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ABSTRACT: In this work, a nanomaterial was developed based on a structure of double laminar hy-
droxide DLH (ZnAl) impregnated with organic molecules of thymol; the fungistatic effect was studied
in vitro and in vivo against two phytopathogenic fungi Colletotrichum gloeosporioides and Botrytis
cinerea causing diseases in orchards such as anthracnose and gray mold. The synthesis of this
nanomaterial was carried out by the method of reconstruction of the mixed oxide ZnAl-(0) through
a combustion; the physicochemical characterization of the material was carried out by X-ray diffrac-
tion XRD, thermogravimetric analysis TGA, infrared spectroscopy by Fourier transforms FTIR and
scanning electron microscopy SEM. A conservation analysis of the organic molecule thymol was
carried out in the presence of the phytopathogenic fungus B. cinerea and without the biochemical
action of this, by means of high efficacy liquid chromatography HPLC. Concluding that the hybrid
nanomaterial synthesized DLH-T can be a great alternative to mitigate agricultural problems derived
from phytopathogenic fungi without damaging the environment and avoiding sanitary problems;
this by the protection that DLH provides to thymol thus delaying its decomposition and making it
much more manageable.
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RESUMEN: En este trabajo se desarrolld un nanomaterial a base de una estructura de hidroxido
doble laminar HDL (ZnAl) impregnado de moléculas organicas de timol; se estudié el efecto fungis-
tatico in vitro e in vivo ante dos hongos fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides y Botrytis cine-
rea causantes de enfermedades en plantas como la antracnosis y el moho gris. La sintesis de este
nanomaterial se llevo a cabo por el método de reconstruccion del 6xido mixto ZnAl-(0) pasando por
una combustion; la caracterizacion fisicoquimica del material se efectué por difraccion de rayos-X
XRD, analisis termogravimétrico TGA, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier FTIR y
microscopia electronica de barrido MEB. Se realizo un analisis de conservacion de la molécula orga-
nica timol en presencia del hongo fitopatogeno B. cinerea y sin la accion bioquimica de este, me-
diante cromatografia liquida de alta eficacia HPLC. Concluyendo que el nanomaterial hibrido sinte-
tizado HDL-T puede ser una alternativa para mitigar problemas agricolas derivado de hongos
fitopatégenos sin danar el medio ambiente y evitando problemas sanitarios; esto por la proteccion
que el HDL le brinda al timol retardando asi su descomposicion y haciéndole mucho mas manejable.
PALABRAS CLAVE: fitopatogeno, fungistatico, hibrido, hidroxido doble laminar.
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Introduccion

El sector agricola es la fuente principal para la alimentacién humana, no obs-
tante, alo largo de la historia las sociedades han enfrentado retos relacionados
con enfermedades de los cultivos o siniestros como exceso de lluvias, adicio-
nando ahora el calentamiento global que ha generado un desequilibrio ecol6-
gico; contaminacién por uso de agroquimicos que ocasionan dafios sanitarios,
por lo que es necesaria una transicién a la produccién agricola sustentable,
inocua y de calidad. Dentro de todas las anomalias que enfrentan dia a dia en
el sector agricola se encuentran las enfermedades derivadas por hongos fito-
patégenos como C. gloeosporioides y B. cinerea que se conocen como antracno-
sis y moho gris causantes de pudricién del fruto (Lemus-Soriano y Pérez-Agui-
lar, 2017; Dean, et al., 2012; Juarez-Becerra et al., 2010), siendo estas dos
especies de las mas involucradas en problemas agricolas conllevando a pérdi-
das econdmicas, contaminacién y problemas sanitarios (Huerta, G. et al,
2009). Estas enfermedades son muy comunes en frutos tales como mango
(Mangifera indica), aguacate (Persea americana) y fresas (Fragaria spp), donde
su desarrollo depende mucho de climas humedos y calurosos. Los productores
tienden a mitigar estas enfermedades con fungicidas organosintéticos como
sulfonamidas, benzimidazoles, tiofanatos, fenélicos, entre otros (FAO 2010),
que son dafinos para la salud, flora, fauna ademds de contaminar mantos
acuiferos, desencadenando desequilibrios troficos (Barcenas, 2005; Benitez-
Leite et al., 2010; Simoniel, M. E. et al., 2010; Jiquez Matas et al., 2008). Exis-
ten alternativas naturales para combatir este tipo de problemas, sin embargo,
hace falta mejorar los mecanismos o las tecnologias para su aplicacién in situ;
como ejemplo de estas sustancias de origen natural tenemos los extractos
esenciales como los de tomillo (Thymus), lavanda (Lavandula), eucalipto (Eu-
calyptus). Los extractos esenciales provienen de los ciclos metabdlicos de las
plantas y les brindan de manera natural propiedades de defensa ante insectos,
hongos, virus y bacterias; al igual que propiedades sensoriales y de aroma
(Montoya, 2010). Estos aceites también presentan propiedades antisépticas y
son utilizados tanto en la vida cotidiana como en diferentes sectores de la in-
dustria: farmacéutica, ganadera, alimentaria, cosmética y fitosanitaria (Cama-
cho 2007). Su principal composicién son los grupos fenélicos; sin embargo, no
se ha identificado con claridad el mecanismo de reaccién que estos tienen para
atacar bacterias u hongos, pero pueden alterar su membrana celular o dafiar su
material genético. De manera general se sabe que el efecto de los aceites esen-
ciales se puede llevar en: la pared celular, la membrana celular, en la sintesis de
proteina, en su genética o sintesis de esta (Palou-Garcia y Garcia-Garcia, 2008;
Lambert et al., 2001).

