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RESUMEN

El desarrollo de técnicas de almacenamiento en frutas y hortalizas ha ido
evolucionando para adaptarse a las necesidades de los productos con el fin de
extender su vida de anaquel, y satisfacer la demanda de alimentos. Las mayores
pérdidas en frutos y hortalizas se dan en la etapa de postcosecha, principalmente
por el atague de microorganismos con pérdidas de 25 a 80%. Por tal razon, los
esfuerzos de la agricultura y la industria alimentaria se han dirigido a la busqueda
de técnicas para preservar la calidad y extender la vida util de los productos. Una
tecnologia eficiente en la conservacion de frutas y hortalizas es la aplicacion de
recubrimientos comestibles, ya que proporcionan una buena barrera contra el

deterioro y previenen el ataque de microorganismos fitopatégenos.

El presente estudio se realiz6 para disefiar y caracterizar recubrimientos
comestibles (RC) a base de mucilago de chia funcionalizados con extracto de Rhus
microphylla, para el control de Fusarium oxysporum y Corynespora cassiicola,
hongos patdégenos en la etapa de precosecha que prevalecen en la postcosecha de

pepino, fruto utilizado como modelo de estudio.

La seleccion de la concentracion mas adecuada y tipo de extracto se realizé
en funcion de la capacidad antioxidante y antifungica, evaluando el potencial in vitro
de tres extractos: etandlico (EE), hidroalcohdlico (EHA) y acuoso (EA). El EE mostré
un efecto significativo al inhibir en un 100% el crecimiento micelial de ambos hongos
a partir de 2500 mg L. EI EHA mostré inhibicion en ambos hongos, a 2500 mg L
inhibié en un 60% a F. oxysporum, y en un 100% a C. cassiicola a 3000 mg L. El
EA no mostr6 efectos significativos de inhibicion. La funcionalizacion del
recubrimiento se logré con la incorporacion de EHA a 2500 mg L, concentracion
seleccionada por su potencial antioxidante y antifingico, y considerando la
viabilidad en la rentabilidad para su produccion. La presencia de compuestos
fendlicos respaldo la funcionalidad de los extractos identificando por primera vez
acido galico, resveratrol, quercetina, catequina, acido ferulico, acido p-cumarico +

epicatequina, acido elagico y apigenina.



Las mezclas de recubrimientos fueron preparadas siguiendo un disefio
Plakett Burman de tres factores a dos niveles, alto (+) y bajo (=), donde A = mucilago
de chia (0.2 y 0.4%, p/v), B = CaClz (0.05 y 0.15%, p/v), y C = glicerol (0 y 1.0%,
p/v), resultando 12 formulaciones. La seleccion de las mejores soluciones
formadoras de recubrimientos, se realiz6 en funcion de la humectabilidad (Ws) sobre
la superficie de pepino. El disefio Plakett Burman generé una formulacion
optimizada (solucién no. 13) en funcion de la influencia de los componentes, con
0.24% de mucilago de chia, 0.15% de CaClzy 0.05% de glicerol. Las formulaciones
funcionalizadas por incorporacién de EHA a 2500 mg L™, fueron la no. 2, 3y 13. Se
estudiaron las propiedades fisicas y funcionales de los recubrimientos en términos
de Ws, potencial zeta, reologia, humedad, espesor, solubilidad, propiedades
mecanicas y oOpticas. Los resultados mostraron que todas las formulaciones
formadoras de recubrimientos se comportan como un fluido pseudoplastico no

Newtoniano y obedecen la relacion de la ley de potencia.

La incorporaciéon del EHA de fruto de R. microphylla permitié obtener mejores
resultados de Ws, al reducir la hidrofobicidad de las soluciones formadoras de
recubrimientos. En cuanto al valor de potencial zeta, la presencia de grupos
funcionales en el EHA de fruto de R. microphylla, generé una neutralizacion de
cargas. Los valores de humedad oscilaron entre 15 y 80% para las tres
formulaciones funcionalizadas. Con respecto a la permeabilidad de vapor de agua
(PVA), no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre formulaciones tras
su funcionalizacion. En cuanto a propiedades mecénicas hubo diferencias
significativas (p<0.05), considerando al recubrimiento 3-Rm como el mas flexible y
resistente. La funcionalizacién de recubrimientos comestibles de mucilago de chia
con EHA de R. microphylla resultd ser una alternativa factible para su potencial

aplicacion en el fruto de pepino.

Palabras clave: Recubrimiento; Rhus microphylla; mucilago de chia;

compuestos bioactivos; actividad antifingica; actividad antioxidante.



ABSTRACT

The development of storage techniques for fruits and vegetables has been
evolved to adapt to the needs of the produce in order to extend their shelf life and
meet the demand for food. The greatest losses in fruits and vegetables occur in the
postharvest stage, mainly due to the attack of microorganisms with losses of 25 to
80%. For this reason, the efforts of agriculture and the food industry have been
directed to the search for techniques to preserve quality and extend the shelf life of
produce. An efficient technology in the conservation of fruits and vegetables is the
application of edible coatings, as they provide a good barrier against deterioration

and prevent the attack of phytopathogenic microorganisms.

The present study was carried out to design and characterize edible coatings
based on chia mucilage functionalized with Rhus microphylla extract, for the
control of Fusarium oxysporum and Corynespora cassiicola, pathogenic fungi in
the preharvest stage of cucumber (used as fruit model), and that prevail in its

postharvest stage.

The selection of the most appropriate concentration and type of extract were
made according to the antioxidant and antifungal capacities. For this, the in vitro
potential of three extracts was evaluated: ethanol (EE), hydroalcoholic (EHA),
and agqueous (EA) extracts. The EE showed a significant effect by inhibiting 100%
mycelial growth of both fungi from 2500 mg L. The EHA showed inhibition on
both fungi, with 60% inhibition of F. oxysporum at 2500 mg L, and 100% at
3000 mg L on C. cassiicola. The EA showed no significant effects of fungal
inhibition. The coating functionalization was achieved with the incorporation of
EHA at 2500 mg L1, which was selected for the profitability of its production, as
well as for its antioxidant and antifungal properties. The presence of phenolic
compounds supported the functionality of the extracts by identifying, for the first
time, gallic acid, resveratrol, quercetin, catequin, ferulic acid, p-cumaric acid +

epicatechin, ellagic acid, and apigenin.



The coatings mixtures were prepared following a three-factor Plakett Burman
design at two levels, high (+) and low (-), where A = chia mucilage (0.2 and 0.4%,
w/v), B = CaClz (0.05 and 0.15%, w/v), and C = glycerol (0 and 1.0%, w/v),
resulting 12 formulations. The selection of the best coating-forming solutions was
made based on the wettability (Ws) on the cucumber surface. The Plakett
Burman design generated an optimized formulation (no. 13) based on the
influence of the components, with 0.24% of chia mucilage, 0.15% of CaClz, and
0.05% of glycerol. The functionalized formulations by incorporating EHA at
2500 mg L1, were the no. 2, 3 and 13. The physical and functional properties of
the coatings were studied in terms of Ws, zeta potential, rheology, humidity,
thickness, solubility, and mechanical and optical properties. The results showed
that all coating-forming solutions behave like a Non-Newtonian pseudoplastic

fluid and obey the relationship of the power law.

