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Resumen

En este trabajo se presenta la preparacion de distintos materiales hibridos a base de
hidréxidos dobles laminares HDL con cationes MgAl y ZnAl como parte de su estructura
basica e impregnados de timol o tomillo formandose un hibrido con actividad
fungistatica comprobando este efecto en pruebas biologicas in vitro y vivo contra
Colletotrichum gloeosporioides y Botritis cinérea respectivamente. La estructura de los
materiales fueron corroborados mediante analisis de caracterizacion fisicoquimica
como; espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, difraccion de rayos X y
microscopia electronica de barrido, adicionando un andlisis del comportamiento de
estos materiales frente a la temperatura con un analisis termogravimétrico y
concluyendo con un estudio de conservacion del principio activo timol en la matriz HDL
mediante el cambio en el area bajo la curva de los picos de absorcién UV del timol en
una cromatografia de liquidos HPLC.

Palabras clave: Botritis cinérea, Colletotrichum gloeosporioides, Fungistatico,
Hidroxido doble laminar, Timol.

Abstract

In this work, the preparation of different hybrid materials based on LDH
layered double hydroxides with cations MgAl and ZnAl as part of their basic structure
and impregnated with thymol or thyme will be presented, forming a hybrid with
fungistatic activity, verifying this effect in biological tests in vitro and alive against
Colletotrichum gloeosporioides and Botritis cinerea respectively. The structure of the
materials was corroborated by physicochemical characterization analysis such as;
Fourier transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction and scanning electron
microscopy, adding an analysis of the behavior of these materials against temperature
with a thermogravimetric analysis and concluding with a study of conservation of the




active principle thymol in the HDL matrix by changing the area under the curve of thymol
UV absorption peaks in high performance liquid chromatography HPLC.

1 Introduccion
1.1 Retos para conservar el medio ambiente y la seguridad alimentaria

La naturaleza al igual que la materia no se crea ni se destruye solo se transforma,
de tal manera que la transformacion de la naturaleza nos preocupa.

En la era agricola, los humanos experimentaron la globalizacion gracias al desarrollo
de materiales que potencializaron el sector agricola. No obstante, la agricultura de aquel
tiempo era un arduo trabajo debido principalmente a los grandes cuidados que se
requerian para mitigar o aminorar problemas tales como, sequias, plagas e
inundaciones (Harari, 2014), y ademas sumandole de contar con poca tecnologia y
desarrollo cientifico-industrial en aquel tiempo. A pesar de que se tenian pocos avances
en aras de la ciencia e industria, con el tiempo lograron el desarrollo y descubrimiento
de sustancias que ayudaban a controlar plagas, (hongos e insectos principalmente),
sustancias de origen natural.

Actualmente, hay paises que desarrollan los llamados bancos de semillas, estos
bancos estan siendo construidos en climas muy frios, tal es el caso de la camara global
de semillas de Svalbard situado en el océano glacial Artico, conocido como la camara
del fin del mundo, se inauguré en 2008 con el objetivo de tener reservas y recursos
cientificos para extraer nuevas caracteristicas genéticas de los principales granos que
alimentan a la humanidad y paliar los estragos del cambio climatico que se presentaran
en el futuro cercano y poder producir alimentos a pesar de sequias, inundaciones y
plagas (James Bridle, 2020).

Se dice que el ejército norte americano esta desarrollando una estrategia de
sobrevivencia a las catastrofes ambientales que sin marcha atras vendran y estan a la
vuelta de la esquina. Los modelos matematicos son bastante precisos y con base en
ellos se sabe que el planeta sufrira cambios derivados de la alteracion climéatica, pero
esto hara que evolucionemos como seres pensantes no solo en la forma de pensar y
actuar, sino también en el desarrollo tecnoldgico, cientifico y de materiales que nos
ayuden a generar un equilibrio ecoldgico, asi como la crisis derivada por el COVID-19
gue hizo exponencial la evolucion tecnologica en el uso virtual de la misma, la crisis
ambiental hara exponencial el uso de materiales que salvaguarden el medio ambiente.

Aunque la era agraria ha pasado desde hace bastantes afios, aun es la base de
nuestra alimentacion, aun se siguen desarrollando mecanismos que generen mas
produccion y abastezcan el crecimiento exponencial humano, pero muchas practicas
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en muchos paises aun no estan en equilibrio con el medio ambiente y tampoco cumplen
requisitos sanitarios viables. Paises del viejo continente y paises como Estados Unidos
de Norteamérica y Canadé se toman mas enserio la prohibicion de agroquimicos que
dafian el ambiente y la salud humana, asi como el desarrollo de agroquimicos
ecologicos y practicas agroecologicas.

La FDA (Food and Drug Administration), organismo creado en EE. UU., que regula
medicamentos, alimentos y los procedimientos de produccion de estos, ya esta
implementando proyectos para la producciéon de alimentos libres de contaminantes la
seguridad alimentaria no solo abarca el cuidado del ambiente sino también el cuidado
de la salud (Food & Beverages, 2021). El reto para el gobierno de México es ponerse
al tanto de los avances en estos rubros para implementar en conjunto mecanismos que
nos evolucionen como sociedad, el reto para la sociedad mexicana es informarse de
todos los avances tecnoldgicos y cientificos en las buenas préacticas agricolas o
agroecoldgicas y el reto para nosotros los estudiantes y cientificos es coadyuvar en el
desarrollo de materiales, tecnologia, ciencia y divulgar las innovaciones para asi mismo
ir aislando las préacticas convencionales agricolas y adquiriendo practicas
agroecologicas que salvaguarden el medio ambiente y la soberania alimentaria de
México.

En los ultimos afios, ha aumentado la preocupacion en la sociedad en el rubro de la
contaminacion del aire, suelos y agua. A causa de esto, las investigaciones actuales se
estan centrando en encontrar formas de vida mas eficaces, estrategias econémicas y
desarrollo de materiales y tecnologias que ayuden a la mejora de dichas problematicas
ambientales por medio del cambio en las practicas humanas, la agroecologia en los
campos es una de esas transiciones en las practicas humanas agricolas, se podria
decir que esta siendo una disciplina cientifica, practica agricola, social y de igual suerte,
impulso politico, ya que el cambio climético lo demanda (Wezel et al., 2009).

El desarrollo de materiales amigables con el medio ambiente y de bajo costo
econdmico, es un tema muy amplio para los investigadores que se dedican a dicha
area, hay una amplia gama para elegir y contribuir al desarrollo de algan material que
brinde nobles beneficios a cierto sector social y ambiental. En el sector agricola el
desarrollo de agroquimicos que sean amigables con el ambiente no solo esta siendo
impulsado por la ciencia y la industria, sino también como politicas gubernamentales
gue viene avanzando a nivel internacional (Calle Collado et al., 2013; Sabourin &
Patrouilleau, 2017).

Por otro lado, hay numerosas investigaciones (como se estara revisando en el marco
tedrico) para el uso de fungicidas amigables con el ambiente y no nocivas a la salud
humana, siendo estos una parte importante en todo el sector de productos agricolas.
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No obstante, es necesario el desarrollo de materiales que hagan méas eficaces y
accesibles el uso de ciertos funguicidas ecolégicos para obtener un control biolégico
mas eficaz y dejar de lado el uso de fungicidas convencionales y altamente peligrosos
al ambiente, para diversas especies y asi mismo, para el humano.

Ilgualmente, se comienza a utilizar el término biopreparado que abarca un programa
completo en la agricultura, estos incluyen biofungicidas, bioinsecticidas, biofertilizantes
y ademas una estructura cultural de practicas bien definidas en el manejo agricola, la
formulacion de compuestos quimicos light son otro ejemplo del avance y esfuerzo que
se estan haciendo para mitigar problemas ambientales de modo que la relacién de
universidades y empresas se hace presente (FAO, 2010; Godoy et al., 2013).

Mencionandose todo esto, se puede analizar que el sector agricola es un muy buen
sector para el desarrollo de materiales que brinden caracteristicas del cuidado al medio
ambiente, desde luego que el sector agricola es un sector muy vasto de tal manera que
es importante identificar las areas mas esenciales o con mayor demanda de desarrollo
ambiental-economico y una de estas es el control de hongos fitopatdgenos ya que
representan un problema muy grande en la agricultura y trae consigo problemas
sanitarios y de deterioro ambiental.

Dentro de los hongos fitopatdgenos mas nombrados en el sector agricola son Botrytis
cinéreay Colletotrichum gloeosporioides (Dean et al., 2012; Juéarez et al., 2010), siendo
estas dos cepas de las mas involucradas en problemas agricolas que conllevan a
pérdidas econOmicas, contaminacion y problemas sanitarios. La antracnosis es una
anomalia ampliamente estudiada y que deriva principalmente del hongo Colletotrichum
gloeosporioides causando pérdidas no solo econdmicas sino también bioldgicas
(Huerta et al., 2009). Esta enfermedad es muy comun en frutos tales como mango,
aguacate, fresas, donde su desarrollo depende mucho de climas humedos y calurosos,
por otra parte, Botrytis cinérea, conocido como moho gris es muy comun en cultivos de
fresa y al igual que su homologo Colletotrichum gloeosporioides se desarrolla en
condiciones con alta humedad.

En el estado de Michoacan se considera con orgullo el cultivo de frutas y hortalizas,
especialmente la produccion de aguacate y frutos del bosque que tienen un alto valor
socioeconémico, siendo una gran fuente de ingresos econdémicos para el estado debido
a las exportaciones que se realizan y que cada afio aumentan principalmente a Estados
Unidos de Norte América. (Alfaro-Espino et al., 2017). Sin embargo, la agricultura en
estos sectores trae consigo practicas como el uso de agroquimicos téxicos que
contaminan el ambiente y causan riesgo sanitario. Los agroquimicos abarcan muchos
rubros, dentro de ellos es el uso de fungicidas para control de plagas derivadas de
hongos fitopatdgenos en huertas. Estos problemas no solo arrastran una degeneracion
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al medio ambiente, sino también una pérdida econémica y la necesidad de inversiones
aplicables para el control de diversas plagas siendo mas comun el ya mencionado
(Colletotrichum gloeosporioides). De la misma manera, segun la Editorial Agro Cultivos
S.C.de R.L. de C.V. en el estado de Michoacan se encuentra muy desarrollada la
industria de los frutos del bosque siendo el municipio de Zamora quien lidera este sector
poniendo a México como uno de los principales exportadores a nivel mundial teniendo
EE.UU. como el principal consumidor, pero que inclusive ya los mercados chinos se
estan abriendo al consumo de frutos del bosque. Es un factor de buen impacto
econdémico y que de la misma manera tienen el reto de controlar problemas por plagas,
siendo el moho gris causado por Botrytis cinérea el principal, sumandole el problema
gue esté es un hongo que tiene la capacidad de generar resistencia a fungicidas con
relativa facilidad.

A su vez, han investigado cierta variedad de aceites esenciales que han mostrado
amplia actividad antifangica, segun la literatura en el desarrollo de fungicidas ecologicos
son el timol y el linalol, los compuestos quimicos de extractos esenciales con mayor
potencia antifingica y antibacteriana. (Lemus-Soriano & Pérez-Aguilar, 2017). Sin
embargo, la manipulacion de extractos esenciales puede ser complicada debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas de tal manera que los hace un poco dificil de manejar.

Por otra parte, el desarrollo de materiales que se acomplejen con moléculas
organicas esta abriendo una entrada a la revolucion de materiales hibridos con
caracteristicas amigables al ambiente y de mayor eficacia, dentro de estos materiales
podemos citar los basados en (HDL), control de Escherichia coli (Lobo-Sanchez et al.,
2018; Santana-Cruz et al., 2016), alternativas de fertilizantes mas eficaces derivados
de HDL, (Bernardo et al., 2018). Aunque no hay aplicacion en cuanto a la preparacion
de hibridos a base de HDL y moléculas derivadas de aceites esenciales tales como
timol contra hongos fitopatdégenos, sin embargo, han desarrollado hibridos basados en
esto para mitigar problemas derivados de bacterias patdgenas abriendo la puerta a la
exploracion y experimentacion de estos HDL ahora en el sector agricola y fitopatdégeno.