Uno de los principios activos con mayor efecto fungicida es el timol pre-
sente en el tomillo principalmente, y que es hasta cinco veces mds téxico
para bacterias y hongos en comparacién con el fenol (Palou-Garcia y Garcia-
Garcia, 2008). El timol es una molécula orgéanica con potencial efecto para el
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manejo de hongos fitopatégenos. No obstante, sus caracteristicas fisicoqui-
micas limitan su uso: es muy volitil, poco soluble en agua y tiene un aroma
caracteristico que lo hace de dificil tolerancia y complicado manejo (Lemus-
Soriano y Pérez-Aguilar, 2017; Bruneton, 2001). Ciertos estudios han mos-
trado que el timol presenta un amplio efecto bactericida y fungicida en el
rango de 25 pgmL™ a 100 pgmL™ (Dias de Castro et al., 2015; Numpaque et
al., 2011). Se le atribuyen “efectos membrana-tréficos”, perfora la mem-
brana citoplasmatica e induce a la fuga de material intracelular, fuga excesiva
de iones potasio en primera instancia. Estos efectos sobre la potencial trans-
membrana desencadenan inhibicién de los generadores de ATP (Kangy Sun,
2014; Shapiro y Guggenheim, 1995). Por otro lado, el timol sufre una bio-
transformacioén a iones y compuestos secundarios (Berrocal, 2014; Lambert
et al., 2001), esta biotransformacién del timol en compuestos secundarios
debido a la accién bioquimica de hongos y bacterias, lo hace no perjudicial
ante hongos benéficos fundamentales en el proceso tréfico, comparandolo
con fungicidas tradicionales que no son bio-transformados tan facilmente y
perduran en el ambiente mucho tiempo contaminando y dafiando el ecosis-

tema (Barcenas, 2005).

El desarrollo de nanomateriales amigables con el medio ambiente y de
bajo costo econémico es un tema amplio para los investigadores que se de-
dican a dicha &rea, hay una amplia gama para elegir y contribuir al desarrollo
de algiin nanomaterial que brinde nobles beneficios al sector social y am-
biental. En el sector agricola el desarrollo de agroquimicos que sean amigables
con el ambiente no solo estd siendo impulsado por la ciencia y la industria,
sino también a través de politicas gubernamentales que vienen avanzando a
nivel internacional (Sabourin et al., 2017). Ademads, existen tecnologias ba-
sadas en los nanomateriales como los hidréxidos dobles laminares (HDL), su
estudio en la ciencia e industria relacionada con la genética, la medicina, el
medio ambiente, los catalizadores, los adsorbentes, como aditivos en poli-
meros, entre otras. Estos materiales estdn teniendo aceptacién debido a sus
caracteristicas favorables para su manejo y desarrollo de compuestos hibridos
con accién bioquimica, al intercalar una molécula biolégicamente activa (Mar-
tinez y Carbajal, 2012; Béjar, 2016; Feng y Dua, 1998). Estos HDL son ma-
trices inorganicas con una estructura general; [M" ;_yM" 4(OH), (A™)n/x] -
H,0 (Miyata 1975) donde M"y M™ son cationes divalentes y trivalentes, res-
pectivamente, A™ es el anién que reside en la regién interlaminar, los aniones
situados en la regién interlaminar son méviles y pueden intercambiarse por
moléculas de naturaleza distinta algo asi como ésmosis sintética, de tal ma-
nera que se aprovecha esta caracteristica para introducir aniones orgénicos,
inorganicos o biomoléculas, tienen la capacidad de albergar en su regién inter-
laminar moléculas orgdnicas que a su vez les brindan proteccién y mejoran sus
caracteristicas. Estos HDL, ademds de tener una gran estabilidad ante la tem-
peratura, tienen la capacidad de reconstruirse después de haber sufrido desna-
turalizacién o rompimiento de su estructura laminar, lo cual se conoce como
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efecto memoria e, incluso, tienen una caracteristica de intercambio iénico que
les da la posibilidad de desplazar moléculas en su regién interlaminar por mo-
léculas mas afines (Béjar 2016). Los HDL han ido adquiriendo mayor impacto
en la industria y en la investigacién en los dltimos afios debido a su facil y eco-
noémica sintesis ademds de su gran beneficio en diversos sectores (Béjar, 2016;
Damidn, 2017; Bernardo et al., 2018). Hay diversos métodos para la sintesis de
los HDL y todos brindan distintas caracteristicas en los nanomateriales depen-
diendo del enfoque que se les dé en la investigacién o industria; por ejemplo,
han utilizado el método sol-gel con irradiacién de microondas para obtener un
HDL capaz de remover cromo y remediar suelos, y también con el objetivo de
buscar una constitucién de particulas pequenias (Ramos et al.,1997; Benito et
al., 2009), otro método es el de irradiacién de microondas, buscando un ta-
mafio menor en cristalesy acotar el tiempo de cristalizacion (Fetter et al.,1997),
también estd el método por hidrélisis de urea que busca alta cristalizacién y
buena propiedad de efecto memoria (Costantino et al.,1998), y el método de
emulsion en solucién con variaciones de pH donde se busca un area superficial
amplia (Jing He et al., 2004), sin embargo; los métodos mas empleados son los
basados en la precipitacién de sales, tales métodos son el de coprecipitacién a
baja y alta sobresaturacién, mas econémicos y practicos que los anteriores.