The incorporation of the EHA of R. microphylla fruit allowed to obtain better
W5 results, by reducing the hydrophobicity of the coating-forming solutions.
Regarding zeta potential, the presence of functional groups found in
R. microphylla fruit, generated a neutralization of charges. Humidity values
ranged from 15 to 80% for the three functionalized formulations. With respect to
water vapor permeability (PVA), there were no significant differences (p>0.05)
between formulations after functionalization. Regarding mechanical properties,
there were significant differences (p<0.05), considering the 3-Rm coating as the

most flexible and resistant.

The functionalization of chia mucilage based edible coatings with EHA from
R. microphylla fruit, proved to be a feasible alternative for their potential

application in the cucumber fruit.

Keywords: Coating; Rhus microphylla; chia mucilage; bioactive compounds;

antifungal activity; antioxidant activity



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

A lo largo del mundo, la agricultura y la industria alimentaria se ven afectadas
por pérdidas de frutas y hortalizas desde su cosecha hasta llegar al consumidor
final, representando una limitante para satisfacer la demanda del mercado (Baldwin,
2002). Estas pérdidas dependen, en gran medida de las condiciones de manejo, asi
como la disponibilidad de recursos econdémicos (FAO, 2011). Las pérdidas en
cultivos, tanto en la etapa de pre y postcosecha, se asocian principlamente al
desarrollo de enfermedades favorecidas por las condiciones deficientes de
almacenamiento, el uso de empaques de mala calidad, a el ataque de
microorganismos, a un manejo inadecuado y a la falta de herramientas en la

postcosecha (Flores-Lépez et al., 2016a).

El ataque de microorganismos destaca como principal causa en las pérdidas
postcosecha de frutas y hortalizas, por su alto porcentaje de humedad, su bajo pH
y su compocision nutricional se favorece el desarrollo de microoranismos (Vieira et
al., 2016). A nivel mundial se estima que las pérdidas postcosecha de frutas y
hortalizas causadas por microorganismos, estan en el rango de 20 a 40 % de la
produccion total (FHIA, 2018).

México es un pais importante como productor y exportador de frutas y
hortalizas, de los cuales el pepino representa el quinto lugar en importancia entre
las hortalizas exportadas, superado por el jitomate, aguacate, chile verde y la nuez
de nogal (SAGARPA, 2018). Sin embargo, la velocidad de deterioro de esta
cucurbitdcea después de ser cosechada, es el principal impedimento para su
comercializacion (Zamudio y Reyes, 2014). Esto ha impulsado la busqueda de
alternativas rentables para el manejo postcosecha de frutas y hortalizas, basado en
el aprovechamiento de recursos naturales (Droby et al., 2009). Una opcién que ha
sido considerada para previnir enfermedades fungicas en etapas de pre- y
postcosecha es el uso de extractos de plantas, especialmente de aquellas que
crecen en zonas aridas (Agronegocios, 2006), debido a los metabolitos secundarios
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producidos que le proveen resistencia a climas extremos, escasez de agua y a la
alta radiacion UV (Jasso de Rodriguez et al., 2015). Entre estos metabolitos
destacan los compuestos fendlicos (ej. taninos, terpenos, flavonoides, triterpenos,

entre otros) (Belmont et al., 2000).

Estudios recientes han encontrado a diversas especies del género Rhus
(R. coriaria L, R. glabra, R. javanica y R. muelleri) con efecto antagonista in vitro de
extractos, sobre especies patdégenas en cultivos (Jasso de Rodriguez et al., 2015;
Saxena et al., 1994; McCutcheon et al., 1994). Con base al uso ancestral de Rhus
empleado como remedio (Latorre et al., 2016), se pretende analizar las propiedades
de la planta R. microphylla para definir su funcionalidad. Actualmente, no hay
reportes cientificos sobre la actividad biol6gica o sobre su composicién fitoquimica,
lo que representa un area de oportunidad para el aprovechamiento de recursos

naturales.

La aplicacion de recubrimientos comestibles (RC) representa una alternativa
en el control de pérdidas postcosecha, ya que provee caracteristicas interesantes
en el fruto aplicado (Quintero et al., 2010). Vieira et al. (2016) definen a los RC como
una capa delgada y continua, que brinda una barrera a la humedad y al oxigeno,
fabricada con materiales comestibles. El propésito de los RC, es extender la vida
atil del producto, conservar su calidad y proporcionar una barrera contra el ataque
de patdgenos (Baldwin, 2002). Ademas, reducen la tasa de respiracion, retardan los
cambios en las propiedades organolépticas y funciona como vehiculo para
incoporar compuestos como antifungicos y antioxidantes, que refuerzan su
funcionalidad (Del-Valle et al., 2005).

El disefio de RC consta de tres componentes: polimero, solvente y
plastificante (Bilder et al., 1997). El polimero es el componente de mayor
importancia, por esta razon, se busca seleccionar fuentes de facil obtencion (Del-
Valle et al., 2005). Generalmente, la incorporacion de un polisacarido (polimero) en
un RC es mas factible que otros ingredientes (ej. proteinas y lipidos) debido a que
son permeables al CO2y Oz, por lo tanto, retardan la respiracion y envejecimiento

en el fruto aplicado, esto indica una mejor hidroficidad de la pelicula que permite el

6



paso de vapor, previniendo la condensacion de agua, accion responsable del

desarrollo de microorganismos (Arnon et al., 2015).

La chia (Salvia hispanica L.) es una planta nativa del noroeste de América
Central (México y Guatemala), cuya caracteristica distintiva es la produccion de
mucilago al hidratarse (Zettel y Hitzmann, 2018). EI mucilago o gel obtenido de la
fibra soluble en la semilla de chia, es un polisacarido compuesto principalmente por
xilosa, glucosa y &cido galacturénico (Ding et al., 2018). Este mucilago es
considerado por la FAO (1996), como una fuente potencial de goma debido a sus
cualidades mucilaginosas en una solucion acuosa de baja concentracion (Dick et
al., 2015; Mufioz et al., 2012). También, tiene propiedades de retencién de agua, es
un potente emulsionante, espesante y estabilizador (Villa-Martinez et al., 2017).
Este mucilago no ha sido estudiado y representa un area de oportunidad para el

desarrollo de recubrimientos y peliculas comestibles.

En el presente estudio se evalué el potencial de extractos de fruto de
R. microphylla en términos de actividad antifingica y antioxidante, para su
incorporacion en RC a base de mucilago de chia, capaces de inhibir el crecimiento
de Fusarium oxysporum y Corynespora cassiicola, patdgenos presentes en la etapa
precosecha que prevalecen en la postcosecha de pepino (Guerrero et al., 2016;
Arbelaez, 2000). Ademas, se realizé la caracterizacion de propiedades
fisicoquimicas del recubrimiento funcionalizado, para su potencial aplicacion en

pepino, fruto modelo de esta investigacion.



1.2 Justificacion

La necesidad del consumidor por adquirir alimentos seguros, nutritivos y que
aporten un beneficio a la salud, en conjunto con el cuidado del medio ambiente, ha
dirigido los esfuerzos de la industria agroalimentaria en la busqueda de alternativas
para satisfacer las demandas del mercado (Droby et al.,, 2009). Ademéas de
preservar la calidad y extender la vida atil de los productos. Sin embargo, las
elevadas pérdidas de producto que se generan durante su comercializacion son una
gran limitante. Las causas exactas de pérdidas de frutas y hortalizas varian,
destacando el ataque de microorganismos (hongos y bacterias) (Flores-L6épez et al.,
2016a).