Los HDL son unos de los materiales que comienzan a ser estudiados en este rubro
como alternativas mas amigables con el ambiente o como remediadores adsorbentes
de metales pesados y herbicidas (Murgueitio et al., 2015), estos materiales pueden
retener moléculas organicas o inorganicas brindandoles ciertas caracteristicas utiles
para su manipulacion y su conservacion o extraccion de moléculas no deseadas de
ciertas areas, encaminando fuertemente las investigaciones de los HDL o hibridos
derivados de HDL a innovadores materiales que entraran como parte de las nuevas
tecnologias de materiales en las practicas humanas. Y esto debido a las caracteristicas
gue los HDL tienen como parte de su estructura y de sus virtudes como materiales
guimicos, tales como capacidad de intercambio i6nico (Fernandez, 2016), capacidad
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de reconstruirse o efecto memoria (Costantino et al., 1998), por mencionar algunos y
ademds no son nocivos para la salud ambiental ni humana. El desarrollo de materiales
hibridos est& siendo el nuevo oleaje de innovacién donde los HDL entran como parte
de ello.

2 Marco tedrico
2.1 Hidroxidos dobles laminares (HDL)

Los hidréxidos dobles laminares (HDL) son matrices laminares biocompatibles que
tienen una estructura general; [M" 1,xM",(OH)2 (A™ )nx]*H20, (Miyata, 1975) donde M"y
M son cationes divalentes y trivalentes respectivamente, A™ es el anién que reside en
la region interlaminar, los aniones situados en la region interlaminar son moviles y
pueden intercambiarse por moléculas de naturaleza distinta algo asi como osmosis
sintética, de tal manera que se aprovecha esta caracteristica para introducir aniones
organicos, inorganicos o biomoléculas. La estructura cristalina de los HDL deriva de la
estructura laminar de la brucita, Mg (OH)2, en la cual el cation Mg?* se encuentra
coordinado octaédricamente a seis grupos hidroxilo. Cuando en la brucita algunos
cationes Mg?* se sustituyen por cationes trivalentes con radios iénicos similares, como
el AI®*, se origina un residuo de carga positiva en la lamina, esta carga total positiva se
compensa por aniones como CO3 %, NO*, CI, etc., los cuales se posicionan en la regién
interlaminar, en donde también se encuentran moléculas de agua de cristalizacion. Otra
propiedad para este tipo de materiales es su alta area superficial especifica (100-300
m?/g). y la mas importante para fines del presente trabajo, es su capacidad elevada de
intercambio anionico (Fernandez, 2016), ademas de su capacidad de impregnar
moléculas. Pero, los cationes divalente y trivalente pueden ser diferentes al Mg?* y Al%*,
por ejemplo, Ca?*, Zn?*, Ni?*, etc. Y Fe®*, In®*, Cr®, etc. El distinto radio atémico le
confiere a los HDL una estructura diferente para cada caso, ademas que dependiendo
del peso molecular de los atomos también modifica su arreglo octaédrico molecular
(Martinez & Carbajal, 2012). De tal manera que los cationes mas empleados en la
investigacion son Mg?*, AI** y Zn?*, AI®*, desde luego que depende del enfoque
cientifico o de su utilidad o valor agregado que se le vaya a dar.
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2.1.1 Estructura quimica, métodos de sintesis y caracteristicas generales

de los HDL

Ya que estos materiales derivan de la brucita, se pueden visualizar a partir de ella.

Figura 1y Figura2 (Santana, 2014).

Octaedros

Figura 1. Estructura de la brucita

LAMINAS
BIDIMENSIONALES

l ESPACIO
| INTERLAMINAR

Figura 2. Estructura de un HDL

En la Figura 2 representando un HD se puede observar laminas que albergan los
aniones, brindandoles proteccion de su descomposicion o interaccidén con el ambiente.
El tamafio basal del espesor de la brucita es de 0.48 nm (Martinez & Carbajal, 2012).
De tal manera que el aumento en su espesor esta directamente relacionado con la
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formacion de un HDL y dependiendo del tamafio de la molécula anidnica seré el tamafio
del espesor del HDL.

Los HDL han ido teniendo mayor impacto en la industria y en la investigacion en los
tltimos afios debido a su facil y econdmica sintesis ademas de su gran beneficio en
diversos sectores, tales como farmacia, alimenticia, genética, médica, agricola,
eliminacion de contaminantes (Bernardo et al., 2018; Fernandez, 2016; Mendoza
Damian, 2017) entre otras aplicaciones mas.

Hay diversos métodos para la sintesis de los HDL y todos brindan distintas
caracteristicas en los materiales dependiendo del enfoque que se le dé en la
investigacion, por ejemplo han utilizado el método sol-gel con irradiacién de microondas
para obtener un HDL capaz de remover cromo y remediar suelos ademas con objetivo
de buscar una constitucion de particulas pequefias (Mexicana et al., 2015; Ramos et
al., 1997), (P. Benito et al., 2009), otro método es por irradiacion de microondas
buscando un tamafio menor en cristales y acotar el tiempo de cristalizacion (Fetter et
al., 1997), también esta el método por hidrdlisis de urea que busca alta cristalizacion y
buena propiedad de efecto memoria (Costantino et al., 1998) y, el método de emulsion
en solucion con variaciones de pH donde se busca una area superficial amplia (He et
al., 2004), sin embargo, los métodos mas empleados son los basados en la
precipitacion de sales tales como el método de coprecipitacion a baja y alta
sobresaturacion, método econdémico y practico. Para fines de este trabajo se opto por
el método o ruta de hidrdlisis de urea para el desarrollo de los distintos HDL (XueDuan,
2013) y por el método de combustién, un método mas resiente en la investigacion que
deriva de una solucién con un compuesto que ejerza combustion al aplicar temperatura,
buscando obtener 6xidos mixtos facilitando su homogeneizacion y una directa sintesis
de los hibridos (Patil et al., 2002), este método puede ayudar en la eficacia de la
intercalacion o impregnacion de los aniones o moléculas deseadas ya que al
descomponer un HDL a éxidos mixtos todos sus aniones seran eliminados quedando
libre la entrada en su reconstruccidn para intercalar o absorber una nueva molécula sin
necesidad de competir contra otros aniones, aunque este método o ruta de solucion en
combustion es dirigido para la formacion de Zn0 y AlO para distintas aplicaciones de
remediacion o como semiconductores por mencionar algunos (Rajeshwar & De
Tacconi, 2009), se dirigié este método hacia los HDL con Zn y Al en su estructura.

2.2 Materiales Hibridos

A lo largo de la historia hemos ido descubriendo y desarrollando nuevos materiales
gue se han convertido en parte de nuestra evolucion y nos apoyamos de ellos para la
creacion de todo tipo de cosas. Los materiales hibridos se pueden definir cémo
compuestos con multicomponentes que tienen al menos un compuesto organico
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biol6égico y uno inorgéanico y que juega un papel importante la interfaz orgénico-
inorganico en energia y en reaccion entre si y, que como hibridos modifican sus
propiedades 6pticas, mecéanicas, de separacion, catalisis y su estabilidad a tensiones
fisicas y quimicas (Faustini et al., 2018). La interaccién de compuestos organicos-
inorganicos ha encaminado la Génesis de materiales hibridos con diversas
aplicaciones, en el sector energético, biomedicina, genética, medio ambiente,
tecnologia de empaques y con mucha mas prospeccién hacia el futuro donde las
matrices inorganicas le dan una funcionalidad aguda a los compuestos organicos
(Faustini et al., 2018; Ruiz-Hitzky et al., 2010).

En los ultimos afios, los materiales hibridos a base de HDL han cobrado gran
importancia en muchos campos industriales y de investigacion. Estos materiales estan
constituidos por una parte organica y otra inorganica como se menciono anteriormente,
en los cuales se combinan de manera homogénea moléculas organicas biolégicamente
activas con moléculas inorganicas como Zn y Al (Oh et al., 2009). De manera particular,
los sistemas basados en la asociacion de moléculas funcionalizadas biologicamente y
materiales inorganicos bidimensionales biocompatibles han recibido gran atencion en
la Ultima década. Entre los materiales bidimensionales sobre los cuales se ha centrado
en gran medida el interés se encuentran los llamados hidroxidos dobles laminares
(HDL). Teniendo un alto impacto en el desarrollo y evolucion humana, estos abarcan
una gama muy vasta en la investigacion cientifica y con un gran interés en muchas
areas de las practicas humanas; en la industria farmacéutica se comienza a estudiar la
accion de hibridos a base de HDL como bactericidas que liberen el principio activo de
forma controlada (Santana, 2014). En el sector de medio ambiente se encuentran los
de remediacién o como pesticidas ecologicos (Morales-Irigoyen et al., 2018).

2.2.1 Rutas para obtener hibridos a base de HDL

En la literatura existen distintos métodos mediante los cuales se puede llevar a cabo
la intercalacién o impregnacion de distintas moléculas a los HDL. Estos métodos estan
basados en propiedades particulares inherentes a los HDL y dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas a intercalar.

Hay diversos métodos para la obtencién de un HDL, asi como la de hibridos a base
de estos, fuera de usar diversos métodos con obijetivos diferidos, que limiten a un
objetivo especifico, los métodos que hay en la literatura fueron objeto de analisis y de
contraste para la mejor opcién a considerar el costo en capital, energia y en tiempo,
dentro de estos métodos se pueden mencionar los mas empleados en la literatura
ademas de que se ajustan a los objetivos del presente trabajo.
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2.2.1.1 Ruta de coprecipitacion

Este método se basa de manera general en la adicion de soluciones que contengan
los cationes trivalentes y divalentes (nitratos de magnesio y nitratos de aluminio) y una
segunda solucién alcalina con el anion de interés, si no se agrega ningun anion los
nitratos se intercalan en la region interlaminar (Aisawa et al., 2001). Es muy importante
mantener un pH de 9 a 10, ya que en la literatura se considera el pH adecuado para la
formacion de los cristales.

Este método es el més convencional y el mas eficaz para la sintesis de materiales
(HDL y HDL-hibrido) ya que en la literatura lo marcan como el mas viable para formar
una buena cristalizacion a bajos costos (Shen et al., 1994).

2.2.1.2 Ruta de efecto memoria

Este método se basa en la propiedad de efecto memoria, o reconstruccion de su
estructura en un HDL, este fendmeno se aprovecha para formar un hibrido con un anion
organico deseable. Esta basado en un proceso de destruccion/reconstruccion de la
estructura laminar del HDL provocado por un tratamiento térmico generando sus o0xidos
mixtos de los metales puestos en tratamiento. Posteriormente al poner estos 6xidos
mixtos en contacto con una solucion alcalina que contenga aniones de interés, este
recobrard su estructura laminar original y en la region interlaminar residiran los aniones
contenidos en la solucién o en efecto los aniones 0 moléculas se impregnaran sobre el
area superficial. Esta capacidad de los HDL de reconstruir la estructura laminar recibe
el nombre de efecto memoria (Newman & Jones, 1998), a los 600 °C es la temperatura
donde se observa el fendmeno de descomposicion y formacion de los 6xidos mixtos,
estos se llevan a una solucidn que contenga el anion de interés a un pH de igual manera
de 9 a 10, al cabo de siete dias el material hibrido esta formado. Esta ruta es muy Uutil
en la sintesis de hibridos con moléculas organicas de gran tamafio y peso molecular
debido a una interaccién mas lenta comparada con aniones pequefos por las mismas
caracteristicas fisicoquimicas que difieren entre moléculas y sus tamafos.

2.2.1.3 Ruta de intercambio i6nico

El intercambio i6nico en realidad es una caracteristica de los HDL que es
aprovechada para cambiar los iones albergados en su region interlaminar por iones de
interés, tomando en cuenta la afinidad que estos tienen; reportados por Miyata
podemos saber el orden de algunos aniones por su afinidad a intercalarse
(CO03%,50;% 0H",F~,Cl~,Br~NO3,17), (Miyata, 1983). Y para ciertos compuestos
organicos; (Carboxilatos, fosfonatos, alquilsulfatos y benzoatos) y biomoléculas; (DNA,
aminoécidos, vitaminas, péptidos y nucleésidos) (Mishra, Dash, & Pandey, 2018), por
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esto es que en el area de nutricion y de biomedicina los HDL estan teniendo una
participacion bien aceptada en la investigacion y desarrollo.

