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RESUMEN

El 6xido de zinc puede ser un vehiculo parala encapsulaciéon de
compuestos bioactivos obtenidos a partir de subproductos de
Hibiscus sabdaridffa L. atribuido a su estructura mesoporosa.
Las nanoparticulas obtenidas con nitrato de zinc mostraron
un tamafno medio de particula de 120 mn, cuando se
impregnaron con extracto de subproducto de Jamaica asistido
por ultrasonidos no mostraron alteraciones morfolégicas,
sin embargo; se observé que existe una modificacion de
las bandas de energia del ZnO atribuida a las interacciones
entre el ZnO y las moléculas del extracto. T1.0 % y T1.5 %
presentaron mayor inhibicion sobre Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Staphylococcus
mutans en comparacion con T0.5 % y EUSJ. Los resultados
muestran que el proceso de sintesis y la impregnacion de los
extractos de subproductos jamaicanos presentan interesantes
propiedades antibacterianas asociadas al efecto potenciador
del ZnO y del extracto, lo que puede constituir un punto de
partida para futuros estudios sobre algunas aplicaciones u
otros tipos de microorganismos.

PALABRAS CLAVE:Oxido de zinc, subproductos

de Hibiscus sabdariffa, subproductos y antimicrobianos.
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Nanoparticulas ZnO impregnadas de extracto de subproducto de jamaica/
ZnO nanopatrticles impregnated with Hibiscus sabdariffa L. extract.

ABSTRACT

Zinc oxide can be a vehicle for the encapsulation of bioactive compounds obtained from
Hibiscus sabdaridffa L by-products due to its mesoporous structure. The nanoparticles obtained
with zinc nitrate showed an average particle size of 120 mn, when impregnated with ultrasound-
assisted extract of Jamaican by-product did not show morphological alterations, however; it
was observed that there is a modification of the ZnO energy bands attributed to the interactions
between ZnO and the extract molecules. T1.0 % and T1.5 % presented higher inhibition on
Listeria Monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Staphylococcus mutans
compared to T0.5 % and EUSJ. The results show that the synthesis process and the impregnation
of Jamaican by-product extracts have interesting antibacterial properties associated with the
potentiating effect of ZnO and extract, which can be a starting point for further studies on some
applications or other types of microorganisms.

KEY WORDS: Zinc oxide, by-products of Hibiscus sabdariffa L, Ultrasound, Antimicrobial.

Introduccién

El Hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta anual que se cultiva en climas tropicales
y subtropicales de todo el mundo. La calidad del material vegetal esta determinada por varios
factores: las condiciones locales de cultivo, el momento de la cosecha, el manejo poscosecha 'y,
sobre todo, la etapa de secado. En México se cultiva principalmente en los estados de Guerrero,
Oaxaca, Michoacan y Nayarit; el principal productor es el estado de Guerrero, que aporta mas de
la mitad de la produccion total. La jamaica es una de las plantas con presencia de compuestos
antimicrobianos en calices secos (Beltran-Debodn et al., 2010; Ahmadpoor-Dehkordi, 2018; Sindi
etal., 014). Es una planta anual, arbustiva y de crecimiento rapido. Tiene una altura media de 2 a
3,5 m. Tiene forma de cuna, venas palmadas, esta cubierta de hojas que comienzan en la copa,
asi como en las ramas y soporta grandes axilas con flores (Duarte-Valenzuela et al., 2016).

Fenoles

Los fenoles son una gran familia con mas de 4.500 miembros. Dentro del grupo de los
fenoles se encuentran los acidos fendlicos y la gran familia de los flavonoides, entre otros.
Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores. Desempenan un papel
importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y controlan los niveles de auxinas que
regulan el crecimiento y la diferenciacion de las plantas. La importancia de los fenoles radica en
que proporcionan soporte mecanico a las plantas, contribuyen a la coloracion de flores y frutos,
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protegen frente a patégenos y herbivoros, y son muy eficaces en la proteccion de los tejidos
frente a la radiacion ultravioleta (Ochoa-Velasco et al., 2018).