Las frutas y hortalizas, después de su cosecha, comienzan un proceso de
maduracion en el que cambios postcosecha pueden acelerarse, principalmente por
la pérdida de agua y el ataque de microorganismos (Vieira et al., 2016). Las
practicas actuales empleadas en el manejo postcosecha permiten preservar de
manera aceptable el fruto hasta su consumo; sin embargo, estas practicas no
siempre garantizan la calidad de los productos, lo que motiva a los productores a
invertir en alternativas que ayuden a la conservacion del fruto durante un tiempo

prolongado (Yousuf et al., 2018).

En los ultimos afios, las peliculas y RC se han considerado una tecnologia
con gran potencial para mejorar la seguridad de los alimentos y protegerlos de la
influencia de factores ambientales externos (Quintero et al., 2010). EI mayor
atractivo de la aplicacion de peliculas y RC, es la funcionalidad que se genera al
incorporar agentes antioxidantes, antimicrobianos, entre otros aditivos funcionales
(Huber y Embuscado, 2009).

En la busqueda de materiales rentables y naturales, surge el interés por el
aprovechamiento de mucilagos, tal es el caso del exudado que produce la semilla
de chia (Salvia hispanica L.) al entrar en contacto con agua (Mufioz Hernandez,
2012). Las propiedades de este material para formar RC han sido poco estudiadas,
lo que resulta interesante para ser considerado materia prima en el disefio de dichos
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sistemas, por tratarse de un polisacarido con propiedades gelificantes (Coelho y
Salas-Mellado, 2014). Estudios previos confirman que la aplicacién de RC a base
de polisacaridos genera una barrera a la pérdida de humedad, crea una féacil
interaccion entre la superficie del alimento y la base del recubrimiento (polimero,

solvente y plastificante) (Vieira et al., 2016).

Actualmente, el disefio de recubrimientos funcionales se ha enfocado en la
incorporacion de compuestos bioactivos provenientes de extractos de plantas
productoras de metabolitos secundarios (Ncama et al., 2018). Las plantas del
género Rhus contienen grandes cantidades de componentes con actividad bioldgica
y su composicion depende de la zona geogréfica de su desarrollo (McCutcheon et
al., 1994). Los compuestos mas importantes presentes en estas plantas son los
compuestos fendlicos (25-33% del peso de la planta seca), lo que hace que estas
plantas tengan importancia industrial y nutricional (Cowan, 1999). Ademas, estas
plantas presentan propiedades antibacterianas, antioxidantes, y usos medicinales
(ej. propiedad antipirética) (Yi et al., 2004). En México, el crecimiento de la planta
R. microphylla representa un &rea de aprovechamiento en la obtencion de
compuestos de interés, al no estar caracterizada para su potencial incorporacion en

la formulacién de recubrimientos comestibles.

Para fines de esta investigacion se eligi6 como fruto modelo el pepino
(Cuccumis sativus L), que es cosechado inmaduro, con un 96% de agua en sus
tejidos (Rangel, 2004). Para este fruto, su principal limitante es la deshidratacion,
causando un deterioro que provoca pérdidas cuantitativas, de apariencia y calidad
nutritiva, dandole una vida de anaquel muy reducida (Zamudio y Reyes, 2014). A
pesar de esta limitante, el pepino se encuentra entre las principales hortalizas
exportadas en México, ocupando el quinto lugar, superado por el jitomate, aguacate,
chile verde y la nuez de nogal (SAGARPA, 2018). La produccién de pepino ha ido
en aumento en las Ultimas décadas, siendo un producto altamente consumido a
nivel mundial, por lo que representa una alternativa a la diversificacion de cultivos

en invernadero (Zamudio y Reyes, 2014).



1.3 Hipétesis

La funcionalizacion con extracto de Rhus microphylla tendra un efecto
positivo en las porpiedades funcionales de recubrimientos comestibles a base de

mucilago de chia para su potencial aplicacion en pepino (Cuccumis sativus L.).

1.4 Objetivo general

Desarrollar un recubrimiento comestible funcional a base de mucilago de chia
(Salvia hispanica L.) para su potencial aplicacién en pepino (Cuccumis sativus L.)

como fruto modelo.

1.5 Objetivos especificos

I.  Obtenery caracterizar extractos de fruto de Rhus microphylla.

II. Determinar el extracto de fruto de R. microphylla mas adecuado para el
control in vitro de Corynespora cassiicola y Fusarium oxysporum, hongos
fitopatdgenos asociados a pérdidas en la etapa de pre- y postcosecha de
pepino.

lll. Seleccionar las mejores formulaciones de recubrimiento a base de mucilago
de chia, en términos de humectabilidad (Ws).

IV. Funcionalizar las mejores formulaciones con extracto de fruto R. microphylla.

V. Caracterizar los recubrimientos a base de mucilago de chia con extracto de

fruto R. microphylla para su potencial aplicacion en pepino.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

La diversificacion de cultivos en campo y en invernadero se incrementa en
relacion a la demanda de productos y la comercializacién que se tiene; sin embrago,
a lo largo del mundo existen grandes limitantes para la industria agroalimentaria,
gue frenan el proceso desde el cultivo hasta el consumidor final (FAO, 2011). En los
paises industrializados, mas del 40% de las pérdidas alimentarias se producen a
nivel minorista y de consumo; mientras que, en los paises en desarrollo, mas del
40% de las pérdidas ocurren en los niveles de procesamiento y postcosecha

(Flores-Lo6pez et al., 2016a).

Con el objetivo de prevenir y minimizar lo efectos adversos que impiden la
comercializacién de productos horticolas en la postcosecha, el tratamiento quimico
se usa para controlar el desarrollo de patdégenos y prolongar su vida util (Eshel et
al., 2009). Sin embargo, la resistencia de plagas a sustancias quimicas, ha limitado
las opciones de solucién para los productores, ademas de representar una amenaza
para la salud humana (Daglia, 2012). El uso de recubrimientos y peliculas
comestibles surge como una alternativa al tratamiento postcosecha para conservar

la calidad de frutos y hortalizas (Huber y Embuscado, 2009).

Estos sistemas son interesantes porque tienen cualidades de barrera a la
pérdida de humedad, control en el intercambio de gases implicados en la respiracion
y representa una barrera fisica que evita el contacto con microorganismos (Solano-
Doblado et al., 2018). Ademas, destaca su funcion de vehiculo para la incorporacion
de compuestos bioactivos (antimicrobianos, antioxidantes, vitaminas, etc.) (Télles-
Pichardo et al., 2013).
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2.2 Plantas como fuente de compuestos bioactivos

Las plantas producen una gran variedad de compuestos bioactivos como
mecanismo de defensa al ataque de microorganismos y para adaptarse a ambientes
adversos (temperatura, humedad, radiacién UV, sequia, etc.) (Jasso de Rodriguez
et al., 2015). El término “compuesto bioactivo”, se define como aquellos compuestos
que tiene la capacidad de provocar efectos farmacolégicos o toxicolégicos en
humanos y/o animales (Vélez et al., 2014). Las plantas utilizadas para la medicina
tradicional contienen una amplia gama de sustancias que pueden utilizarse para
tratar enfermedades cronicas e infecciosas, combatir plagas en cultivos y durante la
etapa de postcosecha (Sasidharan et al., 2011).

