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RESUMEN

DESARROLLO DE CUBIERTAS COMESTIBLES NANOLAMINADAS CON
RESINAS ANTIMICROBIALES DE Flourensia spp. Y SU APLICACION PARA
EXTENSION DE LA VIDA DE ANAQUEL DE FRUTOS EN POSTCOSECHA.

POR

ESPERANZA DE JESUS SALAS MENDEZ

DOCTORADO EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DRA. DIANA JASSO CANTU- ASESOR

Saltillo, Coahuila. Julio, 2018



El tomate es el segundo cultivo mas importante del mundo, después de la papa;
en México, es una de las principales hortalizas cultivadas, debido a la superficie
sembrada y los niveles de produccion, sin embargo, presenta grandes pérdidas
en postcosecha, tanto por factores fisicos como bioldgicos. Para prolongar la vida
uatil del tomate, se han implementado varias técnicas. El tratamiento quimico es
uno de los mas utilizados, sin embargo, puede originar resistencia de los
patégenos y afecta al medio ambiente y la salud humana. Existen alternativas
naturales antimicrobiales, por ejemplo ha sido reportado que los extractos de
Flourensia spp, presentan actividad antifingica. Ademas, estudios del uso de
cubiertas comestibles nanolaminadas en frutos de postcosecha, recientemente
estan recibiendo un creciente interés por la industria alimentaria, por sus ventajas
con respecto a los films y cubiertas tradicionales. El objetivo de la presente
investigacion fue desarrollar y evaluar la eficacia de cubiertas comestibles
nanolaminadas con resinas antimicrobiales de Flourensia cernua, para alargar la
vida de anaquel de frutos de tomate en postcosecha. Se evaludé el efecto
inhibitorio de los extractos de etanol y acuosos de hojas y ramas en hongos de
postcosecha, que se llevd a cabo por el método de dilucién de agar y se
prepararon concentraciones de 50 a 6000 mg/L. La composicién quimica se
determind por Cromatografia de Gases acoplado a Masas (GC-MS). Se
formularon y desarrollaron cubiertas nanolaminadas a las que se les agrego el
extracto de etanol de hojas de F. cernua a una concentracion de 5000 mg/L. El
recubrimiento de cinco nanocapas fue construido inicialmente en una pelicula
soporte de tereftalato de polietileno (PET), aminolizada/cargada (PET A/C). Se
utilizaron soluciones polielectrolito de alginato (0.2% p/v) y quitosan (0.6% p/v)
afiadiendo a cada solucion glicerol y Tween 80 a 0.05% (p/v) y 0.1% (p/v),
respectivamente. Se realizd la caracterizacion de la cubierta nanolaminada,
mediante diferentes pruebas; potencial zeta, analisis de angulo de contacto,
permeabilidad de vapor de agua, permeabilidad al oxigeno y analisis SEM. Se
evalu6 la vida de anaquel en frutos de tomate, la prueba se realiz6 a dos
diferentes condiciones: a 20°C/85% HR durante 15 dias y 11 °C/90%HR durante

25 dias. El experimento se establecio con un disefio completamente al azar, con



3 tratamientos: frutos sin cubierta (SC), con cubierta nanolaminada de alginato y
quitosano (CNL) y con CNL + F. cernua (CNL+Fc). Se realizaron andlisis
fisicoquimicos, microbiolégicos y tasa de transferencia de gases. Los extractos
de etanol de F. cernua, F.microphyllay F. retinophylla, mostraron en general,
mayor actividad antifingica que los extractos acusos, en la inhibicion in vitro de
F. oxysporum y R. stolonifer. El extracto de etanol de hojas de F. cernua presento
los valores mas bajos de concentracion minima inhibitoria 50y 90 (CMiso y CMIlso)
de 619.94 y 2163 mg/L, respectivamente, para inhibir a F. oxysporum. Por otra
parte, el extracto de etanol de hojas de F. retinophylla presenté los valores mas
bajos de CMlo (573.97 mg/L) para inhibir a R. stolonifer. EI nimero de
compuestos quimicos identificados en los extractos de etanol de hojas y ramas
fueron: 17 y 10 en F. cernua, respectivamente; siete y nueve en F. microphylla,
respectivamente; y siete en ambos tejidos para F. retinophylla. El tratamiento de
CNL+Fc presentd los mejores resultados en las dos condiciones evaluadas, el
crecimiento microbiologico se redujo después de 15 d y 25 d a 20°C/85% HR y
11°C/90% HR, respectivamente, comparado con los frutos SC. Ademas los frutos
con CNL+Fc mantuvieron la firmeza y una mejor apariencia que los frutos SCy
con CNL. Las cubiertas nanolaminadas con extracto de F. cernua alargaron la
vida de anaquel de los frutos de tomate. El extracto de etanol de hojas de F.
cernua inhibié el crecimiento micelial de F. oxysporum y R. stolonifer. Esta
actividad antifangica se puede atribuir a la sinergia entre los compuestos

quimicos identificados, asi como con las concentraciones de polifenoles.

Palabras clave: Extracto de etanol, Flourensia cernua; Flourensia microphylla;
Flourensia retinophylla; Fusarium oxysporum; Rhizopus stolonifer; Tomate en
postcosecha, Actividad antifingica in vitro; Cubiertas nano-laminadas; Técnica

capa por capa (layer-by-layer).
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Tomato is the second most important crop in the world, after the potato; in Mexico,
it is one of the main cultivated vegetables, due to the planted surface and
production levels, however, it presents great postharvest losses, both physical
and biological factors. To prolong the tomato' life, several techniques have been
implemented. Chemical treatment is one of the most used, however, can cause
resistance of pathogens and affects the environment and human health. There
are natural antimicrobial alternatives, Flourensia spp extracts have reported
antifungal activity. In addition, postharvest treatments' recent studies, particularly
the use of nanolaminated edible coatings, have reported a growing interest in food
industry, due to its advantages over traditional films and coatings. The objective
of the present investigation was to develop and evaluate the effectiveness of
nanolaminated edible coatings with Flourensia cernua antimicrobial resins, to
extend the tomato fruits' shelf life in post-harvest. The inhibitory effect of the
ethanol and aqueous extracts of leaves and branches was evaluated, which was
carried out by the agar dilution method and concentrations of 50 to 6000 mg/L
were prepared. The chemical composition was determined by Gas
Chromatography coupled to Mass. Nanolaminated coatings were formulated and
developed, to which the ethanol extract of F. cernua leaves was added at a
concentration of 5000 mg/L. The coating of five nanolayers was initially
constructed on a support film of polyethylene terephthalate (PET),
aminolized/charged (A/C PET). Alginate polyelectrolyte solutions (0.2% wi/v) and
chitosan (0.6% w/v) were used, adding glycerol and Tween 80 to each solution at
0.05% (wiv) and 0.1% (w/v), respectively. The nanolaminated coatings'
characterization was carried out by different tests; zeta potential, contact angle
analysis, water vapor permeability, oxygen permeability and SEM analysis.
Tomato fruits' shelf life was evaluated, the test was carried out at two different
conditions: at 20 ° C/85% RH for 15 days and 11 ° C/90% RH for 25 days. The
experiment was established with a completely randomized design, with 3
treatments: uncoated fruits (SC), with nanolaminated coatings of alginate and
chitosan (CNL) and with CNL+F. cernua (CNL+Fc). Physicochemical,

microbiological analysis and gas transfer rate were performed. The ethanol

XiX



extracts of F. cernua, F.microphyllaand F. retinophylla showed, greater antifungal
activity than the aqueous extracts, inthe in vitro inhibition of F. oxysporum and R.
stolonifer. The F. cernua leaves ethanol extract presented the lowest values of
MIC 50 and 90 (619.94 and 2163 mg / L, respectively), to inhibit F. oxysporum.
On the other hand, the F. retinophylla leaves ethanol extract presented the lowest
values of MIC90 (573.97 mg / L) to inhibit R. stolonifer. The number of chemical
compounds identified in the ethanol extracts of leaves and branches were: 17 and
10in F. cernua, respectively; seven and nine in F. microphylla, respectively; and
seven in both tissues for F. retinophylla. The CNL+Fc treatment presented the
best results in the two conditions evaluated, the microbiological growth was
reduced after 15d and 25 at 20 ° C/85% RH and 11 ° C /90% RH, respectively,
compared with SC fruits. In addition, the fruits with CNL+Fc maintained the
firmness and a better appearance than the SC fruits and with CNL. The
nanolaminated covers with F. cernua extract lengthened the shelf life of the
tomato fruits. The F. cernua leaves ethanol extract inhibited F. oxysporum and R.
stolonifer mycelial growth. This antifungal activity can be attributed to the synergy
between chemical compounds identified, as well as to the polyphenols

concentrations.

Keywords: Ethanol extract, Flourensia cernua; Flourensia microphylla;
Flourensia retinophylla; Fusarium oxysporum; Rhizopus stolonifer; Postharvest
tomato, In vitro antifungal activity; Nanolaminated coatings; Layer-by-layer

technique.



INTRODUCCION

En el desarrollo de la cadena agroalimentaria las frutas y verduras en
postcosecha, se ven afectados por la incidencia de enfermedades causadas
principalmente por hongos (Ramos-Garcia et al., 2010). En algunos casos, los
hongos permanecen en estado latente hasta la maduracién del producto horticola
y otros se adquieren durante la cosecha, el transporte y/o el manejo del producto
(Ogden et al.,, 2005). Hahn (2002), reportd que la podredumbre de Fusarium y
Rhizopus aparece durante la etapa de postcosecha, produciendo grandes
pérdidas. Estos hongos son la principal causa de enfermedades en los cultivos
de tomate (Ascencio-Alvarez et al., 2008). México es uno de los productores de
tomate mas grandes delmundo y el primero en la exportacion de este fruto (FIRA,
2016). Sin embargo, este cultivo presenta pérdidas, de hasta el 50% de la
produccion total (Bombelli y Wright, 2006). Para prolongar la vida postcosecha
de los productos horticolas, se han implementado diferentes tecnologias
(Quezada et al., 2003), sin embargo, estas practicas no siempre garantizan la
integridad del producto, lo que obliga a los productores a aplicar diferentes
tratamientos durante la conservacién postcosecha (Yahia et al.,, 2005). Los
fungicidas sintéticos se han usado de forma intensiva para controlar las
enfermedades de la fruta en postcosecha (Jasso De Rodriguez et al., 2011). Sin
embargo, la falta de regulacion en los paises menos desarrollados permite el uso
indiscriminado de plaguicidas, que causan resistencia a patdogenos y efectos
nocivos sobre el medio ambiente y la salud humana (Calvo et al., 2007).
Actualmente, los extractos herbales de varias plantas endémicas del
semidesierto mexicano han sido evaluados como un método alternativo contra
los hongos postcosecha, debido a sus efectos dafinos minimos (Cueto Wong et
al., 2010; Herndndez-Castillo et al., 2011). Se ha reportado actividad antifingica
de extractos de Flourensia cernua, F. microphylla y F. retinophylla contra
Alternaria sp., Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Rhizopus stolonifer
(Jasso de Rodriguez et al., 2017, 2007).



Por lo anterior y en la basqueda de tecnologias apropiadas para reducir las
pérdidas postcosecha en cantidad y calidad, y que garanticen ademas la
inocuidad de los alimentos desde la cosecha hasta el consumo de los productos,
se ha reportado en estudios recientes el uso en la industria alimentaria de
cubiertas comestibles nanolaminados a partir de materiales biodegradables.
Estos recubrimientos mejoran las propiedades de transporte, sugiriendo que
estos materiales pueden presentar una funcionalidad mejorada cuando se utilizan
a nanoescala (Jang et al., 2008). También se ha demostrado su capacidad para
incorporar compuestos bioactivos con una liberacion controlada del agente activo
y asi prolongar su bioactividad durante el tiempo de almacenamiento (Fabra et
al., 2016). El uso de la técnica de deposicion capa por capa (Layer by Layer)
permite el desarrollo de cubiertas nanolaminadas con peliculas delgadas
funcionales (<1 um de espesor). Estas peliculas delgadas se construyen
exponiendo de forma alterna un sustrato con moléculas o particulas con cargas
positivas y negativas (Zhong et al., 2006). Uno de los polisacaridos mas utilizados
en la construccién multicapa es el quitosano, que es un polimero muy interesante
para numerosas aplicaciones debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y
no toxicidad, asi como a su actividad antimicrobiana. Como un polimero
cationico, el quitosano puede estar asociado con polielectrolitos anidnicos tales
como alginato de sodio, que conduce a la formacién de una multicapa de
polielectrolito (Carneiro-da-Cunha etal., 2010)

Por lo anterior, la aplicacion de recubrimientos nanolaminados puede
proporcionar una cubierta protectora adicional para frutos de tomate frescos,

extendiendo su vida de anaquel.

Objetivo general

Desarrollar y evaluar la eficacia de cubiertas comestibles nanolaminadas con
resinas antimicrobiales de Flourensia cernua, para alargar la vida de anaquel de

frutos de tomate en postcosecha.



Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad inhibitoria in vitro de extractos de Flourensia cernua,
F. microphyllay F. retinophylla, en dos hongos de postcosecha

2. Realizar el analisis fitoquimico de los extractos: contenido de fenoles
totales, y actividad antioxidante.

3. Determinar la composicion quimica de los extractos e identificar las
moléculas bioactivas.

4. Formular y desarrollar cubiertas nano-laminadas con resinas de
Flourensia cernua.
Caracterizar las cubiertas nano-laminadas.
Evaluar los recubrimientos comestibles nanolaminados en frutos de

tomate en postcosecha, para alargar la vida de anaquel.
Hipodtesis
Las cubiertas comestibles nanolaminadas con extractos de F. cernua, contienen

metabolitos secundarios bioactivos que inhiben el desarrollo micelial de hongos
fitopatdogenos y alargan la vida de anaquel de los frutos de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Parametros Involucrados en las Pérdidas Postcosecha de Frutas y

Vegetales

Al momento de ser cosechados, los productos agricolas, continlan con sus
procesos fisiolégicos, como es la respiracién durante un periodo de tiempo. En
postcosecha el proceso mas importante es el de la respiracion. El manejo en
postcosecha de productos agricolas perecederos es basicamente el control de
los factores internos y externos que contribuyen a intensificar el proceso de
respiraciéon y por ende de maduracion.

La respiracion es el proceso por el cual el oxigeno atmosférico es aprovechado
para metabolizar compuestos de almacenamiento (azlcares y almidon) para
formar diversos productos derivados como: COz, agua y energia (calor).
Ademas, el proceso de transpiracion ocurre con el movimiento del vapor de agua
de la superficie de los 6rganos de la planta al aire circundante (Van Hung et al.,
2011; Datta, 2003). Como consecuencia de la respiracion y los procesos
metabdlicos involucrados, se pueden reconocer diferentes formas de cambios o
pérdidas en los productos agricolas almacenados, como: pérdida de peso
(alrededor del 5-10% de su peso) (FAO, 1989); redistribucién de carbohidratos
(degradacion de las reservas acumuladas de almidon y sacarosa en azlcares) y
cambios nutricionales (pérdida de vitamina C).

Tanto los procesos de respiracion como los de transpiracion se consideran las
principales causas de las pérdidas postcosecha e inciden directamente en una
reduccion substancial de los atributos de calidad que caracterizan a todo
producto, y su control es importante para prolongar la vida de anaquel del
producto (Ben-Yehoshua y Rodov, 2003).

El control de la humedad relativa (HR) y la temperatura de almacenamiento
también es importante, ya que estos son factores que juegan un papel
trascendental en el mantenimiento de la calidad del producto debido a la

influencia directa que tienen en los procesos de transpiracion y respiracion, asi



como en el gradiente de vapor entre el producto y la atmosfera de
almacenamiento.

Por lo tanto, cuando el producto se mantiene a una temperatura similar a la del
ambiente de almacenamiento, la tasa de transpiracion esta altamente
correlacionada con la HR durante el almacenamiento (Van Hung etal., 2011). Se
ha demostrado que altos valores de HR durante el almacenamiento pueden
reducir las pérdidas de humedad y posteriormente mantener la firmeza de la fruta
al disminuir la tasa de transpiracion de las frutas, principalmente a velocidades
reducidas de aire y baja temperatura (Henriod, 2006). Ademas, la baja
temperatura (4-8 °C) puede reducir la tasa de respiracion, aumentar la resistencia
del tejido a la accion del etileno, retrasar la descomposicion de las
macromoléculas, retrasar la senescencia y controlar el desarrollo de
microorganismos putrefactos (Yahia et al., 2004). Sin embargo, a tales
temperaturas, algunas frutas y verduras tropicales nativas pueden presentar
lesiones por frio. Por ejemplo, el tomate se almacena a temperaturas de 10-15
°C con la finalidad de prolongar su vida de anaquel. Sin embargo, por debajo de
los 12.5 °C, los tomates pueden ser afectados por dafio por enfriamiento. La
severidad de este dafio es mayor en los tomates verdes que en los rojos y
aumenta conforme al tiempo de almacenamiento y temperatura (Lu etal., 2010).
Debido a la influencia de estos factores (es decir, HR y temperatura), cada
producto tiene su propio conjunto ideal de condiciones que permite un
almacenamiento exitoso durante el tiempo maximo, aunque los niveles de HR
alrededor del 85-95% son comunmente recomendados para el almacenamiento
de frutas y verduras frescas (Van Hung et al., 2011).

Por otro lado, la disminucion en rendimiento y calidad de frutas y verduras
causadas por plagas (especialmente por hongos) durante el almacenamiento,
pueden ser incluso mayores que las pérdidas que ocurren en el campo, y se
favorecen cuando el producto no se enfria rapidamente o no es transportado y
almacenado en condiciones apropiadas (Batta, 2007). El tratamiento quimico es

una de las técnicas que normalmente se utiliza después de la cosecha para



prolongar la vida de anaquel y reducir el deterioro de los alimentos (Eshel et al.,
2009). Sin embargo, la falta de regulacion en los paises menos desarrollados ha
generado el uso indiscriminado de plaguicidas en frutas y verduras que origina
resistencia de los patdégenos, y a su vez afecta al medio ambiente y la salud
humana.

El uso de bioplaguicidas ha surgido como un sustituto alternativo para los
pesticidas quimicos. Los bioplaguicidas son ciertos tipos de pesticidas fabricados
a partir de microorganismos vivos (por ejemplo, bacterias, hongos o virus) o
extractos de plantas (incluidos metabolitos secundarios y aceites esenciales) y
otros productos bioquimicos (por ejemplo, feromonas sexuales de insectos)
(Chandler et al., 2011; Bailey et al., 2010).

Dentro de los bioplaguicidas basados en microorganismos, el uso de
antagonicos, principalmente bacteriasy hongos, han demostrado su eficacia para
controlar diferentes patdgenos postcosecha de cerezas dulces y uvas de mesa
(Schena et al., 2003), citricos (Cafiamas et al., 2008), pifia (Wijesinghe et al.,
2008), manzana (Mari et al., 2012; Spadaro et al., 2002), durazno (Qin et al.,
2012), tomate (Li et al.,, 2012) y mandarina (Hong et al., 2014), entre otros. Sin
embargo, este tipo de bioplaguicidas presenta algunas desventajas segun los
ensayos realizados en condiciones comerciales o semicomerciales. Mas
detalladamente, el uso de preparados formulados de bioplaguicidas, conduce a
inconsistencias y variabilidad en el nivel de control de la enfermedad, siendo esta
la barrera mas importante que impide la implementacién generalizada de la
tecnologia de control biolégico (Droby et al., 2009; Eshel et al., 2009).

Otra alternativa prometedora a los pesticidas quimicos es el uso de
bioplaguicidas basados en extractos de plantas y aceites esenciales de plantas
aromaticas (Kotan et al., 2014). Estos se denominan pesticidas verdes ya que se
obtienen empleando principalmente disolventes organicos (por ejemplo, agua,
etanol, metanol y hexano). Se sabe que la actividad antimicrobiana depende de
las especies de plantas, asi como de la naturaleza del extracto, del disolvente

utilizado; en este orden, varios trabajos se han enfocado en la obtencion de



nuevos extractos de plantas y aceites esenciales con actividad antimicrobiana
(Castillo et al., 2011). En este contexto, Jasso de Rodriguez et al. (2007; 2017)
han reportado actividad antifangica in vitro de extractos de etanol de Flourensia
cernua, F. microphyllay F. retinophylla, plantas endémicas del estado Coahuila,
contra Alternaria sp., Rhizopus stolonifer y Fusarium oxysporum (Fig. 1), hongos
causantes de enfermedades en el tomate; los autores informaron que la
efectividad de los extractos fue promovida por la sinergia entre los compuestos

identificados y las elevadas concentraciones de polifenoles.

