberaceae. Se cultiva principalmente en China,
India, Indonesia, Jamaica 2y Pert 3. Esta planta ha sido utilizada por siglos en la medicina indigena para
el tratamiento de una variedad de condiciones inflamatorias?, como antibacteriano, antifingico y
antiviral 5.

La curcumina, principal componente de C. Jonga, junto con otros dos compuestos de la misma
naturaleza (demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina) son extraidos del rizoma de la planta 2. Estos
curcuminoides no producen efectos secundarios en el hombre y en animales, ademds no son toxicos a
altas dosis 6 7; sin embargo, uno de los mayores problemas es su biodisponibilidad 8.9. En consecuencia,
se han desarrollado diversas formulaciones, tales como nanoparticulas, liposomas, micelas y complejos
fosfolipidicos; las cuales han conseguido aumentar la biodisponibilidad de la curcumina asi como
mejorar su permeabilidad y resistencia a procesos metabodlicos 1011,

Las nanoparticulas reciben actualmente una enorme atencién como herramienta para la administracion
de farmacos y compuestos lipofilicos. Estas se pueden producir mediante una técnica simple
denominada nanoprecipitacion rapida (flash nanoprecipitation) (FNP) 12,

Han y col. emplearon un sistema cerrado de mezcla por choque de chorros con dilucion (Confined
Impingement Jets Mixer with Dilution. CIJ-D-M), que es mas simple que el disefio original propuesto
por Johnson and Prud’homme 13. El disefio requiere un impulso de flujo igual con dos chorros opuestos,
uno conteniendo el compuesto hidrofébico en un solvente organico y el otro, conteniendo un
antisolvente, generalmente agua. La etapa de dilucidn posterior en el nuevo disefio permite un rapido
enfriamiento con una alta concentracion de antisolvente, que mejora la estabilidad de la nanoparticula
12, Chow y col. utilizaron el CIJ-D-M para producir nanoparticulas irregulares de curcumina con un
tamafio menor a 100 nm 14,

En el presente informe se presentan los resultados de una investigacion dirigida a demostrar que
mediante el uso de nanoparticulas del rizoma de C. /onga, obtenidas por nanoprecipitacion rapida,
aumenta la biodisponibilidad de los curcuminoides y, por consiguiente, éstos incrementan su efecto
antibacteriano contra P. aeruginosa.

MATERIAL METODOS

Material biologico:

e Rizomas de Curcuma longa obtenidos del mercado “Mayorista” (Trujillo, Pert), proveniente de la
selva peruana.

o Cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa CMH-1, proporcionado por el Centro Médico
Hematologico — Piura (Trujillo, Perl) con una confiabilidad de identificacion de 99,99% de,
mediante el equipo MicroScan autoSCAN-4 System.

Obtencion del polvo de Curcuma longa:

Se lavaron 3 kg de rizomas de circuma con agua de cafio para eliminar impurezas, a continuacion se
dejaron secar a temperatura ambiente (23°C - 25 °C) y luego se procedio a pelarlos con un pelador de
cocina. Una vez pelados se cortaron en trozos pequefios para después dejarlos secar en una caja de
tecnopor con un foco de 60 wattz dentro, simulando un horno de unos 45°C — 55°C por el lapso de una
semana. Finalmente se molié en un molino de discos hasta obtener un polvo lo mas fino posible.
Extraccion de curcuminoides:

Se adiciono 1g de polvo de curcuma por cada 100 mL de etanol absoluto (PANCREAC QUIMICA
SA).

Obtencion de suspension nanoparticulas del rizoma de Curcuma longa '4:
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Se utiliz6 un sistema similar al CI1J-D mixer (“Confined Impingement Jets mixer” / Cabina cerrada de
mezcla por choque de chorros), 12 elaborado por la empresa SERMETAME S.R.L. Siguiendo la técnica
de nanoprecipitacion rapida'3, se empled etanol absoluto como solvente orgédnico de la circuma y agua
desionizada (Obtenida por desionizador HIDROMAQ) como antisolvente. La mezcla resultante se dejo
caer en 45 mL de agua desionizada para aumentar la sobresaturacion
Caracterizacion de las nanoparticulas:

La caracterizacion de las nanoparticulas se realiz6 en la Seccion de Nanociencia y Nanotecnologia del
Laboratorio de Fisica de Materiales. La presencia de los curcuminoides en la suspension se comprob6
mediante espectrofotometria, utilizando un Espectrofotometro UV/Vis/NIR Lambda 750s marca
PerkinElmer. Y el tamafio promedio de las nanoparticulas se determind mediante la Técnica de
Dispersion dinamica de Luz (Dynamic light scattering / DLS), para lo cual se utilizé el equipo NICOMP
Nano Z3000.

Reactivacion del cultivo de Pseudomonas aeruginosa CMH-1:

El cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa CMH-1 brindado en el medio de transporte Amies se
reactivo sembrando la bacteria en una placa de Petri con Agar Miiller-Hinton y puesto a incubacion a
37°C/14horas. Luego se conservo el cultivo en placa a 4 °C.