México ocupa el cuarto lugar a nivel mundial en diversidad de plantas, existen
20,000 especies registradas y se estima que hay cerca de 30,000 no descritas
(Adame y Adame, 2000). El norte del pais cuenta con condiciones climaticas
adversas, propiciando el crecimiento de una gran diversidad de plantas silvestres,
capaces de resistir estrés hidrico, altas temperaturas y radiacion UV (Jasso de
Rodriguez et al., 2015). La presencia de compuestos con estructuras polifendlicas
destaca en la caracterizacion de estas plantas, a los que se les atribuyen efecto
antioxidante, antinflamatorio, anticancerigeno, fungicida y bactericida, entre otros
(Jasso de Rodriguez, 2011; Durango et al., 2006; Zavaleta et al., 2005). Los
compuestos polifendlicos han mostrado control en la incidencia de patdgenos ej.
Fusarium oxysporum y Rhizopus stolonifer que atacan en la etapa de postcosecha,
responsables de grandes pérdidas economicas y de produccion (Jasso de
Rodriguez et al., 2015).

El uso de plantas silvestres representa una fuente atractiva en la produccién
de extractos, con el fin de obtener compuestos bioactivos para su aplicacion en la
etapa de postcosecha de frutas y hortalizas (ej. peliculas y recubrimientos
comestibles), que permiten extender su vida util y conservar su calidad (Yousuf et
al., 2018).
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2.2.1 Capacidad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que pueden retardar o inhibir la oxidacion
de lipidos u otras moléculas, evitando el desarrollo de reacciones de oxidacion
(Degéaspari y Waszczynskyj, 2014). La actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos se debe a sus propiedades de 6xido-reduccion, que absorben y neutralizan
radicales libres (Daglia, 2012). Las principales fuentes de antioxidantes son: frutas,
vegetales y plantas (Cuadro 1), que contienen fitoquimicos generados como
metabolitos secundarios (Hocman, 1988). Kosar et al. (2007) confirmaron que la
composicion quimica de las plantas esta relacionada en el efecto antioxidante que
éstas ejercen, al caracterizar compuestos bioactivos en extractos (etandlico,
metandlico y acuoso) de R. coriaria L. Jasso de Rodriguez et al. (2011) se enfocaron
en el andlisis de extractos de plantas del desierto mexicano (Lippia graveolens,
Agave lechuguilla, Yucca carnerosana y Y. filifera), demostrando el potencial
antioxidante y antifangico sobre patdgenos postcosecha (R. stolonifer,

Colletotrichum gloesporoides y Penicillium digitatum).

Cuadro 1. Compuestos fendlicos asociados a la capacidad antioxidante.

Agente antioxidante Fuente Efecto Referencia
Acido galico Larrea tridentata, Actividad Salas et al. (2013)
Turnera diffusa. antinflamatoria,

antioxidante,
antibidtica y
anticancerigena.
Acido ferulico Frutos, legumbres, Antioxidante, Lépez Alonso et al.
pulpa de remolacha, anticancerigeno, (2011)
granos y semillas. antiglucémico.
Resveratrol Plantas, frutos, bebidas Antioxidante, Kollar y Hotolova,
(vino). anticancerigeno, (2003)
antifungico.
Acido elagico Nueces, uvas, bayas o Antioxidantey ~ Ascacio-Valdés et al.
moras, plantas anticancerigeno. (2013)
desérticas.
Acido citrico Limén, naranja, lima, Antifangico y Morales, (2018)
mandarina, pifa. antioxidante.
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2.2.2 Capacidad antifungica

Existe una gran diversidad de recursos vegetales con propiedades
antifingicas para el control de fitopatdgenos (Jasso de Rodriguez et al., 2011). En
México se han reportado mas de 200 especies de plantas con actividad antifungica
(Castillo et al., 2010). Estas propiedades antifungicas estan relacionadas a la
presencia de compuestos bioactivos producidos como metabolitos secundarios (ej.
polifenoles), que forman parte de los mecanismos de defensa de las plantas contra
microorganismos (Jasso de Rodriguez et al., 2011). El potencial uso de extractos
de plantas sobre la incidencia de patdgenos se ha demostrado a nivel de laboratorio,
invernadero y campo (Cuadro 2) (Sasidharan et al., 2011). Las diferencias que
existen en el andlisis de extractos se debe a los compuestos bioactivos nativos de
las plantas y a su afinidad con el solvente empleado en la extraccion (Jasso de
Rodriguez et al., 2011).

Cuadro 2. Actividad antifingica in vitro de extractos de diversas plantas contra hongos

patdgenos postcosecha.

Agente antimicrobiano Agente patdégeno Efecto Referencia
Extracto etandlico de C. gloeosporioides Inhibicion micelial Jasso de
Y. carnerosana, 100% en 500 pL L™ Rodriguez,
Y. filiferay (2011)
A. lechuguilla
Extracto acuoso de F. oxysporum 95% de actividad AlKhail, (2005)
Allium sativum fungicida
Extracto Botritys cinerea Inhibicion micelial de Jiménez y
diclorometanico de las 57.5% Mosquera,
hojas de R. graveolens (2014)
Extracto etandlico de F. oxysporum Inhibicién micelial de Jasso de
R. muelleri 66.8% — 71.4% Rodriguez et al.
(2015)

Extracto metandlico de  Aspergillus flavus y  Inhibiciéon micelial del ~ Moreno et al.
Larrea tridentata L. Penicillium sp. 67.9% (2011)
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2.2.3 Rhus microphylla

La planta R. microphylla es una especie nativa del sudeste de Estados
Unidos, centro y norte de México, es conocida como agrito, agrillo y correosa
(Latorre et al., 1977). Es un arbusto ramificado, de 1 a 2 m de altura, sus ramas
tienden a terminar en espina, sus hojas tienen de cinco a nueve foliolos sésiles de

menos de 2 cm de largo y 6 mm de ancho (Figura 1).

Figura 1. Planta de agrillo (R. microphylla).

La planta R. microphylla florece antes de que aparezcan las nuevas hojas,
se caracteriza por presencia de drupas con pelos glandulares en la pared del fruto
gue se tornan rojos cuando maduran, y miden aproximadamente 5 mm de diametro
(Gonzélez et al., 2004). El género Rhus pertenece a la familia Anacardiaceae, la
cual constituye 77 géneros con unas 700 especies aceptadas, de las casi 3000
descritas, caracteristicas de paises tropicales, calidos y templados (Yi et al., 2004).

La taxonomia de la planta R. microphylla se presenta en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Taxonomia de Rhus microphylla

Reino Plantae

Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Rhus

Especie R. microphylla

Fuente: (Gonzélez et al., 2004).

2.2.3.1 Distribucion geografica

R. mycrophylla es una planta ampliamente distribuida en las zonas céalidas y
templadas de México y del sudeste de Estados Unidos (Figura 2). Actualmente, se
han realizado observaciones de esta planta en otro tipo de climas, mostrando una
buena adaptacion a lugares con condiciones adversas; sin embargo, el fruto de la
planta solo se aprecia por temporadas después de su floracion (abril, mayo y junio)
(Yietal., 2004).

Figura 2. Distribucion geografica de Rhus microphylla (Fuente:
Naturalista).
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2.2.3.2 Usos y aplicaciones

La literatura sefala la presencia de compuestos fendlicos en especies del
género Rhus, empleando sus frutos acidulados en la medicina popular y herbal
(Jasso de Rodriguez et al., 2015). En algunos casos se han utilizado como
tratamiento para enfermedades (ej. leucemia); sin embrago, hay informacion
limitada sobre su efecto medicinal y su potencial como nueva fuente de sustancias

curativas (Gonzalez et al., 2004).

