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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Encapsulacién El objetivo del presente trabajo es obtener plataformas para la encapsulacion de extracto acuoso
Macroporos de cascaras de limon que sean no toxicas y biocompatibles. Los materiales obtenidos (“esponjas”)
Antimicrobianos se caracterizaron mediante andlisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia infrarroja (ATR-
Polimeros FTIR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y determinaciones de las isotermas de adsorcién

de N2. Las investigaciones comprenden estudios cinéticos de liberacion de los compuestos
encapsulados, analizando los efectos de la composicién del material y el medio de liberacion.
También se evalla la actividad antimicrobiana del extracto acuoso de limén encapsulado
mediante espectroscopia Raman, cristal violeta y espectroscopia UV-visible. Los materiales
obtenidos resultaron no téxicos, presentando estabilidad en agua y a temperaturas moderadas.
Ademas, el extracto de limon encapsulado evidenci6 la accién antimicrobiana del mismo,
previniendo el crecimiento de biofilms. Finalmente, la liberacion del mismo depende del tipo y
cantidad de entrecruzante empleado.

Release and antimicrobial activity of lemon extract adsorbed on
PVA/PDMS matrixes

KEYWORDS ABSTRACT

Encapsulation The objective of the present work is to obtain platforms for the encapsulation of aqueous lemon
Macropores peel extract that are non toxic and biocompatible. The obtained materials (sponges) were
Antimicrobial agents characterized by thermogravimetric analysis (TGA), infrared spectroscopy (ATR-FTIR), differential
Polymers scanning calorimetry (DSC) and N2 isotherm adsorption isotherms. The studies includes kinetic

release measurements of the encapsulated compounds, analyzing the effects of matrix
composition and release media. The antimicrobial activity of the encapsulated lemon peel extract
was evaluated using Raman spectroscopy, violet crystal and UV-Vis spectroscopy. The obtained
materials are non-toxic, are stable in water and at moderated temperatures. In addition, the
encapsulated lemon extract presented antimicrobial activity, preventing biofilm growing. The
release of the extract depend on the type and amount of crosslinker.

un potencial interés en su recuperacion para
aplicaciones en microbiologia y ciencias de
materiales (Abdel-Naeem et al., 2022). Los extractos
de cascaras de limén contienen compuestos
fendlicos y flavonoides, los cuales son sensibles a
radiacion UV, pH y temperatura, entre otros
factores. Por esta razdén, se requiere su

1. Introduccion

Las cascaras de citricos, generadas a nivel domiciliar
o industrial, son tratadas principalmente como
desechos a nivel mundial. Sin embargo, presentan
actividad antimicrobiana y antioxidante, que sefialan
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encapsulamiento para protegerlos de las
condiciones ambientes. Siguiendo los lineamientos
de la quimica verde (George et al., 2020; Morales et
al., 2021), se buscan preparar matrices de
encapsulamiento que sean biocompatibles y no
toxicas. El acido polivinilalcéholico (PVA) es un buen
candidato que cumple con tales requisitos. Con el fin
de aumentar su estabilidad, se suelen agregar
entrecruzantes. El entrecruzante mas ampliamente
empleado es el glutaraldehido, pero presenta
algunos problemas de toxicidad. Una alternativa es
emplear acidos carboxilicos que reaccionen con los
grupos -OH de distintas cadenas, uniéndolas. Si bien
el entrecruzamiento provoca un aumento de la
estabilidad en agua, para poder aumentar alin mas
la vida util se lo puede recubrir con un polimero
hidrofébico como polidimetilsiioxano (PDMS). El
PDMS es no téxico y posee buenas propiedades
mecanicas. Por lo tanto, en el presente estudio se
busca encapsular extracto acuoso de limén en
esponjas de PVA, incorporando  agentes
entrecruzantes verdes y PDMS con el fin de
aumentar la estabilidad de las esponjas, y analizar el
efecto antimicrobiano utilizando Pseudomonas
protegens como sistema modelo (denominada
previamente P. fluorescens). Esta bacteria se eligio
por poder desarrollar biofilm tanto en superficies
abidticas como bidticas (O'Toole y Kolter, 1998;
Ueda y Saneoka, 2015). Si bien se ha demostrado el
efecto antimcrobiano de extracto de limén sobre
algunas cepas de P. fluorescens, no se ha explorado
el efecto del extracto encapsulado en matrices.