Este método se basa en el intercambio i6nico de las moléculas interlaminares y al
igual que el efecto memoria, es util en la sintesis de hibridos. Los aniones alojados en
el espacio interlaminar se pueden intercambiar con relativa facilidad. Partiendo de un
HDL con algun anién con poca afinidad, se coloca en una solucién que contenga el
anién deseado a un pH adecuado 9-10, logrando el desplazamiento del anién poco afin
(Meyn et al., 1990 Costantino et al., 1999), la accion de una base regularmente NaOH,
es la des protonacion de las moléculas a intercalar. Por otra parte, al manipular el curso
de formacion de un HDL o de un hibrido es importante considerar las afinidades de las
moléculas por la regién interlaminar, importante colocar un exceso estequiométrico para
garantizar la intercalacion (Santana, 2014). Los aniones menos afines son los nitratos,
he aqui uno de los motivos de la sintesis con las soluciones de nitratos, pero el anion
mas afin es el carbonato (Martinez & Carbajal, 2012; Miyata, 1975), la atmosfera
contiene CO, y este puede incrustarse como carbonatos de tal manera que evita la
intercalacion de cualquier molécula, por tal razon es necesaria una buena practica en
su sintesis generando una atmosfera inerte con algin gas noble, inclusive esta
caracteristica de capturar el CO, de la atmosfera se ha vuelto importante en el desarrollo
e investigacion de filtros o materiales a base de HDL para capturar este contaminante
atmosférico (Ram Reddy et al., 2006; Torreiro, 2018).

2.3 Reino Fungi

Los hongos son de suma importancia en la vida humana. A pesar de que son
eucariotas, sus caracteristicas morfologicas y bioquimicas los ponen en un reino distinto
al nuestro y distinto al reino vegetal, “el reino fungi” y para comprender la vida de este
reino, se utiliza la micologia, ciencia que los estudia. Esta constituido por distintas
clases de hongos, quitridiomicetos, los zigomicetos y los basidiomicetes (Arauz, 1998,
p. 108). En la clase de los basidiomicetes podemos citar a los hongos comestibles, los
venenosos Yy los alucinégenos, el moho del pan es un ejemplo de los del tipo
zigomicetos los quitriomicetos son de tamafio microscopico y generalmente son
parasitos de plantas, animales, protistas y otros hongos.

Se dice que solo el 1% de los hongos que hasta ahorita se conocen son perjudiciales
para la salud o para la agricultura, el resto de los hongos son de gran ayuda en las
practicas humanas como farmacéutica, agricultura, alimenticia, biotecnologia y en
ecologia al degradar moléculas complejas y hacer reciclaje de la materia.

Los hongos se clasifican como seres eucariotas acloréfilos con pared celular que se
alimentan por absorcion de moléculas organicas, a diferencia de otros seres vivos; no
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realizan fotosintesis como las plantas y no ingieren particulas como el reino animal, sino
que liberan enzimas que degradan moléculas organicas complejas desempefiando una
digestion extracelular (Arauz, 1998, p.105). Sin embargo, algunos se nutren fagocitando
otros seres vivos. Proceso catabolico y morfologia

La mayoria de los hongos son aerobios, pero existen algunos que son anaerobios
facultativos y otros cuantos que fuera de tener mitocondrias, contienen
hidrogenosomas, (anaerobios estrictos), (Garcia, Cepero De, 2012, p.3).

Los hongos estan constituidos por hifas (Figura 3) que a su vez forman micelios y
estas pueden ser septadas (divididas en tabiques), su pared celular esta constituida por
un compuesto quimico llamado quitina (Arauz, 1998, p. 108).

a) hifas septadas (b) hifas sin septos ¢) hifa creciendo de una espora

Figura 3. Hifas y esporas didacticas

Los hongos son importantes en el equilibrio ecoldgico y en la simbiosis con otros
seres vivos, en la industria nos beneficiamos enormemente de los hongos gracias a la
creacion de antibidticos y fermentados. Dentro del pequefio porcentaje de hongos
perjudiciales se encuentran los fitopatdbgenos y los patdégenos. Los hongos
fitopatdgenos pueden atacar toda la planta o fruto causando necrosis, clorosis,
hiperplasia, hipertrofia, entre otras. Los patdgenos son los que causan dafos a la salud
humana, tal el caso del hongo candida que causa candidiasis.

Aunque son distintos tipos de hongos fitopatdgenos y distintas hortalizas afectadas,
por razones ya expuestas en la introduccién de este trabajo, nos enfocaremos en
colletrotichum spp y en Botritis cinérea causante de la antracnosis, y del moho gris.

2.3.1 Moho gris

El sector de las fresas es el mas afectado por este problema, generando pudricién
del fruto, deteriorando la flor y, coloraciones grises (Koike, T & Bolda, M, 2016),
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mencionado con anterioridad, el moho gris es debido a Botritis cinérea, su desarrollo es
mediante la infeccidn a través de sus esporas por heridas o aberturas en los vegetales
colonizando una zona especifica y al cabo de un tiempo rompiendo las barreras de
defensa del vegetal al grado de diseminar por el tejido circundante volviendo
nuevamente al ciclo de reproduccién-infeccién, sus esporas se dispersan gracias a la
accion de los vientos o insectos (E. P. Benito et al., 2000; Jarvis, 1977).

2.3.2 Antracnosis

La antracnosis, es una enfermedad de hortalizas y frutas donde se ve involucrado
uno o varios hongos fitopatégenos, entre ellos el de mayor porcentaje de incidencia es
el proveniente del tipo Colletotrichum spp. Esta enfermedad se caracteriza por
presentar lesiones oscuras y hundidas a los frutos que pudieran padecerla. (Trinidad-
Angel et al., 2017). En Michoacéan se le conoce a este padecimiento de las huertas de
aguacate; como el sindrome de la rofia del aguacate, siendo dos tipos de cepas de
Colletotrichum spp. que se pueden encontrar en mayor porcentaje en aislamientos;
Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides. (Lemus-Soriano & Pérez-
Aguilar, 2017).

2.3.2.1 Colletotrichum acutatum

Se caracteriza por presentar colonias con centro gris, y un margen color salmén con
conidios hialinas unicelulares, rectas, fusiformes con ambos extremos terminados en
punta (Trinidad-Angel et al., 2017).

2.3.2.2 Colletotrichum gloeosporioides

Produce colonias de blanco grisaceo a obscuro, micelio aéreo liso y afelpado en
mechon, asociado a conidioforos. (Lemus-Soriano & Pérez-Aguilar, 2017). Sin
embargo, en este trabajo nos enfocaremos en la experimentacién solo con la cepa
Colletotrichum gloesporiodes, su comportamiento es similar a Colletotrichum acutatum.

2.4 Fungicidas y cambio climéatico
Los fungicidas son indispensables para la seguridad alimentaria, pero en esa
seguridad de alimentar a las personas reside el riesgo sanitario y ecolégico, de tal

manera que organizaciones con poder internacional como la FDA esta ampliando sus
politicas dirigidas a la produccién agricola libre de compuestos toxicos.
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2.4.1 Fungicidas y sus grupos

Hay una gama variable y extensa de fungicidas, inclusive el uso de algunos ha sido
prohibido en algunos paises, pero todos tienen el objetivo de combatir hongos
fitopatdgenos, sin embargo, su uso constante ocasiona dafios ambientales ademas de
gue los hongos generan resistencia con mucha facilidad lo que conlleva a la constante
investigacion y desarrollo de nuevos fungicidas y por lo tanto el mercado esta con una
amplia gama de fungicidas (Zubrod et al., 2019). Se mencionard estos grupos y sus
caracteristicas en la Tabla 1. Con el cambio de transicién a la produccion de alimentos
libres de compuestos dafiinos, los fungicidas ecoldgicos también estdn empezando a
entrar en el mercado y este seguira evolucionando.

Tabla 1. Fungicidas méas usados (Botello, 2005, Pg. 191-198).

Inorganicos Azufre, Oxicloruro,

derivados del cobre

Organometalicos

Orgaestanicos,
Organomercuriales,
Ditiocarbamicos,

Acetato de
fenilmercurio

Bioacumulacion,
intoxicacion
humana, Dafios a
biota acuatica,
dafios a las

Fendlicos, PROHIBIDO || cadenas troficas,
Ftalimicos aun sigue en
revision dafos
adyacentes.
La degradacién
en el suelo da a
compuestos
téxicos, modifican
Sulfonamidas, los ciclos
Bencimidazoles, biogeoquimicos en
Quinonas, Zineb, el suelo, dafio
Tiofanatos, Tiabendazol acuatico, algunos
Organicos Oxatiinas son altamente

toxicos para
especies 'y
humanos.

Los fungicidas mas comercializados y utilizados son, el Benomilo, Carbendazima y
el Maned, todos con un grado elevado de toxicidad (Oviedo Berrocal, 2014), sin

embargo, en México segun el diario oficial de la federacion que no ha sido modificado
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desde el afio 1991 y que solo tiene prohibicién en la produccion, uso y distribuciéon de
20 fungicidas y restriccion de 19, estos fungicidas mencionados no figuran en esas
listas del diario oficial de la federacion, comparandola con la lista de prohibicion en
Estados Unidos donde es mucho mas amplia, estos tres estan dentro de ella en el
apartado de restricciones (AR(Alliance Rainforest), 2011) .

2.5 Aceites esenciales

Cuando se arranca el pétalo de una flor, una hoja, una rama o cualquier parte de una
planta, esta liberara un perfume, esto significa que se ha liberado un aceite esencial
(Montoya, 2010, p. 11). Los aceites esenciales los podemos conocer como esencias,
aceites volatiles o etéreos. Para Montoya los aceites esenciales son mezclas de
compuestos volatiles, la mayoria se pueden clasificar como terpenos o arenos. Estos
pueden tener en sus estructuras quimicas algin grupo fendlico, aldehido, cetona,
alcohol o éter fendlico. Estos aceites esenciales provienen de los ciclos catabdlicos de
las plantas y estos les brindan de manera natural propiedades de defensa ante insectos,
hongos, virus y bacterias al igual que propiedades sensoriales y de aroma(Montoya,
2010).. Sin embargo, es fundamental considerar sus caracteristicas fisicoquimicas de
los compuestos esenciales ya que de ello depende su manejo; por ejemplo, dentro de
sus caracteristicas fisicoquimicas un factor limitante en su manejo es su alta volatilidad.

e Liquidos a temperatura ambiente
e Muy volatiles

e Inflamables

e Solubles en disolventes organicos
e Liposolubles

e Arrastrables en vapor de agua

e Transfieren aroma al agua

e Masa molecular no elevada

2.5.1 Aplicaciones

Debido a sus propiedades antisépticas los aceites son utilizados tanto en la vida
cotidiana como en diferentes sectores de la industria (farmacéutico, ganadero,
alimenticio, cosmético y fitosanitario), (L6pez Camacho, 2007 Montoya, 2010, p. 23). El
poder antiséptico se manifiesta frente a diversas bacterias patdgenas, incluso cepas
resistentes a los antibiéticos también presentan actividad contra hongos. Los aceites
mas potentes provienen del tomillo, clavo, lavanda y eucalipto, sus moléculas
destacadas son; linalol, eucaliptol y timol, siendo el timol es 20 veces mas antiséptico
gue el fenol (Bruneton, 2001, p. 500).
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La principal composicion de los aceites esenciales son los grupos fendlicos, sin
embargo, no se ha identificado con claridad el mecanismo de reaccion que estos tienen
para atacar bacterias u hongos, pueden alterar su membrana celular o alterar su
material genético, de manera general se sabe que el ataque de los aceites esenciales
se puede llevar; en la pared celular, membrana celular, sintesis de proteina, en su
genética o sintesis de esta. (Sociedad et al., 2011).