Las investigaciones realizadas se han enfocado en el potencial de extractos
con actividad antimicrobiana contra hongos y bacterias patdgenas, responsables de
pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas (Wu et al., 2013). Tal es el caso de
extractos de semillas de R. coriaria L. (etandlico, metanolico, hidroalcohdlico y
acuosos), que mostraron efectividad en la inhibicidon de bacterias Gram positivas y
Gram negativas (Jasso de Rodriguez et al., 2015). También, extractos de R. glabra
(cloroformo/metanol 3:2, v/v) mostraron actividad antifingica contra nueve cepas de
hongos, atribuido a la presencia de compuestos fendlicos (Saxena et al., 1994). Esto

confirma el potencial de especies del género Rhus.

2.3 Peliculas y recubrimientos comestibles

Los términos pelicula y RC se utilizan para indicar que la superficie de un
alimento esta cubierta por una capa delgada de un material comestible (Baldwin,
2002). Su principal funcion es prevenir pérdidas de humedad, mientras que permiten
selectivamente el intercambio de gases importantes (O2, CO: y etileno), implicados
en el proceso de respiracion, maduracion y oxidacion del fruto (Yousuf et al., 2018).
La diferencia entre pelicula y RC, radica en la naturaleza de su aplicacion, ya que
las peliculas comestibles se preparan por separado y luego se aplican a la
superficie, mientras que los recubrimientos se forman directamente en las

superficies de los alimentos (Avila-Sosa, 2008).
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A nivel experimental se han demostrado buenos resultados en la aplicacion
de ambos métodos en hortalizas y productos cérnicos, mejorando sus propiedades
organolépticas, prolongando su vida util y reduciendo la incidencia de patégenos
(Sanchez-Ortega et al., 2014) .

Recientemente, el uso de peliculas y RC, se ha desarrollado para preservar
la calidad de una amplia variedad de alimentos; sin embargo, existen limitantes para
su aplicacion, debido a sus escasas propiedades mecanicas y de permeabilidad,
limitando su uso a aplicaciones especificas (Yousuf et al.,, 2018). Por ello, es

necesaria la busqueda de nuevos ingredientes para mejorar su funcionalidad.

2.3.1 Mecanismo de accion de los recubrimientos comestibles

El mecanismo de accion de los RC consiste en formar una barrera protectora
sobre la superficie de aplicacién, que permita generar una atmaosfera controlada
dentro del producto (Ruiz et al., 2016). Esto para prevenir el deterioro ocasionado
por la respiracion, deshidratacién, oxidacién y desarrollo superficial de
microorganismos (Télles-Pichardo et al., 2013).

Generalmente, cuando se aplican recubrimientos funcionales, se espera que
el compuesto bioactivo migre a la superficie del producto y se retenga en ella (Figura
3). La migracién del compuesto depende de la interaccién entre el compuesto
bioactivo y la base del recubrimiento (Quintero et al.,, 2010). Este fenémeno de
migracion esta influenciado por las caracteristicas del producto a recubrir (pH,
actividad acuosa), las propiedades hidrofilicas del recubrimiento y las condiciones
de temperatura y almacenamiento (Ozdemir y Floros, 2008) .
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B) Fruto con recubrimiento : i
activo en la superficie co,

Aditivos en
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humedad
Figura 3. Representacion esquematica de la conservacion de alimentos con y sin

recubrimiento comestible en pepino.

La base en la elaboracion de RC consta de tres componentes; polimero,
solvente y plastificante, el polimero es considerado como el componente de mayor
importancia (Bilder et al., 1997). Generalmente, en la seleccion del componente
mayoritario se consideran los lipidos para reducir la transmision de agua; los
polisacéaridos para controlar el oxigeno y la transmisién del gas, y las proteinas para

proporcionar una estabilidad mecanica (Huber y Embuscado, 2009).

La eficiencia funcional de las peliculas y RC dependen de la concentracion
de cada componente y su estructura (Ruiz et al., 2016). Asi mismo, la seleccién de
los componentes para el disefio de RC esta en funcién del objetivo, la naturaleza
del producto y del método de aplicacion (Andrade et al., 2014). Las investigaciones
dirigidas al estudio de materiales formadores de RC se enfocan a polimeros

naturales con buenas propiedades mecanicas y de barrera (Vieira et al., 2016).
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2.3.2 Propiedades de los recubrimientos comestibles

En el disefio de los recubrimientos comestibles, su funcionalidad depende de
los compuestos seleccionados y la interaccion que se genere entre ellos (Zhang y
Han, 2006). Es necesario considerar parametros basicos para poder aplicar en un
fruto, como sus cualidades sensoriales, la eficiencia mecanica, la capacidad de
barrera, la estabilidad microbioldgica, la rentabilidad de produccién y la seguridad
del consumidor (Estrada, 2010).

2.3.2.1 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecéanicas dependen en gran medida de los ingredientes
empleados y se ven afectadas por la interaccion que exista entre ellos (Carneiro-
da-Cunha et al., 2009). Es necesario evaluar la ruptura al alargamiento (RA) y la
resistencia a la traccion (RT) de los recubrimientos, para determinar qué tipo de
superficie se puede recubrir con determinado recubrimiento cumpliendo con las
necesidades del fruto segun sea el caso (climatérico y no climatérico) (Corpas y
Tapasco, 2014).

2.3.2.2 Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales atribuidas a un alimento tienen accién
especifica en funcion de los componentes que forman el recubrimiento y la finalidad
con la que se aplique (Huber y Embuscado, 2009). La incorporacion de compuestos
bioactivos destaca entre las cualidades de los RC, ya que le provee al producto
funciones mas especificas (ej. actividad antimicrobiana y antioxidante, entre otras)
(Bourtoom, 2008). Sin embargo, la incorporacion de estos componentes debe ser
controlada para evitar degradar las propiedades organolépticas del producto
(Estrada, 2010). Dentro de los agentes antimicrobianos incorporados a RC,
comunmente se seleccionan extractos de plantas para reforzar su funcionalidad,
gue son unas mezclas complejas de terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos y

compuestos fendlicos (Sasidharan et al., 2011).
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Segun Ramos et al. (2010), la actividad antifungica se asocia al contenido de
fenoles, nativos de plantas capaces de resistir a las inclemencias climaticas de su
ecosistema, ademas de resistir el ataque de plagas. En el Cuadro 4 se muestra el
efecto de la aplicacion de algunos RC sobre frutas y hortalizas, detacando el uso de

recubrimientos a base de polisacaridos.

Cuadro 4. Efecto de la aplicacién de recubrimientos comestibles en frutas.

Base del Fruto aplicado Resultados Referencias
recubrimiento

Polisacéarido de cactus Fresa Extension de vida de Del-Valle et al.
(Opuntia ficus indica) anaguel, mejora de (2005)
propiedades sensoriales.

Céscara de mango y Durazno Mejores propiedades de  Torres-Ledn et al.
antioxidantes de la barrera. (2018)
semilla de mango

Aloe vera y quitosan Arandano azul Extension de vida de Vieira et al. (2016)
anaguel e inhibicién de
patdgenos postcosecha.