Para los fines de este trabajo se opt6 por el método de combustién, més re-
ciente en la investigacién, y que deriva de una solucién con un compuesto que
ejerza combustién al aplicar temperatura, buscando obtener 6xidos mixtos fa-
cilitando su homogeneizacién y una directa sintesis de los nano hibridos (Kas-
hinath et al., 2002), este método puede ayudar en la eficacia de la intercalacién
o impregnacién de los aniones o moléculas deseadas, pues al descomponer un
HDL a éxidos mixtos todos sus aniones seran eliminados quedando libre la en-
trada en su reconstruccién para intercalar o absorber una nueva molécula sin
necesidad de competir contra otros aniones. Aunque este método o ruta de so-
lucién en combustién es dirigido para la formacién de ZnO y AlO para dis-
tintas aplicaciones de remediacién o como semiconductores, por mencionar
algunos (Rajeshwa y de Tacconi, 2009). Este método se dirigi6 hacia los HDL
con Zny Al en su estructura.

El método de combustién se basa en la propiedad de efecto memoria, o re-
construccién de la estructura de un HDL, este fendmeno se aprovecha para
formar un nano hibrido con un anién organico deseable en su regién interla-
minar. Estd basado en un proceso de desnaturalizacién/reconstruccién de la
estructura laminar del HDL provocado por un tratamiento térmico generando
sus 6xidos mixtos de los metales puestos en tratamiento. Posteriormente, al
poner estos 6xidos mixtos en contacto con una solucién alcalina que contenga
aniones de interés, este recobrara su estructura laminar original y en la regién
interlaminar residiran los aniones contenidos en la solucién o, en efecto, los
aniones o moléculas se impregnaran sobre el area superficial a los 600 °C, que
es la temperatura a la cual se observa el fenémeno de descomposicién y forma-
cién de los éxidos mixtos; estos se llevan a una solucién que contenga el anién
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de interés a un pH de 9 a 10, y, al cabo de siete dias el material hibrido estara
formado. Esta ruta comparada entre moléculas orginicas pequefias y molé-
culas orgdnicas de gran tamarfio y elevado peso molecular es muy ttil en la sin-
tesis con las segundas para obtener nano hibridos, debido a una interaccién
mads lenta conveniente por sus caracteristicas fisicoquimicas que difieren entre
moléculas (Jones y Newman, 1998). Las investigaciones dirigidas a hibridos
con funcién biocida de manera general ya estdn comenzando a ser desarro-
lladas en los laboratorios de investigacién, especialmente en el sector de salud
publica contra bacterias. Observamos que el desarrollo de hibridos con acti-
vidad biocida dirigidos al sector agricola y especificamente para mitigar pro-
blemas causados por hongos fitopatégenos es un asunto mads reciente, listo
para ser explorado. La génesis de hibridos comienza teniendo como bases te6-
ricas y experimentales sobre compuestos organicos o compuestos bioldgica-
mente activos que ya hayan sido estudiados y que tengan ciertas caracteris-
ticas biocidas y el potencial de ser unidos a matrices con el objetivo de mejorar

sus condiciones de uso y aumentar su resistencia a la degradacién.

Antecedentes

Dentro de los estudios con extractos esenciales podemos citar un experimen-
to con HDL a base de ZnAl impregnados con aceite de eucalipto como un efi-
ciente nanomaterial hibrido contra bacterias multirresistentes, en este expe-
rimento utilizaron ZnNO; y AINO; como cationes di y trivalentes y aceite
esencial de eucalipto extraido de hojas de eucalipto, la sintesis del HDL fue
formada a distintas relaciones molares (2, 3, 4) y distintos pH (7.5 y 10) don-
de la mejor sintesis de este hibrido resulté en una relacién molar de 2 y un pH
de 9. Las pruebas realizadas in vitro contra Pseudomonas aeruginosa y Sta-
phylococcus sp dieron como resultados una inhibicién de su desarrollo bacte-
riano a 4 mgmL™" del material hibrido necesario en el medio, pero también
ese material mostr6 efecto bactericida a 14 mgmL ™. Se potencializa el extrac-
to de eucalipto mediante la matriz HDL (Lobo-Sanchez et al., 2018).