25.1.1 Timol y toxicidad

Ciertos estudios han mostrado que el timol tiene un amplio efecto bactericida y
fungicida en el rango de 25 ygmL* a 100 ugmL* (de Castro et al., 2015; Numpaque et
al., 2011). Se le atribuye efectos membrana-troficos que perfora la membrana
citoplasmatica e induce a la fuga de material intracelular, a una fuga excesiva de iones
potasio en primera instancia, estos efectos sobre el potencial transmembrana
desencadena inhibicion de los generadores de ATP (Chauhan & Kang, 2014; Shapiro
& Guggenheim, 1995). Por otro lado, el timol sufre una biotransformacion a iones y
compuestos secundarios (Oviedo Berrocal, 2014), esta biotransformacion del timol
debido a hongos y bacterias en compuestos secundarios lo hace inofensivo ante
hongos benéficos en el proceso tréfico de los campos comparandolo con fungicidas
tradicionales que no son bio-transformados tan facilmente y perduran en el ambiente
mucho tiempo contaminando y dafiando al ecosistema.

3 Antecedentes

Las investigaciones dirigidas a hibridos con funcion biocida de manera general ya
estan con bastante desarrollo especialmente en el sector de salud publica contra
bacterias, sin embargo, el desarrollo de hibridos con actividad biocida dirigidos al sector
agricola y especificamente para mitigar problemas causados por hongos fitopatdgenos
es un asunto mas reciente, listo para ser explorado. La génesis de hibridos comienza
teniendo como bases tedricas y experimentales sobre compuestos organicos o
compuestos biolégicamente activos que ya hayan sido estudiados y que tengan ciertas
caracteristicas biocidas y que tengan el potencial de ser unidos a matrices con el
objetivo de mejorar sus condiciones de uso y mejorarle su resistencia a la degradacion.
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3.1 Estudios de base

En la Tabla 2 se resumen algunos estudios que fueron la base para el desarrollo del
presente trabajo, considerando las condiciones y los materiales empleados para
ingeniar cambios en el desarrollo experimental, especialmente en las pruebas in vitro.

Tabla 2. Antecedentes de hibridos y extractos esenciales

ZnAl Hidréxidos
dobles laminares
impregnados con

aceite de eucalipto
como un eficiente

ZnNO3 Y AINO,
(al 99%) solucion
de NaOH, al (99%)
aceite esencial de
eucalipto extraido

Sintesis de
HDL a distintas
relaciones
molares (2,3,4) y
distintos pH (7.5

El HDL sintetizado a
pH 10 mostré una
menor purezay mayor
concentracion de ZnO lo
gque ayudo a una mayor

material hibrido de hojas de y 10). inhibicion de las
contra bacterias eucalipto con etanol bacterias a 4 mgmL1,
multirresistentes y acetona. Sintesis de
hibridos a pH de Los hibridos
10 (HDL-aceite mostraron inhibicién
esencial de tambien a 4mgmL1,
(Lobo-Sanchez eucalipto) pero también mostraron
et al., 2018) efecto bactericida a
Pruebas 14mgmL-t.
realizadas in
vitro contra
Pseudomonas
aeruginosa. y
Staphylococcus
sp.
Actividad in vitro Aceites 16 cepas de Lavanda Groso
de aceites esenciales de dos Pseudomonas mostro actividad
esenciales de variedades de aeruginosa antibacteriana en
lavanda hibrida lavanda. aisladas de concentracion del 8%v/v
contra cepas de pacientes con de las soluciones.
Pseudomonas Medios para inmunidad a (minimo actividad
aeruginosa emulsion antibioticos, bactericida).
resistentes a mostrado con
multiples farmacos diversas Lavanda Sumian
antibioticos. pruebas a mostré un minimo de
diversos 16%v/v en la mayoria
antibioticos. de las cepas.
(Donadu 2018)
Pruebas in
vitro
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Mayor concentracion
de aceites contenidos
en las lavandas:

1,6 Octadien — 3 - ol
(32%)
1,3,6 - Octatriene (34%)

Eucaliptol (9.89%)

Actividad
antifangica de
aceites esenciales
asociados con
carboximetilcelulosa
contra
Colletotrichum
acutatum en fresas.

(Weisany et al.,
2019)

Los aceites
esenciales fueron
extraidos por
hidrodestilacion de
las plantas (E.
staigeriana (Itatinga
- SP,

Brazil), L.
sidoides (Campinas
- SP, Brazil) and P.
pseudocaryophyllus

(Cananéia - SP,
Brazil)

Las
evaluaciones
contra

Colletotrichum
acutatum en
agar dextrosa
fueron con
contacto directo
de los aceites,
asi como
distintas
mezclas de
estos.

In vivo se
realizaron
pruebas con
emulsiones de
los aceites y una
base de glicerol.

In vitro, observaron
inhibicién de las micelas
a concentraciones de
125 a 250 yLL?. de las
mezclas de aceite
esencial.

Las pruebas in vivo
mostraron un control en
la antracnosis de la fruta

(fresa) retardandole
hasta 7 dias tal y como
sucede con tratamientos
convencionales, segun
la literatura.

Un plaguicida
ecoldgico
bionanohibrido
ZnAL-NADS como
tratamiento para la
enfermedad de la
pudricion blanda en

Sintetizaron HDL
(ZnAI-NO3) y su
hibrido (ZnAl-
NADS), NADS:
antibiético de bajo
espectro llamado
acido Nalidixico

Pruebas
realizadas in
Vitro contra E.
coliy pruebas in
vivo protegiendo
la pudricién

blanda de las

Escherichia coli tuvo
un CMI de 75 ygmL?y
un CMB de 150 pgmL*

Pectobacterium
carotovorum tuvo un
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la papa (Solanum papas, causada | CMI de 25 uygmL*y un

tuberosum.) por CMB de 75 pgmL*
(Morales-Irigoyen et Pectobacterium
al., 2018) caratovorum

Desde luego que el interés por el desarrollo de materiales hibridos también esté
empezandose a valorar con otro tipo de matrices distintas a los HDL, pero buscando
lograr los mismos objetivos de sintetizar un material hibrido que sea amigable con el
medio ambiente y con potencial a ser usado como las llamadas aplicaciones agricolas
verdes. Por ejemplo; materiales como Quitosano y gel de silice que son abundantes en
la naturaleza y de bajo costo, han sido acomplejados como hibridos y probado su efecto
antifingico contra Phytophthora infestans, (Nguyen et al., 2019), hongo protista
fungoide que infecta papas principalmente. Por otra parte, la FAO (Food and Agriculture
Organization) reconoce el uso de ciertos silicatos para el control de hongos
fitopatégenos y los nano hibridos como la Sepiolita ha sido estudiada contra ciertos
hongos como Fusarium, (Sidhu et al., 2020), hongo altamente fitopatdgeno. Lo que se
considera ya como tecnologias que estan revolucionando los sectores cientifico-
industrial (Alghuthaymi et al., 2021). Por otra parte, los HDL y la generacion de
pesticidas verdes esta entrando en trance al incorporar el Cinamato de metilo,
compuesto aromatico proveniente de cierta variedad de eucalipto, formando un nano-
hibrido con caracteristicas fungicidas y bactericidas contra Phytophthora, protista
destructor de plantas de la clase Oomycetes y Salmonella bongori, E. coli,
Staphilococos aureus y Listeria monocytogenes, bacterias patdgenas (Bugatti et al.,
2019). Otros hibridos desarrollados a base de HDL y benzoato también han demostrado
gran poder bactericida, fungicida y un alto potencial material para el desarrollo de films
(Mishra, Dash, Pandey, et al., 2018). Por estas razones los HDL estan siendo objeto de
estudio para mejorar sus cualidades y de desarrollo de biomateriales o materiales
hibridos con un alto valor en las tecnologias modernas (Mishra, Dash, & Pandey, 2018).

4  Justificacion e hipotesis

4.1 Justificacion

La investigacion acerca de la eficacia del potencial fungicida del timol y las
caracteristicas fisicoquimicas de los materiales HDL, permitira formar un material
hibrido con accion fungistatica, en especifico contra el Colletrotrichum spp y Botritis
cinérea mitigando la problematica ambiental y sanitaria que ocasionan los funguicidas
convencionales. Posteriormente es importante estandarizar un método de sintesis del
material hibrido con condiciones convenientes para garantizar un costo de produccion
accesible, para poder hacer escalas a futuro de forma in situ.
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4.2 Hipotesis

La sintesis de materiales hibridos a base de ZnAl con timol permitird cambiar el uso
tradicional de funguicidas por aquellos ecolégicos que garanticen la seguridad en el
equilibrio del ambiente y seguridad sanitaria. En especifico lograran inhibir el
crecimiento de Colletotrichum spp y Botritis cinérea.

5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar materiales hibridos biocompatibles capturando timol en una
matriz inorganica laminar a base de hidréxido doble laminar ZnAL, para su posterior
evaluacién como agente fungistatico contra Colletotrichum gloeosporioides y Botritis
cinérea.

5.2 Objetivos especificos

e Sintetizar los hidroxidos dobles laminares biocompatibles, ZnAl de relacién molar
M2*/M3* = 2, por la ruta de hidrélisis de urea y obtener éxidos mixtos ZnAl(O) por
la ruta de combustion como base para la obtencion de un hibrido.

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los solidos mediante difraccion
de rayos-X, espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, analisis
termogravimétrico y microscopia electronica de barrido.

e Obtener los materiales hibridos a base de HDL-ZnAl y moléculas de timol.

e Caracterizar la interaccion huésped-receptor en los materiales hibridos, por las
técnicas antes mencionadas con la finalidad de cerciorar la obtencion del hibrido.

e Evaluar in vitro el desempefio de los materiales hibridos en la inhibicion del
crecimiento de cepas de Colletotrichum gloeosporioides y Botritis cinérea.

e Evaluar el efecto fungistéatico del hibrido in vivo contra Botritis cinérea.

e Evaluar la estabilidad del timol y del hibrido mediante el cambio del area bajo la
curva de los espectros de absorcion UV del timol en HPLC

6 Desarrollo experimental

En este capitulo se describen los métodos empleados para el desarrollo de los HDL,
el desarrollo de los hibridos, asi como los métodos e instrumentos empleados para su
caracterizacion fisicoquimica y el estudio del efecto fungistatico del material hibrido
contra Colletotrichum gloeosporioides y Botritis cinérea. Los experimentos bioldgicos
se llevaron in vitro para ambas cepas de hongos, sin embargo, adicionalmente se llevo
un experimento in vivo para Botritis cinérea, experimento desarrollado en fresas,
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concluyendo con experimentos de identificacion-conservacion del timol por medio de
cromatografia liquida HPLC.