Goma Policaju y Manzana Mejora de propiedades  Carneiro-da-Cunha

sorbitol sensoriales. et al. (2009)

Almiddn y quitosan Zanahoria Inhibicién de bacterias Durango et al.
acido lacticas durante (2006)

vida de anaquel.

2.2.3 Seleccion y aplicacion de recubrimientos comestibles

El éxito de las peliculas y RC depende en gran medida del método de
aplicacion y la superficie de contacto (Quintero et al., 2010). Asi, la inmersion y la
aspersion son algunas técnicas utilizadas para recubrimientos y la preformacion o
casting para peliculas comestibles (Figura 4) (Bourtoom, 2008). La aplicacion del
recubrimiento es seguida por una etapa de secado o enfriamiento (Gontard et al.,
1994).
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Métodos de aplicacion

2

1. Inmersion 2. Aspersion : 2
P 3. Pelicula comestible

Figura 4. Métodos de aplicacion de recubrimientos y peliculas comestibles

La determinacion del método a utilizar debe ser en funciéon de las
caracteristicas de la superficie de contacto y el objetivo del recubrimiento (Baldwin,
2002). Es necesario tomar en cuenta para aplicacion en frutas y hortalizas sus
patrones de maduracion (climatéricos y no climatéricos), con el fin de seleccionar el

mejor recubrimiento en cada caso (Huber y Embuscado, 2009).

Las frutas climatéricas (ej. tomate, kiwi, platano, aguacate y manzana) se
caracterizan por una mayor respiracion y sintesis de etileno durante la maduracion,
gue es una limitante en el transporte, almacenamiento y comercializacion (Corpas
y Tapasco, 2014). Por otro lado, para los frutos no climatéricos (ej. citricos, pifia,
pepino, fresa y uva), la respiracion no representa una amenaza, debido a que su
maduracién se da cuando aun estan unidos a la planta, siendo la pérdida de peso
la principal limitante durante su comercializacion (Martinez et al., 2017).
Generalmente, para la prevencién de este dafio se aplica recubrimientos a base de
lipidos (ej., ceras y resinas) donde la baja permeabilidad a CO2, Oz y vapor de agua
permite reducir la pérdida de agua, proporcionando una apariencia atractiva del
producto (Du et al., 2011). Sin embargo, la restriccion excesiva del intercambio de
gas ocurre algunas veces en las frutas encerados, lo que lleva a cambios de sabor

indeseables (Flores-Lopez, 2016a).
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2.4 Chia (Salvia hispanica L.)

La semilla de chia es originaria de los valles centrales de México y el norte
de Guatemala, perteneciente a la familia de las Lamiaceae (familia de las mentas)
(Muiioz, 2012). Es una planta subtropical anual que requiere menos agua que otros
cultivos, se adapta a climas extremos, ya que al estar bajo condiciones de estrés
hidrico aumenta la concentracion de lipidos (Zettel y Hitzmann, 2018). Las hojas
miden de 4 a 8 cm de largo y de 3 a 5 cm de ancho, sus flores son hermafroditas,
de color violeta y florece entre julio y agosto (Figura 5). Al término del verano, las
flores dan lugar a un fruto en forma de "aqueno indehiscente" (Xingu Lopez et al.,
2017).

Figura 5. Imagen de Salvia hispanica L. A) cultivo y B) Flor.

Estudios recientes han contribuido a explicar por qué las antiguas
civilizaciones consideraban a la chia un componente basico de su dieta, al
determinar la composicién quimica de la semilla y su valor nutricional (Ding et al.,
2018). La semilla de chia es rica en nutrientes, vitaminas, antioxidantes y acidos
grasos, contiene una buena cantidad de fibra (27%), sobre todo en forma de fibra
soluble (mucilagos) (Ding et al., 2018). Dada la interesante composicién de la
semilla de chia, tiene un alto potencial para el desarrollo de avances tecnoldgicos
en la industria agroalimentaria, farmacéutica, cosmetologica, entre otras (Xingu
Lépez et al., 2017). El Cuadro 5, muestra la composicién nutricional de una porcion
de 100 g de chia.
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Cuadro 5. Composicion nutricional de semilla de chia.

Nutriente 100 g
Energia (Kcal.) 486.0
Proteinas (g) 16.5
Grasas totales (g) 30.7
Acidos grasos monoinsaturados (g) 2.3
Acidos grasos poliinsaturados (g) 23.7
Omega-3 (g) 17.8
Carbohidratos (g) 42.1
Fibra 34.4

Fuente: Mufioz Hernandez (2012).
2.4.1 Semilla

Las semillas son pequefias, de forma ovalada y planas, y miden entre 2 y
2.5 mm de largo, 1.2 y 1.5 mm de ancho, y de 0.8 a 1.0 mm de espesor (Figura 6).
Sus gamas de colores van de marrén oscuro a negro, y a veces gris o blanco,
(Mufioz, 2012).

Figura 6. Semilla de chia: A) seca y B) en hidratacion.
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2.4.2 Mucilago

Los mucilagos son polisacaridos obtenidos a partir de fuentes naturales
generalmente de plantas o algunas semillas, su principal caracteristica es la
formacion de disoluciones coloidales viscosas en agua (geles) (Arnon et al., 2015).
La semilla de chia al ponerse en contacto con agua forma mucilago que la rodea,
constituido principalmente por fibra dietaria (Ding et al., 2018). El mucilago de la
semilla de chia, no solamente tiene importancia por su valor nutricional, también por
su naturaleza hidrocoloide y gelificante, lo cual es una propiedad importante para
ser aplicado como agente espesante, emulsificante, gelatinizante y estabilizante; sin

embargo, este ingrediente no ha sido muy estudiado (Xingu Lopez et al., 2017).

En el aprovechamiento de polisacaridos mucilaginosos se ha estudiado su
potencial para la incorporacién en RC, tal es el caso de el mucilago obtenido de
cactus (O. ficus-indica), que, al ser aplicado en fresa, conservo la calidad durante
su vida de anaquel (Del Valle et al., 2005). La incorporacion de este tipo de
materiales en una matriz de recubrimiento, representa una alternativa en la
basqueda de materiales naturales para el desarrollo de tecnologias postcosecha, al

ser de facil obtencion.
2.5 Pepino (Cuccumis sativus L.)

El pepino (C. sativus L.) es un cultivo anual, perteneciente a la familia de las
cucurbitaceas, una de las familias més variadas genéticamente y de importancia
para el consumo humano (Mohammadi et al., 2015). En México, el cultivo del pepino
ocupa el quinto lugar entre las hortalizas exportadas (SAGARPA, 2018). Su
importancia radica en el alto indice de consumo en México, siendo ampliamente
adquirido en forma fresca, aportando potasio, magnesio, hierro y un bajo contenido

en calorias (Carnide y Barroso, 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Pepino (Cuccumis sativus L).

2.5.1 Principales problemas en postcosecha de pepino

El pepino, al igual que muchas hortalizas, es cosechado inmaduro con un
96% de agua en sus tejidos (Rangel, 2004). Uno de sus principales problemas
postcosecha es la pérdida de agua a través de la transpiracion y respiracion del
fruto; ocurriendo como consecuencia la pérdida de firmeza, dandole una vida util
reducida (Mohammadi et al., 2015). Debido a su alto contenido de agua es
susceptible al deterioro fangico (Pseudoperonospora cubensis, C. orbiculare,

F. solani f.sp. cucurbitae) (Diaz, 2013).

En la actualidad la aplicacion de ceras naturales se utiliza como medida de
prevencion de deterioro en la etapa de postcosecha (ej. parafina, cera de abejas,
cera de candelilla, entre otras) (Miramont, 2012). Sin embargo, la velocidad de
deterioro no se ve frenada con su aplicacién, debido a que en muchas ocasiones
las ceras son una barrera impenetrable que mantiene una apariencia sensorial
aceptable, pero pudre el fruto en su interior, ademas de conferirle color y sabor

indeseable (Flores-Lopez et al., 2016a).