Un plaguicida ecolégico bio nano hibrido con los mismos cationes interca-
lando 4cido nalidixico, antibiético de bajo espectro (ZnAL-NADS), fue sinteti-
zado para lidiar la enfermedad de la pudricién blanda en los huertos de papa
(Solanum tuberosum), ocasionada por Pectobacterium carotovorum. Mediante
este mecanismo se buscé reducir la contaminacién ocasionada por los antibié-
ticos en las aplicaciones que hacen los productores para controlar la pudricién
de papa. Esto debido a un requerimiento menor en la concentracién del anti-
biético gracias a las propiedades de conservacién del HDL y de liberacién mo-
dulada del bio-nano hibrido. Lo concluyeron como una opcién a un pesticida
ecoldgico (Morales-Irigoyen et al., 2018). Otros nano hibridos desarrollados a
base de HDL y benzoato han demostrado también tener un gran poder bacte-
ricida, fungicida y un alto potencial como material para el desarrollo de filmes
(Geetanjali et al., 2018). Por estas razones, los HDL estan siendo objeto de es-
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tudio para mejorar sus cualidades y perfeccionar el desarrollo de biomateriales

y nanomateriales hibridos con un alto valor en las tecnologias modernas.
Metodologia

Sintesis del nanomaterial hibrido (HDL-T)

La sintesis de los materiales se llev a cabo en el laboratorio II de la Facultad
de Ingenieria Ambiental de la UMSNH. En el desarrollo de este HDL-T fue
necesario partir de una mezcla de 6xidos mixtos (ZnAl-(0)); los 6xidos mix-
tos se obtuvieron: se mezclaron dos soluciones de (Zn(NO3) 6H,0 y AI(NO3)
+ 9H,0) en una proporcién molar de 2 a 1 adicionando sacarosa como medio
de combustible y la accién térmica fue efectuada en mufla a 450 °C durante
5 min., para eliminar los residuos carbonosos de la sacarosa, al final del pro-
ceso térmico se mantuvo en temperatura constante de 450 °C durante 12 h
quedando un material blanco (figura 1) (Kashinath et al., 2002).

Figura 1. Oxido mixto obtenido de la combustion.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Teniendo los éxidos mixtos ZnAl-(O) como base, se prosigui6 con la sin-
tesis del nanomaterial hibrido en un sistema con poca interaccién con el am-
biente para evitar que las moléculas de CO, provenientes de la atmdsfera inte-
ractuasen en forma de CO; debido a su alta afinidad por la regién interlaminar
de las estructuras HDL y evitar competencia entre CO; y la molécula de interés:
timol. (Miyata, 1983; Béjar, 2016), a través de este proceso se efectiio el meca-
nismo de reconstruccién de la estructura laminar de los HDL (Jones y Newman,
1998), mediante la preparacién de una solucién donde se mezclé ZnAl-(O) con
timol en una relacién estequiométrica de 2 a 1, respectivamente, para garan-
tizar la intercalacién y/o impregnacion del timol (Santana, 2014). Los cristales
de timol (Timol, N, E, J. T. Baker, 98% pureza) se diluyeron con 12 mL de H,O
desionizada y descarbonatada con 12 mL de alcohol etilico 96° G. L. Para faci-
litar la impregnacién o intercalacién del timol en la matriz HDL fue necesaria
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una previa des protonacién con NaOH 0.1M, procurando un pH entre 9y 10,
estando dentro del margen indicado por otros estudios (Gerhard et al., 1990;
Costantino et al., 1999); no obstante, solo se logré una sintesis del HDL-T a un
pH lo més cercano a valores de 10.5 y 11. El sistema se burbujeé con argén para
eliminar CO, y se agregd la proporcién de éxido mixto una vez purgado; el sis-
tema se mantuvo lo mas hermético posible para evitar la interaccién de la solu-
cién con el CO, atmosférico y en agitacién constante durante 7 dias, pasado
este tiempo se centrifugd para obtener el HDL-T'y se lavé con agua desionizada
hasta reducir el pH a 7, el nanomaterial HDL-T se secé en estufa durante 24 h

a 60 °C para eliminar el excedente de agua (figura 2) y se almaceno.

Figura 2. Nanomaterial hibrido HDL-T.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Caracterizacion fisicoquimica

Difraccion de rayos-X

La difraccién de rayos-X (XRD) fue fundamental para corroborar la sintesis
correcta mediante la identificacién de su estructura cristalina; se realizé en
un difractémetro D9 Advance, fabricado por Bruker, operado a 45 Kv y 40
mA, los rayos-X se produjeron a partir de un tubo de cobre con una longitud
de onda de 1.5418 Ay se emple6 una velocidad de barrido de 0.02° en tiem-
po de integracién de 0.6 s/paso, y un intervalo de barrido de 20 de 3.5 a 60°;
el tiempo total de barrido por muestra fue de 28.5 min, mediante la técnica
de Bragg Brentano. Por difraccién de rayos-X se aplicé la ecuacién de Sche-
rrer para determinar el tamario de particula de ZnAl(O) y HDL-T.

Dy =KA¢, / B coS O
Donde k es el factor de forma del cristal y depende de la geometria,

usualmente el factor se atribuye a un valor de 0.9, que corresponde a esfé-
rica. A es la longitud de onda caracteristica del tipo de citodo emisor de fo-
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tones, normalmente es usado uno de cobre, A ¢, = 0.15406 nm, 6 es el &ngulo
de Bragg y 8 es el ancho de la reflexién medida a la mitad de la intensidad

maéxima en radianes (FWMH, por sus siglas en inglés) (Goyeneche, 2018).