Figura 1. Efecto de extractos de F. cernua sobre el crecimiento de Fusarium
oxysporum a 168 horas. a) Testigo absoluto; b) Hojas etanol 2000 mg/L; ¢) Hojas
etanol 3000 mg/L.

Los bioplaguicidas son aceptados en todo el mundo, sin embargo su utilizacién
todavia enfrenta algunos desafios importantes, tales como: 1) estabilidad
deficiente: este es el mayor inconveniente de estos productos, que necesitan
mejorar sus formulaciones para una mejor aceptacion en el mercado; 2)
embalaje: debe disefiarse de tal manera que la estabilidad de los productos
envasados se pueda mantener durante el almacenamiento (por ejemplo, sin
hinchamiento del recipiente debido al crecimiento de microorganismos); 3) vida
atil: la vida util de los bioplaguicidas suele ser baja; 4) actividad altamente
especifica, que hace que los bioplaguicidas sean productos nicho (por lo tanto,
con ventas significativamente menores) en comparacién con los productos
guimicos, con un amplio espectro de actividad; y 5) distribucion - siendo el

principal obstaculo debido a un mayor costo, lo que lleva a margenes mas bajos



y una capacitacion limitada para vendedores, distribuidores y agricultores
(Villaverde et al., 2014).

Una alternativa atractiva para superar estas desventajas y generar nuevas
tecnologias postcosecha puede ser la incorporacion de agentes activos utilizados
en la formulacion de bioplaguicidas en recubrimientos comestibles. El uso de
recubrimientos comestibles puede aumentar la estabilidad de los bioplaguicidas
y la vida util y al mismo tiempo afadir nuevas funcionalidades al producto final
(por ejemplo, disminuir las tasas de transferencia de gas de envasado). En este
momento, solo hay unos pocos productos basados en bioplaguicidas que se
aplican en la etapa posterior a la cosecha, ya que la mayoria de ellos estan
destinados a controlar las plagas antes de la cosecha. Ademas, se sabe que la
mayoria de las empresas productoras de bioplaguicidas son pequefias y
medianas empresas, por lo que cuentan con recursos limitados para | + D,
registro y promocioén de productos (Chandler et al., 2011); esto resalta la
importancia de desarrollar tecnologias nuevas y baratas, como las tecnologias

basadas en recubrimientos.

Recubrimientos Comestibles para Incrementar la Calidad y la Vida de

Anaquel de Frutas y Hortalizas

Los recubrimientos comestibles aplicados a productos hortofruticolas tanto
frescos como minimamente procesados han generado recientes avances
respecto al efecto sinérgico de los componentes sobre la vida de anaquel de
dichos alimentos. Esto incluye la incorporacién de ingredientes activos en la
matriz polimérica, el aumento de la vida de anaquel y seguridad alimentaria y el
mejoramiento de atributos sensoriales y nutricionales (Rojas-Grau et al., 2009).
De acuerdo a las condiciones de almacenamiento de frutas y hortalizas se deben
considerar algunos factores tanto mecanicos y quimicos que se involucran en el
disefio de las cubiertas comestibles (Miranda, 2003). Las cubiertas comestibles
pueden ser elaboradas a partir de biopolimeros, como polisacéaridos, proteinas y
lipidos (Lin y Zhao, 2007), los cuales presentan bondades como su

biodegradabilidad, comestibilidad, apariencia estética, buenas propiedades de



barreras contra el oxigeno y vapor de agua, ademas de que en muchas ocasiones
son obtenidos de residuos, lo que los hace altamente redituables (Paviath y Orts,
2009; Souza et al., 2010).

Materiales estructurales de los recubrimientos comestibles

Con base en su composicion, las cubiertas pueden ser clasificadas en tres
categorias, las hidrocoloidales, las lipidicas y las compuestas. Las
hidrocoloidales son elaboradas a base de polisacaridos o proteinas, los cuales
presentan baja permeabilidad al oxigeno, diéxido de carbono vy lipidos, pero alta
permeabilidad al vapor de agua, debido a la naturaleza hidrofiica (Krochta et
al.,1994).

En estudios recientes las tecnologias de peliculas comestibles y biodegradables
contemplan la produccion de recubrimientos comestibles mediante la
combinacion de diversos polisacéaridos, proteinas y lipidos, con la tarea de
aprovechar las propiedades de cada compuesto y la sinergia entre los
componentes implementados, ya que las propiedades mecanicas y de barrera
dependen de los compuestos que integran la matriz polimérica y de su
compatibilidad (Altenhofen et al., 2009).

A continuacion se referencian algunos polisacaridos, asi como hidrocoloides de
naturaleza proteica que han sido objeto de investigacion como peliculas y
recubrimientos comestibles, estos son: carboximetilcelulosa, caseina (Ponce et
al., 2008), pectina, asi como su mezcla junto a alginato de sodio y el efecto de la
adicion de CaClz, como material entrecruzante (Maftoonazad et al., 2007,
Altenhofen et al., 2009), goma tragacanto, goma guar, etilcelulosa (Shresta et al.,
2003), goma de mezquite (Bosquez-Molina et al., 2010), gluten de trigo (Tanada-
Palmu y Grosso, 2005), gelatina adicionada con glicerol, sorbitol y sucrosa como
plastificantes (Arvanitoyannis et al., 1997; Sobral et al, 2001) y pelicula
comestible  multicomponente  de gelatina-caseina  entrecruzadas  con
transglutaminasa (Chambi y Grosso, 2006).

Almidones de interés como el de yuca plastificado con glicerol, polietilenglicol

(Parra et al.,, 2004), e incorporado con compuestos antimicrobianos naturales
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(Kechichian et al., 2010), y almidon de maiz estandar y pre-gelatinizado hacen
parte de los biopolimeros de interés por su bajo precio y accesibilidad (Pagella et
al., 2002). También se han empleado compuestos como, quitosano, derivados de
celulosa y carragenina, entre otros (Carneiro da Cunha et al., 2009; Cerqueira et
al., 2010; Del-Valle et al., 2005; Duitta, et al., 2009; Hambleton et al., 2009; Mali
et al., 2005; Rodriguez et al., 2006)

Los polisacéaridos y las proteinas son buenos materiales para la formacion de
recubrimientos comestibles, ya que muestran excelentes propiedades mecanicas
y estructurales, pero presentan una pobre capacidad de barrera frente a la
humedad. Este problema no se encuentra en los lipidos dadas sus propiedades
hidrofobicas, especialmente los que poseen puntos de fusidn altos tales como la
cera de abeja y la cera carnauba (Morillon et al., 2002; Shellhammer y Krochta,
1997).

En los frutos de tomate, se ha demostrado la efectividad del uso de cubiertas a
base de polisacaridos, como el quitosano y la goma arabiga, para retardar la
maduracion del fruto y reducir la incidencia de su pudricién (Ghaouth etal., 1992;
Casariego et al., 2008). Sin embargo, en el caso de la goma arabiga, se requiere
de mayores estudios sobre el intercambio de gases en el fruto, ademas de
establecer la influencia de la cubierta sobre el crecimiento microbiano y sobre los
procesos fisioldgicos relacionados con el tomate (Ali et al., 2010). Por su parte,
las cubiertas lipidicas, gracias a su hidrofobicidad, presentan baja permeabilidad
al vapor de agua, por lo cual resultan efectivas para preservar la calidad de los

tomates (Davila Avifia et al., 2004).

Dentro del estudio de recubrimientos, la mejora de las propiedades mecanicas y
de transporte mediante la incorporacion de otros compuestos (es decir,
plastificantes y lipidos) ha sido un tema constante de interés (Bergo y Sobral,
2007). Se han incorporado plastificantes para mejorar la flexibilidad y la
elasticidad de los recubrimientos (Sothornvita y Krochtab, 2005) y disminuir la
presencia de grietas y poros (Garcia et al., 2000). Como el plastificante actla al

disminuir la atraccién intermolecular entre las cadenas poliméricas, lo que
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permite la penetracion de moléculas de vapor de agua polar (Kester y Fennema,
1986), influye mucho en la permeabilidad del recubrimiento final. El glicerol es
uno de los plastificantes mas usados; es una molécula hidrofila (polar) y el
aumento de su concentracion provoca un aumento de la transferencia de masa
de vapor de agua. Cerqueira et al. (2012) evaluaron la influencia del glicerol y del
aceite de maiz sobre las propiedades fisicoquimicas del galactomanano de
Gleditsia triacanthos y recubrimientos a base de quitosano, y confirmaron que la
presencia de glicerol y aceite de maiz originaba una estructura mas hidréfila y
una disminuciéon de la afinidad del recubrimiento para el agua en ambos

polisacéaridos, respectivamente.

Por otra parte, los recubrimientos comestibles tienen la particularidad de actuar
como vehiculos para una amplia gama de aditivos alimentarios, como
antioxidantes, nutracéuticos, aromatizantes y antimicrobianos (Rojas-Grai et al.,
2007; Pérez-Pérez et al., 2006). Se pueden incorporar varios antimicrobianos en
recubrimientos comestibles, incluidos acidos organicos (por ejemplo, citrico,
lactico, acético, benzoico, tartarico, propiénico y acido sorbico), polipéptidos (por
ejemplo, lisozima, lactoferrina, natamicina, nisina y peroxidasa), extractos de
plantas y aceites esenciales (p. ej. canela, pimiento, ajo, carvacrol y orégano),
sales minerales (p. ej., bicarbonato de sodio, bicarbonato de amonio y carbonato
de sodio), parabenos, oligosacaridos (quitooligosacaridos), entre otros
(Paladines et al., 2014; Ramos et al.,, 2012; Valencia-Chamorro et al., 2011,
Raybaudi-Massilia et al., 2008). Varios autores observaron a través de estudios
invitro que la inclusion de antimicrobianos en recubrimientos comestibles mejora
el control de las podredumbres que causan deterioro en frutas y verduras. Esta
incorporacion de agentes antimicrobianos ha sido reportada como
moderadamente efectiva (McCormick et al., 2005), hasta muy exitosa (Dutta et
al.,, 2009; Kristo et al.,, 2008; Lungu y Johnson, 2005), dependiendo de los
alimentos estudiados, el material biopolimérico en contacto con el alimento y el
agente antimicrobiano utilizado. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios

de incorporacion para comprender coémo mantener las propiedades del
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recubrimiento estables después de la incorporacién bioactiva (por ejemplo,
barrera a los gases, propiedades mecanicas y apariencia) (Sanchez-Gonzalez et
al., 2010).

Tecnologias Emergentes: Desarrollo de Cubiertas Nanolaminadas

La coordinacion entre el caracter comestible del envase primario y la
nanotecnologia en el secundario, se potencia para mejorar las propiedades de
barrera manteniendo intactas las propiedades sensoriales del alimento evitando
la pérdida de aromas al exterior y el ingreso de gases, vapores 0 compuestos
aromaticos desde el exterior (Brody, 2006).

Existen varias ventajas esperadas cuando se utiliza un enfoque nanotecnol6gico
en el campo de los materiales de envasado, con respecto a las cubiertas y films
tradicionales, es decir, en términos de cantidades mucho mas bajas de
ingredientes funcionales necesarios, un menor impacto en los atributos
sensoriales de los alimentos, y las mejoras tanto en la mecanica como en las
propiedades de transporte de gasesy solutos (Medeiros et al. 2012a). El trabajo
de disefio con multicapas es un procedimiento que ha demostrado gran eficiencia
para la obtencion de las propiedadesfuncionales (Phan et al., 2008; Rudra, Dave
y Haynie, 2006).

Aunque estas tecnologias aun tienen escasa aplicacion en alimentos, estan
siendo estudiadas, como es el caso de la electrodeposicién capa por capa, la
cual se realiza alternando la inmersiébn de sustratos en soluciones de
polielectrolitos de carga opuesta con pasos de enjuagues intermedios, lo cual
produce capas ultrafinas de polielectrolitos sobre las superficies cargadas
(Labouta y Schneider, 2010; Zhang et al., 2007; Decher y Schlenoff, 2002). La
técnica de capa por capa es bastante simple y permite el uso de una amplia gama
de materiales (por ejemplo, proteinas, polisacaridos, lipidos y nano-particulas).
Estos materiales son capaces de interactuar ya sea mediante interacciones
electrostaticas, enlaces de hidrogeno, enlaces covalentes, emparejamiento de
bases complementarias y enlaces hidrofobicos. Ademas, dependiendo de la

plantilla utilizada (por ejemplo, plana o coloidal), es posible disefiar una variedad
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de sistemas nanolaminados que incluyen nanoemulsiones, nanofiims vy
nanocapsulas (Cerqueira et al., 2014). Las propiedades resultantes de los
revestimientos nanolaminados tales como las propiedades mecanicas, la
permeabilidad a los gases y las caracteristicas de hinchamiento y humectacion
estan influenciadas por el tipo de materiales de adsorcion utilizados y también
por la secuencia, el nimero total de capas y las condiciones usadas para la
preparacién, por ejemplo, temperatura, pH y fuerza ionica (Weiss et al., 2006).
Esto conduce a un gran nimero de posibilidades, permitiendo asi adaptar las
propiedades finales del recubrimiento para asegurar la funcionalidad deseada.
Una de las ventajas de estos nanosistemas son sus propiedades de barrera a los
gases en comparacion con los recubrimientos comestibles convencionales. Se
sugiere que las propiedades de barrera de los recubrimientos nanolaminados se
mejoran debido a su nanoestructura, que tiene una mayor tortuosidad resultante
de las interacciones electrostaticas entre los componentes del nanolaminado y
también de la interpenetracion de las capas sucesivamente depositadas que
dificultan la migracion de las moléculas de gas a través de la estructura (Pinheiro
et al., 2012; Medeiros et al., 2012; Jang et al., 2008). Esta nueva generacion de
recubrimientos comestibles esta siendo disefiada especialmente para permitir la
incorporacion y/o liberacion prolongada de antioxidantes, vitaminas,
nutracéuticos y agentes antimicrobianos. La aplicacién de la técnica de capa por
capaen frutas y verduras es muy reciente y solo se han efectuado pocos estudios
por lo novedoso de la técnica, pero han mostrado un efecto favorable al aumentar
la vida de anaquel. Uno de los primeros pasos en la aplicacion de la técnica de
capa por capa en los productos, es demostrar su éxito (mediante técnicas de
microscopia o mediciones de angulo de contacto; o ambas).

Estudios recientes mostraron aplicaciones exitosas de recubrimientos
nanolaminados en productos basicos, describiendo las condiciones de
aplicacion, tales como el nimero de capas, el tiempo de inmersién, los pasos de
lavado y secado. Medeiros et al. (2012) evaluaron un recubrimiento

nanolaminado basado en cinco capas de pectina y quitosano (a una
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concentracion de 0.2%, p/v) en mangos enteros 'Tommy Atkins' aplicados por
inmersion de 15 min en cada solucion de polielectrolito y un procedimiento de
lavado con agua destilada a pH 7.0 y 3.0 para pectina y quitosano,
respectivamente. Después de 45 dias, los mangos recubiertos presentaron una
mejor apariencia, reduccion en la pérdida de agua y ausencia de crecimiento
fungico que los mangos sin recubrimiento; también, se observd una reduccion del
fluo de gas y como resultado se incremento la vida de anaquel de los mangos.
Méas recientemente, Souza et al. (2015) estudiaron un recubrimiento
nanolaminado basado en cinco capas alternas de alginato y quitosano (cada uno
a concentraciones de 0.2%, p/v) para extender la vida de anaquel de mangos
recién cortados y almacenados en refrigeracion (8 °C) durante 14 dias. Las
soluciones de polielectrolito se aplicaron por inmersion durante 15 minutos y
posteriormente se enjuagaron con agua desionizada con pH 7,0 y 3,0 para
alginato y quitosano, respectivamente. Se us6 una etapa de secado adicional con
flujo de nitrogeno a 25 °C durante 15 minutos entre cada capa. El nanolaminado
permitid la reduccion del contenido de malondialdehido (una indicacién de que la
aplicacion del recubrimiento previene la senescencia). De acuerdo con los
analisis microbianos, la vida de anaquel de los mangos recién cortados aumenté
hasta 8 dias a 8 °C en comparacion con los mangos recién cortados sin
recubrimiento (<2 dias).

La aplicacion de nanocompuestos de grado alimenticio en las peliculas
comestibles, tiene un futuro promisorio debido a que se ha encontrado que
impactan positivamente en las propiedades mecanicas, con el aumento de la
resistencia de las peliculas y también mejorando las propiedades de barrera
(Moura et al., 2009; Sothornvit et al., 2009). También las nanoparticulas pueden
ser utilizadas como portadores de agentes antimicrobianos y aditivos (Sorrentino,
et al., 2007; Sothornvit, et al., 2009). Sin embargo, la eficacia de los sistemas de
nanocapas con una variedad de caracteristicas (por ejemplo, antioxidante,
antimicrobiano y reduccion del intercambio gaseoso) aln permanece poco

estudiada y es importante porque se ha contribuido con la informacion cientifica.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencidon de Extracto

Colecta de plantas

Las muestras de hojas y ramas de arbustos de F. cernua, F. microphyllay F.
retinophylla (20 arbustos por especie), fueron identificadas in situ (Fig. 2) por el
Dr. José Angel Villarreal Quintanilla, y recolectadas al azar en sitios silvestres de
la region semiérida ubicada en la parte sur del estado de Coahuila, México (Jasso
de Rodriguez et al., 2007). Las muestras fueron transportadas en bolsas de
plastico al Laboratorio de Fitoquimica de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN). Inmediatamente se separaron las hojas de ramas y se
colocaron en una estufa Mapsa a 60 °C por 48 horas. A continuacién las hojas y
ramas se molieron por separado en un molino de cuchillas marca Thomas Wiley,
con un tamiz de 2 mm de diametro y se conservaron en un sitio seco hasta su
uso en la obtencién de extractos. Los vouchers de F. cernua (No. 96035), F.
microphylla (No. 43362) y F. retinophylla (No. 82956), se depositaron en el
Herbario (ANSM) de la UAAAN.

Figura 2. F. cernua en su lugar nativo en Coahuila, México y extracto de etanol
de hojas.

Elaboracion de extractos de etanol y acuosos

Los extractos de hojas y ramas se elaboraron en extractor Soxhlet usando como
solventes etanol grado reactivo al 100% y agua destilada. En un papel filtro
Watman #1 se colocaron 14 gr de muestra molida (hojas y ramas

separadamente) y se pusieron en extraccion con 200 mL de los solventes durante



16

72 horas. Al final de la extraccion los solventes fueron evaporados en un
rotaevaporador (Buchii R-200) hasta sequedad. En seguida los matraces se
colocaron en estufa de secado a 50 °C por 24 horas para evaporar el solvente
remanente. Los extractos se colocaron en frascos color ambar perfectamente
cubierto y colocados en un desecador a 25 °C y 0% de HR, hasta su uso en los

bioensayos.

Caracterizacion Fitoquimica

Cuantificacion de fenoles totales y actividad antioxidante

Los solventes utilizados fueron grado reactivo analitico. 2,2-2,2-difenil-1-
picrilhidracil (DPPH), carbonato de sodio (Na2CQg), etanol, &cido acético glacial,
trolox (6-Hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico), TPTZ (2, 4,6-tri
(2-piridil)-s-triazina) y Folin-Ciocalteau, adquiridos en Sigma (USA).

Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales de los extractos acuosos y de etanol de hojas y
ramas se evalu6 con el reactivo Folin-Ciocalteu siguiendo el método IFC
(Reglamento (CEE) n° 2676/90 de la Comision). Se colocaron 20 yL de muestra
en los pocillos de la microplaca y se mezclé con 20 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu, dejando reposar por 5 minutos, después se le adicionaron 120 pL de
la solucidon de carbonato de sodio y se dejo reaccionar por 5 minutos a 50 °C.
Finalmente se adicion6 125 uL de agua destilada y se leyé a una absorbancia de
790 nm usando un espectrofotdmetro (Epoch, BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EE.UU). Se prepard una curva de calibracién usando acido galico
a diferentes concentraciones (100, 200, 400, 600, 800 mg/L, R2= 0.9919). La
prueba se realizo por triplicado. Los resultados se expresaron como miligramos

equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EAG/g muestra).
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Actividad antioxidante

DPPH

La actividad antioxidante de los extractos se evalué por medio de la capacidad
de la muestra para captar el radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidracil), siguiendo
el método de Rodriguez-Jasso et al. (2014). Se preparoé el radical DPPH a una
concentraciéon de 60 mM en etanol. Se colocaron en microplaca por triplicado 7
pL de muestra y 193 pL de la soluciéon DPPH dejando reaccionar por 30 minutos
a temperatura ambiente y protegido de la luz. Para el blanco, se usé el solvente
empleado en las muestras, sin la solucion DPPH, finalmente se leydo a una
absorbancia de 517 nm. Los valores fueron reportados como porcentaje de
inhibicion, calculado con la siguiente ecuacion:

Ty 1-Abs
% Inhibicion= |w
1-AbS control

x100 Ec. (1)

FRAP

La capacidad de reduccién de extractos de etanol y acuosos fueron determinados
por el ensayo FRAP, como lo describe Benzie y Strain (1996), usando 10 mM
TPTZ en 40 mM de HCI, y 20 mM FeClz en una relacion 10:1:1 (viviv) a pH de
3.6. Se tomaron 10 L de muestra y se colocaron en una microplaca con 290 L
del reactivo FRAP, incubando a 37 °C por 15 minutos. La absorbancia se leyo a
593 nm. La curva de calibracion se prepar6 con Trolox a diferentes
concentraciones desde 250 mg/L a 1000 mg/L y se us6 agua destilada como
blanco. La capacidad antioxidante se report6 como microgramo de Fierro Il por

100 miligramos de muestra (ugFell/200 mg muestra).
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Composicion Quimica

Anadlisis de composicién quimica de extractos de F. cernua, F. microphylla
y F. retinophylla por Cromatografia de Gases—Espectrometria de Masas
(GC-MS)

El analisis de GC-MS fue llevado a cabo en un equipo Agilent Technologies 6580
GC unido a un 5975 B MSD usando una columna HP-5MS (30 x 0,25 mm 1D X
0,25) y un sistema de ionizacion con energia de 70 eV. Se utiliz6 un flujo
constante a 1.1 mL/ min y un volumen de inyeccion de 1 pL, la temperatura de
inyeccion fue de 250 °C. El programa de calentamiento del horno fue isotérmico
durante 5 min a 60°C seguido de un calentamiento de 5°C/min hasta 100°C/min
(2 min) y de 10°C/min hasta 250°C/min (5 min). Lainterpretacion de los espectros
de masas de los compuestos se realizo utilizando la biblioteca del NIST (National

Institute of Standard and Technology).

Actividad Antifangica in vitro de Extractos de Flourensia spp. en Hongos

Postcosecha

Aislamiento de hongos: Fusarium oxysporum y Rhizopus stolonifer

Los hongos fitopatégenos usados en el presente estudio se obtuvieron de frutos
y raices de plantas de tomate con sintomas de enfermedades causadas por R.
stolonifer y F. oxysporum, tomando tejido sano y enfermo, los cuales se
desinfectaron siguiendo la metodologia de Ascencio et al. (2008). El tejido fue
puesto en una solucion de hipoclorito al 1 % por 3 minutos y se enjuagd con agua
destilada estéril por 5 minutos, se sec6 en papel estéril y se sembrd en cajas Petri
con medio agar papa dextrosa (PDA). Las cajas se incubaron a 28 + 2 °C. Se
hicieron preparaciones microscopicas con lactofenol azul, y los hongos se
identificaron por las caracteristicas morfolégicas con la ayuda de un microscopio;
los patdgenos se identificaron a nivel morfolégico con la ayuda de claves
taxondmicas de Leslie y Summerell (2006) para Fusarium; y de Hernandez-

Lauzardo et al. (2006) y Lima et al. (2014) para Rhizopus.
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Identificacion de F. oxysporum y R. stolonifer por PCR

Para la identificacion molecular, se seleccionaron hongos aislados, purificados e
identificados morfolégicamente, posteriormente se extrajo ADNde las cepasy se
realizaron pruebas moleculares con la técnica de PCR en tiempo final siguiendo
el método de Gonzalez et al. (2011). Se utilizaron los primers CNL12 (5'-C
TGAACGC CTCTAAGTCAG- 3') y CNS 1 (5'-GAGACAAGCATATGACTACTG-
3") que codifican para un fragmento de la region intergénica ribosomal (IGS)
ubicada entre la subunidad pequefia y la subunidad grande. La temperatura de
desnaturalizacion fue de 94°C por 1 min, seguida de la temperatura de
anillamiento de 54 °C por 1 miny la temperatura de extension a 72 °C por 2 min.
Los productos de PCR obtenidos (2.6 kb) fueron visualizados en un gel de
agarosa al 2%. Se enviaron a secuenciar a Macrogen (USA) y por medio del

GenBank se identifico a nivel de especie.

Efecto de las concentraciones de extractos de Flourensia spp.en F.

oxysporum y R. stolonifer

Se realizaron los bioensayos contra los dos patégenos mediante la técnica de
dilucion en agar, siguiendo el método de Zabka et al. (2011). A partir de una
solucién madre a 10,000 mg/L. Los extractos de etanol se diluyeron con 10% de
etanol y se filtraron con filtros Whatman No. 1; se esterilizaron bajo un sistema
de vacio para retener bacterias. Se emplearon concentraciones de 0 (control),
50, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 y 5000 mg/L para el bioensayo de F. oxysporum
y la concentracién de 6000 mg/L se incluyd para el bioensayo de R. stolonifer de
extractos de etanol y acuosos de hojas y ramas de F. cernua, F. microphyllay F.
retinophylla.

Se prepar6 medio PDA y se le adicionaron los extractos a las diferentes
concentraciones y una vez solidificado se inoculé un disco de 4mm de diametro
gue contenia al hongo y se incubd a una temperatura de 28 + 2 °C, las pruebas
se realizaron por cuadruplicado. Se midi6 la cinética de crecimiento cada 24
horas a siete y tres tiempos para F. oxysporum y R. stolonifer, respectivmente,

utilizando un vernier digital Stainless Hardened (mm) midiendo en forma de cruz
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(dos puntos), hasta que el control absoluto llenara la caja por completo. El
porcentaje de inhibicion del hongo con los extractos se calculé con la siguiente

ecuacion tomando como referencia el control absoluto:

DC-DT
% Inhibicion= [—DC ]x 100 Ec. (2)

Donde DC es el diametro del control y DT es el diametro del tratamiento de las

diferentes concentraciones evaluadas.

Andlisis estadisticos de la actividad antifungica in vitro

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con 4
repeticiones. Los resultados se evaluaron con analisis de varianza (ANVA)y con
pruebas de comparacion de medias por Tukey (p=0.05). El andlisis Probit
(p<0.05) se aplico para calcular la concentracion minima inhibitoria 50 y 90 de
extractos, resultando una inhibicion del 50 %y 90 % del crecimiento del patdgeno
en comparacién con el control absoluto (CMiso y CMIeo). Los datos se analizaron

usando el software SAS version 9.0.

Cubiertas Comestibles Nanolaminadas

Esta etapa experimental se llevd a cabo en el Centro de Ingenieria Biologica de

la Universidad de Minho en Braga, Portugal.

Formulacién y desarrollo de cubiertas comestibles nanolaminadas con
resinas de F. cernua

La metodologia (Medeiros et al, 2012a) establece que las pruebas de
caracterizacion de las cubiertas nanolaminadas se efectuen sobre peliculas de

tereftalato de polietileno (PET), antes de las pruebas bioldgicas.

Materiales
Las peliculas de tereftalato de polietileno (PET) se obtuvieron de Canson
(Francia). El alginato de sodio se obtuvo de Manutex RSX (Kelco International,

Ltd., Portugal) y se adquirid quitosano (grado de desacetilacion 91.23% y alto
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peso molecular) de Golden-Shell Biochemical Co., Ltd (China). El &cido lactico
con un 90% de pureza se adquiri6 en Merck (Alemania). Tween 80 se adquirid
de Acros Organics (Bélgica). El hidroxido de sodio se obtuvo de Riedel-de Haén
(Alemania). La 1,6-hexanodiamina (> 98% de pureza) se adquiri6 en Sigma-
Aldrich (Alemania).

Dichloran-rose Bengal-cloranfenicol (DRBC), glicerol y cloruro de sodio fueron
suministrados por Panreac (Espafa). El agar con conteo de placa (PCA) y la

peptona bacterioldgica se adquirieron en HiMedia Laboratories (India).

Amindlisis de la superficie del tereftalato de polietileno

Las peliculas de PET se cortaron en piezas rectangulares de 0.8 x 5.0 cm de
diametro y piezas circulares de 5.0 cm de didmetro y se aminolizaron de acuerdo
con Fu et al. (2005). Brevemente, las peliculas de PET se limpiaron en solucion
de etanol/agua (1:1, v/v) durante 3 h, seguido de un enjuague a fondo con agua
destilada y se secaron a 30 °C durante 24 h. Posteriormente, las peliculas se
sumergieron en solucion de 0.06 g/mL 1,6-hexanodiamina/propanol a 37 °C
durante 4 h, se lavaron a fondo con agua destilada para eliminar 1,6-hexadiamina
libre y finalmente se secaron a 37 °C durante 24 h . Las peliculas de PET
aminolizadas se trataron con solucion de HCI 0.1 mol/L durante 3 h atemperatura
ambiente (20 °C), y luego se lavaron con una gran cantidad de agua destilada,
se secaron a 30 °C durante 24 h y se denominaron "PET aminolizado/cargado”
(PET A/C). Este procedimiento fue necesario para cargar (positivamente) la
superficie PET que de otro modo seria neutra, con el objetivo de una interaccién

mas fuerte con el alginato con carga negativa.

Formulacién y preparaciéon de soluciones de polielectrolito con
resinas de F. cernua
La solucion de alginato (Alg) se prepar6 disolviendo alginato de sodio al 0.2%
(p/vV) en agua destilada y se agit6 mediante agitacion magnética, a temperatura
ambiente, hasta su disolucion completa (aproximadamente 3 h). Se afadio

glicerol al 0.05% (p/v) y Tween 80 al 0.05% (p/v) como plastificante y como
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tensioactivo, respectivamente y se agité nuevamente por 1h. El pH de la solucion
formadora de pelicula se ajusté a 7.0 con una solucion de hidroxido de sodio de
1 mol/L. Se disolvi6é quitosano (0.6%, p/v) (Qui) en una solucidén acuosa de acido
lactico (1.0%, v/v) bajo agitacion magnética hasta que se disolvi6 completamente
a temperatura ambiente (aproximadamente 10 h). Se afiadio glicerol al 0.1% (p/v)
y Tween 80 al 0.1% (p/v) como plastificante y tensioactivo, respectivamente y se
agité nuevamente por 1h. Finalmente, la solucion de quitosano se ajustd a pH 3.0
con una soluciéon de acido lactico de 1 mol/L. Posteriormente, se afiadio extracto
de etanol de F. cernua (Fc), a una concentracion de 5000 mg/L, a soluciones de
recubrimiento de quitosano (Qui + Fc)y alginato de sodio (Alg + Fc) para alcanzar
una concentracion final de 0.6 o0 0.2% (p/v), respectivamente, y se mezclaron
durante 3 h mediante agitacion magnética a temperatura ambiente para la
homogeneizacion.

Las soluciones se emplearon para formar las cubiertas en los soportes PET A/C
para la caracterizacion de las mismas; y en los frutos de tomate para la

evaluacion de la vida de anaquel.

Procedimiento de recubrimiento de PET A/C

Las piezas de PET A/C se sumergieron en las soluciones de Alg o Alg+Fc durante
20 minutos y posteriormente se enjuagaron con agua desionizada con el mismo
pH (7.0). Las muestras se secaron colgandolas dentro de una camara con un
flujo de nitrdgeno para acelerar el proceso. Este procedimiento se repitié con las
otras soluciones de polielectrolito (quitosano, quitosano+Fc) pero, en este caso,
las muestras se enjuagaron con una solucibn acuosa a pH 3.0. Este
procedimiento se repitio con la deposicionalterna de un total de cinco nanocapas
con diferentes secuencias (Alg—Qui—Alg—Qui—Alg denominado CNL) vy
(Alg+Fc—Qui+Fc—Alg+Fc—Qui+Fc—Alg+Fc  denominado CNL+Fc). Como
resultado, se produjeron dos tipos de recubrimientos nanolaminados en soportes
PET A/C y mantuvieron a 20 £ 2 °C y 50 + 5% de humedad relativa (HR).
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Caracterizacion de cubiertas nanolaminadas sobre PET

Potencial Zeta

El potencial zeta (¢-potencial) de cada solucion de polielectrolito se determiné
mediante dispersion dinamica de la luz (DLS) (Zetasizer Nano ZS-90, Malvern
Instruments, Reino Unido), para confirmar su carga opuesta. Cada muestra se
analizé en una celda capilar plegada (DTS 1060, Malvern Instruments) para las
mediciones a temperatura ambiente (Silva et al., 2015). Ademas, se evalué el
efecto de la adicion de Fc en las soluciones de revestimiento. Se llevaron a cabo

tres réplicas verdaderas, con tres lecturas para cada una de ellas.

Mediciones del angulo de contacto

Las mediciones de angulo de contacto son una herramienta Util para determinar
la naturaleza hidréfoba o hidrofiica de la superficie de la cubierta: valores mas
bajos (B <20°) estan estrechamente relacionados con superficies humectables,
por el contrario, las superficies hidréfobas muestran valores altos (6> 70°) del
angulo de contacto. Por lo tanto, la deposicidén de capas sucesivas sobre PET
A/C puede ser seguida por mediciones de angulo de contacto debido a las
diferentes propiedades de humectabilidad de las soluciones polielectrolito
utilizadas para la formacion de cubiertas nanolaminadas.

Los angulos de contacto (8°) del PET original, el PET A/C y la subsiguiente
superficie de los recubrimientos nanolaminados se midieron mediante el método
de gota sésil (Newman y Kwok, 1999), en el que se coloc6é una gota de agua
ultrapura en una superficie en posicionhorizontal utilizando un medidor de angulo
de contacto (OCA 20, Dataphysics, Alemania), equipado con un software de
andlisis de imagenes. La gota de agua (2 L) se coloco en la superficie horizontal
con una jeringa de 500 pL (Hamilton, Suiza) con una aguja de 0.75 mm de
diametro. Las mediciones se realizaron a los 15 s, para cada tipo de superficie,
se usaron tres muestras de pelicula. Para cada muestra de pelicula, se realizaron

qguince mediciones de angulo de contacto a 20.5 + 0.3 °C.
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Permeabilidad al vapor de agua (PVA) y al oxigeno (PO2)

La metodologia utilizada se basé en el método ASTM E96-92 (ASTM E96-92,
1990). Las peliculas se sellaron en la parte superior de una celda de permeacion
gue contenia 50 mL de agua destilada (100% de HR, 2337 Pa de presion de
vapor a 20 °C). Posteriormente, las celdas se pesaron usando una balanza
analitica (Marca, Pais) y luego se colocaron en un desecador que contenia silice
previamente seco (105 °C durante la noche), a temperatura constante de 20 °C,
con 0% de HR y 0 Pa de presiéon vapor de agua, estas condiciones se
mantuvieron debido a la constante circulacion de aire por un ventilador instalado
dentro del desecador. Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado y el peso de
las celdas se midi6 cada 2 h durante 10 h, suponiendo condiciones de presion de
agua constantes y uniformes (Ziani, Oses, Comay Maté, 2008). Para garantizar
una humedad relativa uniforme, las velocidades del ventilador se instalaron
dentro de los desecadores. Se obtuvieron tres réplicas para cada muestra y se
determind la permeabilidad al vapor de agua (PVA) mediante la ecuacion (3)
(Cooksey et al., 1999), Donde: L corresponde al grosor de las cubiertas (en mm)
y PVA la permeabilidad al vapor de agua (en g/ m s Pa). El subindice “a”
representa soporte PET A/C; el “b” nanocapas vy el “t” resultante de soporte PET

A/C recubierto con nanocapas.

PVA, = L Ec. (3)
’ (péfqtj‘(ps‘la)

La permeabilidad al oxigeno (PO2) se determin6 de acuerdo con la prueba
estandar ISO 15105-2: 2003 y con Fernandes et al. (2018). Las peliculas se
sellaron entre dos camaras verticales, teniendo cada una dos canales (para la
entrada y salida de los flujos). La camara superior se suministré con un caudal
de oxigeno controlado de 25 mL/min para mantener la presion constante en ese
compartimento. La camara inferior se purgé con una corriente de nitrégeno, a una
velocidad de flujo controlada de 5 mL/min, que actia como el gas portador para

el oxigeno. Las mediciones de la concentracion de O:2 se llevaron a cabo
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recogiendo 500 yl de muestra con una jeringa adecuada para la cromatografia
de gases (Hamilton, Suiza) a partir del flujo de nitrégeno que sale de la camara
inferior. Posteriormente, el gas de muestra se inyecté en un cromatégrafo de
gases (Bruker Scion 456, Canada), equipado con un detector de conductividad
térmica (TCD) a 130 ° C, una columna Molsieve y argén (60 mL/min) como gas
portador. Se us6é una mezcla que contiene 10% de COz2, 20% de Oz2y 70% de N2
como la muestra estandar para la calibracién. La presién en las celdas se midio
para asegurar que se ejerciera 1 atm de presion en ambas camaras. Como el Oz
se transport6 continuamente por el flujo de nitrdgeno, se considerd que la presion
parcial de O2 en el compartimiento inferior es nula, por lo tanto, AP es igual a 1
atm. Se obtuvieron tres réplicas para cada muestra, y la PO2 para las cinco

nanocapas se determiné mediante la siguiente ecuacion (Cooksey et al.1999)

Lp

PO, = - Ec. (4)
R

Donde: L corresponde al grosor de las cubiertas (en mm) y PO2 a la

[{pegl)

permeabilidad al oxigeno (en g/m s Pa). El subindice “a” representa soporte PET
A/C; el “b” nanocapas vy el “t” soporte revestido de PET A/C resultante (PET A/C

+ cinco nanocapas).

Microscopia electronica de barrido (SEM) acoplada con analisis de

espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).

Las cubiertas nanolaminadas CNL y CNL+Fc se caracterizaron utilizando un
microscopio electrénico de barrido (SEM), acoplado con un andlisis de
espectroscopia de rayos X (EDS), de energia dispersiva (Phenom ProX con
detector EDS (Phenom-World BV, Holanda)). Todos los resultados fueron
adquiridos utilizando el software ProSuite integrado con el software de
identificacion de elementos Phenom, permitido para la cuantificacién de la
concentraciéon de los elementos presentes en las cubiertas nanolaminadas,

expresado en peso o0 concentracién atémica.
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Muestras liofilizadas de PET A/C con CNL y CNL+Fc se fijaron a los
portamuestras de aluminio con cinta adhesiva de carbono eléctricamente
conductora (PELCO Tabs ™), las cuales fueron previamente cortadas en tiras y
se colocaron verticalmente en el portamuestras. Las muestras fueron
fotografiadas sin recubrimiento. El portamuestra de aluminio se coloc6 dentro de
un Phenom Standard Sample Holder, y se analizaron para la composicién
elemental al menos 3 puntos o areas diferentes para cada muestra de CNL y

CNL+Fc. El andlisis de EDS se realizé a 15 kV con punto de intensidad.

Andlisis estadisticos de la caracterizacién de nanocapas

Las pruebas se llevaron a cabo bajo un disefio completamente al azar y el analisis
estadistico se llevd a cabo utilizando analisis de varianza (ANOVA), prueba de
comparaciéon de medias Tukey (p <0,05), utilizando StatSoft, Inc. (2011).
STATISTICA (sistema de software de analisis de datos), version 10.

Efecto de Cubiertas Nanolaminadas en la Vida de Anaquel de Frutos de
Tomate a 20 °C/85% HR y 11 °C/90% HR

Los tomates utilizados en el experimento (Solanum lycopersicum L.) se
compraron en un supermercado local en Braga, Portugal. Los frutos fueron
seleccionados visualmente por la uniformidad en tamafo, color y ausencia de
infeccidon por hongos. Antes de aplicar los tratamientos, las frutas se lavaron con
una solucién de hipoclorito de sodio (0.05%), durante 3 minutos y se secaron al

aire a temperatura ambiente.