Los HDL normalmente son sefialados con sus iniciales, sin embargo, ademas de
sefialar estos materiales como HDL, se anexar& con guion seguido el anion o molécula
presente en su estructura, de esta manera se diferenciara el HDL del hibrido ademés
gue mostrara en todo momento el anién, molécula o compuesto que esta interactuando
con el HDL, por ejemplo; uno de los HDL con los que se experimentd en este trabajo
es un material con nitratos albergados en su regién interlaminar, provenientes de su
sintesis inicial, de tal manera que la nomenclatura elegida para fines practicos sera
HDL —NO3; y HDL — (0) para los respectivos 6Oxidos mixtos provenientes de la
combustion en la sintesis de HDL. Para el material hibrido serd& HDL — T y HDL —
Extracto donde T corresponde a la molécula de timol que se empleé en su sintesis, el
extracto corresponde a que se utilizé extracto de tomillo, de antemano se va a omitir
estar indicando los cationes que conforman todos estos materiales, pero es de saberse
que los cationes empleados en estas sintesis corresponden a Zn*2y Al*3, como lo
dictan los objetivos y el titulo del presente trabajo, tal vez el lector se pregunte porque
se optd por utilizar estos dos metales y no Mg*? y Al*3, siendo los cationes mas
representativos y empleados para los HDL segun lo expuesto en el marco teérico y
basados en la literatura, por tal motivo es necesario sefialar que en el desarrollo
experimental se emplearon diversas rutas y metodologias para lograr obtener el hibrido
deseado y se desecharon las rutas menos optimas y se eligidé los materiales con
resultados mas favorables para los fines de este trabajo, de tal manera que los cationes
Zn*2y Al*3 fueron los metales di y trivalentes con mejor eficacia y las rutas de sintesis
mas asertivas para este experimento fueron:

Ruta de hidrolisis de urea Sintesis HDL — NO;
Obtencion de 6xidos mixtos y HDL — (0)

Intercambio i6nico
Ruta de reconstruccion Sintesis HDL — T /OIL

Sin mucho preambulo se identifican los puntos mas relevantes en cada proceso de
la experimentacion haciendo notacion de estos para favorecer su reproducibilidad
cientifica.
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6.1 Sintesis de los hidroxidos dobles laminares
6.1.1 Ruta para 0xidos mixtos

Este método fue empleado con el objetivo de lograr rapidez en los procesos de
sintesis de materiales hibridos, esto debido a que al llevar una combustion directamente
en el momento de sintesis de un HDL se obtiene directamente un material semejante
al proceso de calcinacion de un HDL, de tal manera que no se obtiene un HDL integro,
sino sus oxidos mixtos provenientes de la combustion, por lo que podemos decir que
es un método de sintesis de 6xido de zinc y aluminio ya que este método es empleado
con estos cationes (Patil et al., 2002), siendo que directamente se puede sintetizar un
hibrido sin la necesidad de calcinar un HDL, recordemos que al llevar estos 6xidos
mixtos en una solucién con los aniones que se deseen intercalar o impregnar, los HDL
recobran su estructura cristalina laminar y a este fendmeno se le conoce como efecto
de reconstruccion (Bellotto et al., 1996). En este proyecto se emplearon ciertas
modificaciones en sintesis para la obtencion de los éxidos mixtos, dado que el método
requiere un combustible para llevar a cabo la accidon térmica, se emple6 sacarosa como
tal, una temperatura de 450 °C y 12 horas de proceso térmico, manteniendo la relacion
molar de 2 entre Zn?*y AIP*

6.1.1.1 Detalles del proceso de experimentacion

Se prepard y colocaron las soluciones de nitrato de Zinc y nitrato de aluminio
(Zn(N0O3) - 6 H,0, AL(NO3) -9H,0), usando agua desionizada y descarbonatada, se
homogeneiz6 con sacarosa, posteriormente el procedimiento consté de llevar a
combustién en mufla a 450 °C durante 5 minutos, previamente eliminado el exceso de
agua en estufa a 90 ‘C para darle eficacia al proceso de combustion, al final se observé
un material negro poroso, para eliminar impurezas de carbono, el material fue sometido
a tratamiento térmico obteniendo un material blanco (Figura 4).

El proceso térmico al que se llevo el material fue pasado los cinco minutos en mufla
a 450 °C, se mantuvo a esa temperatura constante en la mufla por un periodo de 12 h.
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Figura 4. HDL — (0) después de tratamiento térmico

6.1.2 Ruta por hidrolisis de urea

Este método fue recogido de la literatura y desarrollado tomando en cuenta las
especificaciones que Brindley trabajé, (Brindley, 1980). Para la sintesis del material
HDL-NOs se disolvieron 0.335 moles de Zn(NOsz)2:6H20 y 0.165 moles de
Al(NO3)3-9H20 en 500 mL de agua desionizada libre de CO2 a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 1.65 mol de urea y 1 mol de NHsNOsy la solucion
resultante se coloc6 en un matraz de bola de tres bocas de 500 mL equipado con un
sistema de reflujo. El sistema se purgd por burbujeo de gas argon durante 1 h y la
temperatura se incrementd a 90 °C con ayuda de un bafio termostatizado con arena.
Después de 10 h a esa temperatura, el precipitado blanco obtenido se centrifugo
durante 15 min, se lavd varias veces con agua desionizada caliente y libre de COs-.
Finalmente, el sélido se sec6 a 120 °C durante 12 h en una estufa. El sélido preparado
tuvo una relacion molar Zn?*/AR*= 2.

6.2 Preparacion de los materiales hibridos

Debido a la poca informacion que se tiene en la literatura sobre hibridos HDL-aceites
esenciales, se consideraron varios mecanismos sobre sintesis de hibridos de manera
general.

6.2.1 Intercalacion por intercambio iGnico
6.2.1.1 Sistema de reaccion

Se preparo el sistema para las reacciones quimicas buscando generar una atmosfera
inerte para evitar que las moléculas de CO: del ambiente se intercalaran en el HDL
como carbonatos debido a su alta afinidad (Miyata, 1975), para esto el sistema consto
de un matraz tres bocas donde se agregaron 25 mL de agua desionizada y hervida
previamente mas 25 mL de extracto esencial de tomillo, en el caso de timol con pureza
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del 98% (Timol, N,F., J.T.Baker) se agregé el equivalente a 4.8 mmol considerando el
doble de concentracion en relacion estequiométrica con el HDL para garantizar su
intercalacion o impregnacion (Miyata, 1975) ademas de que para disolver los cristales
del timol fue necesario agregar 125 mL de alcohol etilico grado 96° G.L.
Posteriormente se agregé NaOH o KOH al 0.1 M hasta obtener un pH de entre 9y 11,
se burbujeo el sistema con un globo relleno de argén instalado en una de las bocas del
matraz para purgar el aire. Por ultimo, se agregé el HDL (0.546 g). Se dej6 el sistema
en reaccion durante 7 dias cuidando que estuviera inerte el sistema por el flujo de argdn
como se muestra en la Figura 5, durante los siete dias de reacciéon no hubo un cambio
fisico en el sistema.

La accion del NaOH o KOH sobre el timol (Figura 6), garantiza su des-protonacion,
asi obteniéndolo en su forma de sal y buscar la intercalacion y/o impregnacion.

L

Figura 5. Sistema montado para la reaccién de intercalacion e intercambio iénico

CHs CHs
. -
H o | +
.
HsC CHg HyC™ CHy

Figura 6. Esguema de la des-protonacion del timol

En la Figura 7 se muestran las ecuaciones quimicas generales del intercambio iénico.
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InAl — NG, + 0IL - ZInAl - 0IL

ZnAl — NO; +TIMOL - ZnaAl —-T

Figura 7. Esquema representativo de ecuaciones quimicas del intercambio idnico

Pasados los siete dias de reaccion, se separd el material por centrifugado, se lavé
con agua desionizada por seis veces. Posteriormente el material fue puesto en estufa
a 45 °C para eliminar humedad durante 48 h, el material hibrido obtenido tuvo una
coloracién blanca, Figura 8.

Figura 8. Material hibrido después de secado

6.2.2 Ruta de reconstruccion

El procedimiento para el sistema y seguimiento de las reacciones es exactamente
igual que en la descripcion anterior, sin embargo, la diferencia es el tipo HDL que se
utilizé, para este caso se agrega un 40% en peso menos de ZnAl(0), proveniente de la
sintesis de obtencién de 6xidos mixtos (combustién).

ZngAlpg +T & ZrAl-T

ZngAlg + OIL < ZnAl — OIL

Figura 9. Esquema representativo de ecuaciones en el proceso de reconstruccion
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6.3 Caracterizacion fisicoquimica de los materiales

La obtencion de informacion respecto a la estructura y propiedades fisicoquimicas
de los materiales sintetizados es esencial para el seguimiento del desarrollo
experimental, se opté por la caracterizacibn mas empleada en este tipo de
experimentos.

6.3.1 Difraccion de rayos-X (XRD)

La caracterizacion estructural se realizd por difraccion de rayos-X (XRD) se llevo a
cabo en un difractometro 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 A 'y se empled una velocidad de barrido de 0.02° en tiempo de integracion de
0.6 s/paso, y un intervalo de barrido de 28 de 3.5 a 60°, el tiempo total de barrido por
muestra fue de 28.5 min, mediante la técnica de Bragg Brentano.

Por difraccion de rayos-X se aplico la ecuacion de Sherrer para determinar el tamafio
de particula de los materiales.

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 esférica. 4 es la longitud de onda
caracteristica del tipo de catodo emisor de fotones, normalmente es usado uno de
cobre, Ac, = 0.15406 nm, 6 es el angulo de Bragg y B es el ancho de la reflexion medida
a la mitad de la intensidad maxima en radianes (FWMH) por sus siglas en inglés
(Goyeneche, 2018).

6.3.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

El estudio analitico para identificar compuestos organicos fue a través de
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), llevados a cabo en un
espectrofotometro 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.
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6.3.3 Analisis termogravimeétrico

Se realizé el analisis termogravimétrico de la muestra en un equipo Discovery
TGA5500 marca TA instruments ® con una rampa de calentamiento de 10°C/min entre
0°C a 800°C y utilizando un flujo de nitrégeno de 25 mL/min como purga.

6.3.4 Microscopia electronica de barrido

El analisis morfologico se realiz6 mediante microscopia electronica de barrido (MEB),
a través del equipo JEOLJSMIT300LV, doble detector (LV-SEC) EDS a 35° opuestos
180°, con platina motorizada en los 5 ejes con movimiento eucéntrico a cualquier
distancia, lentes tipo zoom y navegacion de imagen a colores y observacion en platina
de enfriamiento a intervalo de temperatura -30 a 50 °C. Los analisis se realizaron a 20
KV, resolucion de x30000, x20000, x10000 y x5000.

6.4 Evaluacion de la actividad antifungica

Las pruebas biolégicas fueron realizadas en el laboratorio de biotecnologia de
plantas (U-3) del instituto de Quimicas Biologicas de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, con la colaboracion y supervision del Dr. Homero Reyes de la Cruz
encargado del laboratorio y el Dr. Jesus Salvador Lépez Bucio.

6.4.1 Material fitopatégeno

Las cepas de los hongos fitopatdogenos fueron adquiridas en el mismo laboratorio de
biotecnologia de plantas (U-3); Botritis cinérea y Colletotrichum gloeosporioides.

6.4.2 Pruebas in vitro ante Colletotrichum gloeosporioides
6.4.2.1 Preparacion de cultivos

Los medios de cultivo de acuerdo con la micologia y la microbiologia, son mezclas
nutritivas que se utilizan para el aislamiento, identificacion, desarrollo, reproduccion e
identificacion de aquellos organismos que se desea analizar y como cualquier otro ser
vivo, los hongos fitopatdgenos deben tener ciertas condiciones para su desarrollo,
donde debe haber presencia de macro y micronutrientes, asi como condiciones
adecuadas de temperatura, pH, humedad y asepsia. Se utilizo el medio papa-dextrosa-
agar (PDA) perteneciente a la categoria de los medios complejos o semisintéticos,
siendo este el mas empleado en la literatura y practicas de laboratorio, se preparé por
las indicaciones dadas por el fabricante, las condiciones de inocuidad se generaron por
esterilizacion en autoclave y el uso de campana con flujo laminar con previa irradiacion
de ultravioleta.
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6.4.2.2 Dilucion y concentraciéon de los materiales

Los materiales se diluyeron con dimetilsulfoxido (DMSO) previamente a agregar a
las placas de agar, las diluciones se realizaron de acuerdo a los célculos
estequiomeétricos, considerando que el timol se encuentra en un 40% presente con la
matriz para obtener concentraciones de 10, 50 y 100 upg/mL de la molécula
biolégicamente activa (timol). Esto con base en la literatura que indica el rango de
concentracion fungistatico que genera el timol, (Oviedo Berrocal, 2014; Sofia et al.,
2015).

6.4.2.3 Preparacion de las placas

El APD una vez esterilizado segun las indicaciones del fabricante se vertié en cajas
Petri de 60 por 15 mm bajo la influencia de la campana y flujo laminar para mantener la
esterilidad, agregandoles 10 mL de agar previamente mezclado con las soluciones de
los materiales a las concentraciones correspondientes, (Tabla 3), asegurando
concentraciones de 5, 25y 50 ygmL y de timol para su evaluacién. Cabe sefialar que
las primeras pruebas fueron a 5, 25 y 50 ygmL en el caso de la solucién con timol puro
y en el hibrido por reconstruccion HDL — T, una vez observando la curva de inhibicion
se probaron los de otros materiales a una concentracion intermedia.