2. Materiales y métodos

Materiales

Alcohol polivinilico (30-70 kDa, 87% hidrolizado PVA)
fue adquirido en Sigma-Aldrich. Hexano, acido citrico

PVA
Agua o extracto de
— cascaras de limén i 2
agua, 100 9C, reflujo imon (L)
100 eC
'@ Manta calefactora

Agente entrecruzante
acido citrico (C) o acido
malico (M)

y acido malico son de Biopack (Argentina). Los
limones se adquirieron en tiendas comerciales de
Buenos Aires, Argentina. La base y el entrecruzante
de PDMS Sylgard 184 se obtuvieron de Dow Corning
Corportation. Todas las soluciones acuosas fueron
preparadas en agua bidestilada.

Preparacion de extracto de limoén

Las cdscaras de limon se lavaron con agua corriente
y se secaron. 40 g de las mismas se anadieron a 100
mL de agua bidestilada. La mezcla se hirvié durante
3 horas a presion atmosférica. El extracto acuoso
amarillo obtenido se filtré y congeld a -20 °C hasta su
uso.

Preparacion de esponjas

La preparacion de las esponjas de PVA estd basada
en el trabajo de Nisola et al. (2015). Inicialmente, el
PVA se disolvid en agua o extracto de limén a 90 °C
en concentracion 6% m/m durante 6 horas. La
solucién obtenida se llevo a temperatura ambiente y
se agregaron acido citrico o malico en concentracion
10, 30 and 50 %m/m respecto a PVA. La solucion
obtenida se agito hasta obtener una espuma estable.
Finalmente, se llevd la misma a criodesecacion en un
equipo Christ Alpha 1-2 durante 24 horas.

Recubrimiento de las esponjas con PDMS

Por cada 0.3 g de esponja se sumergieron en 2 g de
una mezcla hexano/agente entrecruzante/base
(PDMS) en la relacion masica (2:10:1). Luego, se
dejaron durante 4 h en vacio. Las esponjas se
escurrieron y secaron a 60 °C durante 3 horas para
favorecer el entrecruzamiento de las cadenas de
PDMS. Un esquema del procedimiento general se
muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de la preparacion de las esponjas de PVA recubiertas con PDMS
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Cddigo de muestras

Tabla 1. Cédigo de muestras indicando los componentes
de cada una de las esponjas recubiertas con PDMS

Cédigo Acido carboxilico  Extracto de limén
PVAR - -
PVALR - v
CXR Acido citrico -
CLXR Acido citrico v
MXR Acido mélico -
MLXR Acido mélico v
Caracterizacion

Las muestras se caracterizaron por ATR-FTIR (Nicolet
8700) acoplado a un accesorio Smart Orbit con cristal
de diamante y reflexidn simple horizontal. Se
realizaron estudios de microscopia electrénica de
barrido (SEM, Quanta 250 FEl). Los analisis
termogravimétricos se obtuvieron en un TGA
Shimadzu TGA-51. El angulo de contacto de una gota
de agua sobre la superficie (WCA) se determind en
un analizador Kriiss DSA25E. Las isotermas de
adsorcion-desorciéon de N2 se midieron en un
sortometro ASAP 2020 (Micromeritics). Se estudid la
cinética de desorcién de los compuestos adsorbidos
mediante espectrofotometria UV-Vis en un equipo
Shimadzu 3100.