Espectroscopia IR por transformada de Fourier

El estudio analitico para identificar compuestos organicos fue a través de es-
pectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR); su anélisis se
efectué en un espectrémetro Nicolet iS10 con un intervalo espectral de
4000-650 cm™ a temperatura ambiente, mediante la técnica de ATR con una
resolucién de 4 cm™, velocidad de espejo de 0.4747 y cristal de diamante
como detector (Santana 2014, Berrocal 2014).

Analisis termogravimétrico
Se realiz6 el andlisis termogravimétrico de las muestras en un equipo Disco-
very TGA5500 marca TA Instruments® con una rampa de calentamiento de
10 °C/min entre 0 a 800 °C y utilizando un flujo de nitrégeno de 25 mL/min
como purga (Santana 2014).

Analisis morfologico por microscopia electronica de barrido

Analisis biologicos

El efecto fungistatico contra C. gloeosporioides y B. cinerea in vitro se determi-
no en cajas de Petri de 60 por 15 mm, empleando agar papa dextrosa como
sustrato, los hongos fitopatégenos se adquirieron en el laboratorio de bio-
tecnologia de plantas U-3 de la UMSNH, las pruebas efectuadas se exponen
en la tabla 1. La inoculacién de los hongos fue instalando un disco de micelio
de Smm de didmetro en el centro de cada placa; la incubacién fue en cdmara
de crecimiento a 25 °C. Se emple6 dimetilsulféxido como disolvente.

Tabla 1. Pruebas realizadas contra los hongos fitopatogenos.

Muestra Concentraciones por cuatriplicado

Control
Blanco (znAl-(0)) 50 ygmL
Timol puro 5,25y 50 uygmL-
HDL-T 5,25y 50 pgmlL-

Fuente: Elaboracion de los autores.

El crecimiento radial de los hongos se midié una vez observada de ma-
nera subjetiva el crecimiento exponencial total del hongo al ser llenadas las
cajas de Petri de los controles por micelio; para el caso de C. gloeosporioides el
tiempo de incubacién total fue de 96 h, y para B. cinerea finaliz6 a las 48 h.
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Las pruebas in vivo se realizaron contra B. cinerea; se inocularon 16 frutos de
fresa obtenidos del mercado Independencia de Morelia, Michoacan, con es-
poras del hongo. La recoleccién de esporas se realizé mediante raspado de
micelio aéreo sobre una caja de Petri inoculada previamente, la cepa se ob-
tuvo del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas de la UMSNH, la cual se dejé envejecer durante diez
dias en la caja de Petri para una mayor concentracién de esporas, figura 3.
Una vez obtenido el raspado se procedi6 a diluir con agua estéril y destilada;
posteriormente, se filtré para eliminar micelio e impurezas pasando las es-
poras por una malla fina de tela. Se realizé el conteo de esporas en cdmara de
Neubauer, una vez teniendo un conteo de 1 X 10° mL~ de esporas en la solu-
cién filtrada se procedié a inocular las distintas fresas por inmersién. Las
fresas se seleccionaron con caracteristicas similares, tanto su aspecto fisico
como de maduracién: se les eliminé el pedinculo y, mds adelante, para des-
infectarlas, se sumergieron en solucién de hipoclorito de sodio al 2% v/v
hundiéndolas durante 20 min, después se enjuagaron con agua esterilizada
aplicando lo necesario para eliminar trazas de cloro. Finalmente, se introdu-
jeron por 10 min en las distintas soluciones concentradas; para tener un
menor error estadistico y afirmar su reproducibilidad se hicieron cuatro ré-
plicas con cuatro fresas cada una. Las distintas soluciones fueron: solucién
de timol puro (Timol, N, E, J. T. Baker, 98% pureza) a 25 ugmL™ en dimetil-
sulféxido DMSO; solucién del nano hibrido HDL - T a 25 pgmL™ en DMSO,
un blanco de DMSO puro a 25 pgmL™ y como control se utilizé agua desti-
lada. Se monté un sistema con cajas donde se pusieron las fresas separadas
entre si (figura 4), de tal manera que se sellaron para evitar corrientes de aire
y aisladas de los rayos de luz; se llevaron a cdmara de crecimiento a 25 °C, ob-
servando su evolucién y tomando medidas del crecimiento radial cada 24 h.
Todo el procedimiento fue realizado en campana de flujo laminar. Esas
mismas fresas se partieron a la mitad para medir el drea interna dafiada a

causa del hongo una vez terminado el tiempo de incubacién.