Los principales compuestos bioactivos identificados en los calices de Hibiscus sabdatriffa
son delfinidina-3-glucésido, sambubidsido, cianidina-3-sambubidsido, flavonoides (gosipetina,
hibiscetina) con sus respectivos glucésidos, acido protocatéquico, eugenol, esteroles como
B-sitosterol, y ergoesterol (Duarte-Valenzuela et al.,, 2016). Diversos estudios demuestran
la presencia de polifenoles en extractos de caliz de Hibiscus sabdariffa L., como flavonoides
y antocianinas. Este grupo de compuestos reportan multiples efectos biolégicos, tales como:
antioxidantes, antiinflamatorios, antitromboéticos, antimicrobianos, antiperoxidacion lipidica,
antialérgicos, anticancerigenos, vasodilatadores, asi como la capacidad de neutralizar especies
reactivas de nitrégeno.

Actividad antimicrobiana

Se ha evidenciado actividad antimicrobiana cuando se evalua frente a especies
bacterianas como Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Salmonella
paratyphi, Lysteria monocytogenes, Shigella flexneri y Vibrio cholerae (Borras-Linares et al.,
2015; Gomez-Aldapa et al., 2018). Por lo tanto, se considera que los extractos de caliz de
Hibiscus representan una alternativa como aditivo alimentario que podria prolongar la vida util
de alimentos como los productos carnicos (Patel, 2014).

Subproducto de Hibiscus sabdariffa L.

La fibra dietética y los antioxidantes son dos componentes de los alimentos e ingredientes
funcionales que suelen estudiarse por separado en la investigacion y en la industria. Sin embargo;
tal y como se ha descrito previamente (Saura-Calixto et al., 2007; Vitaglione et al., 2008;
Gofi et al., 2009), una parte de los compuestos bioactivos presentes en muestras vegetales,
ya sean antioxidantes o no, se encuentran asociados a los componentes de la fibra dietética,
como consecuencia de la capacidad de algunos de ellos para formar complejos con proteinas y
polisacaridos.

Concretamente, en el caso de los polifenoles, una parte considerable de ellos puede
estar asociada a la fraccion insoluble de la fibra, principalmente compuestos con mayor grado
de polimerizacion como los taninos condensados (proantocianidinas) y los taninos hidrolizables.
Mientras que los polifenoles de menor peso molecular como algunos flavonoides, acidos fendlicos,
dimeros y trimeros de proantocianidinas suelen estar asociados a la fraccion de fibra soluble
(Sayago-Ayerdi et al., 2010).

Extraccion asistida por ultrasonido
La extraccion de compuestos bioactivos por ultrasonidos es un método limpio, sencillo,

rapido y ecoldgico en comparacion con los métodos convencionales. Ademas de su alta
reproducibilidad en poco tiempo, facil manejo y disminucién del uso de disolventes en comparacion
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con otros métodos; las ondas ultrasdnicas provocan la ruptura mecanica de la pared celular
liberando los componentes bioactivos, a su vez el calentamiento local del disolvente aumenta
la difusién del extracto, mejorando asi la transferencia de masa a través de la interfase sélido-
liquido. Los efectos mecanicos de la sonicacién inducen una mayor disolucién del disolvente en
las paredes y membranas celulares, facilitando la liberacién del contenido celular y mejorando la
transferencia de masa (Rojas et al., 2019).

Aplicaciones del ultrasonido (US)

Las aplicaciones incluyen extracciones en hierbas, aceites, proteinas y componentes
bioactivos de plantas (Robles-Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012). Entre estas aplicaciones, el uso
de US, a 25KHz y 150W de potencia, ha sido evaluado en la preparacion de diferentes productos
de panaderia y al compararlo con métodos tradicionales, se observo mejor calificacion sensorial
y analisis fisicoquimico, que los productos preparados por tecnologias tradicionales; mejorando
principalmente textura, actividad de agua, viscosidad, compuestos volatiles y color (Pingret et
al.,2014).0tro campo en el que se ha aplicado US es la caracterizacion fisicoquimica; esto ha sido
asi ya que se puede determinar la composicion, estructura y estado fisico de muchos alimentos
en base a la velocidad y coeficiente de atenuacion de ondas ultrasonicas de baja intensidad
propagadas a través del alimento (Robles-Ozuna et al., 2012).