Disefio experimental

Se llevaron a cabo dos ensayos de vida de anaquel bajo las siguientes
condiciones: a temperatura ambiente del mercado (20 °C / 85% HR) y de
almacenamiento en frio (11 °C / 90% HR). En ambos ensayos se utilizd un disefio
completamente al azar con tres tratamientos. Los tratamientos fueron: frutos sin
cubierta (SC) como control, frutos con cubierta nanolaminada de alginato y

quitosano (CNL) y frutos con cubierta nano-laminada con extracto de etanol de
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hojas de Flourensia cernua (CNL+Fc) (Cuadro 1). Los andlisis fisicoquimicos
fueron: pérdida de peso; pH, acidez titulable (AT), contenido de solidos solubles
(CSS), color; firmeza; transferencia de gases y produccién de etileno y analisis
microbiolégicos.

Para evaluar pérdida de peso, se utilizaron 5 tomates por tratamiento, para el
almacenamiento a temperatura ambiente las mediciones en los mismos frutos se
realizaron a intervalos regulares de 0, 3, 6,9, 12 y 15 dias. En el almacenamiento
en frio las mediciones se realizaron a intervalos de 0, 5, 10, 15, 20y 25 dias. El
numero de frutos utilizados fue 30 (2 ensayos x 3 tratamientos x 5 frutos por
tratamiento). En ambos ensayos se midio el color del fruto a los mismos intervalos
La evaluacion de las variables CSS, AT, pH y analisis microbiologico (conteo de
hongos y levaduras y microorganismos mesoéfilos) se efectué en cada ensayo a
partir de tres frutos por tratamiento en cada uno de los intervalos de tiempo. El
nimero de frutos fue de 108 (2 ensayos x 3 tratamientos x 3 frutos por tratamiento
X 6 intervalos)

La prueba de firmeza se efectud utilizando 7 frutos por tratamiento en cada
ensayo que se evaluaron al inicio y al final de los intervalos (0-15; 0-25). El
nimero de frutos utilizados fue de 84 (2 ensayos x 3 tratamientos x 7 frutos x 2
intervalos)

La prueba de transferencia de gases (oxigeno; didéxido de carbono y etileno se
efectuaron las mediciones diariamente durante 10 dias en el mismo fruto, se

emplearon dos frutos por tramiento en cada ensayo.

Recubrimiento de frutos de tomate

Las cubiertas se aplicaron en los grupos de prueba mediante la técnica de
deposicion de capa por capa, tal como se presenta en la Cuadro 1; no se aplico
ninguna cubierta al grupo de control (sin cubierta).

Los tomates se sumergieron en una solucién de (Alg) o (Alg+Fc) a pH 7.0 durante
10 s, el tiempo se selecciond con base a trabajos previos (Olivas et al., 2007;
Singh et al., 2010) y la idoneidad para su aplicacion en la industria (es decir, se

prefieren tiempos de aplicacibn mas bajos); posteriormente, los frutos se
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enjuagaron con agua destilada con el mismo pH (7.0). Las muestras se secaron
a 30 °C durante 20 min en un horno con circulacion de aire (Binder, EE. UU.); el
procedimiento se repitié utilizando una solucion de (Qui) o (Qui+Fc) a pH 3.0 y
enjuague con agua destilada al mismo pH. Este proceso se repitié con la
deposicion alterna de un total de cinco nanocapas (Cuadro 1). Las muestras de
cada grupo se colocaron en bandejas que se dejaron dentro de una camara de
temperatura y humedad controlada (Binder, EE. UU.) En las condiciones

descritas para el almacenamiento.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos y cubiertas nano-laminadas
aplicadas a frutos de tomate

Capas
Tratamientos 1 2 3 4 5
1. Frutos sin cubierta (SC) - - - - -
2. Frutos con cubierta nano- Alg Qui Alg Qui Alg

laminada (CNL)

3. Frutos con CNL+F. cernua Alg+Fc Qui+Fc Alg+Fc  QuitFc Alg+Fc
(CNL+Fc)

Andlisis fisicoquimicos

Pérdida de peso

La pérdida de peso se evalu6 pesando 5 tomates por tratamiento en balanza de
precision (Mettler AE200, Alemania), al comienzo del almacenamiento (dia 0) y
durante los intervalos de tiempo establecidos para los dos ensayos. El porcentaje

de pérdida de peso se determiné mediante la siguiente ecuacion:

Pérdida de peso (%) = P"—:’L x 100 Ec. (5)

Donde: Pi es el peso de muestra inicial y Pt es el peso de muestra final.



29

Contenido de sélidos solubles (CSS), acidez titulable (AT) y pH

Las pruebas se realizaron al comienzo del almacenamiento (dia 0) y durante los
intervalos de tiempo establecidos para los dos ensayos. Se emplearon 3 frutos
de tomate de cada tratamiento, se trituraron en un mezclador y se filtraron (50 Q)
al vacio através de papel de filtro Whatman N° 1.

El contenido de sélidos solubles (CSS) es un indice de concentracién de solidos
solubles. El jugo de la fruta (grupos de prueba y control) se us6 para determinar
el CSS segun el método AOAC 932.12 (AOAC, 1997) usando un refractdmetro
(HI 96801, Hanna Instruments Inc., Rumania) previamente estandarizado con
agua. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

La acidez titulable (AT) se determind usando el método AOAC 942.15 (AOAC,
1997), especffico para los derivados de fruta, midiendo la cantidad de NaOH 0.1
mol/L necesario hasta el vire de color de la muestra. Los resultados se
expresaron como porcentaje (%) en gramos de acido citrico equivalente por 100
g de tomate.

La determinacion del pH se realiz6 usando un medidor de pH (Hanna Instruments
Inc., Rumania). Después de la homogeneizacion de las muestras, el pH se midié
por inmersion directa del electrodo.

Color

Los valores del color de la piel del tomate se midieron usando un colorimetro
Minolta (CR 400, Minolta, Japdn) y se registraron las lecturas promedio en tres
puntos en la circunferencia de los frutos, las mediciones se realizaron al comienzo
del almacenamiento (dia 0) y durante los intervalos de tiempo establecidos para
los dos ensayos.. El instrumento fue calibrado contra una placa de color blanco
estandar. En un colorimetro Minolta, el valor a* corresponde al grado de
enrojecimiento, mientras que el valor b* representa el amarillo. En este estudio,
los resultados presentan como valores de enrojecimiento para frutos de tomate
de acuerdo con la escala propuesta por Batu (2004) (Cuadro 2). Elenrojecimiento

se calculé con la siguiente ecuacion:
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Enrojecimiento = Z—i Ec. (6)

Cuadro 2. Clasificacion de las etapas maduras de la fruta de tomate segun los
valores de enrojecimiento. Adaptado de Batu (2004).

Valores de enrojecimiento  Etapas de color de tomate

(@*/b*)* USDA
-0.59 to -0.47 Verde
—0.47 to —0.27 Amarillo-verdoso

—0.27 t0 0.08 Torneado
0.08 to 0.60 Rosado
0.60 t0 0.95 Rojo claro
095t01.21 Rojo

Firmeza

La firmeza de los frutos se determind al inicio y al final de la vida de anaquel, se
emplearon 7 tomates al inicioy 7 al final. Se utilizd un analizador de textura
(TA.XT, Stable Micro Systems, Reino Unido). El tomate se coloco en el centro de
la plataforma y se midio la fuerza (N) necesaria para penetrar 20 mm en la fruta
en el punto de ruptura (el punto de ruptura se determiné mediante el tipo de
disparador de fuerza automatica, con una fuerza de disparo de 0.049 N) con una
sonda cilindrica de acero inoxidable de cabeza plana de 5 mm (sonda P/5) con
una velocidad de prueba previa de 1.50 mm/s, una velocidad de prueba de 5
mm/s y una velocidad de prueba posterior de 10.00 mm/s. Se realizaron 3
mediciones por tomate y los resultados fueron la media + SE (n = 21) y se

expresaron en Newton (N).

Analisis microbiologicos

Los analisis microbiolégicos se realizaron contando los microorganismos
mesofilos aerdbicos totales y los hongos y levaduras durante el almacenamiento
a temperatura ambiente y en frio, segun Olivas et al. (2007). Se retiraron 3
tomates por cada tratamiento de la camara de almacenamiento, los cuales fueron

molidos utilizando un procesador de alimentos, se colocaron 10 g de muestra en
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una bolsa stomacher con filtro, estéril (VWR Scientific, EE. UU.), que contenia 90
mL de agua peptonada estéril (0.1%). Esto se mezclé durante 120 s usando un
mezclador Stomacher (3500, Reino Unido), en seguida se realizaron diluciones
seriadas (10-1 hasta 10°), y 1 mL de las diluciones decimales seriadas del filtrado
en peptona al 0.1% (de cada tratamiento) se vertié por duplicado en placas Petri
y posteriormente se agrego el medio de cultivo agar de recuento en placa (PCA)
(Ruelas-Chacén et al., 2017); después de agregar el medio, se hacian girar las
placas Petri a la derecha y a la izquierda; se dejaron solidificar y se incubaron a
37 °C durante 2 dias para contar los microorganismos mesofilos aerobios. Las
mismas diluciones decimales se extendieron con agar dichloran-rose Bengal-
cloranfenicol (DRBC) Yy se incubaron durante 5 dias a 25 °C para contar hongos
y levaduras. Los andlisis se realizaron con tres repeticiones. Los resultados se
expresaron en logaritmo de unidades formadoras de colonia por gramo (log
CFU/qg).

Tasa de transferencia de gas y produccion de etileno

Las mediciones de las tasas de transferencia de Oz, CO2 y produccion de etileno
de los tomates (con y sin cubierta) se llevaron a cabo utilizando el método de
sistema cerrado con aire como atmdésfera inicial segun Cerqueira et al. (2009)
con algunas modificaciones. Brevemente, se coloco cloruro de potasio y cloruro
de bario en solucion salina saturada para las condiciones de HR =85% a 20° C
y HR = 90% a 11 °C, respectivamente, en el fondo de un recipiente de vidrio de
2 L para lograr la humedad relativa deseada. Mas tarde, se colocd una muestra
entera de fruta intacta dentro del recipiente, separandose de la solucion salina
saturada mediante una malla. El sistema se cerr0 y se almacené a 20 °C y 85%
de HR u 11°C y 90% HR. Las concentraciones de O2, CO2y etileno dentro del
contenedor se midieron extrayendo muestras de gas con una jeringa de 500 pl,
adecuada para la cromatografia de gases (Hamilton, Suiza) a través de un septo
de silicona instalado en la tapa del contenedor.

El contenido de etileno en los recipientes de vidrio se determind utilizando un

cromatografo de gases (Varian Star 3400 CX, EE. UU.) Equipado con un detector
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de ionizacion de llama (FID) a 280 °C, una columna no polar Varian y helio (1
ml/min) como gas portador. Se us6 una muestra estandar de etileno (500 ppm)
para la calibracion. Por otro lado, el contenido de Oz y CO2z en los envases de
vidrio se midi6 empleando un cromatégrafo de gases (Bruker Scion 456,
Canada), equipado con un detector de conductividad térmica (TCD) a 130 °C y
dos canales para separar O2 y COz2. Por lo tanto, la columna Molsieve y el argén
(60 ml/min) como gas portador se usaron para separar el O2, mientras que el CO2
se separ6 a través de una columna Poraplot y el helio (4 ml/min) como gas de
arrastre. Se usé una mezcla que contenia 10% de COz2, 20% de O2 'y 70% de N2
como muestra estandar para la calibracion. Se realizaron dos repeticiones para
cada tratamiento de fruta y se tomaron tres muestras de inyeccion de cada
recipiente. El contenido de gases (O2, CO2y etileno) en los contenedores se midio
diariamente hasta que se mantuvo constante.

La tasa de consumo de O2 se calculé mediante la Ec. (7), Mientras que las tasas
de produccion de COz2 y etileno se determinaron aplicando la ecuaciéon (8) y la
ecuacion (9), respectivamente (Salvador et al., 2002). Estos modelos fueron
desarrollados para un sistema cerrado impermeable a los gases, donde Roz2, Rcoz
Y Retileno representan la tasa de consumo de Oz y las tasas de produccién de CO2
y etileno (cm®Kg h), respectivamente, Piwomate €S el peso de la fruta (Kg), y Vi

representa el volumen libre del contenedor (mL).

Promate

Ay, = = Ry, Dizmeeedt Ec. (7)
Promate

dyCOZ = RCOZ %dt Ec. (8)

P omate
AYetiteno = Retiteno % dt Ec. (9)
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El volumen libre se calculé con la ecuacion (10), donde VP es el volumen total
del contenedor (ml), Ptomate €S el peso de la fruta (kg) y p tomate, €s la densidad del

tomate.

Ve =V, —— Ec. (10)

Ptomate

Los graficos de O2 consumido y CO2 y etileno producidos contra el tiempo se
usaron para calcular las pendientes, que corresponden a las derivadas, dy/dt de
cada gas.

La tasa de respiracion (consumo de O2y la produccion de COz) es un aspecto
Importante a tener en cuenta, pues en la medida en que la fruta presente una alta
intensidad respiratoria, las reservas alimenticias se agotaran pronto y la fruta
iniciara la etapa de senescencia o muerte. Este factor esta fuertemente ligado
con las condiciones de temperatura y concentracion de los gases circundantes.
Por lo tanto, deben buscarse las condiciones que conduzcan a reducir la tasa de

respiracion de la fruta para prolongar su vida util (Garcia, 2008).

Andlisis estadistico pruebavida de anaquel

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias de Tukey (p <0.05) para los ensayos a temperatura
ambiente y para los ensayos en frio, el andlisis se realizd6 a (p<0.1). Para las
variables de andlisis fisicoquimicos se utilizd el programa estadistico StatSoft,
Inc. (2011). STATISTICA (sistema de software de analisis de datos), version 10.
Para los analisis microbiologicos se emple6 SAS-PC System® software (version
9.1.3) para Windows. Mientras que para los datos de transferencia de gases fue

el programa GraphPad Prism (version 6.1).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion Fitoquimica

Contenido de fenoles totales

Los resultados del analisis estadistico de contenido de fenoles totales (CFT) de
F. cernua mostraron que los extractos acuosos, para ambos tejidos, eran mas
ricos en contenido fendlico (p <0.05) que los extractos de etanol. El extracto
acuoso de las ramas presentd el contenido mas alto (p <0.05) con 12.91 mg
GAE/100 mg de extracto en comparacion con el resto de los extractos de esta
planta (Cuadro 3). En el caso de F. microphylla, el extracto de etanol de hojas
presentd el mayor contenido (p <0.05) con 31.46 mg GAE/100 mg de extracto
(Cuadro 3); ademas, para F. retinophylla, el extracto de etanol de hojas fue el
mas alto (p <0.05) con 32.53 mg de GAE/100 mg de extracto; los contenidos de
los extractos acuosos de hojas y ramas, fueron aproximadamente 50% mas bajos
gue las hojas de extracto de etanol (Cuadro 3). Los resultados presentados en
este estudio para F. cernua son diferentes a los reportados por otros
investigadores, esto podria estar en funcion de los factores ambientales, tales
como temperatura, precipitacion (estrés hidrico), condiciones de luz y desarrollo
fenoldgico de la planta, en los sitios donde las muestras fueron recolectadas
(Silva et al., 2012). Wong-Paz et al. (2015), reportaron 0.79 mg GAE/100 mg de
CFT en una extraccion de F. cernua realizada durante 2 h, estos autores también
reportaron para el extracto de etanol/agua de F. cernua en concentraciones de
0%, 35% y 70%, resultados CFT de 0.209 mg GAE/100 mg, 1.024 mg GAE/100
mgy 0.795 mg GAE/100 mg, respectivamente. Estos resultados fueron inferiores
alos obtenidos en este estudio. Salazar et al. (2008) reportaron para hojas, tallos,
raices y flores de F. cernua un CFT de 1.5 mg GAE/100 mg, 5.1 mg GAE/100
mg, 2.9 mg GAE/100 mg, y 4.6 mg GAE/100 mg, respectivamente, valores que
son inferiores a los reportados en este estudio. Martins et al. (2012) reportaron
en las hojas de Larrea tridentata (arbusto de creosota) valores de CFT que varian

de 33.4 a 20.1 mg de GAE/100 mg. Estos valores estan de acuerdo con los
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resultados obtenidos para F. microphyllay F. retinophylla de extractos de etanol
de hojas, en este estudio. Estos resultados son interesantes debido a las
aplicaciones bioldgicas que los extractos podrian tener.

El contenido fendlico presente en los extractos de hojas de F. microphyllay F.
retinophylla en etanol es notablemente mayor en comparacién con el CFT que se
ha notificado para F. cernua, ademas de que no hay informes cientificos con
respecto a CFT de estas dos especies. De acuerdo con los resultados obtenidos,
F. cernua, F. microphyllay F. retinophylla son fuentes naturales de compuestos
fendlicos con efectos inhibidores viables contra patdgenos que afectan a las

plantas.

Actividad antioxidante

El ANVA para la actividad antioxidante de F. cernua mostré el contenido mas alto
(p <0.05) de DPPH% y FRAP para las hojas (79.74% y 22.85 mEqTrolox/100 mg
de extracto, respectivamente) y ramas (51.88% y 20.77 mEqTrolox / 100 mg de
extracto, respectivamente), ambos tejidos en extractos acuosos (Cuadro 3). Para
F. microphylla, la actividad antioxidante mas alta (p <0.05) por DPPH% y FRAP
fue para extracto de etanol de hojas con 94.98% y 71.98 mEqTrolox/100 mg de
extracto, respectivamente (Cuadro 3). En relacion con F. retinophylla, los
extractos acuosos de hojas y ramas mostraron la mayor actividad antioxidante
(p<0.05) por DPPH%; y para el método FRAP, la mayor actividad antioxidante se
observd en el extracto acuoso de las ramas. Las tres especies de Flourensia
presentaron una alta actividad antioxidante, destacando F. microphylla con
94.98% para el extracto de hojas en etanol y 82.35% para el extracto acuoso de
las ramas. Salazar et al. (2008) reportaron actividad antioxidante para F. cernua
en hojas, tallos, raices y flores de 27.9%, 88.1%, 85.1% y 51.3%,
respectivamente. Los resultados reportados por estos autores son inferiores a los
resultados obtenidos en este estudio para las hojas de extractos de etanol de F.
cernua, asi como para F. microphylla y F. retinophylla. La diferencia en los
resultados podria atribuirse al solvente y al proceso de extraccion utilizado, asi

como el sitio y la temporada de muestreo donde se recolectaron las plantas, lo
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gue impacta en la biosintesis de compuestos quimicos (Silva et al., 2012). De
Leon-Zapata et al. (2016) determinaron la actividad antioxidante de F. cernua por
DPPH% a diferentes concentraciones de extractoS acuosos obteniendo
resultados de 21.37% (500 mg/ L) a 89.45% (4000 mg/L), la actividad de mayor
concentracibn mencionada, esta de acuerdo con lo reportado en este estudio

para el extracto acuoso de hojas de F. cernua.

Cuadro 3. Contenido de fenoles totales (CFT) y actividad antioxidante de
extractos de Flourensia spp.

Actividad antioxidante

CFT DPPH FRAP
Extracto
(mg acido galico/100 mg (%) (mEqTrolox/

extracto) 100 mg extracto)
FCEAH 10.82 + 0.85b 79.74 + 4.09a 22.85 +1.02a
FCEEH 8.99+ 0.57c 36.38 + 0.57c 9.28 + 0.39d
FCEAR 12.91 £+ 0.44a 51.88 +4.98b 20.77 £0.47b
FCEER 8.63 £0.41c 38.22 + 1.69c 13.11 £ 1.06¢c
FmEAH 13.13 £ 0.83c 51.83 + 3.88d 23.31 +1.22c
FmEEH 31.46 + 2.54a 94.98 + 6.85a 71.98 + 2.54a
FmEAR 17.80 + 0.68b 82.35 +0.57b 3753 +£2.67b
FmEER 11.92 £+ 0.41c 70.17 £ 3.72c 21.03 £ 0.88c
FrEAH 14.27 £ 0.67b 25.36 + 0.86b 11.15+0.57b
FrEEH 3253 +1.18a 50.09 £ 0.72a 10.60 + 0.76b
FrEAR 16.54 +1.84b 50.53 + 0.40a 26.19 + 1.02a
FrEER 7.82 £0.89c 23.06 £ 2.47b 7.32+0.19c

Fc: F. cernua; Fm: F. microphylla; F. retinophylla; EEH: extracto etanol hojas;
EER: extracto etanol ramas; EAH: extracto acuoso hojas; EAR: extracto
acuoso ramas. Los datos representan la media £ SD de tres determinaciones.
Diferentes literales en la misma columna indican diferencia estadistica entre la
misma especie de Flourensia (p<0.05).
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El resultado reportado para la actividad antioxidante por DPPH% del extracto de
etanol de F. microphyllaen este estudio, es el mismo que el reportado para las
hojas de L. tridentata en etanol al 90%. Este resultado confirma el potencial
biolégico de F. microphylla,ya que se ha informado que la creosota es una fuente
de compuestos naturales con actividades bioldgicas de gran interés en el area
de la salud, asi como actividades antivirales, antifingicas, antimicrobianas y

antitumogénicas (Martins et al., 2012).