Determinacion de la fase log de Pseudomonas aeruginosa CMH-1:

Se realiz6 una suspension del cultivo de Pseudomonas aeruginosa CMH-1 en Solucion Salina
Fisiologica Estéril (SSFE) equivalente al tubo N°0,5 del Nefelometro de McFarland. Luego se extrajo
ImL de esa suspension y se lo adiciond a un sistema de agitacion continuo con 99 mL de caldo nutritivo
y se incub6 a 37°C. A los tiempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 horas, se extrajeron muestras de 0,5 mL y se
realizaron diluciones seriadas, de las cuales se sembraron 1 mL por incorporacién en su respectiva placa
de Petri, estas se incubaron a 37°C/24h. Posteriormente se realiz6 el recuento de colonias en cada placa
y finalmente se construyd la curva de crecimiento, de la cual se determind la duracién de la fase
logaritmica de la bacteria.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI):

Se siguio el protocolo establecido en Clinical and Laboratory Standards Institute 5.
Preparacion de las placas mediante el método de difusion:

Se prepard una suspension bacteriana de acuerdo al estandar del tubo N°0.5 del Nefelometro de
McFarland y se sembr6, por superficie, 0.1 mL de esta suspension en agar Miiller Hinton.
Posteriormente se realizaron 4 pocillos equidistantes en el agar a los cuales se les agregd una solucion
de nanoparticulas de curcuminoides (a dos pocillos), una solucion al 5% de etanol absoluto en agua
desionizada y agua desionizada, respectivamente en los pocillos 1, 2, 3 y 4; siendo los 2 ultimos
controles. Ademas se colocd un disco de antibidtico contra Pseudomonas aeruginosa CMH-1 en el
centro de la placa a manera de control positivo. Finalmente las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.
El ensayo se repiti6 3 veces.

Evaluacion de los halos de inhibicion:
Luego de las 24 horas de incubacion, se procedié a medir los halos de inhibicion.

RESULTADOS

Mediante el método de “Flash Nanoprecipitacion™ se obtuvieron nanoparticulas con un didmetro
promedio de 106.1 nm con un 100 % en ntimero (Fig. 1).

La concentacion minima inhibitoria (CMI) de la suspension de nanoparticulas de cucuminoides, a las
diferentes concentraciones empleadas sobre el crecimiento de P. aeruginosa CMH-1, deteminé que sélo
la concentracion de 100% tuvo efecto antibacteriano (se observo turbidez en los demas tubos, Fig. 2);
asimismo, el resultado de la evaluacion realizada mediante el método de difusion en disco confirmo el
efecto antibacteriano de los curcuminoides al 100%, mediante una zona de inhibicion de 14.5 mm en
Agar Miiller Hinton (Fig. 3).
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Fig. 1: Tamaio de las nanoparticulas de los rizomas de Curcuma longa, medidas por DLS.

Fig. 2: CMI de Pseudomonas acruginosa CMH-1 en Caldo Nutritivo.
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Fig. 3: Zona de inhibicion del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa CMH-1 en agar Miiller
Hinton.

DISCUSION

Para la obtencion de nanoparticulas, la seleccion de un solvente organico apropiado es esencial para
su produccion, debido a la técnica de precipitacion del antisolvente. La seleccion es cominmente guiada
por la miscibilidad del solvente en agua (antisolvente) y la solubilidad de la droga (“ctircuma’) en el
solvente!. Basado en estas consideraciones se tomd como solvente etanol quimicamente puro y como
antisolvente agua desionizada para producir nanoparticulas de curcuminoides de 106.1 nm, mediante el
método de Flash Nanoprecipitacion!2, estables en el tiempo a 4°C. Lo que concuerda con Chow SF et
al'4, quienes lograron producir nanoparticulas de un tamafio menor a 100 nm.

Dichas nanoparticulas tienen un efecto antibacteriano cuando se las emplea en una concentracion al
100%. No obstante, van perdiendo efecto conforme se van diluyendo, tal como se observa en la Fig. 1
mediante la técnica de concentracion minima inhibitoria (CMI)15.

Chakraborty B et al.17 demostraron que la actividad antibacteriana de un extracto acetonico de C. longa
tiene alta actividad antibacteriana frente al crecimiento de P. aeruginosa. Por su parte, Bhawana et al.16
demostraron que la curcumina puede ser soluble en agua cuando esta en su forma nano. Por lo tanto,
mediante ensayos antibacterianos de la suspension de nanocurcumina demostraron que la
transformacion a nano mejora la solubilidad en agua y la eficacia de la curcumina como un agente
antimicrobiano.

Los curcuminoides obtenidos del rizoma de C. /onga, en su foma nano, aumenta su solubilidad en agua
e incrementa su efecto in vitro como agente antimicrobiano en el crecimiento de P. acruginosa CMH-1.
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