Encapsulacion

Las técnicas de encapsulacion son una alternativa cuando se trata de proteger a estos
microorganismos del efecto de agentes ambientales que pueden afectar su viabilidad durante
el procesamiento, almacenamiento, consumo y paso por el tracto gastrointestinal al permitirles
mantener su viabilidad y funcionalidad en el tiempo, reduciendo el dano celular al retener las
células dentro de materiales encapsulantes que generan su aislamiento (Rodriguez et al., 2016).

Oxido de Zinc como matriz encapsulante

El 6xido de zinc (ZnO) es un material semiconductor de la familia 1I-VI, la diferencia de
electronegatividades entre el zinc y el oxigeno produce un alto grado de ionicidad en su enlace,
convirtiéndolo en uno de los compuestos mas idnicos de la familia (Pérez-Larios et al., 2012);
esto provoca una repulsion considerable entre sus nubes de carga, haciendo que su estructura
cristalina mas estable sea hexagonal, en esta estructura los atomos estan muy separados para
compensar estas repulsiones, por lo que cada atomo de zinc esta rodeado por cuatro atomos
de oxigeno; esta estructura cristalina pertenece al grupo espacial P6mc(C46v), esta se puede
describir por una combinaciéon de planos alternados de atomos de oxigeno y planos de atomos
de zinc, su presion es y temperatura son: a = 3. 253 Ay ¢ = 5.213 A. El ZnO es un material
semiconductor y piezoeléctrico utilizado en la fabricacion de dispositivos optoelectronicos,
sensores, transductores y relacionados con la biomedicina. Debido a su absorcion en la region
ultravioleta, se afiade en forma de particulas a cremas cosméticas y protectores solares para la
proteccion de la piel (Di Mauro et al., 2017).
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Actividad antimicrobiana de nanoparticulas de ZnO

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NP’s-ZnO) sintetizadas también han demostrado
potencial como agentes antimicrobianos. Dicha propiedad se debe a tres mecanismos de accion
principales: (a) generacién de ROS; (b) liberacién de iones Zn?* y (c) acumulacion de NP’s-ZnO
en la membrana celular. La liberacion de ROS en soluciones acuosas se desencadena por la
luz (tanto ultravioleta como visible) que genera pares electron-hueco en la superficie del ZnO.
En la capa de valencia de los atomos de la superficie se forman radicales hidroxilos, oxigeno
singlete o anion superdxido e incluso peroxido de hidrogeno. Por otro lado, Hirota et al. (2010)
observaron que incluso en condiciones de oscuridad el NP’s-ZnO puede detener el crecimiento
de E. coliy S. aureus, lo que atribuyen principalmente a la liberacién de anion superéxido o a
modos de accion alternativos del ZnO. Las especies reactivas de oxigeno generadas provocan la
fuga del contenido intracelular debido al dafio oxidativo de las proteinas y lipidos de la membrana
celular bacteriana, lo que conduce finalmente a la muerte celular, como se muestra en la Figura
1. Ademas, se ha determinado que dicho estrés oxidativo tiene un débil potencial mutagénico en
microorganismos. (Di Mauro et al., 2017).

Figura 1. Esquema de vias propuestas para la inhibicién bacteriana por
nanoparticulas de ZnO.

Por ello, en este trabajo se realizé una mezcla mediante la impregnacion de materiales
mesoporosos Y el extracto del subproducto de Hibiscus sabdarifa L. asistida por ultrasonidos, con
el objetivo de evaluar su posible actividad sinérgica y su potencial efecto antibacterial.
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Materiales y métodos

Sintesis de nanoparticulas: nitrato de zinc, polietilenglicol (PEG), etanol, hidroxido de
amonio (NH,OH). Material biologico: Listeria monocytogenes (L. monocytogenes ATCC 15313),
Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 33862), Salmonella paratyphi (S. paratyphi ATCC 9150),
Streptococcus mutans (S. mutans aislado de cavidad oral) y Eschericha coli (E. coli ATCC 8789).
Material vegetal: Hibiscus sabdariffa L. deshidratado adquirido en Nayarit.