Figura 3. B. cinerea. Figura 4. Sistema donde se incubaron las fresas.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Analisis de conservacion de timol

Este andlisis se realiz6 en el Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas,
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas de la UMSNH, y el experimento lo
propuso el doctor Salvador Jestuis Lépez Bucio. La experimentacién con cro-
matografia liquida de alta eficacia HPLC se realizé con un sistema de Water
Alliance equipado con desgasificador de vacio, mezcla de solventes cuaterna-
rios, muestreador automdtico y mezcla de matriz de diodos 2996 de agua. El
espectro UV se recogié en el rango 200-900 nm, extrayendo 274 para croma-
togramas. Se utiliz6 la columna ACE C18 (4.6 X 250 pm). La fase moévil fue
una combinacién isocrética de acetonitrilo y agua, (50:50), inyectando un vo-
lumen de 10 pl. Se prepararon dos soluciones, una para el HDL-T en DMSO
12,5 pgmlL, otra para timol puro en las mismas condiciones, estas se prepa-
raron en cajas de Petri con pozos, las mezclas se realizaron con sustrato de
agar papa dextrosa y se analizaron por triplicado, se comparo el estudio sin la
accién bioquimica del hongo B. cinerea y en contraste con la accién del mismo
inoculando los centros en los pozos de Petri con discos de 5 mm de didmetro
de micelio del hongo previamente envejecido: el andlisis consté de obtener
alicuotas de 0.5 g de agar solidificado en los muestreos desde el tiempo cero,
seguido del tiempo 1 a las 72 h de incubacién y se finaliz6 con un muestreo a
las 120 h, donde se observé el desarrollo total del hongo sobre el control (fi-
gura 5). Las muestras obtenidas se trituraron y mezclaron con 1 mL de meta-
nol grado HPLC, posteriormente se centrifugé a 1500 rpm durante 5 min por
dos ocasiones, el metanol obtenido de la separacién de fases se analizé en el
HPLC para comparar la disminucién del drea bajo la curva en funcién del
tiempo correspondiente al pico de absorcién UV de timol. La solucién de ti-
mol puro para obtener la referencia o estdndar del pico de absorcién UV y del
tiempo de retencién en el HPLC se elaboré en dos distintas concentraciones:
1pgmL-y 0.2 ugmL™ con metanol grado HPLC; el drea bajo la curva es direc-
tamente proporcional a la concentracién de timol por lo que el cambio en la
derivada indicé una reduccién en la concentracién de este.

Figura 5. Cajas de Petri para los muestreos en el analisis de conservacion de timol.
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Analisis de resultados

Caracteristicas fisicoquimicas

La reconstruccién del material se corroboré comparando los difractogramas
entre ZnAl-(O) y HDL-T; la estructura cristalina del HDL-T se identific6 me-
diante los planos 003 caracteristicos de estos materiales (JCPDS 022-0700)
y el angulo 2 theta de incidencia en 11.63° (figura 6) indic6 la presencia de
CO; intercalado y no permitié la interposicién de las moléculas de timol en
la regién interlaminar (Bernardo et al., 2018; Arizaga y Carbajal, 2016; Wan
etal.,2015). Por otra parte, la figura 7 corresponde al difractograma de ZnAl-
(0), se reconocié el plano 110, caracteristico de este tipo de compuestos
ZnAL, asociado con el tamafio de particula (Miao et al., 2009). Utilizando la
ecuacién de Scherrer descrita en la metodologia, se calculé un tamafio rela-
tivo del cristal de 3.97 nm para ZnAl-(O) y de 8.85 nm para HDL-T. Este au-
mento en el tamario del cristal en el material HDL-T se relaciona con su re-
construccién laminar donde las moléculas intercaladas y la cristalizacién
tienen un papel importante en el tamafio (Santana, 2014).

Figura 6. Difractograma de HDL-T. Figura 7. Difractograma para HDL-T.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

En las figuras 8 y 9, correspondientes a los espectros IR de HDL-T y del
timol puro como un estdndar; las moléculas orgdnicas de timol presentes pu-
dieron identificarse mediante la huella dactilar en las bandas de absorcién
desde 1450 21600 cm™ que corresponden a C = C del anillo bencénico del timol,
también se pudieron identificar en el rango de 1650y 1830 cm™ vibraciones co-
rrespondientes a C = O derivado de flavonoides (Bizuneh, 2014; Wuet al., 2012;
Bafiuelos-Valenzuela et al., 2018). Por otra parte, las bandas de absorcién in-
tensas en 1365 cm™ o cercanas a las bandas de absorcién en esa zona, corres-
ponden a los aniones que conforman los HDL, en este caso CO5 (Santana,
2014), afirméandose la correcta reconstruccién laminar. De esta manera se con-
cluye que el timol se encuentra impregnado y no intercalado en la estructura la-
minar; sin embargo, se formé el nanomaterial hibrido HDL-T deseado.
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Figura 8. Espectro IR de HDL-T. Figura 9. Espectro IR de timol.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

El material ZnAl-(O) (figura 10) mostré una estabilidad térmica hasta
los 735 °C: se observaron dos eventos con pérdidas importantes de masa;
una de aproximadamente 5% a 100 °C, correspondiente a la pérdida del agua
adsorbida en el sélido de 6xido mixto (ZnAl-(0)), y otradel 5 % a 735 °C, que
se asoci6 con la descomposicién del material, rompimiento de sus enlaces.
En la literatura se reporta la descomposicion del 6xido de zinc en aproxima-
damente 300 °C, por lo que se relaciona el incremento de su capacidad calo-
rifica hasta los 735 °C a la adicién de Al a esta solucién sélida, lo cual indica
que el Alle otorgd el doble de capacidad calorifica generando una gran esta-
bilidad ante las temperaturas elevadas.