Composicion Quimica de Extractos

Los resultados de la composicion quimica obtenida de los extractos de Flourensia
spp. por GC-MS se presentan enlos Cuadros 4-9. La informacion presentada es:
tiempo de retencion (TR), nombre del compuesto, formula molecular, peso
molecular (PM) y concentracién (% del area). Solo se presentan los compuestos
mayoritarios. El nimero del compuesto corresponde al orden de aparicion en el

cromatograma.

Flourensia cernua

Los resultados del analisis GC-MS de extractos de etanol y acuosos de hojas y
ramas de F. cernua se muestran en los Cuadros 4 y 5, respectivamente. Los
compuestos identificados en los extractos de etanol fueron 17 en hojas y 10 en
ramas, Yy los identificados en los extractos acuosos fueron 8 en hojas y 6 en

ramas.

Extractos de etanol de hojas

La mayoria de los compuestos identificados se muestran en el Cuadro 4, y en
orden de abundancia fueron: epodxido de isoaromadendreno, de naturaleza
sesquiterpénica oxigenada, seguido de a-curcumeno, de naturaleza
sesquiterpénica. Estos dos compuestos han sido reportados por sus actividades
antimicrobianas e insecticidas (Pérez-Hernandez et al., 2009). Ademas, el acido
pterin-6-carboxilico, que es de naturaleza pirazina; seguidos de B-cariofileno y B-

eudesmol, ambos compuestos sesquiterpenos oxigenados con actividades
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antimicrobianas, insecticidas, antiinflamatorias y antimutagénicas (Goren et al.,

2011; Szoke et al., 2003); y etil-iso-allocholate, de naturaleza esteroidea, con

actividades antimicrobianas, antiinflamatorias y antiasmaticas (Muthulakshmi et
al., 2012).

Cuadro 4. Compuestos quimicos identificados en los extractos de etanol de
hojas y ramas de F. cernua

No TR Nombre del compuesto Formula PM % Area
(min) molecular
Hojas
1 7.36 Pterin-6-4cido carboxilico C7HsNs03 207 8.90
2 251 pB-Cariofileno C1s5H24 204 7.99
4 13.25 a-Curcumeno CisH22 202 10.97
12 15.62 B-eudesmol C15H260 222 7.21
14 16.85 Epodxido de isoaromadendreno C15H240 220 22.26
17 19.71 Etil-iso-allocholate C26H4405 436 4.68
Ramas
3 20.54 2-methyl-2-[2-[2,6,6.trimethyl-3- C16H240 248 10.01
methylenecyclohe x-1-enyl)-vinyl-
[1,3]dioxolane
5 21.04 S-indacene-1,7-dione,2,3,5,6- C15H24 270 4.61
tetrahydro-3,3,4,5,5,8-hexamethyl
6 21.82 Ethyl iso-allocholate C26H4405 436 2.54
7 22.15 5H-Cyclopropal3,4]benz[1,2-elazulen-  C20H280s 348 7.67
5-one, 1,1a,1b,4,4a,7a,7b,8,9,9a-
decahydro-7b,9,9a-trihydroxy-3-
(hydroxymethyl)-1,1,6
8 23.42 1,4-hexadien-3-one,5-methyl-1-[2,6,6-  Cie6H220 230 19.87
trimethyl-2,4-cyclohe xadien-1-yl]
9 24.11 Phorbol C20H2808 364 8.24
10 25.26 8,8-Dimethyl-3-(4-methyl-5-0x0-2,5- C19H20086 344 11.84

dihydrofuran-2-yloxymethylene)-
3a,4,6,7,8,8b-hexahydro-3H-
indenol[1,2-b]furan-2,5-dione

TR: Tiempo de retencion; PM: Peso molecular.
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Extracto de etanol de ramas

La mayoria de los compuestos identificados se muestran en el Cuadro 4, y en
orden de abundancia fueron: 1,4-hexadien-3-ona, 5-metil-1- [2,6,6-trimetil-2,4-
ciclohexadien-1-il ]; seguido de 8,8-dimetil-3- (4-metil-5-o0x0-2,5-dihidrofuran-2 -
iloximetileno) -3a, 4,6,7,8,8b-hexahidro-3H-indeno [1, 2-b] furan-2,5-diona, la
naturaleza y la actividad de ambos compuestos no se han informado.

El tercer compuesto en abundancia fue 2-metil-2- [2- (2,6,6-trimetil-3-
metilenciclohex-1-enil) -vinil- [1,3] dioxolano, de naturaleza dioxolano; seguido de
forbol, de naturaleza diterpenoide, reportado con actividad antiinflamatoria (Igwe
y Mgbemena, 2014); 5H-ciclopropa [3,4] benz [1,2-e] azuleno-5-ona, 1,l1a, 1b,
44a, 7a, 7b, 8,9,9a-decahydro-7b, -9,9a -trihidroxi-3- (hidroximetil) -1,1,6, la
naturaleza y actividad de este compuesto no se han informado; S-indaceno-1,7-
diona, 2,3,5,6-tetrahidro-3,3,4,5,5,8-hexametilo, de naturaleza aromatica, cuya
actividad no se ha informado. El etil-iso-allocholate también identificado en las
hojas, fue uno de los principales compuestos identificados en las ramas.

Estell et al. (2016) reportaron sobre el extracto de etanol de hojas de F. cernua,
102 compuestos (incluidos 19 compuestos desconocidos). Estos autores,
también identificaron la presencia de B-eudesmol y [B-cariofileno, compuestos
reportados en este estudio. En estudios previos sobre composicion quimica en
hojas de F. cernua, los compuestos identificados fueron principalmente terpenos
(Estell et al., 2013), ademéas de la presencia de flavonoides (Dillon et al., 1976),
sesquiterpenoides y monoterpenoides (Tellez et al., 2001), acetilenos, p-
acetofenonas, benzopiranos y benzofuranos (Bohlmann y Grenz, 1977) y
compuestos polifendlicos como taninos, acido elagico, catequina, quercetina,
galato de metilo, acido cinamico y acido 2-hidroxicinAmico (Ruiz-Martinez et al.,
2011).

Extractos acuosos de hojas
La mayoria de los compuestos identificados se muestran en el Cuadro 5, y en
orden de abundancia fueron: metoxi-fenil-oxima, de naturaleza oxima, con

actividades antioxidantes y antimicrobianas (Al-Tameme et al., 2015);
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isoproturén, de naturaleza amida, con actividad herbicida (Badr y Elkington,
1982); 3, 8,8'-Trimetoxi-3-piperidil-2,2'-binaftaleno-1,1', 4,4'-tetrona y Eudesma-
511 (13) -dien-8,12-olido, ambos compuestos son de naturaleza
sesquiterpénica, con actividades antiinflamatorias y anticancerigenas (da Silva et
al., 2007).

Extractos acuosos de ramas

La mayoria de los compuestos identificados se muestran en el Cuadro 4, y en
orden de abundancia fueron: isoproturon seguido de metoxi-fenil-oxima, estos
compuestos también se identificaron en los extractos acuosos de hojas; 2,3
butanodiol, de naturaleza glicol, cuya actividad no se ha informado; y acido
acético, de naturaleza acido carboxiico, con actividad antibacteriana
(Madhusudhan, 2015).

Cuadro 5. Compuestos quimicos identificados en los extractos acuosos de
hojas y ramas de F. cernua.

No TR Nombre del compuesto Férmula PM % Area
(min) molecular

Hojas
1 6.69 Metoxi-fenil-oxima CsHoNO2 151 20.28
4 9.89 Isoproturdn C12H18N20 206 16.29
7 2154 Eudesma-5,11 (13)-dien-8,12-olido  CisH2002 232 2.14
8 27.48 3, 8,8-Trimetoxi-3-piperidil-2,2'- C28H25NO7 487 2.59

binaftaleno-1,1', 4,4'-tetrona

Ramas
1  4.43 Acidoacético C2H402 60 6.99
4 5.71 2,3 butanodiol C4H1002 90 8.41
5 7.12 Metoxi-fenil-oxima CsHaNO2 151 42.60
6 9.97 Isoproturén CsH1sN20 206 28.538

TR: Tiempo de retencion; PM: Peso molecular.

Flourensia microphylla.

Los resultados del analisis GC-MS del etanol y extractos acuosos de hojas y

ramas de F. microphylla se muestran en los Cuadros 6 y 7. Los compuestos
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identificados en los extractos de etanol fueron 7 en hojas y 9 en ramas. Los

identificados en los extractos acuosos fueron 7 en hojas y 3 en ramas.

Extractos de etanol de hojas

La mayoria de los compuestos identificados, en orden de abundancia (Cuadro
6) fueron: hexilenglicol, de naturaleza poliol, con actividades antibacterianas y
antifingicas (Kinnunen y Koskela, 1991); éster etilico del &cido linolénico y &cido
hexadecanoico, éster etilico, ambos de naturaleza de éster de acido graso, con
actividades antiinflamatorias, hipocolesterolémicas, antioxidantes, nematicidas y
plaguicidas (Rajeswari et al, 2013); 2,5-difluoro-B, 3,4-trihidroxi-N-metil-
bencenoetanamina, de naturaleza fendlica de amina, con actividad no reportada.
Sin embargo, se han reportado amidas sustituidas con actividad anticancerigena
(Pachuta-Stec et al., 2009).

Extractos de etanol de ramas
La mayoria de los compuestos identificados (Cuadro 6), en orden de abundancia
fueron: acido 9,12-octadecadienoico, éster etilico, de naturaleza de éster de
acido graso, con actividad no reportada; hexilenglicol; &cido linoleico y &cido
hexadecanoico, éster etilico, estos compuestos también se identificaron en el

extracto de etanol de hojas.

Cuadro 6. Compuestos quimicos identificados en los extractos de etanol de
hojas y ramas de F. microphylla.

No TR Nombre del compuesto Férmula M. PM % Area
Hojas

1 6.09 Hexilenglicol CeH1402 118 28.59

5 16.64 2,5-difluoro-B, 3,4-trihidroxi-N-metil- CoH11F2NOs 219 3.27

bencenoetanamina

6 22.26 Acidohexadecanoico éster etilico C18Hs3602 284 8.74

7 23.79 Acidolinoleico éster etilico C20H3402 306 9.31
Ramas

1 6.03 Hexilenglicol CeH1402 118 7.74

7 22.25 Acidohexadecanoico éster etilico C18H3602 284 3.66

8 23.43 Acidolinoleico C18H3202 280 4.45

9 23.75 Acido9,12-octadecadienoico C20H3602 308 16.99

TR: Tiempo de retencién en minutos; PM: Peso molecular.
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Extractos acuosos de hojas
La mayoria de los compuestos identificados se muestran en el Cuadro 7 y fueron:
metoxifenil-oxima, de naturaleza oxima, con actividad antioxidante vy
antimicrobiana (Al-Tameme et al., 2015); isoproturén, de naturaleza amida, con
actividad herbicida (Badr y Elkington, 1982),y 2,3 butadienol, de naturaleza glicol,

con actividad no informada.

Extractos acuosos de ramas

El compuesto principal con 94.08% fue acido hexanodioico, éster de bis (2-
etilhexilo) (Cuadro 7), un éster de acido graso. Este compuesto se conoce como
plastificante, pero nunca se ha informado de fuentes naturales (Elleuch et al.,
2010). De los compuestos obtenidos en los extractos acuosos de hojas y ramas
de F. microphylla, se puede observar que los extractos estan formados
principalmente por dos o tres compuestos, a diferencia de las hojas y ramas de
extractos de etanol. Por lo tanto, es relevante continuar con el analisis, el
aislamiento y la identificacion de los principales compuestos, y con los

bioensayos.

Cuadro 7. Compuestos quimicos identificados en los extractos acuosos de
hojas y ramas de F. microphylla.

No TR Nombre del compuesto Férmula PM % Area
(min) molecular
Hojas
1 5.25 2,3 butadienol C4H1002 90 7.66
3 6.80 Metoxifenil-oxima CsHaNO2 151 46.33
5 9.99 Isoproturdn Ci12H1sN2O 206 39.49
Ramas
3 25.85 Acido hexanodioico, éster de bis (2- C22H4204 370 94.08
etilhexilo)

TR: Tiempo de retencién; PM: Peso molecular.
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Flourensiaretinophylla

Los resultados del analisis de GC-MS de los extractos de etanol y acuosos de
hojas y ramas de F. retinophylla se muestran en los Cuadros 8 y 9. Los
compuestos identificados en los extractos de etanol fueron 7 en hojas y 7 en

ramas. Los identificados en los extractos acuosos fueron 6 en hojas y 2 en ramas.

Extractos de etanol de hojas

La mayoria de los compuestos (Cuadro 8) fueron: 9-octadecenamida, (2) -;
hexadecanamida; y octadecanamida. Estos tres compuestos son de naturaleza
amida y se han informado de sus actividades antimicrobianas e inductoras del

suefio (Cravatt et al., 1996; Meenakshi et al., 2012).

Extractos de etanol de ramas

La mayoria de los compuestos (Cuadro 8) fueron: éster etilico de acido linoleico,
de naturaleza éster de acido graso, con actividades antioxidantes, nematicidas y
plaguicidas (Rajeswari et al., 2013); forbol, de naturaleza diterpenoide, con
actividad antiinflamatoria (Wang et al., 2015); 3', 8,8'-Trimetoxi-3-piperidil-2,2'-
binaftaleno-1,1', 4,4'-tetrona, de naturaleza sesquiterpénica, con actividades

anticancerigenas y antiinflamatorias (Al-Tameme et al., 2015).

Cuadro 8. Compuestos quimicos identificados en los extractos de etanol de
hojas y ramas de F. retinophylla.

No TR Nombre del compuesto Férmula PM % Area
(min) molecular
Hojas
5 21.07 Hexadecanamida C16H33NO 255 225
6 22.82 9-octadecenamida, (2) - C18H3sNO 281 46.7
7 23.06 Octadecanamida C18H37NO 283 21.9
Ramas
5 2154 Ester etiico de 4cido linoleico C20H3602 308 27.2
6 23.06 Forbol C20H2808 364 18.4
7 2548 3, 8,8-Trimetoxi-3-piperidil-2,2'- C2sH27NO7 487 14.2

binaftaleno-1,1', 4,4'-tetrona

TR: Tiempo de retencién; PM: Peso molecular.
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Extractos acuosos de hojas
La mayoria de los compuestos (Cuadro 9) fueron: metoxi-fenil-oxima, de
naturaleza oxima, con actividad antioxidante y antimicrobiana (Al-Tameme et al.,
2015); isoproturon, de naturaleza amida, con actividad herbicida (Badr y
Elkington, 1982).

Extractos acuosos de ramas
La mayoria de los compuestos (Cuadro 9) fueron: metoxi-fenil-oxima, de
naturaleza oxima, también identificada en el extracto acuoso de hojas; enalapril,
de naturaleza amina, con actividad hipertensiva (Sakamoto et al., 2005).

Cuadro 9. Compuestos quimicos identificados en los extractos acuosos de
hojas y ramas de F. retinophylla.

No TR Nombre del compuesto Formula PM % Area
(min) molecular
Hojas
1 6.81 Metoxi-fenil-oxima CsHoNO2 151 58.21
3 9.95 Isoproturdn C12H1sN20O 206 32.74
Ramas
1 6.33 Metoxi-fenil-oxima CsHoNO2 151 71.11
2 27.93 Enalapril C20H28N20s 376 28.89

TR: Tiempo de retencién; PM: Peso molecular.

Algunos de los compuestos identificados en los extractos de etanol y acuosos de
hojas y ramas de Flourensia spp, en el presente estudio, se reportan por primera
vez en la especie; y por su naturaleza de compuestos, F. cernua, F. microphylla
y F. retinophylla, podrian considerarse como materias primas para el desarrollo
de productos farmacoldgicos y biofungicidas.

Las diferencias entre los compuestos quimicos identificados en las tres especies
de Flourensia podrian atribuirse a los entornos en los que se desarroll6 cada
especie, como condiciones de luz, temperatura, precipitacion (estrés hidrico) y

tipo de suelo (Silva etal., 2012).
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Efecto de las concentraciones de extractos de Flourensia spp. en hongos

postcosecha in vitro

Identificacién de hongos: F. oxysporum y R. stolonifer

Los resultados de la identificacion por medio de amplificacion por PCR, mostraron
una homologia del 97% con F. oxysporum (1029 pb) con clave MF663655.1; y
con R. stolonifer la homologia fue del 84% (1085 pb) con clave JN543962.1, de
acuerdo al Genbank (Fig. 3).

F. oxysporum

/

f

R. stolonifer

Figura 3. Identificacién de F. oxysporumy R. stolonifer, mediante PCR en gel de
agarosa al 2%.

Actividad antifangica in vitro en F. oxysporum y R. stolonifer

Los extractos acuosos de hojas y ramas y algunos extractos de etanol en las
concentraciones mas bajas de las tres especies de Flourensia mostraron bajos
valores de inhibicién (<20%) de los hongos. Por esta razon, estos valores no se
consideraron en los Cuadros 10-12 para F. oxysporum y los Cuadros 14-16, para
R. stolonifer. Ademas, las CMI de los extractos mencionados anteriormente

tampoco se incluyeron en los Cuadros 13y 17.

Efecto de Flourensia spp. en F. oxysporum
Los resultados del ANVA mostraron que el efecto de la actividad biolégica de F.
cernua, F. microphylla y F. retinophylla sobre F. oxysporum fue altamente
significativo (p <0.05). En los extractos de etanol de hojas y ramas de las tres
especies, el porcentaje de inhibicion de F. oxysporum aumentd significativamente
en cada tiempo de incubacién (Cuadros 10, 11 y 12) a medida que aumentaba la
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concentracién, pero no en los extractos acuosos, que presentaban una baja
inhibicion del patégeno. El efecto mas alto (p <0.05) se presentd a la
concentraciéon de 5000 mg/L de extractos de etanol de hojas y ramas. En hojas,
las inhibiciones fueron: 92.63% para F. cernua; 93.63% para F. microphylla, y
74.4% para F. retinophylla. En ramas, las inhibiciones fueron: 90.1% para F.
cernua, 90.25% para F. microphylla, y 82.65% para F. retinophylla.

Los resultados de la actividad antifungica de los extractos de etanol se reflejaron
en los valores obtenidos a las concentraciones minimas requeridas para inhibir
el patégeno al 50% y 90% (CMlIso y CMIeo). Al final del ensayo (168 h), las CMiso
y CMleo del extracto de etanol de hojas fueron: 619.94 mg/L y 2163 mg/L para F.
cernua; 1901 mg/L y 7205 mg/L para F. microphylla;y 2983 mg/L y 9090 mg/L
para F. retinophylla, respectivamente (Cuadro 13). En ramas, las CMIso y CMIlso
fueron: 1032 mg/L y 4240 mg/L para F. cernua; 2503 mg/L y 8648 mg/L para F.
microphylla; y 3270 mg/L y 7409 mg/L para F. retinophylla, respectivamente
(Cuadro 17).

Cuadro 10. Medias de inhibicion porcentual de F. oxysporum evaluados en
siete tiempos de incubacion con extractos de F. cernua.

Tiempo (h)

Tratamientos

24 48 72 96 120 144 168
(mg/L)

FCEEH4000 100a 91.8ab 87.77ab 87.25a 87.28a 87.36a 87.36a
FCEEH5000 100a 98.19a 95.88a 9397a 93.35a 92.63a 92.63a

FCEER4000 100a 87.86ab 84.39bc 84.52a 85.45a 85.19ab 85.19ab

FCEER5000 100a 95.48a 92.12ab 90.06a 89.64a 90.1a 90.1a

FCEEH3000 85.14ab 79.59b 75.36c 74.34b 7453b 75.34bc 75.34bc

FCEER3000 80.66ab 62.02c 59.94d 59.19c 61.02c 61.18d 61.18d

FCEEH2000 68.4b 61.5c 61.24d 64.62c 65.21bc 65.81cd 65.81cd

FCEAH5000 44.86c 32.99de 29.5ef 25.35e 24.89e 2297fg 22.97fg
FCEER2000 43.87c 33.98d 36.53e 36.82d 38.65d 39.24e 39.24e

Fc: F. cernua; EEH: extracto etanol de hojas; EER: extracto etanol de ramas,
EAH: extracto acuoso hojas. Los resultados inferiores al 30% no fueron
considerados.
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Cuadro 11. Comparacion de medias de inhibicion porcentual de F. oxysporum
en diferentes tiempos de incubacion con extractos de F. microphylla.