La importancia de un apropiado manejo postcosecha de productos
hortofruticolas es indispensable para la compra-venta de productos (Yahia et al.,
2004). Existen tres factores que definen el éxito de su distribucion: gusto o sabor,
madurez y apariencia, este ultimo es el principal criterio que demanda el consumidor
y con el decide la adquisicion o no del producto (Morales, 2018).
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2.5.2 Agentes patdgenos en pre- y postcosecha de pepino

En la etapa de precosecha el desarrollo de enterobacterias puede
contaminar el producto, principalmente por aguas contaminadas o durante la
manipulacion de los productos horticolas (Droby y Wisniewski, 2018). En el ataque
de hongos, hay efecto retardado al no aparecer durante el desarrollo del cultivo,

sino hasta la maduracién del producto o durante la cosecha (Ramos et al., 2010).

F. oxysporum es una de las especies de mayor importancia fitopatoldgica y
econOmica, ya que cuenta con un amplio numero de hospederos, ocasionado
marchitamientos vasculares, muertes en plantas y pudricion en fruto (Wu et al.,
2009). En las hortalizas se registra atacando entre otras plantas al tomate (Solanum
lycopersicum L.), apio (Apium graveolens), pepino cohombro (C. sativus), cebolla
(Allium cepa), repollo (Brassica olerace), esparrago (Asparagus officinalis) y
remolacha (Beta vulgaris) (Borda y Arbelaez, 1993). El hongo se caracteriza por
producir colonias de crecimiento rapido (Arbelaez, 2000). En el fruto, éste se

presenta como un hongo de coloracion blanca (Figura 8).

Figura 8. Dafio causado por F. oxysporum A) en planta, B) en fruto y C) dafio en planta

por C. cassiicola en pepino.
El control de F. oxysporum, es uno de los retos mas dificiles para la

agroindustria, ya que en la produccién de cultivos comerciales causa numerosas

pérdidas (Retana et al., 2018). La facilidad de propagacién de este hongo le permite
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tener multiples hospederos, es por eso que tiene una gran importancia fitopatologica

y econémica (Villa-Martinez et al., 2017).

Otra de las enfermedades que se desarrolla en la etapa de precosecha y
prevalece en la postcosecha, es la mancha de la hoja en pepino (Guerrero et al.,
2016). Es una enfermedad causada por el hongo C. cassiicola, que ataca la parte
foliar y rara vez a frutos y tallos (Yamada et al., 2013). Es una enfermedad que
puede devastar al cultivo de pepino bajo invernadero (Yassin y Hussen, 2015). La
sintomatologia ocasionada por el ataque de C. cassiicola se puede confundir con
otras enfermedades comunes que infectan al cultivo de pepino, como el mildiu
velloso (Pseudoperonospora cubensis), la mancha angular de la hoja

(Pseudomonas syringae) y la antracnosis (C. orbiculare) (Guerrero et al., 2016).

El hongo C. cassiicola tiene un amplio rango de hospederos de climas
tropicales y subtropicales, dafiando tanto a hojas y frutos (Dixon et al., 2009). Esta
enfermedad ataca a otros cultivos horticolas como melon chino, camote, tomate,
frijol ejotero, okra, entre otros (Figura 8) (Yamada et al., 2013). Por esta razon, el
control de este patdégeno, es una medida necesaria en el cultivo de pepino.
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Fermentaciones del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. La
experimentacion de este trabajo consta de dos etapas: 1) Produccion vy
caracterizacion de extractos de Rhus microphylla, y Il) Desarrollo y caracterizacion
de recubrimientos funcionales a base de mucilago de chia. Dichas etapas, se

describen a continuacion:
Etapa |. Produccion y caracterizacion de extractos de Rhus microphylla

3.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en esta investigacion son de grado analitico.
La base en la disolucion de los reactivos fue agua destilada, y etanol absoluto 99.9%
en algunas pruebas. Para el crecimiento de los hongos se utilizé agar papa dextrosa
(PDA) (TM MEDIA, India); en la medicion de actividad antioxidante se utilizé el
reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo, Sigma Aldrich, Alemania) La prueba de
fenoles totales se analiz6 con el reactivo Folin Ciocalteu (Merk, Suiza), carbonato
de sodio y acido galico de Sigma (Japon). Finalmente, para la prueba de
cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC) se utilizé acido férmico y
acetonitrillo grado HPLC (Sigma, EU).

3.2 Materia prima

La recoleccién del fruto de la planta agrillo (R. microphylla) se llevé acabo en
los meses julio y agosto de 2018 (Figura 9), en terrenos colindantes a la UAAAN,
ubicado a 25°21°24°N 101°01°59°W. Fueron manualmente recolectadas y
transportadas al laboratorio del Departamento de Alimentos de la UAAAN donde se
separo el fruto de la planta, se lavo con agua destilada y se llevo a secado a 60°C

por 48 h en un horno de secado (Biobase Bioindustry, EU) hasta peso constante.
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Posteriormente, los frutos fueron triturados a velocidad baja en una licuadora,

pasados a través de malla no. 20, y almacenados a 40°C hasta su uso.

Figura 9. Recoleccién de fruto de R. microphylla.

3.3 Produccion de extractos de Rhus microphylla

Para la preparacion de extractos, se siguié la metodologia empleada por
Jasso de Rodriguez et al. (2011) con algunas adaptaciones. Una muestra de 11.5 g
fue colocada en un matraz cubierto con aluminio y se afiadieron 125 mL de solvente:
(1) EE- etandlico, (2) EA- acuoso y (3) EHA- hidroalcoholico (agua:etanol, 50:50,
v/v). La mezcla se agit6 mecanicamente en un agitador (New Brunswick Scientific,

EU) durante 22 h a 150 rpm a temperatura ambiente (Figura 10).
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Figura 10. Proceso de preparacion de extractos: A) disolucién de materia seca en los solventes

a) EHA- hidroalcohdlico, b) EE- etandlico y ¢) EA- acuoso; B) homogenizacion de mezclas; C)
eliminacion de solventes por arrastre de vapor.

30



La infusion obtenida se llevé a un evaporador rotatorio (IKA RV 10, China)
para su concentracion. La temperatura empleada para el EE fue de 78°C, para el
EA fue de 99°C, y para el EHA a 89°C. Al término del proceso se obtuvo una resina,
y el contenido fue transifirido a placas Petri de vidrio para eliminar el solvente
residual a 45°C durante 24 h en un horno de secado. La resina se almacen6 bajo
condiciones de obscuridad hasta su uso y se midio el rendimiento expresandose en
porcentaje (%). Las extracciones se realizaron por triplicado.