Cinéticas de liberacion del extracto

Se cortaron prismas de (0.5 x 0.5 x0.1) cm (0.3 g) de
esponjas con extracto de limén recubiertas con
PDMS y se sumergieron en 20 ml de agua bidestilada.
Se tomaron alicuotas a 1, 2, 6 y 24 horas y se midié
el espectro en el rango 250-600 nm. El porcentaje de
liberacion de extracto de limoén (“% Release”) se
calculé segun la ecuacion 1:

c
Admax(®)

0, — __‘max
% Release = 100 X Aﬁvrﬁax(“h)

@

donde Agmax(t) es el maximo de absorbancia a
tiempo t a 317 nm de la solucion en contacto con
esponja con extracto de limdn recubierta con PDMS,
mientras que Aj{’:mx corresponde al maximo valor de
absorbancia a 317 nm medido luego de 24 horas de
contacto de la solucidn con la esponja sin
recubrimiento de PDMS.

Para la cinética de liberacion se empled el modelo
Korsmayer-Peppas (Peppas y Sahlin, 1989):

% Release = A X t" (2)

donde el parametro A, corresponde a la constante
cinética relacionada con las propiedades del sistema
de liberacién y de la sustancia encapsulada y n es el
exponente de liberacién difusional que depende del
tipo de transporte, geometria y polidispersion del
soluto (Bhagya Raj y Dash, 2022; Rezaei et al., 2016).

Evaluacion de actividad antimicrobiana

Se realizaron ensayos de prevencion colocando los
materiales (0,5 x 0,5 x 0,1 cm) con 1 ml de medio de
cultivo LB en presencia de indculo (OD 0,1) durante
24 h a temperatura ambiente. La accidn
antimicrobiana se evaludé por la técnica de cristal
violeta (CV) y por espectroscopia Raman. Mediante
CV se pudo determinar el porcentaje de prevencién
(%BP) observado en los materiales con el extracto,
respecto al material sin el extracto de cdscaras de
limén:

%BP = (1 — 2LUZALLBY 5y 100 (3)
ABI—ABLB

donde ALl es el maximo de absorbancia de la
muestra con esponja que contiene extracto de limdn
e indéculo, ALLB es el maximo correspondiente la
misma muestra, pero en ausencia de indculo. Por su
parte, ABI es la absorbancia de muestra sin extracto
de limén y con indculo y ABLB es de la muestra sin
extracto y sin indculo.

La técnica de espectroscopia Raman se empled para
analizar cualitativamente la superficie de las
esponjas. Ademas, se midié la densidad dptica a 600
nm en el medio en el cual se sumergieron las
esponjas.

3. Resultados y Discusion

Los resultados presentados en este trabajo es parte
del estudio mas completo realizado por Garcia
Ferndndez y colaboradores (2024).

Caracterizacion

Los espectros ATR-FTIR permitieron confirmar la
presencia del entrecruzante y el recubrimiento con
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PDMS (Figura 2). Se observé una banda ancha a
~3400 cm-1 correspondiente a grupos -OH que
pueden formar puentes de hidrégeno, la cual
disminuye en intensidad al agregar entrecruzante,
indicando que los mismos reaccionan con los grupos
carboxilo de los acidos agregados.

Simultdaneamente, se observd un aumento de la
sefial a ~1600 cm™ correspondiente al grupo C=0
(Kacurakova et al., 2002).

100 {pya

80-
C50 (sin extracto sin PDMS)

% R
3

CL50 (con extracto sin PDMS)
40 -

20 CL50R (con extracto y PDMS)

* ok

0-

extracto de limén
4000 3000 2000 1000
v(ecm™)

Figura 2. Espectros ATR-FTIR de las esponjas. Los codigos
se encuentran detallados en la Tabla 1y aclarados entre
paréntesis en los casos que requieran mayor clarificacién.