Tiempo (h)

Tratamientos 24 48 72 96 120 144 168
(mgiL)

FmEEH4000 100a 89.54ab 87.56bc 85.96bc 85.59bc 83.81bc 82.76b
FmEEH5000 100a 100a 100a  95.69a 96.09a 93.31la 93.63a
FmMEER4000 100a 84.37b 83.81c 81.14c 80.88c 81.34c 77.68b
FmMEER5000 100a 92.69ab 92.26b 91.52ab 91.19ab 90.74ab 90.25a
FmMEER3000 80.55b 69.15c 62.38e 56.98e 56.04e 57.97d 52.01d
FmMEEH3000 74.43b 71.76c 72.76d 69.27d 66.49d 63.55d 61.74c
FmMEEH2000 51.45c 4883d 51.56f 47.07f 45.63f 39.98e 40.13e
FmMEER2000 34.76d 33.27e 36.44g 31.33g 32.60g 30.48f 26.43f

Fm: F. microphylla; EEH: extracto etanol de hojas; EER: extracto etanol de ramas.
Los resultados inferiores al 20% no fueron considerados. Los valores con la
misma letra dentro de cada columna son estaticamente iguales (p<0.05).

Cuadro 12. Comparacion de medias de inhibicion porcentual de F. oxysporum
evaluados ensiete tiempos de incubacidén con extractos de F. retinophylla.

Tiempo (h)

Tratamientos 24 48 72 96 120 144 168
(mg/L)

FrEEH5000 100a 86.09a 84.06a 81.23a 79.4a 77.5la 74.4b
FrEER5000 100a 89.85a 86.11a 84.87a 84.33a 83.78a 82.65a
FrEER4000 86.9ab 75.19b 70.44c 65.9bc 64.09bc 60.7bc  56.4cd
FrEEH4000 81.51bc 74.17b 73.45b 71.35b 685b 65.29b 61.29c
FrEEH3000 70.74c 69.71b 65.57d 61.82c 57.88 54.8c 49.65de
FrEER3000 68.27c 58.70c 54.61le 51.94d 47.98d 47.26d 42.59e
FrEEH2000 49.2d 52.79c 50.44f 44.36e 43.47d 38.73e  32.6f
FrEAH5000 31.88e 40.55d 34.62g 31.07f 31.31e 28.28f 27.8fg

Fr. F. retinophylla; EEH: extracto etanol de hojas; EER: extracto etanol de ramas;
EAH: extracto acuoso de hojas. Los resultados inferiores al 20% no fueron
considerados.
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Jasso de Rodriguez et al. (2007) reportaron la inhibicidn total de F. oxysporum
por extractos de etanol de F. cernua, F. microphylla y F. retinophylla a la
concentracién de 1500 mg/L. Esta concentracidén fue mas baja que las reportadas
en este estudio. Las diferencias encontradas con el estudio mencionado
anteriormente, donde se analiz6 la misma especie, podrian atribuirse a la
variacion en las concentraciones de los compuestos quimicos del material
vegetal, que pueden asociarse al proceso de extraccion, ademas de las fechas
de muestreo, la edad de la planta, estado de crecimiento, variacion estacional y
condiciones ambientales en las cuales las plantas crecieron en sus sitios nativos
(Silva et al., 2012).

Cuadro 13. Concentracién minima inhibitoria 50 y 90 de extractos Flourensia
ssp. para inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum a 168h de incubacion.

95% Limites fiduciales 95% Limites fiduciales
Extracto (Cr:n I\Q}T_O) Inferior  Superior ((rlnl\élllio) Inferior  Superior Chia
FcCEEH 619.94 517.62 722.65 2163 1843 2620 4.08
FCEER 1032 533.86 1648 4240 2493 13398 42.3
FmEEH 1901 1026 3279 7205 3927 5035 58.36
FmEER 2503 1735 4871 8648 4925 7349 38.57
FrEeH 2983 1991 5031 9090 5272 75407 43.03
FrEER 3270 2978 3613 7409 6238 9481 4.87

Fc: F. cernua; Fm: F. microphylla; Fr: F. retinophylla; EEH: extracto de etanol de
hojas; EER: extracto de etanol de ramas.
aValor Chi-cuadrado, significativo a nivel p<0.05.

Los resultados de este estudio fueron menores que los reportados por Ramaiah
y Garampalli (2015), que requirieron 600,000 mg/L (60%) de extractos acuosos
de Solanum indicum, Azadirachta indica y Oxalis latifoliato, inhibieron F.
oxysporum 78.3%, 75% Yy 70.3%, respectivamente. Ademas, Lopez-Benitez et al.
(2005), reportaron una inhibicion de F. oxysporum en 100% y 92.6%, con los
extractos acuosos de L. tridentata y Cinnamomum zeylanicum, respectivamente,
a una concentracion de 50,000 mg/L (5%). El uso de etanol en las extracciones
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de compuestos naturales de plantas, permite recuperar una mayor concentraciéon
de compuestos quimicos con actividad biolégica, que aquellas extracciones
realizadas con agua (De LeOn-Zapata et al, 2016). Esto podria ser una
justificacion de por qué los extractos de etanol requieren concentraciones mas
bajas que los extractos acuosos para lograr una mayor inhibicion de los

patégenos.

Efecto de Flourensia spp. en R. stolonifer

Los resultados del ANVA mostraron que el efecto de la actividad biolégica de las
concentraciones de F. cernua, F. microphyllay F. retinophylla en R. stolonifer fue
altamente significativo (p<0.05). Los extractos de etanol de hojas y ramas de las
tres especies mostraron una alta inhibicion del patégeno de una manera
dependiente de la concentracién (Cuadros 14-16); de tal forma que, al aumentar
la concentracion, el porcentaje de inhibicion de R. stolonifer aumento
significativamente en cada tiempo de incubacién (Cuadros 14-16). Sin embargo,
los extractos acuosos mostraron una baja inhibicién del patégeno. La mayor
inhibicién (100%) estuvo presente a 3000 mg/L en extractos de etanol de hojas y
ramas de F. cernua y F. microphylla. En F. retinophylla, la inhibicidn total se
reportd en hojas y ramas a 4000 mg/L, aunque, inhibiciones de 94% estaban
presentes a 2000 mg/L.

Los resultados de la actividad antifingica de los extractos de etanol mostraron
valores bajos de CMIso y CMloo para las tres especies. Al final de cada bioensayo,
las CMIso y CMleo en extractos de etanol de hojas fueron: 410 mg/L y 1385 mg/L
para F. cernua; 265.12 mg/L y 1662 mg/L para F. microphylla;y 24.10 mg/L y
573.97 mg/L para F. retinophylla, respectivamente (Cuadro 17). En ramas, las
CMilso y CMleo fueron: 958.19 mg/L y 1692 mg/L para F. cernua; 708.61 mg/L y
2394 mg/L para F. microphylla; 80.32 mg/L y 1121 mg/L y para F. retinophylla,
respectivamente (Cuadro 17). Yang y Jiang (2015) reportaron una CMiso de 2900
mg/L para inhibir R. stolonifer con polifenoles del té verde. Esta concentracion es
mas alta que los resultados de CMiso reportados para las tres especies de

Flourensia en este estudio.
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Cabe sefialar que hay pocos estudios de evaluaciéon antifingica de compuestos
bioactivos de F. cernua contra R. stolonifer; De Ledn Zapata et al. (2016),
evaluaron los extractos acuosos de F. cernua a 4000 mg/L, inhibiendo R.
stolonifer 67.40%, estos resultados mostraron una inhibicion menor en relacion
con la obtenida en este estudio sobre el mismo hongo. Ademas, los resultados
de este estudio fueron superiores a los reportados por Jasso De Rodriguez et al.
(2011) que observaron una inhibicion del 40% para R. stolonifer con extractos de
etanol de Agave lechuguilla y Yucca carnerosana a 4000 y 5000 mgl/L,

respectivamente.

Cuadro 14. Comparacion de medias de inhibicion porcentual de R. stolonifer
evaluados con extractos en etanol y acuosos de hojas y ramas de F. cernua.

Tiempo (h)
Tratamientos
(mg/L) 24 48

FCEEH3000 100a 100a
FCEEH4000 100a 100a
FCEEH5000 100a 100a
FCEEH6000 100a 100a
FCEER3000 100a 100a
FCEER4000 100a 100a
FCEER5000 100a 100a
FCEER6000 100a 100a
FCEEH2000 97.13a 95.93a
FCEER2000 91.69a 84.98b
FCEEH1000 72.61b 48.81c

Fc: F. cernua; EEH: extracto etanol de hojas; EER: extracto etanol de ramas,
EAH: extracto acuoso hojas. Los resultados inferiores al 40% no fueron
considerados. Los valores con la misma letra dentro de cada columna son
estadisticamente iguales (p<0.05).
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Cuadro 15. Comparacion de medias de inhibicion porcentual de R. stolonifer
evaluados con extractos en etanol de hojas y ramas de F. microphylla.

Tiempo (h)
TraE?nrglli;ltos 24 48
FmEEH3000 100a 100a
FmEEH4000 100a 100a
FmEEH5000 100a 100a
FmEEH6000 100a 100a
FmMEER3000 100a 100a
FmMEER4000 100a 100a
FmMEER5000 100a 100a
FmEER6000 100a 100a
FmEEH2000 94.08a 91.76b
FmEER2000 93.92a 92.61b
FmEEH1000 73.33b 69.77c
FmEER1000 61.29bc 41.31e
FmEEH500 58.29cd 55.90d

Fm: F. microphylla; EEH: extracto etanol de hojas; EER: extracto etanol de ramas.
Los resultados inferiores al 40% no fueron considerados. Los valores con la
misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales (p<0.05).

Cuadro 16. Comparacion de medias de inhibicion porcentual de R. stolonifer
evaluados con extractos en etanol de hojas y ramas de F. retinophylla.

Tiempo (h)
Tatamiertos 24 48 72
FrEEH4000 100a 100a 100a
FrEEH5000 100a 100a 100a
FrEEH6000 100a 100a 100a
FrEER4000 100a 97.78ab 98.7a
FrEER5000 100a 100a 100a
FrEER6000 100a 100a 100a

FrEEH3000 95.99ab 96.57ab 97.94a



FrEER3000 89.52abc 93.75abc 98.14a
FrEEH2000 84.59bc 90.47abc 94.3ab
FrEER2000 78.76¢cd 86.82bcd 94.25ab
FrEEH1000 75.57cd 84.26cde 89.36bc
FrEER500 65.36d 77.07de 86.32bc
FrEEH500 65.09d 75.23e 84.82c
FrEER1000 49.59e 51.13f 71.03d
FrEEH50 43.66e 55.87f 66.31d
FrBEE50 4.74f 25.23¢g 45.27e
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Fm: F. retinophylla; EEH: extracto etanol de hojas; EER: extracto etanol de
ramas. Los resultados inferiores al 40% no fueron considerados. Los valores con
la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales (p<0.05).

Cuadro 17. Concentraciéon minima inhibitoria 50 y 90 de extractos F. cernua, F.
microphylla y F. retinophylla para inhibir el crecimiento micelial de R. stolonifer
en diferentes tiempos de incubacion.

95% Limites

95% Limites

fiduciales fiduciales
Extracto Tle(hm)po (Cr:n I\él}sl_c; Inferior  Superior (Cr:n '\g}io) Inferior Superior Chi@
24  410.05 303.68 525.14 1685 1315 2278 8.55
FeEEH 48  958.19 920.30 997.11 1692 1602 1798 1.96
FCEER 24 44090 316.30 577.40 2115 1608 2976 9.76
48 958.19 920.30 997.11 1692 1602 1798 1.96
FMEEH 24 28471 21401 36217 1491 1181 1955 5.75
48 265.12 197.08 340.21 1662 1307 2200 543
FmEER 24  377.84 259.86 506.15 1893 1429 2688 9.60
48 708.61 419.16 1027 2394 1625 4407 32.23
24 119.97 7331 175.05 1744 1285 2513 493
FrEEH 48 54.68 32.09 82.40 1055 804.45 1428 2.99
72 24.10 13.80 37.26 573.97 450.06 73740 1.75
24 39094 237.31 55535 2750 2005 4189 9.67
FrEER 48 228.05 130.91 34278 2274 1557 3718 10.55
72 80.32 4210 128.08 1121 787.93 1694  6.28

Fc: F. cernua; Fm: F. microphylla; Fr: F. retinophylla; EEH: extracto de etanol de
hojas; EER: extracto de etanol de ramas. 2Valor Chi-cuadrado, significativo a nivel

p=<0.05.
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La actividad antifangica de los extractos de etanol de hojas y ramas de F. cernua,
F. microphyllay F. retinophylla en F. oxysporum y R. stolonifer, podria atribuirse
alos compuestos identificados en esta investigacion, tales como: sesquiterpenos,
diterpenos, ésteres de acidos grasos, polioles, amidas, aminas, benzofuranos y
dioxolano; que han sido reportados con actividades antioxidantes,
antimicrobianas, antibacterianas, antiinflamatorias, insecticidas, nematicidas,
pesticidas y antifingicos (Igwe y Mgbemena, 2014; Rajeswari et al., 2013;
Meenakshi et al., 2012; Muthulakshmi et al., 2012; Kinnunen y Koskela, 1991).
Los mecanismos de accion de los compuestos identificados en los extractos que
causan la inhibicion antifingica no se conocen; sin embargo, se conoce el
mecanismo de los fenoles contra los patdgenos, ya que estos compuestos
producen una inhibicién enzimética por su oxidacién y los taninos que inhiben la
sintesis de proteina en la célula (Rodriguez-Pedroso et al., 2012). La alta
concentracion de compuestos fendlicos en los extractos de etanol de las hojas
de F. microphyllay F. retinophylla, promueve una alta actividad antioxidante de
los extractos, que a su vez promueve una alta actividad antifungica.

La interaccion sinérgica de la actividad antioxidante de los compuestos quimicos
identificados en los extractos de etanol de Flourensia spp. aumenta su capacidad
inhibitoria frente a F. oxysporum y R. stolonifer (Rodriguez-Pedroso et al., 2012).
El efecto de estas interacciones podria ser muy Util en la lucha contra los
patégenos.

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede considerar
gue la alta efectividad antifingica de los componentes bioactivos, F. cernua, F.
microphyllay F. retinophylla tienen el potencial de desarrollar biofungicidas contra
hongos fitopatdgenos, que atacan los frutos en postcosecha. Ademas, los
biofungicidas representan una alternativa para el desarrollo de la quimica verde,
aplicada a la agricultura.

También es importante mencionar que el proceso reportado en esta investigacion
para obtener un extracto de etanol crudo es una alternativa econdémica para

recuperar un agente antifingico y antioxidante de alta efectividad para diferentes
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aplicaciones agricolas, lo que le da un valor agregado en comparacion con otros
procesos, que requieren etapas de purificacion posteriores, lo que aumenta el
costo de las tecnologias desarrolladas.

Debido a las actividades biologicas de F. cernua, F. microphyllay F. retinophylla
reportados en esta investigacion, en el futuro es necesario llevar a cabo un
programa de domesticacion para tener suficiente material vegetal para obtener
los compuestos biofungicidas. En investigaciones previas, se ha logrado la
domesticacion de especies de plantas silvestres de uso tradicional, como
Parthenium argentatum Gray (Rodriguez-Garcia et al, 2002) y Lesquerella
fendleri (Gray) S. Wats. (Rodriguez Garcia et al.,, 2007), que han demostrado
tener varias aplicaciones industriales. Por lo tanto, existe la posibilidad de

industrializacion y comercializacién de F. cernua, F. microphyllay F. retinophylla.

Caracterizacion de cubiertas nanolaminadas sobre PET

Potencial zeta

Las muestras de PET fueron previamente aminolizadas y tratadas con HCI para
cargar positivamente la superficie del soporte (PET A/C). Por lo tanto, la primera
capa de la cubierta cargada negativamente (capa de alginato) interactuara con la
superficie del soporte mediante fuerzas electrostaticas y luego con la capa de
carga positiva posterior (quitosano). Para garantizar que las interacciones fueran
posibles a través de fuerzas electrostaticas, se confirmé las cargas opuestas de
cada una las soluciones componentes de la multicapa, mediante la determinacién
del valor de potencial zeta (Cuadro 18). Se encontr6 que el valor del potencial
zeta para el alginato puro, fue de -75.77 £ 1.10 mV a pH 7.0, mientras que la
incorporacion de F. cernua a la solucion, aumento significativamente (p <0.05) el
valor a -42.50 £ 1.42 mV a pH 7.0. Se garantizo la interaccién electrostéatica, ya
gue el quitosano puro y funcionalizado con F. cernua present6 cargas de 52.03 +
261 y 4540 + 1.93 mV a pH 3, respectivamente. Las cargas positivas de
guitosano se deben a la protonacién de los grupos amino (-NH3 *) presentes en

su estructura a pH 3.0 (Martins et al., 2010). Esta condicion fue suficiente para
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apoyar la interaccion electrostatica y promover el autoensamblaje para construir
las cinco capas de los recubrimientos nanolaminados. Los valores obtenidos en
el presente estudio, coinciden con los obtenidos por otros autores, Carneiro-da-
Cunha et al. (2010) reportaron -62.13 + 4.01 mV para la solucién de alginato de
sodio y +58.28 + 4.18 mV para la solucién de quitosano; por su parte Medeiros
et al. (2012b) obtuvieron valores de +43.17 + 3.03 mV a pH 3 para quitosano, de
igual forma, Pinheiro et al. (2012) de +45.83 + 3.35 mV a un pH similar. Estos
autores sefialan que las cargas opuestas de alginato y quitosan (en solucién),
mostraron que pueden interactuar por fuerzas electrostaticas, logrando asi el

autoensamblaje de las capas.

Cuadro 18. Potencial zeta de las soluciones polielectrolito

Soluciones Potencial zeta (mV)
Alginato -75.77 £1.10 b
Alginato + Fc -4250+1.42 a
Quitosano 52.03+261la
Quitosano + Fc 4540+1.93b

Los valores representan el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
Valores con las mismas literales en cargas iguales, no presentan diferencia
significativa por la prueba de Tukey (p<0.05).

Angulo de contacto

Fabra et al. (2016) sefialan que las mediciones de angulo de contacto son
herramientas utiles para determinar la naturaleza hidrofébica o hidrofilica de la
superficie de las cubiertas: valores mas bajos (6 < 20°) estdn cercanamente
relacionados con supercies humectables; por el contrario, las superficies
hidrofébicas muestran altos valores (6 > 70°) del angulo de contacto. Los valores
de angulo de contacto observados en PET, PET A/C y de las capas sucesivas,
se muestran en la Figura 3. El caracter hidrofébico del PET original, se confirmé
por el alto valor obtenido para su angulo de contacto (82.93 £ 1.479), el cual
coincide con el reportado en estudios previos (Carneiro-da-Cunha et al., 2010;
Pinheiro et al., 2012). Después de la amindlisis, la superficie del PET exhibié un

angulo de contacto significativamente menor (p<0.05) (71.15 + 3.99), lo que
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significa que el PET A/C es menos hidrofébico que el PET original. Carneiro-da-
Cunha et al. (2010) y Pinheiro et al. (2012) reportaron una disminucién en el
angulo de contacto de 78.37 a 63.21° y de 81.78 a 73.56°, respectivamente,
después de la amindlisis del PET. Ademas, la diferencia obtenida en el angulo
de contacto entre el original y el PET A/C confirma que el proceso de amindlisis
se realizé con éxito. Los resultados del angulo de contacto también exhiben un
comportamiento distinto cuando la capa mas externa varia entre alginato y
quitosano (funcionalizado o no), confirmando que el recubrimiento se ensamblo
progresivamente mediante deposicion alterna de estos dos polielectrolitos (Fig.
4). Se observo que los angulos de contacto del conjunto de capas de quitosano
eran mas altos que los de las capas de alginato, estos resultados pueden
explicarse por la mayor hidrofobicidad del quitosano en comparacién con el
alginato (Medeiros et al., 2012b).
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Figura 4. Angulo de contacto medido en PET original, soporte PET A/C y en cada
una de las cinco capas sucesivas que contienen: CNL y CNL+ Fc, después de 15
s de aplicacion de la gota. Cada punto es la media de 15 mediciones y las barras
indican el error estandar.

