http://ceaa.espoch.edu.ec:8080/revista.perfiles/ O

o
= IssN 2477-9105 Perfiles

awtmess  Namero 29 Vol.1 (2023)

CQDSO) po: https://doi.org/10.47187/perf.v1i29.205

FORMACION DE NANOHIDR()XIDOS’BASADOS EN BRUCITA
Y LIMONENO: CARACTERIZACION Y EVALUACION
ANTIMICROBIANA

Nanohydroxides based on limonene and brucite formation: Characterization and
antimicrobial evaluation.

Luis Camilo Toro Chacon

Jorge Manuel Silva Jara*

Carlos Arnulfo Veldzquez Carriles
Alejandra Monserrat Castorena Sanchez

Maria Esther Macias Rodriguez

Universidad de Guadalajara, Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias, Departamento de
Farmacobiologia, Guadalajara, México

* jorge.silva@academicos.udg.mx

RESUMEN

La brucita es un nanohidréxido con la capacidad de intercambiar aniones sin que su estructura laminar
sea afectada, lo que les permite retener compuestos en su espacio intersticial entre ldmina y ldmina
o adsorberlos. Por lo que la formacién de nanocompuestos basados en brucita se presenta como una
alternativa novedosa, sencilla y segura para dar valor agregado y estabilizar compuestos bioactivos,
como el limoneno, con posible aplicacidn en la industria alimentaria con la finalidad de garantizar
la inocuidad de los alimentos. Para tal fin se sintetizd la brucita por el método de co-precipitacion
e intercambio idnico y se formd el nanocompuesto limoneno-brucita, estos nanomateriales fueron
caracterizados por difracciéon de rayos X, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier y
microscopia electrdnica de barrido, ademas se evalué su actividad antimicrobiana contra los patégenos
alimentarios Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Se confirmd la obtencién de la brucita y la
formacion del nanocompuesto limoneno-brucita mediante las pruebas de caracterizacién. Por otro
lado, el nanocompuesto limoneno-brucita obtuvo una mayor inhibicion contra las dos bacterias
evaluadas en comparacidn con sus componentes por separado. Estos resultados sugieren la posible
aplicacion de estos nanocompuestos en la industria alimentaria para garantizar la inocuidad de los
alimentos.

Palabras claves: Hidroxisal laminar, inocuidad alimentaria, limoneno, nanocompuesto.

ABSTRACT

The formation of nanohydroxydes based on layered hydroxide salts is presented as a novel, simple
and safe alternative to add value and stabilize bioactive compounds, such as limonene, with possible
application in the food industry in order to guarantee food safety. In the present study, brucite
(HSLmg) was synthesized through precipitation and limonene-brucite nanohydroxides (L-HSLmg) were
obtained with ionic interchange; antimicrobial activity against food pathogens Escherichia coli and
Staphylococcus aureus was assessed. Brucite and nanohydroxide formation was confirmed with X-ray
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diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and scanning electron microscopy
(SEM). Both materials exhibited antimicrobial activity, L-HSLmg producing the highest inhibition. These
results suggest that limonene-brucite nanohydroxides could be used for food systems applications,

guarantying food safety.

Keywords: Lamellar hydroxysalt, food safety, limonene, nanocomposite.

I. INTRODUCCION

El limoneno es un compuesto bioactivo volatil
que se caracteriza por tener un olor a limén,
ser liquido a temperatura ambiente y extraerse
principalmente como aceite esencial de gran
variedad de frutos citricos (1,2), siendo la mayor
composicion monoterpénica de frutos como la
lima dulce (3,4). Gracias a que este compuesto es
Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS,
por sus siglas en inglés) (5) uno de sus usos es
como aditivo alimentario a nivel indutrial (6,7) y
dentro de sus propiedades beneficiosas se destaca
su actividad antimicrobiana (1,8,9).

Por su parte, la brucita es un nanohidréxido o
hidroxisal laminar (HSL) del hidréxido de magnesio,
Mg(OH)2 (10), éstas estructuras catidnicas simples
se caracterizan por formar laminas de octaedros,
en donde el cation Mg?* estd coordinando con 6
aniones OH™ unidos entre si por fuerzas de Van der
Waals con la capacidad de intercambiar aniones
sin que su estructura laminar sea afectada, lo que
les permite retener compuestos en su espacio
intersticial entre ldmina y ldmina o adsorberlos
(11,12). Dentro de las propiedades de estos
nanohidroxidos se destaca su alta estabilidad
quimica, térmica y biocompatibilidad, asi como
su facil preparacion y degradacion (13,14). En
cuanto a sus aplicaciones, se han usado HSL de
zinc en compuestos bioactivos como la nisina,
manteniendo su actividad durante 25 dias, y
proporcionandole estabilidad térmica, quimica y
enzimatica (10).