Las imagenes de SEM (Figura 3) muestran que la
superficie de las esponjas que contienen Gnicamente
PVA presenta poros irregulares y rugosidad. Aquellas
con PVA vy d4cido citrico parecen tener menor
rugosidad, pero los poros son similares a los de PVA.
Por otra parte, el agregado de extracto de limdn
aumentd el numero y el tamafio de los poros
presentes. El recubrimiento con PDMS generd una
superficie mucho mas lisa y gran parte de los poros
se observan obstruidos. Mediante la aplicacién del
modelo BET a las isotermas de adsorcién de Nz se
determind que las esponjas  presentaban
macroporos.

Mediante TGA se determind que las muestras sin
recubrir con PDMS presentaron un porcentaje de
masa remanente de aproximadamente 3-4 % a 800
°C (Tabla 2). La adicién de acido malico o citrico
estabiliza la estructura por formacion de enlaces
éster, dando lugar a mayores porcentajes de masa
remanente. El recubrimiento con PDMS incrementé

aun mas la masa remanente, dado que quedan
restos de SiOa.

PVA (control) B C50 (con

SCL5O0R (con &cido citrico y extracto y PDMS) 3

gl CL50 (con Acido citri y extracto)

Figura 3. Imagenes SEM de esponjas con distintos
tratamientos. Los cédigos se encuentran detallados en la
Tabla 1y aclarados entre paréntesis en los casos que
requieran mayor clarificacién.

La incorporacion de extracto de limén genera una
disminucién en el WCA en esponjas recubiertas con
PDMS de cualquier composicion (Tabla 2). Esto
implica que la cobertura con PDMS no es completa y
que parte de los componentes hidrofilicos del
extracto de limén quedan en la superficie.

Tabla 2. WCA de esponjas PVA-PDMS

Muestra WCA
PVAR 91
PVALR 63
C10R 110
CL10R 101
C30R 118
CL30R 111
C50R 89
CL50R 73
M10R 87
ML10R 64
M30R 110
ML30R 59
M50R 106
ML50R 89

La temperatura de transicion vitrea (Tg), obtenida
por DSC disminuyd con la adicién de 4acido citrico en
comparacion con PVA pristino. La incorporacion del
acido citrico y el extracto de limdén disminuyeron atn

REVISTA INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS | CC BY-NC-SA 4.0 | ISSN 2796-9444

36


https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

ﬂ?e\lCAp

Revista Ingenieria y Ciencias Aplicadas
ISSN 2796-9444 / Num. 3. Vol. 1 - 2024
https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

mas la Tg (Tabla 3). Esta disminucién en Tg esta
relacionada con la disminucién de los grupos OH
libres debido a interacciones de puente de
hidrégeno y formacidn de enlaces éster, dando
como resultado un empaquetamiento de las
cadenas de PVA menos eficiente (Liu et al., 2010;
Park et al.,, 2001). La mayor disminucion de la
cantidad de grupos OH libres en presencia del
extracto de limén es una evidencia de que los acidos
carboxilicos del PVA interacttan con los
componentes del extracto, como también se
observa en el ATR-FTIR (Figura ). Las muestras
recubiertas con PDMS presentaron un incremento
en los valores de Tg con respecto a las no
recubiertas, indicio de la mayor estabilidad de las
esponjas recubiertas.

Tabla 3. Valores de masa remanente y temperatura de
transicion vitrea para una serie representativa de

muestras.
Masa remanente a Tg
Muestra 800 °C (%) (20)
75-110 (Yu et
al., 2007;
PVA 4 Zulkifli et al.,
2019)
C50 13 54
CL50 9 46
CL50R 19 59