La incorporacién del extracto de etanol de hojas de F. cernua (Fc) no influyd en
la naturaleza hidréfila o hidr6foba del alginato y el quitosano, respectivamente.
Como la capa mas externa es alginato, el recubrimiento nanolaminado producido

exhibe un angulo de contacto de aproximadamente 13.95+2.31 y 13.17+£3.77°
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(CNL+Fc y CNL, respectivamente), lo que lo convierte en un recubrimiento
relativamente hidréfilo. Ademas, las diferencias encontradas con respecto al
angulo de contacto con el agua en las capas de alginato y quitosano también
pueden estar relacionadas con otros factores por ejemplo, su composicion
qguimica, el nivel de interpenetracién de la capa mas externa por segmentos de
la capa de polimero, previamente adsorbida y al hinchamiento de las capas
cuando estan en contacto con las gotas de agua (Pinheiro et al., 2012). Como ya
se menciond anteriormente, las mediciones de angulo de contacto ayudan a
seguir la deposicion de capas sucesivas sobre PET A/C.

Permeabilidad al vapor de agua (PVA) y al oxigeno (PO2)

Se evaluaron las propiedades de barrera a los gases del recubrimiento
nanolaminado, usando el soporte PET A/C como referencia. Se midieron las
permeabilidades de vapor de agua y oxigeno (PVAYy POz, respectivamente) y los
resultados se muestran en la Cuadro 19. Una de las principales funciones del
envasado de alimentos es evitar o disminuir la pérdida de agua, por lo tanto, la
PVA debe serlo mas bajo posible (Pinheiro et al., 2012).

Los valores de PVA para del soporte PET A/C; PET A/C con nanocapas y de las
nanocapas solas (Cuadro 19) mostraron una PVA menor en comparacion con los
valores reportados para peliculas comestibles convencionales, compuestas de
alginato y quitosano puro, de 24.6x10-1! g/m.s.Pa. (Hambleton et al., 2009) y
3.8x10!! g/m.s.Pa (Souza et al., 2009), respectivamente. Los valores de PVA
para los recubrimientos nanolaminados CNL+Fc y CNL fueron de 4.17 y 4.20x10"
13 g/m.s.Pa, respectivamente; y no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p> 0,05). Estos resultados coinciden con los reportados por
Pinheiro et al. (2012) y Medeiros et al. (2012b), 2x1013 y 1.9x1013 g/m.s.Pa,
respectivamente. La disminucion en PVA, para las cubiertas nanolaminadas
podria ser atribuido a los fuertes enlaces que se producen entre las sucesivas
capas de alginato y quitosan (Jang et al.,, 2008), que evitan o disminuyen la

difusion de vapor de agua.
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La permeabilidad al oxigeno (PO2), es otro parametro a tener en cuenta en la
vida de anaquel de las frutas y verduras. Una reducciéon del indice de flujo de
oxigeno promueve una reduccion de la oxidacion. La POz de peliculas y
recubrimientos comestibles depende de varios factores, como la integridad de la
pelicula, la relacion entre las zonas cristalina y amorfa, asi como la relacion
hidrofilica/hidrofobica (Medeiros et al., 2012a). Los valores de POz obtenidos para
los nanolaminados fueron de 2.02 y 5.50x10-1° g/m s Pa (Cuadro 19), que son
similares al reportado por Medeiros et al. (2012a) de 1x101> g/m s Pa. Los
sistemas nanolaminados obtenidos (CNL y CNL+Fc) mostraron valores de PO2
significativamente mas bajos (p<0.05) en comparaciéon con el soporte de PET
A/C; lo que significa que las nanocapas muestran una barrera efectiva contra el
fluo de O2. Por otra parte, la presencia del extracto de F. cernua no mostrd

diferencias cuando se comparo con la multicapa utilizada como referencia (CNL).

Cuadro 19. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) y permeabilidad al oxigeno
(PO2) del soporte PET A/C; PET A/C con nanocapas Yy de las nanocapas solas.

PVA (g/m s Pa) POz (g/m s Pa)
PET A/C 1.19x10-11 £ 8.70x1013a  3.90 x10'12 +£1.85 x10-13a
PET A/C — CNL 1.07x10-11 +5.77x1013a 5.41x101% + 5.26x1013 a

PET A/C — CNL+Fc 1.08x101t +2.16x101%a  7.50 x10-13 + 3.70x1013a
CNL 4.20x1013+ 2.04x10 b 2.02 x10*°+ 1.01x105b
CNL+Fc 4.17x1013+ 7.62x10%b  5.50 X101 + 4.49x10-%°b

Los valores representan el promedio experimental de 6 repeticiones * desviacion
estandar. Las literales iguales en las columnas, indican que no existe diferencia
estadistica por la prueba de Tukey

Los resultados de PVA y PO2z de los nanolaminados se encuentran dentro del
rango de otros valores reportados, los cuales sugieren que estos recubrimientos
tienen propiedades de barrera selectiva. Estos resultados pueden estar
relacionados con las interacciones existentes entre las cinco nanocapas que

exhiben una estructura de red compacta formada por la matriz polimérica, que
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posiblemente aumenta la tortuosidad y restringe el transporte de moléculas de
agua y oxigeno (Medeiros et al., 2014; Medeiros et al., 2012b).

Microscopia electronica de barrido (SEM) con detector EDS

Las imagenes capturadas en el microscopio electronico de barrido (SEM) para
observar la superficie del soporte de PET A/C, con las cinco capas ya adsorbidas
se muestran en la Figura 5a, b, ¢, y d. Las Figuras 5ay c, muestran la superficie
mas externa de las cinco capas ya adsorbidas en el soporte de CNL(a) y CNL+Fc
(c), a650X, se puede observar que al afiadir el extracto de F. cernua, se presenta
una superficie mas homogénea. La Figura 5b y d muestran las cinco capas de
los dos polielectrolitos, de CNL (b) y CNL+Fc (d). Carneiro-da-Cunha et al.(2010)
y Medeiros et al., (2012) reportaron observaciones similares de cubiertas

nanomulticapa de alginato-quitosano y pectina-quitosano.

El SEM utilizado cuenta con un detector de rayos X y en general se puede decir
gue es una técnica de caracterizacion diferente denominada EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy), la cual permite realizar microandlisis quimico de
manera rapida, utilizando los rayos X fruto de las interacciones inelasticas de los
electrones incidentes. Con los resultados obtenidos por el detector EDS se
construye una grafica entre la intensidad y la energia de los fotones de rayos X
detectados y con gran precision se pueden identificar los elementos presentes en
una determinada muestra, ya que casi todos los elementos quimicos presentan

picos en intervalos de energia caracteristicos.
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Figura 5. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de la superficie
mas externa de las cinco capas adsorbidas, a) PET A/IC CNL y c) PET A/C CNL
CNL+Fc; asi como la imagen de muiltiples capas de b) CNL y d) CNL+Fc.

Estos andlisis se realizaron sobre varias regiones aleatorias de ambas superficies
(CNL y CNL+Fc), en las Figuras 6 y 7 se presentan los resultados del analisis, se
observa la micrografia de la superficie y en el espectrograma de la zona evaluada
se observan los elementos presentes.

Mode: 15kV - Map, Detector: BSD Full

Figura 6. CNL, a) Imagen obtenida mediante SEM de la superficie del sustrato
con la region donde se realizaron mediciones de EDS; b) Grafica de intensidades
Vs. energia caracteristica de los elementos que constituyen el sustrato.
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Mode: 15kV - Map, Detector: BSD Full

Figura 7. CNL+Fc, a) Imagen obtenida mediante SEM de la superficie del
sustrato con la region donde se realizaron mediciones de EDS; b) Gréfica de
intensidades Vs. energia caracteristica de los elementos que constituyen el
sustrato.

En el Cuadro 20 se relaciona cada elemento identificado y su concentracién en
peso, igualmente se presenta el dato en porcentaje atdmico. La muestra que
contiene extracto de F. cernua presenta nitrégeno, mientras que la muestra CNL
no lo presenta; esto podria atribuirse a la presencia del &cido pterin-6-carboxilico
(C7HsNsQO3), tercer compuesto de mayor concentracion identificado en el extracto,
gue junto al quitosano, aumentan la concentracion de nitrdgeno, siendo posible

su identificacidn por esta prueba.

Cuadro 20. Resultados del microanalisis quimico realizado sobre las muestras
de CNL y CNL+Fc.

Conc. Conc.

Cubierta Simbolo Nombre ..
Atomica Peso

CNL C Carbono 72.1 65.99
@) Oxigeno 27.9 34.01

C Carbono 64.82 58.66

CNL+Fc @) Oxigeno 27.46 33.1
N Nitrégeno 7.59 8.01
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Efecto de Cubiertas Nanolaminadas en la Vida de Anaquel de Frutos de
Tomate a 20 °C/85% HR y 11 °C/90% HR

Pérdida de peso

Las cubiertas comestibles producen una atmdésfera modificada entre la cubierta
y la superficie del fruto, protegiendo a los frutos desde su aplicacion hasta el
consumo (Souza et al., 2010). La pérdida de masa de los frutos se produce por
la pérdida de agua, porque otros componentes que pueden ser perdidos (aroma,
sabores y los productos gaseosos de la respiracion), son insignificantes en
relacion a la pérdida de agua (Olivas and Barbosa-Canovas, 2005).

En la vida poscosecha de los cultivos hortofruticolas, una pérdida de peso
superior al 5% es un factor limitante para el consumo y la comercializacion. Es
conocida la relacién positiva entre la pérdida de peso con la temperatura y el
tiempo de almacenamiento (Aktas et al, 2012). Los tomates son muy
susceptibles ala rapida pérdidade agua, lo que causa una contraccién que afecta
su valor sensorial, ya que tienen una piel muy delgada, que ofrece poca
resistencia a la transferencia de masa. Utilizar recubrimientos comestibles
basados en quitosano seria una ventaja, ya que actian como barreras, reducen
la transferencia de agua y protegen la piel de las heridas mecéanicas (Garcia et
al., 2014). El porcentaje de la pérdida de peso de los frutos de tomate, en
condiciones que simulan el almacenamiento a temperatura ambiente y en frio se
muestra en las Figuras 8ay b, respectivamente. Los resultados para la prueba a
20 °C y 85%HR, muestran una diferencia significativa (p<0.05) entre los tres
tratamientos al dia 15, siendo el tratamiento CNL+Fc el que presenta la menor
pérdida de peso (3.83%), a continuacion el tratamiento CNL present6é una pérdida
de peso de 7.21% vy el tratamiento SC tuvo la mayor pérdida con 9.82%. Los
tratamientos con nanocubiertas funcionaron como una barrera a la pérdida de
humedad (Mederios et al., 2012b), y la adiciondel extracto de F. cernua evitdé una
mayor pérdida de agua. Un comportamiento similar fue reportado por Vieira et al.
(2016), al utilizar un nano-recubrimiento de quitosano funcionalizado con fraccion

liquida de A. vera sobre arandanos. Los resultados de la presente investigacion,
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concuerdan con la capacidad de barrera detectada del nanolaminado, que
exhibio valores mas bajos de la permeabilidad al vapor de agua con respecto a
cubiertas convencionales, las cuales fueron evaluadas a temperatura ambiente.
Ruelas-Chacon et al. (2017) reportaron un porcentaje de pérdida de peso mayor
al 15% al dia 16, en tomate con cubierta convencional de goma guar y
almacenado a 22 °C. La diferencia en resultados en relacion a los del presente
estudio, puede atribuirse a las propiedades de barrera mejoradas de los
recubrimientos nanolaminados, que debido a las interacciones electrostaticas
entre las capas adyacentes de alginato y quitosano mas la adicion de F. cernua,
gue provocé un aumento de la tortuosidad de la matriz, disminuyendo asi la
difusion de las moléculas de vapor de agua a través de la matriz de los materiales
(Souza et al., 2014).

Los resultados obtenidos a 11 °C y 90%HR, presentaron diferencia significativa
(p<0.1), siendo los tratamientos CNL+Fc y SC estadisticamente iguales, que
presentaron la menor pérdida de peso durante el desarrollo de la prueba, a los
15 dias de almacenamiento la pérdida de peso fue de 4 y 5% para CNL+Fc y
SC, respectivamente, al final de la prueba la pérdida fue de 7% para ambos
tratamientos. El tratamiento CNL tuvo una mayor pérdida de peso con valores de
8% a los 15 dias y de 10.39% a los 25 dias, resultado similar fue reportado por
Garcia et al. (2014) en tomate, al comparar un tratamiento sin cubierta y uno con
cubierta de guitosano, siendo los frutos de éste Ultimo, los que presentaron una
mayor pérdida de peso después de 37 dias de almacenamiento; los autores
atribuyen dicho comportamiento a una menor adhesividad y extensibilidad de la
cubierta. Es importante sefialar que a los 15 dias de almacenamiento los tomates

con las cubiertas CNL+Fc y SC son aptos para la comercializacion.
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Figura 8. Pérdida de peso (%) de frutos de tomate: sin cubierta (SC), con cubierta
nanolaminada (CNL) y con CNL+Fc; almacenados a) 20 °C y 85% HR; b) 11 °C
y 90% HR. Cada punto es el promedio de cinco determinaciones, las barras
indican la desviacion estandar.

Contenido de solidos solubles (CSS), acidez titulable (AT) y pH

Los valores de CSS, acidez y pH, para frutos de tomate en las condiciones de

almacenamiento evaluadas se presentan en los Cuadros 20 y 21.

Contenido de solidos solubles (CSS)

El contenido de sdlidos solubles (CSS) representa sustancias solubles en agua

como azlcares, acidos, vitamina C y algunas pectinas (Oliveira et al., 1999), el
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90% de CSScorresponde a azlcar, esta variable es usada como un indicador de
contenido de solidos solubles en la etapa de maduracion de los frutos.

En el ensayo a 20 °C y 85% HR (Cuadro 21), se observa que en los tres
tratamientos hubo un ligero aumento en el CSS en los primeros intervalos de
tiempo (3 y 6 dias), y posteriormente el CSS disminuyo al final del ensayo (15
dias), en el casodel tratamiento CNL+Fc al término del ensayo, el CSS fue igual
que al inicio (4.33 °Brix), mientras que en los tratamientos CNL y SC, el CSS
disminuyd (3.9 °Brix). Bhattarai y Gautam (2006), mencionan que en la fase de
maduracion cuando la pérdida de agua ocurre, hay un incremento de CSS debido
al aumento de la concentracion de azicar en los frutos, también citan que en el
caso de que al final del almacenamiento disminuya el CSS en los frutos, es
probablemente a que se presenta un retardamiento en las reacciones de
degradacién de los polisacaridos y del correspondiente consumo de los azucares
resultantes por los tejidos vivos de las frutas. En este ensayo se observo este
comportamiento, menos acentuado en el tratamiento CNL+Fc, lo que se atribuye
a la menor pérdida de agua/pérdida de peso.

En el ensayo realizado a 11 °C y 90% HR (Cuadro 22), los tres tratamientos
presentaron un aumento significativo (p<0.1) en el CSS, siendo el tratamiento
CNL el que mayor incremento tuvo, esto relacionado a que fue el tratamiento con
mayor pérdida de agua/pérdida de peso. El incremento de CSS puede atribuirse
al aumento de la concentracion de azucar en los frutos (Bhattarai y Gautam
2006).

Acidez titulable (AT)

La acidez titulable es otro parametro que cambia con la fase de maduracion,
debido alos acidos organicos que son consumidos durante la postcosecha de los
frutos (Medeiros et al., 2012). La disminucion en la AT en los frutos puede ser
debido a la ruptura de los enlaces de los acidos y transformacion a azicares
presentes en el fruto con la respiracion durante el almacenamiento (Togrul y
Arslan, 2004)
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Los valores de AT a 20 °C y 85% HR variaron significativamente (p<0.05) en el
transcurso del ensayo (Cuadro 20), entre el inicio y final (15 dias) los
tratamientos SC y CNL+Fc tuvieron un decremento de 1 y 2 centésimas en los
valores de AT, en el caso del tratamiento CNL hubo un aumento de 1 centésima.
Las pocas variaciones en los valores de acidez titulable siguieren que la
maduracion de los frutos fue retardada (Medeiros et al., 2010).

Un comportamiento similar se presentd en la prueba a 11 °C, donde los
tratamientos de SC y CNL+Fc presentaron una reduccién (p<0.1) de AT; y el
tratamiento CNL incrementd su valor en 4 centésimas.

Cuadro 21. Propiedades fisicoquimicas de frutos de tomate, durante el
almacenamiento a 20°C y 85%HR.

Tiempo (d)
Variable Tratamiento 0 3 6 9 12 15
CSSs SC 4.178Bbc  4.23Cabc 4 37Aab 4 57Aa 3.638d  3,908Bcd
CNL 4.57Ra 4 7Ba 4.0Ab 4.08b 3.73B¢  3.,90Bbc
CNL+Fc 4.338b  510M 4.27Rc  407Bcd  3.90Ad  4.33Ab
AT SC 0.38%a  (.33Bd 0.34ABcd (0 35Bbed (9 3GAbc (. 37Aab
CNL 0.34Bab  .30Cc 0.34Bab  0.30¢¢ 0.3380  (.35Ba
CNL+Fc 0.39A0b  0.38Abc  (.36Acd (.44 0.36Ad  (0.37Abcd
pH SC 4.52Ra  4.19Cc 4.198¢ 4.268b 4.16Bc  4.178c
CNL 4.18Cc  4.35A2 4.27Ab 4.377a 4.26"b  4.38Ra

CNL+Fc 4.26Bbc  4,23Bc 420" 415Cd  428R0 4344
CSS= contenido de solidos solubles (%). AT = Acidez titulable (%, en gramos de
acido citrico equivalente por 100 g de tomate). Las medias seguidas de las
mismas letras mayusculas no presentaron diferencia significativa (p>0.05) entre
tratamientos (columnas) y las medias seguidas de las mismas letras minusculas
no mostraron diferencia significativa (p >0.05) a través del tiempo (filas).

pH

Los valores de pHa 20 °C y 85% HR de los tratamientos cambiaron ligeramente
durante el almacenamiento de 15 dias (p<0.05), (Cuadro 20). El pH de los frutos
con cubierta se incrementé de 4.18 a 4.38 y de 4.26 a 4.34 para CNL y CNL+Fc,
respectivamente; para los frutos SC el pH disminuyé de 4.52 a4.17. En el ensayo
11 °C y 90% HR (Cuadro 21), los frutos SC y con CNL+Fc presentaron un ligero
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incremento (p<0.1) de pH, mientras que los frutos con CNL no presentaron

diferencia (p>0.1).

Cuadro 22. Propiedades fisicoquimicas de frutos de tomate, durante el
almacenamiento a 11°Cy 90% HR.

Tiempo (d)

Variable Tratamientos 0 5 10 15 20 25
SC 5.27A  4.90C¢  523Acd 5 5OABD 5 @3Ba 5 13Bd
CSS CNL 4.938d  530B¢ 5 20Ac 5 57Ab 5 g80Aa 5 73Aa
CNL+Fc 4.87B¢  557Aa 5 13Acd 5 338Bb 5 (03Cd 5 pQBbe
SC 0.47Aa  0.40Bc  0.41Bbc  (0.43B> (.438>  (.37Bd
AT CNL 0.38Cb  (0.408>  (Q.52Ra  (0.43Bb  (0.43Ab  (.42Ab
CNL+Fc 0.41Bb  (Q.45fa  (.38Bc  (0.41Ab  (0.39Cbc  (.38Bc
SC 4.14Cd  4.20Bc  4.29Bb 4 D0Bc  4.18Bcd 4 34Aa
pH CNL 4.20Bb  432Ra  4.32Aa  4.3]Aa  4,18Bc  4,20Cb
CNL+Fc 4.27Abc  4.23Bcd  4.33Ra 4.31A0  421Ad 4 30Bab

CSS=contenido de solidos solubles (%). AT = Acidez titulable (%, en gramos de
acido citrico equivalente por 100 g de tomate). Las medias seguidas de las
mismas letras mayusculas no presentaron diferencia significativa (p>0.1) entre
tratamientos (columnas) y las medias seguidas de las mismas letras minasculas
no mostraron diferencia significativa (p >0.1) a través del tiempo (filas).