Por esto, la formacion de nanohidroxidos basados
en hidroxisales laminares se presenta como una
alternativa novedosa, sencilla y segura para dar
valor agregado y estabilizar compuestos bioativos
con posible aplicacién en la industria alimentaria
paralaconservacidondefrutas, verdurasy productos
empacados, garantizando asi su inocuidad.

Il. MATERIALES Y METODOS

Formacion de brucita y nanohidréxido limoneno-
brucita

La brucita (HSLwvg) fue sintetizada mediante
precipitacién disolviendo 12 g de cloruro de
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magnesio hexahidratado (Golden Bell) y 4.86 g
de glucosa (Sigma Aldrich) en 300 mL de agua
destilada, agregando posteriormente gota a
gota con agitacion constante hidréxido de sodio
0.1 M (Golden Bell) hasta alcanzar un pH de
10.5; una vez finalizado el goteo la solucién se
dejé en agitacién durante 24 h. Posteriormente,
se realizaron 2 lavados con agua destilada por
centrifugacion (1580R, Labogene) a 10,000 rpm
durante 10 min a 25 9C, y el sedimento se secé en
un horno de conveccién forzada (FE-291, Felisa)
durante 48 h.

Para la formacién del nanocompuesto limoneno-
brucita (L-HSLmg) se prepard una solucidon de 50
mL de agua destilada con limoneno (5 mg/mL) y
se agregaron 500 mg de la HSLmg; este sistema se
dejé en agitacion constante, tomando alicuotas
del sobrenadante cada 15 min y midiendo en
un espectrofotémetro (NanoDrop 2000, Termo
Scientific) a una longitud de onda de 233 nm
hasta alcanzar una absorbancia constante.
Finalmente, se realizaron lavados como se
menciond anteriormente.

Caracterizacion de los nanomateriales

Se generaron difractogramas en un difractémetro
de Rayos-X (Panalytical Empyrean, Malvern)
con radiaciéon CuKa desde 52 hasta 70° con un
paso de 0.02 y un tiempo de colecta de 30 s por
paso. Los espectros FT-IR fueron recolectados
en un espectrofotometro Cary 630 (Agilent
Technologies) en un intervalo de 4000 a 500 cm-1
con 32 scans por muestra y resolucion nominal
de 4 cm-1. Las micrografias fueron registradas en
un microscopio FE-SEM (Mira 3LMU, Tescan) con
un voltaje de aceleracion de 10 kV.

Evaluacion antimicrobiana

Se llevo a cabo el método de microdilucién en
placa usando cepas patdgenas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 25923
previamente sembradas en caldo soya tripticasa
(CST)a37°Cdurante 24 h. Se transfirieron 20 uLde
los nanomateriales (50 mg/mL), 20 L de bacteria
(1x106 cel/mL) y 160 pL de CST a cada pozo de
una microplaca de 96 pozos. Se incubd por 24 h
a 37 °Cy posteriormente se midio la absorbancia
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a 600 nm en un lector de microplacas (iMark,
BioRad). Como control positivo se usd ampicilina
(0.1 mg/mL) y negativo CST sin inocular.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo con
estadistica descriptiva (promedio + SD) mediante
un analisis simple de varianza ANOVA en conjunto
con la prueba de Tukey’s HSD (a=0.05) usando el
software estadistico Statgraphics Centurion XIX,
version 19.2.02 (Stat Point), todas las pruebas se
realizaron por triplicado.

lll. RESULTADOS

Formacion de brucita y nanohidréxido limoneno-
brucita

Enla curva de adsorcién de limoneno en el hidréxido
HSLMg (Figura 1), se observa una disminucién
dependiente del tiempo hasta alcanzar una
absorbancia de 0.11 después de 60 min.
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Figura 1. Absorbancia del limoneno en el sobrenadante del sistema
de formacion del nanohidréxido limoneno-brucita (L-HSLMg).

Caracterizacion de los nanomateriales

De acuerdo con la base de datos JADE, el
difractograma de la HSLMg (Figura 2) presenta
los picos caracteristicas de la brucita; por otro
lado, los picos del nanohidréxido L-HSLMg en
comparacién con los del HSLMg presentan una
mayor intensidad y estan ubicados en el mismo
angulo de difraccién.
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Figura 2. Difractogramas de brucita segun la base de datos JADE
(Mg(OH)2), sintetizada (HSLMg) y nanohidroxido limoneno-brucita
(L-HSLMg).
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En el espectro FT-IR del nanocompuesto L-HSLwmg
comparado con el espectro de la HSLwvg (Figura
3) se observa un alargamiento en el pico de
numero de onda de aproximadamente 3200
cm-' caracteristico para vibraciones de grupos
funcionales OH- de intensidad alta, asi como
un cambio en los picos que se presentan en las
longitudes de onda de vibraciones de entre
1400 cm-" y 1500 cm-' pertenecientes a grupos
funcionales OH- de intensidad media.
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Figura 3. Espectros FT-IR de brucita (HSLMg) y nanohidrdxido
limoneno-brucita (L-HSLMg).