Extraccion del subproducto de Hibiscus sabdariffa L.

Se realizé una extraccion acuosa convencional con 250 g de flor de Jamaica deshidratada
en 2 L de agua purificada a 90 °C durante 15 min. El céliz obtenido se sec6 a 35 °C/10 h en una
estufa con circulacion de aire (Scorpion Scientific, A-52055, México). El material seco se trituré en
un procesador de alimentos (NutriBullet, NBR-0804B, Los Angeles, CA, USA), se tamizé (0,5 um)
para obtener una superficie de contacto homogénea. Se preparé una solucion en agua destilada
con un 7,5 % del polvo de caliz, se sometié a ultrasonidos (Hielscher, UP400S), en condiciones
de 55 % de amplitud, ciclo 0,7 durante 15 min bajo condiciones de temperature controladas.
El extracto se centrifugd (600 rpm a 4 °C/10 min), el sobrenadante se identifico como extracto de
subproducto de Jamaica asistido por ultrasonidos (EUSJ).

Sintesis de ZnO

Las nanoparticulas se sintetizaron por el método sol-gel (Razura-Carmona et al., 2022a),
se obtuvieron utilizando nitrato de zinc como precursor del éxido de zinc (ZnO). Se utilizaron 2
g de PEG, 10 g de sal organica, se homogeneizaron en 140 mL de etanol, la solucién se ajusto
a pH =7 con NH,OH, luego la solucion se calento a reflujo (70 °C/3 h). El gel formado se seco
(70 °C/24 h), El producto se moli6 hasta obtener un polvo fino con un mortero, después el xerogel
obtenido se recocié a 500 °C/5 h bajo atmésfera controlada con una rampa de calor de 1 °C/min
y terminamos moliendo de nuevo en un mortero hasta obtener polvo fino.

Impregnacion

Las nanoparticulas de ZnO se activaron en calor seco (110 °C/2 h), se incorporaron a EUSJ
en concentraciones (P/V) de 0,5 % (T0.5 %), 1% (T1.0 %) y 1,5% (T1.5%) con homogeneizacion
durante 16 h a 25 °C, luego los tratamientos se liofilizaron (-40 °C, 0,125 mBar; Labconco,
FreeZone 6; Kansas, MO, USA). (Rodriguez-Barajas et al., 2022).

Caracterizacion éptica
Los tratamientos y el control se sometieron a una longitud de onda de 4000 a 400 cm™ y
el espectro de absorcion se obtuvo con un espectrofotdmetro UV-vis (Shimadzu UV-2600, Tokio,

Japédn.) con una esfera de integracién para estudios de reflectancia difusa. A partir del grafico, se
calculo la energia de la banda prohibida mediante la ecuacion de Plank (1).
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Eg= 1239.8/A (1)

Donde (Eg) = energia de banda prohibida (eV), y longitud de onda (A) = valor del pico de
absorcion.

El ZnO se observo al microscopio electronico de barrido (SEM) (Tescan, MIRA3 LMU,
Londres, Reino Unido). Las muestras se recubrieron con oro por pulverizaciéon catddica
antes de observarlas con el microscopio electronico de barrido. Se obtuvieron imagenes de
bajo y alto aumento para confirmar la uniformidad del tamafo de las particulas y determinar
su tamano exacto, respectivamente. Las imagenes SEM de gran aumento se interpretaron
mediante el software ImagedJ para determinar el tamano de las particulas (Razura-Carmona
et al., 2022a).

Los tratamientos impregnados con EUSJ se observaron en un SEM (SNE, 3200M, Viontec)
para evaluar los cambios en la morfologia de los nanomateriales.

Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Las cepas L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella paratyphi, Streptococcus mutans
y Eschericha coli se reactivaron en caldo nutritivo a 35 + 1 °C/ 18 h, una vez obtenido el cultivo
se ajustd a 0,5 de densidad 6ptica (DensiCHEK™ Plus Standards, USA). Se agregaron 200 uL
de cultivo ajustado en una microplaca, luego se realizaron ocho microdiluciones (120 - 20 ug/
mL) de cada tratamiento. Se incubaron a 35 + 1 °C/ 24 h y se rebatioé la placa con bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Razura-Carmona et al., 2022b).