Enla figura 11 se muestra el termograma del analisis TGA correspondiente
a HDL-T, se manifest6 una pérdida de peso de hasta un 30% aproximado en el
rango de 100 °C a 230 °C, fue muy probable que esa pérdida haya sido debido al
agua fisisorbida en primera instancia y a la descomposicién de las moléculas or-
ganicas del timol en la regién cercana a 230 °C. El porcentaje en peso continud
disminuyendo de forma constante hasta llegar a una pérdida total por arriba
del 10%; sin embargo, comparado con el termograma de ZnAl-(O) se demostrd

Figura 10. Termograma de ZnAl-(0). Figura 11. Termograma de HDL-T.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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que el material reconstruido en su estructura laminar HDL-T perdi6 mayor por-
centaje en peso cuando estuvo en el proceso térmico, esto debido a que por
efectos de la temperatura el material vuelve a forma de éxido mixto (ZnAl-(0O)).
En la figura 12 se observa la morfologia del HDL-T; su estructura crista-
lina se evidencié mediante la formacién de sus laminas caracteristicas, su
aglomeracién de estas fue notoria, sin embargo, se apreciaron de forma con-
cisa las grandes laminas formadas. La coloracién grisicea en algunas re-
giones de los cristales fue debido a los carbonos de las moléculas de timol im-
pregnadas, con lo que se corrobora la presencia de estas moléculas orgénicas.
La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) permitio6 analizar la
caracterizacién elemental del material HDL-T; se corrobor6 la presencia de
carbono derivado de los compuestos organicos (timol) hasta en un 21.4%;
sin embargo, parte de ese carbono pertenecié a los carbonatos intercalados.
Por otra parte, la relacién Zn*? y Al*® presente fue de 1.5 : 1, la relacién inicial
en la sintesis de ZnAl-(0), fue de 2 : 1, la pérdida proporcional en la relaciéon
quiza fue debido al proceso de sintesis térmico y de reconstruccién donde se
presté para perder cierta cantidad de los elementos debido al rompimiento

de la estructura cristalina y luego a su reconstruccién (figura 13).

Analisis fungistatico in vitro
El crecimiento radial fue medido al observar el crecimiento exponencial de
los hongos fitopatégenos sobre los controles; para el caso de C. gloeosporioi-
des el tiempo méaximo de incubacién fue de 96 h para B. cinerea fue de 48 h.
La concentracién minima estudiada para ambos hongos fue de 25 pgmL-,
corroborando lo que marcan algunos estudios (Berrocal, 2014; Bogdan, et al.,
2015). Los datos obtenidos en la medicién radial se presentan en las tablas 2
y 3; se observo el claro efecto fungistético del timol puro en contraste con el
HDL-T a 25 pgmL-; por otra parte, se observé de manera subjetiva que los
hongos fitopatégenos mostraron inhibicién en crecimiento de micelio aéreo,

Figura 12. MED de HDL-T. Figura 13. EDS de HDL-T.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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se pigmentaron en menor cantidad y en el caso de B. cinerea, este buscé crecer
hacia el fondo del agar (figuras 14 y 15). Por otra parte, a una concentracién

de timol o del HDL-T a 50 ugmL-, gener6 un efecto fungicida.

Tabla 2. Inhibicion de C. gloeosporioides.

Crecimiento radial (mm)

Concentracion

Material (ugmL)

Control = 17 17.3 17 17 17
Blanco ZnAl-(0) 50 17.6 13 15 15 151
5 16.3 16.6 16.3 17.6 16.6

Timol puro 25 9.6 6.6 5.6 3 6.2
50 3.3 3 5.6 7 4.7
5 16 9 14 13 16.3

HDL-T 25 2 2 4 3 2.7

50 = = = = =

Fuente: Elaboracion de los autores.

Tabla 3. Inhibicion de C. gloeosporioides.

Crecimiento radial (mm)

Concentracion

Material (uemL?)

Control - 17 173 17 17 17
Blanco ZnAl-(0) 50 17.6 13 15 15 15.1
5 16.3 16.6 16.3 176 16.6

Timol puro 25 9.6 6.6 5.6 3 6.2
50 33 3 5.6 7 4.7
5 16 9 14 13 16.3

HDL-T 25 2 2 4 3 2.7

50 - - - - -

Fuente: Elaboracion de los autores.

Analisis fungistatico in vivo

Al transcurrir 120 h de incubacién de las fresas inoculadas con B. cinerea se
observé el desarrollo completo de moho gris correspondiente a este, llenan-
do por completo las fresas el control de micelio aéreo y la descomposicién de
materia organica de las fresas torndndose en una coloracién oscura y emi-
tiendo un aroma putrefacto (figura 16), se evidencié una proteccion a esa
descomposicién de materia orgdnica y alargamiento de la vida de anaquel en
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Figura 14. Inhibicion de C. gloeosporioides.
Pruebas in vitro: a) control; b) blanco; ¢), d) y e) efecto de inhibicion del timol a 5, 25 y 50 ugmL; f), g)
y h) efecto de inhibicién de HDL-T a 5, 25 y 50 pgmL-.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Figura 15. Inhibicion de B. cinerea.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Figura 16. Analisis en fresas inoculadas con B. cinerea y tratadas.
Fresas con sus distintos tratamientos: a) y b) con HDL-T, c) con la solucion de timol, y, d) control.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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las fresas tratadas con HDL-T'y en las tratadas con timol puro. Fue evidente
la accién protectora del HDL-T contra B. cinerea, incluso ligeramente mayor
que en las fresas tratadas con timol puro. La pigmentacién excesiva del hon-
go en el control significa un envejecimiento y esporulacién.