En la micrografia de la HSLmg (Figura 4A) se
observa la estructura laminar caracteristica de
la brucita con tamafios de particula menores a
500 nm; por su parte, en la del L-HSLmg (Figura
4B), ademas de observar la estructura laminar, se
observan diferencias morfolégicas en forma de
pequefios grumos.
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Figura 4. Micrografias de brucita (HSLmg) (A) y nanohidroxido
limoneno-brucita (L-HSLwmg) (B).

Evaluacion antimicrobiana

El porcentaje de inhibicion de E. coliy S. aureus
en presencia de los materiales HSLmg y L-HSLmg
se muestran en la Figura 5. Se puede observar
gue para ambas cepas se alcanzan valores de
inhibicion de alrededor del 75 % con L-HSLwmg,
siendo un efecto estadisticamente significativo
comparando con la inhibicién obtenida por la
HSLmg y el limoneno puro.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano con
brucita (HSLwmg),
(L-HSLmg) en E. coliy S. aureus (Control + = Ampicilina 0.1 mg/mL).

limoneno 'y nanohidréxido limoneno-brucita

Letras diferentes (a, b, ¢, d) representan valores estadisticamente
distintos (p < 0.05; n=3)..

IV. DISCUSION

Debido a que se presentd una reduccién en la
absorbancia superficial del limoneno durante
el proceso de formacién del nanohidroxido
L-HSLwmg, se presume que las particulas de HSLwmg
sedimentadas adsorbieron y/o intercalaron
el limoneno, como se ha reportado en otros
trabajos (10). Los difractogramas muestran
los picos caracteristicos reportados para la
brucita, con lo que se corrobora la obtencién
del compuesto (15,16), sin embargo, al no existir
desplazamiento de la primera sefial se puede
asumir que el limoneno no se intercald en el
espacio interlaminar. Por otro lado, la aparicidn
de una pequefia sefial en el angulo de 11° podria
sugerir la presencia del compuesto orgénico (17).
Por su parte, en los espectros FT-IR el aumento de
la absorbancia en picos caracteristicos de grupos
funcionales OH- en el nanocompuesto L-HSLwmg
en comparaciéon con la HSLMg es evidencia de
la interaccion de estos grupos con los grupos
funcionales metilo del limoneno y asi como lo
reporta Velazquez-Carriles et al. (10, 18, 19)
esto indica la presencia del compuesto bioactivo
en la HSLmg. En la micrografia de la HSLwmg se
observa que se obtuvo la estructura deseada
para este compuesto puesto que es parecida a
la que se observa en la investigacion reportada
por Wang et al. (13, 20, 21) mientras que en la
del nanohidréxido L-HSLMg los grumos que se
observan en la estructura laminar son atribuidos
a la presencia del limoneno entre y sobre las
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ldminas de HSLwmg.

Se ha reportado que los nanohidroxidos de
magnesio pueden producir especies reactivas
de oxigeno, lo que les confiere actividad
antimicrobiana al provocar dano en la pared
celular (22-24). Ademas, Zhu et al. (25)
demostraron que estos compuestos favorecen
la fuga de componentes celulares como acidos
nucleicos, lo que inhibe la sintesis de proteinas.
El nanocompuesto L-HSLmg produjo inhibiciones
superiores al HSLvg y limoneno, potenciando
asi la actividad como lo reporté Han et al.
(1) al presentar un efecto sinérgico entre el
nanohidréxido y el compuesto bioactivo. Estos
resultados sugieren que estos nanohidréxidos
podrian exhibir actividad antimicrobiana contra
bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas.

V. CONCLUSIONES

Se logréo obtener HSLmg y se formd el
nanohidroxido L-HSLmg, siendo esto confirmado
con pruebas espectrofotométricas, de DRX, FT-IR
y SEM. Por su parte, la evaluacién antimicrobiana
de estos nanocompuestos fue realizada en dos
cepas patdgenas alimentarias, E. coli y S. aureus,
las cuales mostraron una mayor inhibicion en
crecimiento cuando se usé el nanocompuesto
L-HSLwmg, demostrando que para estas bacterias
la HSLvg no solo mantiene la actividad
antimicrobiana del compuesto bioactivo sino que
tambien la potencializa. Estos resultados dejan al
descubierto lo promisorio que podria ser el uso de
estos nanocompuestos en la industria alimentria
con el propdsito de garantizar la inocuidad de los
alimentos.
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