Resultados y discusiones
Microscopia electronica de barrido

Uno de los parametros mas importantes en la sintesis de materiales es la distribucion
de tamafio de particula, ya que al ser vehiculos de sustancias proporciona un punto de partida
al comportamiento de su liberacion, por lo que entre mas homogéneo sea su tamafio sera en el
mismo orden la liberacién de las moléculas cargadas (Razura-Carmona et al., 2022c). La Figura 2
muestra las micrografias de ZnO sin carga, (a) muestra un area donde se identifica un cluster del
polvo sintetizado en (b) representa la misma area pero a mayor aumento, (c) y (d) son muestras
representativas de nanoparticulas individuales utilizadas para medir y evaluar la morfologia, esta
informacion se traslada a la Figura 2 (e).
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Figura 2. Micrografias de nanoparticulas de 6xido de zinc y distribucion de tamaiio
de particula; a) marca la zona de la micrografia b), ¢) y d) zonas aleatorias para
medir tamafno de particula individual.

La distribucion monomodal representa un tamafno de particula homogéneo, siendo las
dimensiones de 120-100 nm las mas abundantes para estos materiales, Aquino et al. (2018)
sintetizaron ZnO por el método de precipitacién y obtuvieron tamarnos de particula promedio de
90.4 + 10.6 nm, Razura-Carmona et al. (2022b) mencionan que no solo la metodologia de sintesis
del material puede afectar el tamafo del material, también el precursor del éxido tiene impacto en
la forma y tamario de las particulas. Por lo tanto, el tamafio obtenido en este estudio se encuentra
dentro de los parametros cuantificables para nanoparticulas de ZnO.

Unade las técnicas mas utilizadas en laindustria ceramica es laimpregnacion con metales ya
que contribuye al desarrollo de materiales con menos poros, lo que les confiere mayor Resistencia,
sin embargo; estructuralmente también se madifica la forma original, por lo que el analisis de la
morfologia tras la impregnacién es importante para el estudio de los nanomateriales (Guerrero et al.,
2015), la Figura 3 muestra las micrografias de los diferentes tratamientos impregnados con EUSJ,
(@) T0.5 %, (b)T1.0 %, (c) y (d) T1.5 % a diferentes aumentos. En estas figuras no hay modificacién
estructural de las nanoparticulas de ZnO, la metodologia utilizada no es invasiva para el material
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puesto que no utilizamos presién para impregnar. Como el ZnO es una estructura mesoporosa,
las moléculas presentes en el extracto quedaran atrapadas en el interior de la nanoparticula, sin
embargo; otras quedaran adheridas a la superficie, esto dependera del tamafo, superficie polar,
carga y otros parametros para determinar la cantidad de moléculas disponibles para cada particula
(Bouzid et al., 2015; Suarez & Brito, 2020; Razura-Carmona et al., 2022a).

Figure 3. Micrografias de nanoparticulas de ZnO impregnadas de extracto asistido
por ultrasonido de subproducto de Jamaica; a) T0.5 %, b) T1.0 %, ¢) y d) T1.5 %.

UV-vis
El tamano de las nanoparticulas desempefia un papel importante en la modificacion de

todas las propiedades de los materiales. Por lo tanto, la evolucién del tamano de las nanoparticulas
semiconductoras, como las nanoparticulas de ZnO, es esencial para explorar las propiedades