Tabla 3. Preparacion de las cajas Petri y las concentraciones diluidas de los materiales

Control Por cuatriplicado
Blanco 150 uL de DMSO por
cuadriplicado
Blanco con (HDL — NO3) 50 ugmL* por cuadriplicado
Blanco con (HDL — (0)) 50 ugmL* por cuadriplicado
Timol en solucion 5, 25y 50 ugmL-* por
cuadriplicado
Hibrido por reconstruccion 5, 25y 50 ugmL™* por
(HDL—-T) cuadriplicado
Hibrido por reconstruccion 25 pugmL-* por cuadriplicado
(HDL — Ex)
Hibrido por intercambio iénico 25 pugmL-t por cuadriplicado
(HDL —T)
Hibrido por intercambio idnico 25 pugmL* por cuadriplicado
(HDL — EX)
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6.4.2.4 Inoculacién de las placas con Colletotrichum gloeosporioides

Las placas una vez preparadas y solidificadas se inocularon con discos de micelio
de Colletotrichum gloeosporioides, las inoculaciones se hicieron por cuadriplicado, para
todas las pruebas, los discos de micelio se obtuvieron de cepas previamente crecidas
y maduradas en un lapso de 10 dias, estos en un tamafio de 5mm, se aseguré el area
de inoculacién con dos mecheros y desinfectando el area de trabajo con etanol al 96°,
las placas inoculadas se metieron a camara de crecimiento bajo condiciones
especificas como; 25 °C, humedad relativa, ausencia completa de luz y aisladas de
cualquier contaminante, esto debido a que son las condiciones esenciales para el
desarrollo de las cepas.

6.4.3 Pruebas in vitro contra Botritis cinérea

Una vez teniendo datos sobre las pruebas contra Colletotrichum gloeosporioides, se
eligié el material mas eficaz y de mayor potencial para llevarlo contra Botritis cinérea,
guedando la preparacion del experimento como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Diluciones de los distintos materiales para los experimentos in vitro

Control Por cuadriplicado
Blanco (HDL — (0)) 50 pugmL-* por cuadriplicado
Timol en solucion 5, 25 y 50 uygmL* por cuadriplicado
Hibrido por reconstruccion (HDL —T) 5, 25y 50 ugmL* por cuadriplicado
6.4.3.1 Determinacion de efecto fungistatico

Para Colletotrichum gloeosporioides, la curva exponencial de crecimiento esta entre
las primeras 96 h, transcurridas estas horas se le midié el crecimiento radial de los
hongos para su analisis estadistico y discusion. Botritis cinérea, es un hongo de
crecimiento muy irregular, de tal manera que en ocasiones puede tardar mas en crecer
inclusive 10 dias, en ocasiones el crecimiento es rapido. Se estuvo monitorizando dia
a dia para vigilar su crecimiento y la cepa mostré6 una evolucién en su desarrollo
comparado con otras ocasiones, por o que su crecimiento exponencial se aprecio
pasadas las 48 h, transcurrido este tiempo se tomaron medidas de su crecimiento radial
en cuatro areas distintas para cada placa y se saco el promedio, asi como su andlisis
estadistico.
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6.4.4 Evaluacion de la actividad antifungica in vivo

Se hicieron dos distintas evaluaciones, el material HDL —T obtenido por
reconstruccion y una réplica del mismo, siendo el de mayor eficacia.

Las pruebas se realizaron contra Botritis cinérea; Se inocularon 16 fresas con
esporas del hongo, la recoleccion de esporas fue mediante raspado de micelio aéreo
de una caja Petri inoculada previamente y envejecida por diez dias (Figura 10). Una vez
obtenido el raspado se procedié a diluir con agua estéril y destilada, posteriormente se
filtré con una maya fina, las esporas pasan el filtro con el agua. Se realizé el conteo de
esporas en cdmara de Neubauer, una vez sabiendo la concentracion de esporas en la
solucién se procedio a inocular las distintas fresas.

Las fresas fueron seleccionadas de tal manera que estuvieran lo mas uniforme
posible, tanto su aspecto fisico y de maduracion, se les eliminé el tallo y posteriormente
fueron desinfectadas en solucion de hipoclorito de sodio al 20% v/v sumergiéndolas por
20 min, después se enjuagaron con agua esterilizada aplicandoles lo necesario para
eliminar trazas de cloro. Finalmente se introdujeron por 10 min en las distintas
soluciones de los materiales, cuatro para timol a 25 ygmL?! en solucién como
comparativa, cuatro en agua y dimetilsulfoxido como control a 25 ugmL-, cuatro en el
hibrido HDL — T a 25 ygmL* y cuatro mas en una réplica del hibrido HDL — T a 25
pugmL-t.

Se monto un sistema de cajas donde se pusieron las fresas separadas entre si, se
inocularon con 100000 esporas. Se montaron tres sistemas, uno para los hibridos, otro
para el control y otro para el timol puro, estos constaron de cajas envueltas en aluminio
para evitar que entraran los rayos de luz (Figura 11), de tal manera que se sellaran para
evitar corrientes de aire, se llevaron a camara de crecimiento a 25 °C vigilando cada 24
h para ver su evolucion. Todo el procedimiento fue realizado en campana de flujo
laminar y con previa desinfeccion con etanol al 96° y luz ultravioleta.
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Figura 11. Sistema para las pruebas in vivo contra Botritis cinérea en fresas

6.5 Analisis de conservacion de timol mediante HPLC

La experimentacion con el HPLC fue efectuada con un sistema de Water Alliance
equipado con desgasificador de vacio, mezcla de solventes cuaternarios, muestreador
automatico y mezcla de matriz de diodos 2996 de agua. El espectro UV fue recogido
en el rango 200-900 nm, extrayendo 274 para cromatogramas. La columna utilizada fue
ACE Cis (4.6 X 250 um). La fase movil fue una combinacion isocréatica de acetonitrilo:
agua, (50:50), inyectando un volumen de 10 pl.

La solucion de material hibrido en DMSO se prepar6 en cajas Petri con pozos, con
agar papa dextrosa a una concentracion de 12.5 pugmL-1, tanto del material hibrido como
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de timol puro, por triplicado, sin accion del hongo Botritis Cinérea y en contraste con la
accion del mismo inoculando los pozos con un disco de 5 mm de didmetro de micelio
del hongo, obteniendo alicuotas de 0.5 g de agar solidificado en los muestreos desde
el tiempo cero, seguido de 72 h y finalizando con un muestreo a las 120 h del desarrollo
del hongo. Las muestras obtenidas fueron trituradas y mezcladas en 1 mL de metanol
grado HPLC, posteriormente se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min por dos ocasiones,
el metanol obtenido de la separacion de fases fue analizado en el HPLC para comparar
la disminucion del &rea bajo la curva correspondiente al pico de absorcion UV de timol.
La solucién de timol puro para obtener la referencia del pico de absocion UV y del
tiempo de retencién en el HPLC fue elaborada en dos distintas concentraciones, 1pugmL-
1y 0.2 uygmL? de metanol.

7 Andlisis y discusion de resultados
7.1 Datos fisicoquimicos de los materiales

Se utilizara la nomenclatura descrita en la metodologia de la sintesis tanto para los
HDL como para los hibridos con el fin de hacer mas amena la identificacion de los
distintos compuestos.

Con el fin de generar confianza en los experimentos desarrollados y cerciorar el
correcto proceso para el resultado esperado se analizé la estructura de los HDL — NO3
y HDL — (0) por los métodos e instrumentos previamente ya mencionados, se hara la
discusion indicando el tipo de material y por ende se identificara el método utilizado en
su sintesis.

7.1.1 Estructura cristalina
La estructura cristalina de cualquier HDL puede ser identificada con facilidad debido
a los patrones de referencia en los espectros de los difractogramas prescritos en la

literatura, de la misma manera gracias a eso se pueden identificar impurezas, falla en
su morfologia y la identificacion del anidn en la regién interlaminar (Figura 12).
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Figura 12. Gréfica de los espectros de difraccion de rayos X tipicos de HDL
(Jiménez & Arizaga, 2016).

Notese en la grafica de la Figura 12 el plano de difraccion con indices de Miller (003)

es el mas representativo para estos cristales y corresponde a la distancia interlaminar
gue depende del tamafo del anidn intercalado y que dependiendo del tamafio de la
molécula anidnica este disminuye su angulo o lo aumenta, en este caso podemos aducir
gue el anién carbonato es mas pequefio que el anion nitrato, debido al desplazamiento
a un mayor angulo, los planos (006) y (009) corresponden a sus armoénicos del plano
(003).

Como ya se ha descrito con anterioridad, la distancia interlaminar representativa al

anion intercalado puede obtenerse por medio de restar el espesor de la estructura de
la brucita, a lo que se le conoce como altura de galeria, tal como se muestra en la Figura

13.

Ldmina tipo Brucita 4.8A

dogs=7.63 A I o 2

O, co

5 . COs

Lamina tipo Brucita

Altura de galeria=7.63 - 4.8=2.83 A

Figura 13. Representacion de la distancia del plano 003 con el cual se obtiene la distancia
interlaminar (Santana, 2014).
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7.1.1.1 Espectro de difraccion del material HDL — (0)

El proceso de sintesis del material HDL-(0) no finaliza como un hidréxido doble
laminar completo, sino como 6xidos mixtos listos para ser reconstruidos a un HDL,
debido al proceso térmico que se ve implicado y al combustible agregado, en este caso
sacarosa.

Larelaciéon del tamafio de particula est4 asociada con el plano 110 (Miao et al., 2009)
(Figura 14), teniendo en consideracion los anteriores datos podemos obtener el tamafio
de cristal del material HDL-(0); 3.97 nm, en contraste con el tamafio relativo del cristal
del hibrido HDL-T obtenido a base del material HDL-(O) es de 8.85 nm, se observa un
incremento en su tamafio al ser reconstruido.

500

110

400

300

Intensidad

200

N A

10 20

0
26(grados)

Figura 14. La intensidad del pico con el plano 110 del grafico es indicativo de la formacion de
oxidos mixtos o material ZnO/Al2O3 (Miao et al., 2009).

7.1.1.2 Espectro de difraccion del material HDL-NOs

En la grafica de la Figura 15 se muestra el difractograma obtenido en el analisis
correspondiente a difraccion de rayos X para la identificacién de la formacion del HDL-
NOs. El pico de mayor intensidad en la region 26 de 9. 93° esta relacionada al plano
003 y corresponde a la formacion del HDL con los nitratos intercalados en su region
interlaminar lo que nos indica una correcta sintesis con pocas impurezas de carbonatos
derivados de la atmosfera.
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Figura 15. Grafica del difractograma correspondiente al espectro de difraccién de rayos X del
material HDL-NOs.

7.1.1.3 Espectros de difraccion de los materiales hibridos

Los materiales hibridos al ser analizados a través de difraccién de rayos X fueron
identificadas las moléculas o aniones intercalados en la region interlaminar y asi mismo
observarse la formacién de algun otro tipo de compuesto; los materiales hibridos
provenientes de HDL-NOs (ruta de intercambio i0nico) mostraron un comportamiento
similar en la grafica representativa de los espectros de difraccion de rayos X, ( Figura
16), (1 HDL-Extracto y 1.1 HDL-T); se observa que la estructura HDL-NOs original
permanece en menor medida, siendo representativa de esta el plano 003 del angulo 26
igual a 9.97° y con espacio basal de 8.86 A calculado mediante la ley de Bragg, asi
mismo se observa una captacion de CO2 en gran escala, siendo representativo en su
forma de carbonatos COs en el angulo 26 de 11.63° y el espacio basal del mismo (plano
003), fue de 7.59 A, calculado por la ley de Bragg y confirmando esa presencia de COs
(JCPDS 022-0700), (Bernardo et al., 2018; Wan et al., 2015). El espectro muestra un
ligero pico en el angulo 26 de 6.48° muy probablemente ligera intercalacién del timol
para ambos casos, la escasa intercalacion es debido a una falta de involucracién del
timol, es posible la formacién de sus sales y precipitado de ellas lo que limita la
intercalacion, el espacio basal en este caso es de 13.63 A, un aumento en tamario y
disminucién en el &ngulo 26, esto debido al mayor tamafio molecular del timol.
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Los materiales (2 HDL-Extracto y 2.1 HDL-T) muestran una buena cristalizaciéon
debido a la intensidad del plano 003 representado en el angulo 26 de 11.63°, estos
materiales provenientes de la ruta de reconstruccion de los éxidos mixtos no presentan
nitratos debido al proceso, sin embargo, su estructura se reconstruyo 100% con
carbonatos provenientes del CO2 atmosférico, las muestras pueden ser identificadas
como hidréxidos dobles laminares ZnAl (JCPDS 022-0700), el espacio basal del plano
003 fue de 7.59 A, para ambos compuestos, calculado por la ley de Bragg, lo que
corresponde a valores tipicos reportados para los HDL-COgs, (Bernardo et al., 2018;
Wan et al., 2015). Por otra parte, no hay plano que manifieste la presencia de timol.
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Figura 16. Grafica de los difractogramas de los materiales hibridos

7.1.2 Espectroscopia IR caracteristica de los HDL

Las bandas de vibracion caracteristicas de los DHL estan en las longitudes de onda
debajo de 1500 cm™® que son caracteristicos del anién intercalado carbonatos y/o
nitratos y que la intensidad se ve afectada de acorde a la concentracion intercalado en
contraste con alguna otra molécula (Figura 17).
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Figura 17. Gréfica correspondiente a los espectros IR caracteristicos de HDL en contraste con
intercalaciones de naranja de metilo. Fuente; (Ramirez Llamas et al., 2015).