Color

El color es un indicador de la madurez, el mas obvio de la calidad de los frutos
de tomate (Ali et al., 2010). Batu (2004), reporté una escala de valores a*/b*
(indice de enrojecimiento) para expresar el enrojecimiento y su relacion con la
etapa de maduracién de la fruta de tomate (Cuadro 2). El valor a* indica el grado
de enrojecimiento en tomate y b* muestra una decoloraciéon amarilla. Los frutos
de tomate se obtuvieron en la etapa de comercializacion, una vez que el color
rojo se desarrolld y se corrobor6 con los valores reportados por Batu (2004). En
el ensayo a las condiciones de 20 °C y 85% HR (Fig. 9a), los frutos de tomate
con CNL+Fc, CNL y SC, tenian valores del indice de enrojecimiento de 0.9, 0.96
y 0.98 respectivamente (Fig. 9a), correspondiendo el indice a un color rojo claro
para CNL+Fc, y a un color rojo para CNL y SC (Cuadro 2). Después del dia 3 el
tratamiento SC increment6 la intensidad del color rojo, alcanzando un valor de

indice de 1.05 lo que mostré6 mayor avance de la madurez. No se encontraron
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diferencias significativas (p> 0.05) entre los tratamientos con recubrimientos. Los
frutos del tratamiento CNL+Fc mantuvieron la etapa de color rojo claro durante el
periodo del ensayo, el indice tuvo un valor no mayor de 0.93, lo cual mostré que
las cubiertas nanolaminadas retardaron la maduracion de los frutos. Ruelas-
Chacon et al. (2017) reportaron valores a*/b* mayores a 0.95 en tomates con

cubierta tradicional de goma de guar, a los 16 d de almacenamiento.
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Figura 9. Enrojecimiento (a*/b*) de frutos de tomate almacenados (a) 15 dias a

20 °C/85% HR y (b) 25 dias a 11 °C/90% HR. Los valores son la media y las
barras de error muestran la desviacion estandar.

En cuanto a los frutos almacenados a 11 °C y 90% HR (Figura 9b), los valores

del indice de enrojecimiento de los tres tratamientos se mantuvieron en el color
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rojo claro de acuerdo con el Cuadro 2, lo que podria atribuirse a la temperatura
fria en el ensayo; siendo importante resaltar que hubo diferencias significativas
(p<0.01), entre tratamientos, resultando el tratamiento de CNL+Fc con los valores
menores de indice de color durante el ensayo de 25 dias y el tratamiento SC con

los valores mayores.

Firmeza

El proceso de maduracién afecta la textura de fruta y la estructura y composicion
de polisacaridos de la pared celular. (Saladié et al.,, 2007). Los cambios de
reblandecimiento se han asociado con la degradacion de la laminilla media del
parénquima cortical de las células, originando un incremento en la solubilizarian
de pectina, causando minimos efectos en su peso molecular y pequefas

disminuciones en el contenido de hemicelulosa (Garcia et al., 2014).

En los ensayos de almacenamiento para la evaluacion de firmeza de fruto, se
observa (Fig. 10), que en el dia inicial de las pruebas, los valores de firmeza
presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos, siendo
estadisticamente el de mayor valor el tratamiento CNL+Fc, lo que podria
atribuirse a la resina que mejoré la resistencia de la nanocubierta. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Athmaselvi et al. (2013) quienes
encontraron mayor firmeza al inicio de la prueba con frutos de tomate recubiertos
a base de A. vera. En el ensayo a 20 °C/85% HR, se observa a los 15 dias, que
en general hubo una disminucién de firmeza en los tratamientos, presentandose
diferencias estadisticas (p<0.05) entre los mismos, los frutos en el tratamiento
CNL+Fc presentaron la mayor firmeza (3.8 N) y los tratamientos CNL y SC fueron
estadisticamente iguales y con menor firmeza. La mayor firmeza presentada por
el tratamiento CNL+Fc, puede ser atribuida al efecto de la resina del extracto en
la nanocubierta. Ali et al. (2010) reportaron que el recubrimiento de la fruta
propicia altos niveles de CO2 que pueden limitar la actividad de las enzimas que
producen el ablandamiento de la pared celular, lo que permite mantener la

firmeza durante el almacenamiento. Zapata et al. (2007) reportaron reduccién en
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la firmeza de tomate de 11.65 N al corte, a 4.0 N en comercializacién, lo cual
concuerda con la firmeza (3.8 N), alcanzada en el presente estudio por los frutos,
al final del tiempo de almacenamiento (15 dias) en el tratamiento CNL+Fc a 20°C.
En el ensayo de almacenamiento a 11 °C/90% HR, durante 25 dias (Fig. 10), la
firmeza de los tomates disminuyd en general en los 3 tratamientos comparada
con los valores al inicio de la prueba. Los tratamientos con nanocubiertas
resultaron estadisticamente iguales (p<0.1), y con mayor firmeza que el
tratamiento SC. EIl frio influyd para retardar la maduracién del fruto y por

consecuencia retardar la pérdida de su firmeza.
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a =SC ECNL = CNL+Fc
7.0 -
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0.0

Firmeza (N)

Dia 0 Dia 15 Dia 25
(20 °C/85% HR) (11 °C/90% HR)

Figura 10. Firmeza (N) de frutos de tomate: sin cubierta (SC), con cubierta
nanolaminada (CNL) y con CNL+Fc; durante el almacenamiento a 20 °C/85% HR
y 11 °C/90% HR. Los valores son la media de 7 repeticiones y las barras de error
muestran la desviacion estandar.

Andlisis microbioldgicos

Hongosy levaduras

Los resultados microbiolégicos mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05). En el ensayo 20 °C y 85% HR, el tratamiento que mostro
los mejores resultados fue CNL+Fc, ya que este tratamiento inhibié el crecimiento
de hongos y levaduras durante 6 dias (Fig. 11a). Durante el periodo del dia 9 al

15, el tratamiento CNL+Fc mostr6 un menor crecimiento de hongos y levaduras
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gue el tratamiento CNL, el cual a su vez mostr6 un menor crecimiento en
comparacion del tratamiento SC, que presentd el mayor crecimiento

microbiolégico en el ensayo.

Estos resultados evidenciaron que la actividad antifangica del extracto de etanol
de F. cernua demostrada in vitro (Jasso de Rodriguez et al., 2007, 2017), fue
también manifestada en frutos de tomate, lo cual puede estar asociado con la
accion fungicida de F. cernua. Ademas este efecto podria ser promovido por la
combinacion del extracto de F. cernua con el quitosano, del cual se ha reportado
actividad antifingica (Cerqueira etal., 2011; Qiu et al., 2014)

Los resultados microbiolégicos mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.1), en el ensayo 11 °C y 90% HR, el tratamiento que mostro
los mejores resultados fue CNL+Fc, porque este tratamiento inhibio el
crecimiento de hongos y levaduras durante 10 dias (Fig. 11b). Durante el periodo
del dia 15 al 25, el tratamiento CNL+Fc mostré un menor crecimiento de hongos
y levaduras que los tratamientos SC y CNL. Estos resultados confirman la
actividad antifingica del extracto de etanol de F. cernua (Jasso de Rodriguez et
al., 2007, 2017).

De los resultados observados se deduce que las cubiertas nanolaminadas con
ingredientes bioactivos en los dos ambientes y periodo de tiempo diferente (15 y
25 dias de almacenamiento), contindan liberando mas eficientemente el
ingrediente activo (extracto de F. cernua), porque el efecto antifingico continua
contra hongos Yy levaduras durante todo el periodo, alargando la vida de anaquel

de los frutos de tomate.
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Figura 11. Conteo microbiol6gico de hongos y levaduras, durante el tiempo de
almacenamiento de los frutos de tomate: sin cubierta (SC); con cubierta nano-
laminada CNL y con CNL+Fc a 20 °C/85% HR (a) y 11 °C/90% HR (b). Cada
punto indica el promedio de 4 repeticiones, las barras indican el error estandar.

Microorganismos Mesofilos.

La cuantificacidén de los microorganismos aerobios mesofilos permite estimar de
forma general la carga microbiana presente en los frutos. Su conocimiento es

interesante, ya que su valor es reflejo de calidad.
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En el ensayo de almacenamiento a 20 °C y 85% HR, los resultados de los
microorganismos mesofilos mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05), el tratamiento que mostrod la mayor inhibicion fue CNL+Fc,
ya que durante 6 dias (Fig. 12a), no mostro la presencia de microorganismos,
Ademas en el periodo del dia 9 al 15, este tratamiento mostr6 un menor
crecimiento de microorganismos que los tratamientos CNL y SC, los cuales

fueron estadisticamente iguales.

Por otra parte, en la prueba a 11 °C/90% HR (Figura 12b) se observo diferencia
estadistica (p <0.1) entre tratamientos, Es interesante destacar que los primeros
10 dias a 11 °C/90% HR, no se observo la presencia de microorganismos
mesofilos enlos tratamientos CNL+Fc y SC, pero si se observo crecimiento en
el tratamiento CNL. En el periodo de 10 a 25 dias, los tratamientos CNL+Fc y SC,
mostraron un comportamiento similar en el crecimiento de microorganismos
mesofilos y al final del periodo, los tres tratamientos fueron estadisticamente
iguales.

El efecto inhibitorio de la cubierta nanolaminada con el extracto de F cernua se
atribuye principalmente a la actividad antifungica de la resina del extracto (Jasso
de Rodriguez et al., 2007 y 2017). Lo anterior evita la contaminacion de los frutos

durante el almacenamiento
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Figura 12. Conteo microorganismos mesofilos, durante el tiempo de
almacenamiento de los frutos de tomate: sin cubierta (SC); con cubierta nano-
laminada CNL y con CNL+Fc a 20 °C/85% HR (a) y 11 °C/90% HR (b). Cada
punto indica el promedio de 4 repeticiones, las barras indican el error estandar.

Tasa de transferencia de gas y produccion de etileno

En el ensayo a 20°C%85% HR, después de 10 dias de almacenamiento la tasa
de transferencia de O2 present6 una reduccion significativa (p <0.05) en los
tratamientos CNL y CNL+Fc, con respecto al tratamiento SC (Fig. 13a), lo cual

indica que el consumo de oxigeno por los frutos fue reducido por efecto de los
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tratamientos con nanocubiertas, los cuales fueron estadisticamente iguales. Por
otra parte, la tasa de transferencia de COz2, fue menor estadisticamente (p<0.05)
para los tratamientos con CNL y CNL+Fc con respecto al tratamiento SC, lo cual
indica que el proceso de respiracion se redujo debido a las nanocubiertas.
Fagundes et al. (2015) citan que en el almacenamiento de frutos, la tasa de
respiracion depende directamente de la tasa de O2 absorbido por la fruta
(tomate), esto explica los resultados obtenidos en la presente investigacién con
las nanocubiertas, la baja tasa de O2 absorbido por el fruto influyd en una menor

tasa de CO:z2 liberado o respiracion.

En el ensayo a 11 °C/90% HR (Fig. 13b), los tratamientos tuvieron una menor
tasa de transferencia O2 y de CO2 con respecto al ensayo a 20°C%85% HR, lo
cual es atribuido a la menor temperatura y al efecto de las cubiertas. En el
consumo de O2 se presentaron diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos, el orden creciente de consumo fue: CNL<CNL+FC<SC. Por otra
parte los tratamientos con cubierta nanolaminada fueron estadisticamente

iguales y menores que el tratamiento SC en la producciéon de CO2

Los resultados del presente estudio concuerdan con Ruelas-Chacon etal. (2017)
que reportaron una menor produccion de CO2 en frutos de tomate ‘Roma’
recubiertos con goma de guar (2.8 mL kg h'l) en comparacién con tomates sin
recubrir. También otros autores han reportado la reduccion de la tasa de
respiracion en frutos de tomate, utilizando revestimientos a base de goma arabiga
(Tasdelen and Bayindirli, 1998), alginato o zeina (Zapata et al., 2008) y la hidroxil
propil metil celulosa (HPMC) (Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Navarro-Tarazaga

et al., 2008), durante el almacenamiento.
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Figura 13. Tasa de transferencia de O2 y CO2z en frutos de tomate: sin cubierta
(SC), con cubierta nano-laminada CNL y con CNL+Fc a 20 °C/85% HR (a) y 11
°C/90% HR (b). Las barras de error indican la desviacion estandar.

Etileno

La tasa de producciéon de etileno mostré diferencias significativas en ambas
condiciones de almacenamiento (Fig. 14). En la condicion a 20°C/85% HR el
tratamiento CNL+Fc produjo la menor cantidad de etileno que los tratamientos
CNL y SC, que son estadisticamentes iguales. En la condicién a 11 °C/90% HR
los tratamientos con las nanocubiertas CNL+Fc y CNL fueron estadisticamente
iguales y produjeron menor cantidad de etileno que SC (Fig. 14). En el proceso

de respiracion la produccion de etileno precede a la produccién de COz. El etileno
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influye en la maduracién y senecencia de los frutos, enla ruta biosintetica del
etileno, la enzima ACC Oxidasa es la responsable de la oxidacion de ACC a
etileno, lo que constituye la Ultima etapa de su biosintesis, esta enzima es
altamente dependiente del Oz y existe relacion directa entre ACC Oxidasa, CO2
y etileno (Bolivar et al., 2011), Lo anterior explica la relacion que existe entre la
baja tasa de absorcion de Oz, baja tasa de CO2z y baja tasa de produccion de
etileno en los tratamientos con nanocubiertas (CNL+Fc, CNL) en esta
investigacion.

Ademas se ha reportados que los frutos de tomate suelen seguir un patron de
maduracion climatérica controlado por el etileno (Carrari y Fernie, 2006) lo que
implica cambios en los proceso fisicos, quimicos, bioquimicos vy fisioldgicos. Por
lo tanto, la mayoria de las tecnologias de almacenamiento poscosecha de tomate
se enfocan en el control de la respiracion y la accion del etileno, con el fin de
retrasar estos cambios (Martinez-Romero etal., 2007; Serrano et al., 2008).

1.60 1 m 20 °C/85% HR
m 11 °C/90% HR
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Figura 14. Tasa de produccion de etileno en frutos de tomate: sin cubierta (SC);
con cubierta nano-laminada (CNL) y con CNL+Fc. Las barras de error indican la
desviacion estandar. Las letras mayulsculas iguales indican que no existe
diferencia estadistica (p>0.05) entre los tratamientos de almacenamiento a 20
°C/85% HR y letras minusculas iguales indican que no hay diferencia significativa
entre los tratamientos a 11 ° C/90% de HR (p>0.1)
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Evaluacioén visual de frutos de tomate

El deterioro de los frutos de tomate por hongos, levaduras y microorganismos
mesofilos causa alteraciones metabdlicas y son responsables de olores y
sabores desagradables y de cambios visibles en color y textura.

La Figura 15 muestra las imagenes de los tomates de los tres tratamientos
evaluados: SC; CNL y CNL+Fc, en la condicion de 20 °C/85%HR, en diferentes
periodos de tiempo durante 15 dias. Es visible que en el dia 9, el tomate sin
cubierta (SC), perdi6é firmeza y la proliferacion de microorganismos en su
superficie esta presente, la cual se incrementa hasta el dia 15, mientras que el
tomate con CNL, muestra en la superficie el inicio de la presencia de
microorganismos, los cuales contindan incrementando la invasion de la superficie
del tomate hasta el dia 15, aunque la invasion es menor que en el tratamiento
SC, efecto que podria atribuirse a la cubierta nanolaminada de quitosano y
alginato. En el caso del tratamiento CNL+Fc se observa un aspecto sano hasta
el dias 12, en el dia 15, se observa en el tomate minima presencia de
microorganismos. Lo anterior muestra el efecto positivo de la nanocubierta con
extracto de F. cernua, que inhibi6 el crecimiento de los microorganismos
(hongos, levaduras y mesofilos). Estos resultados concuerdan con los resultados
microbioldgicos de este estudio, en donde se ha atribuido al extracto de F. cernua
el efecto antimicrobial de la nanocubierta, el cual fue reportado in vitro por Jasso
de Rodriguez et al. (2007 y 2017). Tambien se ha réportado que el quitosan tiene
actividad antifungica (Cerqueira et al., 2011; Qiu et al., 2014), a lo cual se debe

el efecto del tratamiento CNL en los tomates.
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Figura 15. Cambio gradual de los frutos de tomate, durante el tiempo de
almacenamiento transcurrido (de cero a 15 d), a 20°C y 85% HR.
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Las imagenes de los tomates de los tres tratamientos evaluados: SC; CNL y
CNL+Fc, en la condicion de 11 °C/90% HR, se muestran a los 20 y 25 dias del
ensayo (Fig. 16). Es visible que en tratamiento SC, la invasion de
microorganismos ocupa gran parte del fruto, en el tratamiento CNL la invasién es
en menor magnitud. En el caso del tratamiento de CNL+Fc se observa un aspecto
sano del tomate, sin presencia de microorganismos, lo cual puede atribuirse al

extracto de F. cernua que posee propiedades antifiingicas.

Tratamientos
Dias CNL CNL + Fc

20
1@

Figura 16. Efecto de los tres tratamientos sobre frutos de tomate, a los dias 20 y
25 del almacenamiento a 11°C y 90% HR.
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La cubierta nanolaminada con el extracto de F. cernua alargo la vida de anaquel
de los frutos de tomate en la condicion de 20°C y 85% HR, asi como en la
condicién de 11°C y 90% HR, es importante remarcar que los resultados de la
primera condicién son importantes porque permitiria alargar la vida del tomate
en la comercializacion al publico. Ademas hacer notar la riqueza biolégica de F.

cernua.
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CONCLUSIONES

Los extractos de etanol de hojas y ramas de F. cernua, F. microphylla y F.
retinophylla tuvieron una alta efectividad en la inhibicién del crecimiento micelial

de F. oxysporumy R. stolonifer, patdgenos que afectan a frutos en postcosecha.

La actividad antifingica de los extractos de etanol de Flourensia spp., se puede
atribuir a la sinergia entre los compuestos identificados, asi como a las elevadas

concentraciones de polifenoles.

Los compuestos identificados en los extractos de etanol de las tres especies de
Flourensia son una alternativa natural para formulaciones destinadas a controlar

hongos fitopatdgenos en frutos durante las etapas pre y postcosecha.

Este es el primer reporte cientifico de la actividad antifingica de extractos de
etanol y acuosos de hojas y ramas de F. microphyllay F. retinophylla contra R.

stolonifer.

Se construyeron con éxito las cubiertas nanolaminadas en un soporte de PET
A/C mediante la técnica de deposicion de capa por capa (LbL), lo anterior se

demostré6 mediante la prueba de angulo de contacto.

Las cubiertas nanolaminadas desarrolladas, presentaron valores de
permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno (PVA y PO2), inferiores a los
reportados previamente para cubiertas convencionales, basadas en alginato o
guitosano puro, caracteristica importante paraformular nanocubiertas con buena

barrera contra los gases.

A temperatura ambiente (20 °C y 85% HR) en almacenamiento durante 15 dias,
la cubierta nanolaminada con extracto de F. cernua alargoé la vida de anaquel de
los frutos de tomate, debido a la capacidad de la cubierta de reducir la pérdida
de peso de los frutos de tomate , asi como la velocidad de transferencia de Ozy
COg2, que restringieron la produccion de etileno, que a su vez influyd en el retraso

de la maduracién, asi como en mantener la firmeza y la coloracion rojo claro del
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fruto. La cubierta nanolaminada con el extracto de F. cernua, fué la mas efectiva
para inhibir la proliferacién de hongos, levaduras y microorganismos mesofilos en

los frutos de tomate, proporcionando una apariencia sana hasta los 12 dias.

En el ambiente a 11 °C y 90% HR de almacenamiento durante 25 dias, se
observd que se incrementd la vida de anaquel en los frutos de tomate, lo cual
podria atribuirse al efecto del frio, debido a que a esta temperatura los procesos
de transferencia de Oz, y CO2z y produccion de etileno disminuyeron y mitigaron
el efecto de las cubiertas nanolaminadas. Por otra parte la inhibicion de los
hongos y levaduras hasta el dia 10, por la cubierta nanolaminada con el extracto
de F. cernua conjuntamente con el ambiente en frio, pudo contribuir a mantener

una sana apariencia de los frutos hasta los 20 dias de almacenamiento.
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