Cinética de liberacion del extracto

Al estudiar la cinética de desorcion de los
compuestos encapsulados se observo, por un lado,
un aumento del porcentaje de liberacion con la
disminucion de la concentracidn de acido citrico. Por
otro lado, se obtuvo una disminucion del porcentaje
de liberacion al emplear un 4cido tricarboxilico
(citrico) en comparacion con un dicarboxilico
(malico) (Garcia Fernandez et al., 2024). Al aumentar
la concentracion de acido citrico se favorece la
formacion de enlaces entre el entrecruzante y las
cadenas de PVA frente a los enlaces PVA-
compuestos del extracto de limdn. De esta forma los
compuestos quedan adheridos fisicamente a la

esponja de PVA, favoreciendo su liberacion. En el
caso del acido malico, al ser un 4cido con dos grupos
carboxilo (a diferencia del citrico que tiene tres) la
cantidad de grupos carboxilo disponibles para
reaccionar con PVA es menor, con lo cual deja mas
grupos OH de PVA libres para formar enlaces con los
compuestos del extracto de limén. De esta forma no
se observa una dependencia clara en la velocidad y
cantidad de extracto de limdn liberado al medio.

Por lo tanto, cuanto mayor sea el valor de A en el
modelo Korsemayer-Peppas (Ecuacién 2), mayor
sera la contribuciéon del modelo difusional de
liberacién frente al fendmeno de hinchamiento de la
esponja. Los valores de n fueron en promedio
cercanos o mayores a 0.5, lo que indica que el
transporte es puramente de Fick o transporte
andémalo (contribucion del hinchamiento del
polimero a la liberacién del soluto) (Peppas y Sahlin,
1989).

Tabla 4. Parametros obtenidos de las cinéticas de
liberacion con el ajuste de Korsemayer-Peppas

Muestra A n R2

PVALR 3.6x0.1 0.56+£0.020  0.9884

CL10R 6.92+0.04 0.513+0.003 0.9999

CL30R 490+0.09 0.642+0.006 0.9998

+
CL50R 111'%%_ 0.51+0.040 0.9894

ML10R 6.00 +£0.60 0.56+0.040 0.9944

ML30R 8.00 +£4.00 0.5+0.200 0.8658

ML50R 4.90+0.30 0.54+0.020 0.9981

Ensayos antimicrobianos

Las sefiales de espectroscopia Raman
correspondientes al biofilm se vieron aumentadas
sobre la superficie de las esponjas que no contienen
extracto de limén (Figura 4). Al mismo tiempo, las
sefiales de PDMS también se ven incrementadas en
la superficie de las esponjas que contienen extracto
de limén, por lo que el crecimiento de biofilm sobre
este tipo de esponjas es menor.
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Figura 4. Espectro Raman de esponjas con y sin extracto
de limén

Ademas, en las muestras que contienen 50% de
acido citrico se observa en dichas muestras una clara
baja de la absorbancia a 600 nm en solucion,
sefialando disminucion de la concentracién de
bacterias plancténicas (Figura 5). Esto puede
relacionarse con el hecho de que el mayor
porcentaje de liberacion ocurre en este tipo de
muestras.

without lemon extract

with lemen extract

C56R! C50R LB CL50RI CLSORLE

Figura 5. Densidad dptica a 600 nm del medio de cultivo
en contacto con esponjas con y sin extracto de limén.

Consistentemente con la caracterizacién mediante
espectroscopia Raman (Figura 6), se observd una
disminucidn en la sefal de biofilm en el ensayo de CV
en los wells (prevencion superior al 95%).
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Figura 6. Porcentajes de prevencion de crecimiento de
biofilm

Los tres andlisis (Raman, turbidez y CV) indicaron la
accion preventiva antimicrobiana del extracto, tanto
de bacterias plancténicas como en el biofilm.

4. Conclusiones

Se obtuvieron esponjas a partir de materiales no
téxicos que presentan estabilidad en agua y a
temperaturas moderadas (100 °C). El extracto de
limén encapsulado en matrices PVA-PDMS tiene
accion antimicrobiana, disminuyendo la
concentracion de bacterias plancténicas en el medio
y previniendo el crecimiento de biofilm. Por otra
parte, las caracteristicas especificas de la cinética de
liberacién dependen del tipo y proporcién del
entrecruzante empleado.
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