7.1.2.1 Espectroscopia IR del material HDL-(O)

Los oxidos mixtos fueron analizados por espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) para identificar vibraciones correspondientes a las
bandas Oxigeno-metal (Figura 18Error! Reference source not found.).

La aparicion de bandas relacionadas con las vibraciones de elongacion de enlaces
C-C o C=0, rango de 1400-1600 cm, son indicio de la presencia de impurezas
provenientes de restos carbonosos provenientes de la sacarosa que no se lograron
remover con el tratamiento térmico.
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Longitud de onda (cm-)

Figura 18. Gréfica representativa del espectro IR del materila HDL(O), la bandamas ancha de
absorcion en la region de 500 a 600 cm™ corresponde a las vibraciones de los enlaces metalicos
ZnO/Al; O3 (Kloprogge et al., 2004).

7.1.2.2 Espectroscopia IR del material HDL-NO3

En la grafica de la Figura 19 se observa el espectro IR obtenido en el analisis de
espectrosfotometria IR por transformada de Fourier correspondiente al material
sintetizado por la ruta de hidrdlisis de urea, los resultados obtenidos en difraccion de
rayos X y en complemento con los de IR podemos comprobar con base en ellos que el
material se sintetiz0 de manera correcta ya que ambos espectros son caracteristicos
de estos materiales, se puede observar que el material alberca cantidades minimas de
moléculas de agua en su region interlaminar debido a la poca absorbancia en la region
de 3500 cm* de la misma manera podemos observar poca absorbacina en la region
debajo de 1500 cm™ que es caracteristica de los materiales HDL y su baja intencidad
pudiera significar baja concentracion en la tecnica del analisis.

45




\\/’f\

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm)

Figura 19. Gréfica correspondiente al espectro de IR del material HDL-NO3

7.1.2.3 Espectroscopia IR de los materiales hibridos

En las gréficas de la Figura 20 y Figura 21 se muestran los espectros de infrarrojo
obtenidos de los materiales hibridos, en las dos distintas rutas empleadas para su
sintesis y en comparativa con el extracto de tomillo y timol puro.

La longitud de banda caracteristicas del tomillo y el timol estan ampliamente
identificados, con lo cual sera de guia para identificarlos en los compuestos hibridos;
en el rango de 3000 a 3600 cm es caracteristico de los polifenoles, un estiramiento
O—H, en el rango de 3000 y 2850 cm' es caracteristico de las vibraciones
correspondientes al estiramiento C — H de metilos y metilenos (Reina et al., 2016), y
esta region es de las mas importantes para identificar en los materiales hibridos. En la
region de 1600cm?, representa a C = C del anillo aromético. En la regién de 1380 cm™?
es representativa de los grupos Isopropilos, la region de huella dactilar se encuentra
desde 700 a 1500 cm? y hay una fuerte interaccién entre enlaces vecinos y la
constituciéon quimica de la o las moléculas, dan cambios importantes en los picos de
absorcion (Guillén et al., 2010; Reina et al., 2016), con estos datos podemos hacer
identificacion de la molécula de interés (timol) en un HDL.
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Figura 20. Grafica correspondiente al espectro IR de los materiales hibridos sintetizados por la ruta
de reconstruccion partiendo de combustion de un HDL en contraste con los espectros de timol y tomillo.
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Figura 21. Gréfica de los espectros IR correspondientes a los hibridos obtenidos por la ruta de
intercambio iGnico en comparativa con los espectros del timol y el extracto de tomillo.

En el rango de 2850 a 3000 cm™ de longitud de onda representa a los estiramientos
asimeétrico y simétrico de C-H correspondientes a los grupos metilo y metileno, en el
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rango de 1650 y 1830 cm corresponde a los grupos carbonilo C=0, debido a posibles
flavonoides, en el rango de 1450 y 1600 cm™ corresponde a C=C del anillo aromético
del timol, también conocido como huella dactilar en ese rango, en la regién de 1000 a
1300 cm* se consideran como vibraciones desconocidas (Adinew, 2014; Guillén et al.,
2010; Larrea et al.,, 2018; Reina et al., 2016; Wu et al.,, 2012). Mostrandose esas
vibraciones en los materiales hibridos, pero con una mayor intensidad con respeto a la
huella dactilar del timol en el material HDL — Timol, proveniente del método combustion
o ruta derivada de la combustién y posterior reconstruccién, donde se utilizé timol puro
para su sintesis con respeto al material HDL — Extracto derivado del mismo método
gue muestra una intensidad alta en la region correspondiente a los flavonoides debido
a que el extracto de tomillo contiene una mezcla de muchos compuestos entre ellos
estan estos. En contraste con los espectros IR de los materiales hibridos obtenidos por
la ruta de intercambio iénico donde evidentemente en la region de huella dactilar
reportada en la literatura se hace presente de manera muy tenue, se puede aludir a
muy poca intercalacion o impregnacion de timol. Por otra parte, las bandas de absorciéon
intensas en 1365 cm™ o cercanas a las bandas de absorcion en esa zona, corresponden
a los aniones que conforman los HDL, en este caso CO3, NO3 0 una mezcla de ambos
(Santana, 2014), reafirmando la correcta reconstruccion laminar o correcta sintesis de
HDL y por ultimo las bandas de absorcion mas anchas en los rangos de 3000 a 3600
cm? corresponden a grupos O-H de la absorcién del agua y O-H atribuibles a los HDL,
en el caso del extracto y el timol corresponde a los estiramientos O-H de polifenoles o
grupos fendlicos (Lobo-Sanchez et al., 2018; Rocha Oliveira et al., 2015).

7.1.3 Termogramas caracteristicos de los HDL
Los HDL muestran de manera general eventos caracteristicos en su descomposicion

por accién térmica (Figura 22), estos eventos en el termograma caracteristico representa
la perdida de agua fisisorbida y la descomposicion de la estructura laminar.
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Figura 22. Gréfica de los termogramas caracteristicos de distintos HDL, se aprecia la perdida de
agua en el evento de 100 a 200 °C, la demas pérdida de peso corresponde a la descomposicién
laminar y rompimiento de enlaces metalicos. Fuente; (Fernandez, 2016).

7.1.3.1 Termograma del material HDL-(O)

En el termograma de la Figura 23, se observan dos pérdidas importantes de masa:
una de aproximadamente 5 % a 100 °C, correspondiente a la pérdida del agua
adsorbida en el sélido de 6xido mixto, y otra del 5 % a 735 °C, que se asocia a la
descomposicion de este. En la literatura se reporta la descomposicién del 6xido de zinc
a aproximadamente 300 °C, por lo que se relaciona el incremento de la estabilidad
térmica a la adicion de Al a esta solucion solida, lo que indica que el Al le da el doble
de capacidad calorifica generando una gran estabilidad ante las temperaturas elevadas.

% masa
% masa derivativa

200 400 600 800
Temperatura (°C)

Figura 23. Gréfica del andlisis TGA para el material HDL-(O), mostrando pérdidas totales de masa
cercano al 10% en su descomposicion debido a la temperatura.
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7.1.3.2 Termograma del material hibrido HDL-T

En la grafica de la Figura 24 se muestra el termograma del analisis TGA
correspondiente al material hibrido HDL-T proveniente del HDL-(O), se evidencia la
pérdida de peso de hasta un 30% aproximado en el rango de 100 °C a 230°C, es muy
probable que sea debido a agua fisisorbida, en primera instancia y a la molécula
organica de timol en la regién cercana a 230 °C, el porcentaje en peso continud
disminuyendo de forma constante hasta llegar a una pérdida mas por arriba del 10%,
sin embargo, comparado con el termograma del material HDL-(O) es evidente que el
material reconstruido en su estructura laminar HDL pierde un alto porcentaje en peso
comparado con el 6xido mixto, esto debido a que por efectos de la temperatura el
material vuelve a formas de 6xido mixto HDL(O). Por otra parte, la molécula organica
de timol sigue conservando sus caracteristicas de punto de ebullicion de 230 °C
reportado, debido al comportamiento de la grafica se puede deducir esto.
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Figura 24. Grafica del andlisis TGA correspondiente al hibrido HDL-T.

7.1.4 Analisis de la morfologia del material hibrido HDL-T

La morfologia del material hibrido HDL-T obtenido por la ruta de reconstruccion se
puede observar en la Figura 25, Figura 26, Figura 27 y Figura 28 Su estructura cristalina es
evidente al igual que la formacion de las laminas caracteristicas, la coloracion grisacea
en algunas regiones de los cristales es debido a los carbonos de las moléculas de timol
impregnadas, con lo que se corrobora la presencia de estas moléculas organicas.
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Figura 25. Morfologia del material HDTL-T a x5,000 derivado de la ruta de reconstruccion,
aglomeraciones cristalinas.

Figura 26. Morfologia del material HDTL-T a x10,000 derivado de la ruta de reconstruccion.
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Figura 27. Morfologia del material HDTL-T a 20,000 derivado de la ruta de reconstruccion, grandes
laminas cristalinas, regiones grisaceas.

Figura 28. Morfologia del material HDTL-T a x30,000 derivado de la ruta de reconstruccion, se
alcanzan a observar los planos de las laminas cristalinas.

7.1.4.1 Andlisis elemental (EDS) de HDL-T

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) permitié analizar la
caracterizacion elemental del material HDL-T (Ruta de reconstruccién), se corroboré la
presencia de carbono derivado de los compuestos organicos (timol) hasta en un 21.4%,
sin embargo, parte de ese carbono pertenece a los carbonatos intercalados. Por otra
parte, la relacién Zn*?y Al*3 presente fue de 1.5, la relacion inicial en la sintesis de 6xido
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mixto (HDL-(O)), fue de 2, (Figura 29), sin embargo, la perdida en la relacion pudo a ver
sido debido al proceso de sintesis térmico y al proceso de reconstruccion donde se
pudo haber perdido cierta cantidad de los elementos.

Figura 29. Andlisis elemental del HDL-T obtenido por la ruta de reconstruccion.
7.2 Actividad antifungica

Los materiales evaluados contra los hongos fitopatégenos una vez obtenidos los
datos se les hizo un analisis estadistico de diferenciacion, lo que permite analizar datos
numeéricos de manera objetiva y andlisis subjetivo a través de observaciones visuales.

7.2.1 Pruebas in vitro contra Colletotrichum gloeosporioides
En la Tabla 5 y Tabla 6 se muestran los promedios obtenidos en las mediciones del
crecimiento radial pasadas 96 h de incubacion, las mediciones radiales se hicieron por

cuadriplicado en distintas zonas de la caja Petri y se promediaron y se obtuvo la media
de estos.

53




Tabla 5. Inhibicién de Colletotrichum gloeosporioides por el material hibrido proveniente del método
reconstruccion.