Revista Bio Ciencias 10, e1473. 9
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de los materiales. La espectroscopia de absorcion UV-visible es una técnica muy utilizada para
examinar las propiedades opticas de las nanoparticulas. En la Figura 4 se muestra el espectro de
absorcion del polvo de ZnO. En otros estudios el ZnO presenta una fuerte banda de absorcién a
355 nm, sin embargo; en la Figura 4 (a) y (b) se encuentran tres picos de absorcion exciténica a
220, 273 y 333 nm debido a la presencia de extracto de Jamaica tal y como describen Navidad-
Murrieta et al. (2020). La figura 4c muestra que los tratamientos T0.5 %, T1.0 % y EUSJ no
presentan la sefial a 273 nm; Razura-Carmona et al. (2022c) describen la senal especifica para
el material entre 280 y 270 nm; por lo tanto, la presencia de EUSJ en mayor concentracion en
el tratamiento T1.5 % disminuye la sefial del ZnO. Por otra parte, T0.5 % disminuye la sefial
del ZnO, esto también se atribuye al proceso de impregnaciéon debido a que las nanoparticulas
de ZnO son estructuras mesoporosas los compuestos bioactivos estan unidos a la estructura
del material, es por ello que la sefial del nanomaterial en este tratamiento se encuentre en el
limite de deteccidn del equipo, denotando la longitud de onda de la banda prohibida de 358 nm
(Eg = 3,46 eV) (Siddique et al. 2018).

Figura 4. Espectro UV-vis de los tratamientos y el control (T0,05 %, T1,0 %,
T1,5 %, EUSJ).
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Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1, los cuales indican que las tres
concentraciones de nanoparticulas impregnadas con EUSJ tienen actividad antimicrobiana frente
a las cepas L. monocytogenes, S. aureus, S. paratyphi, S. mutans y E. coli, siendo T0.5 % el
tratamiento menos eficaz en comparacion con T1.0 % y T1.5 %, sin embargo; no hay diferencias
significativas (a = 0,05) entre el uso de 1.0 % y 1.5 % de la concentracion de ZnO a la incorporacion
de EUSJ. S. aureus y S. mutans mostraron mayor sensibilidad a los tratamientos con ZnO pero
no mostraron el mismo comportamiento con EUSJ. Razura-Carmona et al. (2022b) describen que
la concentracion inhibitoria minima (MIC) para tratamientos con nanoparticulas de ZnO sin carga
es de 250ug/mL para las cepas E. coli, L. monocytogenas y S. aureus. Por lo tanto, el resultado
muestra un efecto potencializado del EUSJ incorporado en la matriz de ZnO, resultados similares
se describen, Razura-Carmona et al. (2022b) utilizando un extracto optimizado de mangiferina
impregnada en ZnO MIC = 180ug/mL.

Rajeshkumar et al. (2018) demostraron que existe una porcion retenida dentro de
la estructura mesoporosa de ZnO, que confiere estabilidad para las estructuras quimicas
permitiendo una liberacién gradual de los fitoquimicos. Fu et al. (2011) describieron que
utilizando el precursor sulfato de Zinc obtuvieron una retencion del 60 % de mangiferina a partir
de un extracto, produciéndose a partir de la tercera hora de exposicion en medio liquido su
primera liberacion.

Tabla 1. Concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de los tratamientos
sobre L. monocytogenes, S.aureus, S. paratyphi, S. mutans y E. coli.

MIC (ug/mL)
Tratamientos
L. monocytogenes S. aureus S. paratyphi S. mutans E. coli
EUSJ
200° 200° 200° 200° 200°
T0.5 %
1609 140° 1608 140° 1609
T1.0%
100° 802 100° 802 100°
T15% 100 802 100 802 100

EUSJ: extracto del subproducto de Hibiscus asistido por ultrasonido, T 0.5 %: extracto impregnado en 0.5 %
oxido de zinc, T1.0 %: extracto impregnado en 1.0 % 6xido de zinc, T1.5 %: extracto impregnado en 1.5 %
6xido de zinc; superindice mencionan grupos estadisticos.
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Conclusion

Las nanoparticulas de ZnO sintetizadas con precursor de nitrato de zinc por el método sol-gel
muestran ser un vehiculo adecuado para encapsular moléculas bioactivas presentes en los
extractos, laimpregnacién es un proceso econdmico y no invasivo para cargar dichos metabolitos.
El desarrollo de nanoparticulas de ZnO impregnadas con extractos ultrasonicos de subproductos
jamaicanos muestra un potencial efecto antimicrobiano, por lo que la implementacion de este
tipo de materiales podria sugerirse en futuras investigaciones en el desarrollo de desinfectantes
y aditivos alimentarios.
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