Al promediar las 4reas dafiadas se evidenci6é mediante los datos (figura

17y tabla 4) un mayor control fitopatégeno en las fresas tratadas con HDL-T,
superando las tratadas con timol puro.

Figura 17. Dafio interno en las fresas inoculadas con B. cinerea.
Daiio interno de las fresas causado por el hongo fitopatogeno: a) y b) fresas tratadas con HDLT, c)
fresa tratada con timol puro, y, d) fresa control.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Tabla 4. Areas dafiadas internamente de las fresas.

Areas dafadas (mm)

Fresa 1 Fresa 2 Fresa 3 Promedio
Control 897 1,240 555) 897
HDL-T bt 74 74 222
Timol puro 160 212 108 480

Fuente: Elaboracion de los autores.

Analisis de conservacion de timol en HPLC

Los datos arrojados por el HPLC fueron tomados directamente de PC del
HPLC y estan presentados en la tabla 5; el timol se descompone a compues-
tos secundarios por la accién bioquimica del hongo (Lambert, 2001; Palou-
Garcia y Garcia-Garcia, 2008; Berrocal, 2014), ademas de la pérdida de este
por su caracteristica volatil, el HDL-T conservé mds tiempo al timol evitando
en gran medida la pérdida debido a su caracteristica volatil; sin embargo,
cuando existe accién de B. cinerea, la descomposicién del timol es similar si
se encuentra solo o como nanomaterial hibrido: para las muestras de timol y

¢
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HDL-T pasadas 72 h (T) sin accién del hongo, hay una diferencia en pérdida
del 19.3% de timol puro respecto al timol mantenido en HDL-T, indicando
mayor estabilidad en el timol en forma de HDL-T, aunque se encontraba im-
pregnado y no intercalado como se mostré en los resultados de difraccién de
rayos-X; sin embargo, no hay diferencia significativa en el 4rea bajo la curva
del pico correspondiente a la absorcién UV del HPLC cuando la accién del

hongo esta presente, ambos se descompusieron en la misma proporcién.

Tabla 5. Disminucion del area bajo la curva en el analisis HPLC.

Area bajo la Area bajo la Area bajo la
Muestra sin curva de curva de curva de Pérdida de
hongo absorcion UV absorcion UV absorcion UV timol %
enT, enT, enT,
Timol 153,941 93,533 53,256 65.4
HDL-T 200,592 160.652 133,829 33.28

Timol

153,941

104.295

8,518

Muestra con
hongo

9% 4

HDL-T

200,592

102,657

12,916

93.5

Fuente: Elaboracion de los autores.

Discusion

El anélisis de resultados del experimento en HPLC mostr6 que la matriz HDL
le brind¢ estabilidad a la molécula biolégicamente activa timol disminuyen-
do su volatilidad, lo que hace a este nanomaterial hibrido HDL-T una alter-
nativa al control de B. cinerea y C. gloeosporioides sin que el timol pierda su
efecto téxico en un menor tiempo comparando los efectos de inhibicién con
otros resultados (Berrocal, 2014; Bogdan et al., 2015). Esto es importante
para un futuro desarrollo de fungicidas organicos que mantengan moléculas
orgénicas como el timol con una mayor estabilidad ante el ambiente. Los na-
nomateriales a base de HDL ZnAl son excelentes matrices para el desarrollo
de nanohibridos hacia su uso en el sector agricola, lo cual queda demostrado
en esta investigacién; no solo brindan una alternativa en el sector agricola,
sino que también en el sector alimenticio pensando como un nanomaterial
hibrido como conservador de alimentos y evitando hacer uso de conservado-
res dafiinos a la salud como los nitritos.

Conclusiones

Con los resultados obtenidos se puede concluir que el nanomaterial sinteti-
zado mostré capacidad de conservacién de la molécula bioldgicamente acti-
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va, timol, cuando no hay accién bioquimica de por medio, ademds se conser-
va procurando sus caracteristicas de accién fungistatica y fungicida; el aroma
caracteristico de timol se percibié notablemente disminuido lo que hace al
nanomaterial hibrido mucho mdas manejable y aplicable que el timol puro,
esto nos indica que disminuy¢ su volatilidad y abre la puerta a futuros desa-
rrollos de nano biofungicidas con base en HDL y extractos esenciales para
transitar a tecnologias mas amigables con el entorno. Por otra parte, la des-
composicién de la molécula timol a la misma velocidad contrastandola en es-
tado de hibrido ante la accién bioquimica de B. cinerea nos indica que no que-
darian residuos de timol si se aplicara in situ, evitando contaminacién por
timol durante muchos afios.
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