Material pgmL- X1 X2 X3 X4 Xt
Control - 17 17 17.33 17 17.08
Blanco1(1souLoms0) 50 17.66 17.33 18 17.66 17.66
Blanco> 50 17.33 13 15 15 15.08
(HDL — (0)
5 16.3 16.6 16.3 17.6 16.62
25 6.6 9.6 5.6 3 6.2
Timol en solucién 50 3.3 e =5 7 4.72
25 14 14 15 14 14.25
HDL — Extracto - - - - - -
5 16 9 13 14 16.3
25 2 2 4 3 2.75
HDL —-T 50 - - - - -

Tabla 6. Comparativa de la inhibicion del material hibrido por el método de reconstruccién contra el

método de intercambio ibnico

Material pgmL- X1 X2 X3 X4 X
Control - 16 16 16 16 16
Blanco: - 10 12 11 135 11.62
(134 mL de DMSO)
Blanco> 25 15 15 16 12 14.5
(HDL — NO,)
Timol 25 6.6 9.6 5.6 3 6.2
HDL —T 25 2 4 2 3 2.75
(Reconstruccién)
HDL —T 25 14 12 13 13 13
(Intercambio i6nico)
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HDL — Extracto
(Intercambio i6nico)

25 16

18 14 16 16

Los datos obtenidos fueron analizados en el programa GraphPad Prism para saber
si hay diferencias significativas entre los distintos crecimientos radiales del hongo
comparando el control con las demas condiciones. En las graficas de la Figura 30y Figura
31 se muestran dichos analisis.

Crecimiento radial (mm)

Inhibicion Colletotrichum gloeosporioides
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Figura 30. Grafica representativa de la inhibicion de los materiales hibridos derivados de la
reconstruccién de la combustién contra Collectotrichum gloeosporioides.

La grafica de la Figura 30 muestra la diferencia entre cada material contra el hongo

en contraste con el control y el blanco, las letras por encima de cada columna indican

la diferencia significativa y la similitud en el crecimiento del hongo, por ejemplo; el

sistema estadistico muestra que el control, los blancos, el timol y el material a 5 pgmL-

! no tienen diferencia en el crecimiento por lo que se deduce que no hubo inhibicién del

crecimiento radial.
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Figura 31. Gréfica representativa en la inhibicion del hongo Collectotrichum gloeosporioides ante los
materiales hibridos obtenidos de la ruta de intercambio iénico en contraste con el hibrido obtenido de la

Las graficas de la Figura 30 y Figura 31 muestran la eficacia del material hibrido HDL-
T obtenido por el método de reconstruccion para la inhibicién del hongo fitopatogeno,
los valores numéricos delante del nombre de cada compuesto en las graficas hacen
referencia a la concentracion en pgmL-t, asi mismo se observa un efecto fungistatico
para el caso del hibrido HDL-T obtenido por la ruta de
reconstruccion y el timol puro, sin embargo, el analisis subjetivo también muestra una
diferenecia en el comportamiento del hongo respeto del control contra el atacado con

muy eficaz a 25 pgmL?

los materiales, (Figura 32).

reconstruccion.
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Figura 32. Efecto fungistatico de los materiales contra Colletotrichum gloeosporioides.

En la Figura 32 se observa una diferencia notable entre las distintas placas, no solo
en el tamafo del crecimiento radial del hongo sino también en la pigmentacion y aspecto
de las hifas, a) control muestra su crecimiento normal, bien desarrollado y en la etapa
de maduracién maxima, b) el blanco con el HDL-(O) muestra un desarrollo semejante
al control. c), d) y e) corresponden a las diluciones de timol puro a 5, 25y 50 pgmL™*
respetivamente, la inhibicién es notoria para cada concentracion, sin embargo, el hongo
se vuelve mas estresado desde la primera placa limitandose a producir poco micelio
aéreo y de manera similar f), g) y h) que corresponden a los tratamientos con el HDL-T
método de reconstruccién a 5,25y 50 ugmL-, impidieron el desarrollo de hifas y micelio
aéreo ademas de provocar estrés en el hongo.

7.2.2 Pruebas in vitro contra Botritis Cinérea

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos contra Botritis cinérea, al observar
gue el material hibrido derivado de la ruta de reconstruccién fue eficaz en la inhibicion
de su homodlogo Colletotrichum gloeosporioides se eligio este para hacer las pruebas
contra este diferente hongo. A diferencia de Colletotrichum gloeosporioides, el
crecimiento exponencial fue a las 48 horas de poner el experimento en la camara de
crecimiento.
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Tabla 6. Inhibicion del crecimiento radial de Botritis cinérea por la accion de los materiales

Material pgmL- X1 X X3 X4 Xt
Control - 17.25| 12.75 12.25 11.5 13.375
Blanco 50 17 17.5 15.25 16.58 16.58

(HDL — (0)
5 11 11 10.3 9 10.32
25 9.25 6.5 8 10.75 8.62
Timol 50 25 1 1.5 1.5 1.62
HDL —T 5 6.25 8.25 10 10 8.62
25 5.25 5.75 6 7.75 6.18
(Reconstruccion) 50 2.75 2.5 3.75 0.5 2.37

De la misma manera en la grafica de la Figura 33 se muestra el andlisis estadistico

en el programa GraphPad Prism.
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Figura 33. Gréfica representativa de la inhibicién del hongo Botritis cinérea ante los materiales.
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En la gréfica se puede observar una diferencia significativa en el crecimiento radial
del hongo respeto al control y el blanco en comparativa con el material hibrido y las
soluciones de timol puro, el comportamiento fue muy similar entre el hibrido y el timol
puro indicando que la matriz conserva la eficacia del timol.

7.2.3 Botritis contra fresas, hibrido contra Botritis

La descomposicion de la materia organica es inevitable, los alimentos tienen su vida
de anaquel y esta determinado por el tiempo y las condiciones de la atmosfera del
ambiente, sin embargo, son esas condiciones del ambiente las que determinan su
durabilidad, las condiciones del ambiente pueden ser manipuladas por la accién
humana o introducir nuevas condiciones materiales al sistema, partiendo de esto los
materiales hibridos pueden ser una de esas condiciones extras que ayuden a alargar
la vida de anaquel de alimentos perecederos, ya que no solo los alimentos se ven
afectados en el huerto por hongos y bacterias, sino que en el proceso de logistica del
mercado son aun vulnerables y la alarma de pérdidas econdmicas y dafios sanitarios
contindan antes de ser consumidos.

Los resultados obtenidos in vivo sobre el material hibrido y su accion protectora ante
las fresas del moho gris estan mostrados en la Figura 34, podemos observar la evidente
descomposicion potencial en el control y un retraso considerable en las fresas tratadas
con el timol puro y con el material hibrido derivado de la ruta reconstruccion,
visualmente el moho gris es mas evidente en el control, el aroma y la consistencia de
las fresas también fue mas notable su degeneracion en el control al transcurrir 120
horas de la inoculacion con el hongo Botritis cinérea.
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Figura 34. Inhibicion de Botritis cinérea accionando en fresas bafiadas con solucién del material
hibrido y timal puro.

Es evidente la accion protectora del hibrido contra Botritis cinérea Figura 34, a)
material hibrido HDL-T a 25 ugmL?, b) réplica del material hibrido, c¢) solucién de timol
puro a 25 ygmL? y d) control. Evidentemente las fresas sin ningln tratamiento se
descomponen mas rapido por la acciéon de Botritis cinérea llevandolas a generar el
mencionado moho gris y abundante micelio aéreo.

Las fresas fueron partidas a la mitad para observar los dafios internos, el hongo como
dicta la literatura penetra los frutos por el pedunculo por lo que se pudo observar el
dafno desde esa area de las fresas (Figura 35). De igual forma el dafio se observa con
mayor intensidad en la fresa control.
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Figura 35. Efecto de la pudricion interna de fresas debido al hongo Botritis cinérea.

Fresas partidas atacadas por el hongo fitopatbgeno Figura 35, a) tratada con HDL-T
a 25 ugmL, b) tratada con HDL-T a 25 ugmL-* (replica), c) tratada con timol en solucion
25 pgmL?, d) fresa control

Debido a que las distintas fresas a los diferentes tratamientos se comportaron de
manera no similar, se midié el area de dafio interno con el programa ImageJ, y se
obtuvo el promedio para cada tratamiento Tabla 7 y Figura 36.
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Tabla 7. Inhibicion del dafio interno en fresas por Botritis cinérea debido a la accién de los materiales.

Fresa 1 Fresa 2 Fresa 3 Promedio
Control 897 1240 555 897
HDL-T 74.4 74 74 222
HDL-T Repiica 196 334 114 114
Timol solucion 160 212 108 480
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Figura 36. Gréfica de las areas dafiadas por la descomposicién interna en las fresas debido al
hongo Botritis Cinérea, las fresas tratadas a 25 pgmL* tuvieron un promedio menor de descomposicion

interna.
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7.3 Analisis de conservacion de timol

Las alicuotas fueron tomadas como se indica en el desarrollo experimental de las
placas Petri de pozos (Figura 37). y posteriormente analizados los datos arrojados por
el HPLC.

Figura 37. Representacioén de las pruebas en pozos Petro para el analisis en HPLC.

En la Figura 37 se ilustra la representaciéon de las pruebas en pozos Petri para el
andlisis en HPLC, en la parte superior esta el preparado de agar con 12.5 pygmL? de
material hibrido obtenido por el método de reconstruccion derivado de combustion, de
la misma manera en la parte inferior esta esa misma concentracién, pero inoculado con
el hongo Botritis cinérea, la misma réplica se realiz6 con timol puro, los orificios son
debido a las alicuotas tomadas para la experimentacion descrita en el desarrollo
experimental.

7.3.1 Conservacion- descomposicion de timol

Los datos arrojados por el HPLC estan presentados en la Tabla 8, el timol se
descompone a compuestos secundarios por la accion bioquimica del hongo, ademas
de la perdida de este por su caracteristica volatil, el material hibrido conserva mas
tiempo al timol evitando en gran medida la pérdida debido a su caracteristica volatil, sin
embargo, cuando existe accidén del hongo Botritis cinérea, la descomposicion del timol
es similar si se encuentra solo o0 como hibrido. Para las muestras de timol y el hibrido
pasadas 72 horas (T1) sin accion del hongo, hay una diferencia de 19.3% de pérdida
de timol, teniendo mayor estabilidad el timol en forma de hibrido, (HLD —T), sin
embargo, no hay diferencia significativa cuando la accion del hongo esta presente.
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Tabla 8. Disminucién del area bajo la curva (cm?) en el andlisis HPLC a los tres distintos tiempos (T)
0, 72y 120 horas y el % de perdida de timol.

Timol 153,941 93,533 53256 65.4
HDL-T 200,592 160,652 133829 33.28
Muestra con
hongo
Timol 153,941 104,295 8,518 94.4
HDL-T 200,592 102,657 12,916 93.5

8 Conclusiones

v' El material hibrido sintetizado mostr6 una mayor conservacion de la molécula
biologicamente activa (timol) y conservo sus caracteristicas fungistaticas.

v' El aroma caracteristico del timol disminuy6 en el material hibrido indicando el
detenimiento de su volatilidad, dandole una mayor facilidad de manejo para
posibles desarrollos de fungicidas y facilidad de aplicacion.

v' El timol se descompone de la misma manera como hibrido que como timol puro
ante la accion bioquimica del hongo sin perder accion fungistatica, pero a la vez
evitando dejar residuos de timol que pudieran dafiar a hongos benéficos lo que
lo hace un fungicida amigable con el ambiente.

v' La matriz HDL compuesta con Zn/Al ayuda en la nutricién de la planta debido a
gue estos metales las plantas los utilizan en su alimentacion.

v" Un material hibrido partiendo de la matriz HDL e impregnado de timol no solo
pudiera tener aplicacion como fungicida ecoldgico, sino que también como un
conservador alimenticio, abriendo la puerta a futuras investigaciones.
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10 Anexos
10.1 Lugar de elaboracion

La parte experimental se llevé a cabo en dos sedes:

1. Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Azcapotzalco.
Division de Ciencias Basicas e Ingenieria.

Departamento de Ciencias Basicas.

Area de Quimica de Materiales.

Edificio W, 1. ° piso.

2. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Division de Ciencias en Ingenieria Ambiental.
Posgrado de Ingenieria Quimica.

Area de Quimica de Materiales y Microbiologia.
Edificio 1Q

Instituto de investigaciones quimico biologicas
Laboratorio de biotecnologia de plantas
Edificio (U-3)
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