3.4 Caracterizacion de extractos de Rhus microphylla
3.4.1 Fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizd siguiendo la metodologia
propuesta por Li et al. (2007). Se afiadieron 200 uL de muestra diluida (0.1, 0.2, 0.4,
0.6 y 0.8 mg mL?Y) a 1 mL de reactivo de Folin — Ciocalteu diluido (1:10, v/v).
Posteriormente, se afiadieron 800 pL de carbonato sédico saturado (75 g L, p/v).
Después de 2 h de incubacion a temperatura ambiente, se midio la absorbancia a
765 nm en un lector de microplacas (BIO-TEK IZASA, Espaia) con ayuda del
programa Gen5 2.07. Se utiliz6 acido galico (0 — 500 mg L) para la curva de
calibracion estandar. Los resultados de fenoles totales se determinaron como
equivalentes de acido galico (AG) y los valores fueron expresados como mg de AG
por g de peso seco de extracto. El analisis se realiz6 por triplicado.

3.4.2 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos de R. microphylla se determiné
mediante el método que utiliza el radical libre estable 2,2- difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH), siguiendo la metodologia aplicada por Moutinho et al. (2013). La reaccién
se llevé acabo en microplaca de 96 pozos, para ello 25 yL de cada extracto a
diferentes concentraciones (0.02, 0.04, 0.08, 0.13, 0.2 y 0.25 mg mL) se mezclaron
con 200 uL de 150 uM de DPPH (v/v), disuelto en etanol. La reaccion se llevé a
cabo a temperatura ambiente, dejandose reposar 30 min en condiciones de

obscuridad. Finalmente, la actividad antioxidante se determiné
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espectrofotométricamente a una longitud de onda de 515 nm, utilizando un lector de
microplacas (BiotekSinergy Il, EU) con ayuda del programa Gen5 2.07. La actividad
antioxidante se expres6 como porcentaje de actividad antioxidante (% RSA, radical
scavenging activity) en relacion con el control (etanol absoluto), utilizando la

siguiente ecuacion:

__ (Abs control-Abs muestra)

(%) RSA = x 100 Ec. 1

(Abs control)

donde Abscontrol representa la absorbancia del control y AbSmuestra representa
la absorbancia de la solucion muestra. La Clso se determind como la concentracion
del compuesto causante del 50% de RSA. Todas las evaluaciones se realizaron por

triplicado.

3.4.3 Perfil fendlico por el método de UHPLC

Los extractos se caracterizaron siguiendo el método de UHPLC. Las
muestras fueron inyectadas en un cromatdégrafo Shimatzu Nexpera X2 UHPLC
equipado con detector de diodos de matriz (Shimadzu, SPD-M20A). La separacion
se realizé en una columna de fase invertida de Aquity UPLC BEH C18 (2.1 mm x
100 mm, 1.7 ym de tamafio de particula; de Waters, EU) y una pre columna del
mismo material a 40°C. El caudal fue de 0.4 mL min. Los disolventes de grado
HPLC utilizados fueron agua/acido formico (0.1%) como disolvente A y acetonitrilo
como disolvente B. El gradiente de elucién para el solvente B fue el siguiente: de
0.0 a 5.5 min eluyente B al 5.0%, de 5.5 a 17 min un incremento lineal a 60.0%, de
17.0 a 18.5 min un incremento lineal a 100.0%, luego el equilibrio de columna fue
de 18.5 a 30.0 min al 5.0%. Los compuestos se cuantificaron e identificaron a

diferentes longitudes de onda. Todos los analisis se realizaron por triplicado.
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3.4.4 Actividad antifangica

Las cepas Fusarium oxysporum (no. de ascension NCBI MF996561) y
Corynespora cassiicola (no. de ascension NCBI MK530179) fueron proporcionadas
por el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, México (CICY). Ambos hongos
fueron incubados a 27 + 2°C durante 7 dias para su posterior uso (Figura 11). Los
extractos de R. microphylla se evaluaron en seis concentraciones (0, 100, 500,
1000, 2500, 3000 mg L1); siguiendo la técnica de medio envenenado empleada por
Jasso de Rodriguez et al. (2017), con el fin de conocer el efecto inhibitorio de los

extractos sobre los dos hongos fitopatdgenos.

Figura 11. A) Establecimiento de prueba antifingica; crecimiento al séptimo dia de los

hongos: B) Corynespora cassiicola y C) Fusarium oxysporum.

La preparacion del medio envenenado se realiz6 en matraces Erlenmeyer de
150 mL, en condiciones de esterilidad, mezclando agar PDA con la respectiva
concentracion de extracto. La mezcla se vacio en cajas Petri de 5.0 cm de diametro.
Una vez solidificado el medio, se sembré un explante de 0.7 cm de diametro de
cada hongo al centro de la caja. Las cajas Petri fueron incubadas a 27 + 2°C durante
7 dias. El potencial de inhibicion de cada tratamiento se evalu6 midiendo el
crecimiento radial (cm). Se calculd6 tomando como referencia el crecimiento del
tratamiento control (cajas Petri s6lo con medio PDA y explante de hongo) como

referencia, y se calculé mediante la siguiente ecuacion:
. Ly s sz DC-DT
% de inhibicion = ¢ X 100 Ec. 2

donde DC es el diametro del control y DT es el diametro de los tratamientos
a diferentes concentraciones.
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3.4.4.1 Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la concentracion
de los extractos de R. microphylla que inhibieron el crecimiento in vitro visible de los
hongos patégenos en un 50% y 90%, expresada en términos de CMiIso y CMiloo,
respectivamente. Estas fueron calculadas mediante un programa estadistico SAS
Probit (version 9.1), basado en el método de interpolacion logaritmica (Jasso de
Rodriguez et al., 2015; Castillo et al., 2010).

Etapa Il. Desarrollo y caracterizacion de recubrimientos funcionales a base

de mucilago de chia

Esta etapa experimental se realizé en el Laboratorio de Industria y Proceso del

Centro de Ingenieria Bioldgica de la Universidad de Minho, Braga, Portugal.
3.5 Materia prima

Para la elaboracion de RC se utilizé chia (S. hispanica L.) variedad negra,
originaria de Huaquechula, Puebla. El glicerol fue adqurido con HiMedia (India) y el
CaClz con Merck (Suiza). La afinidad del recubrimiento hacia la superficie de pepino
se realizo utilizando pepinos variedad Portugal, adquiridos en un mercado local en
Braga, Portugal (Figura 12). La seleccién de los pepinos se baso en caracteristicas
uniformes del fruto en cuanto a color, tamafio y peso. Posteriormente, se

almacenaron en condiciones de refrigeracién (5°C a 90% HR) hasta su uso.

Figura 12. A) Semilla de chia variedad negra y B) pepino variedad Portugal.
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3.6  Extracciéon de mucilago

Para la extraccion de mucilgo, la semilla de chia se hidratd en agua destilada
en una proporcion 1:2 (p/v), pesando 250 g de semilla y diluyendo en 500 mL de
agua destilada con agitacion constante (500 rpm por 60 min) a temperatura
ambiente. La mezcla obtenida se licué durante 10 s a velocidad baja.
Posteriormente, se centrifugdé (Beckman Coulter, Allegra X-12R, EU) a 10,000 rpm
durante 10 min a 10°C. Finalmente, el mucilago resultante fue congelado a -80°C
para su posterior liofilizacion a -55°C con una presion de 0.133 mbar y almacenado

hasta su uso (Figura 13).

Figura 13. Proceso de obtencion del mucilago de chia: A) hidratacion de la semilla; B) mucilago

de chia obtenido por centrifugacion; C) liofilizacién de mucilago de chia.

3.6.1 Formulacion y elaboracion de recubrimientos comestibles a base

de mucilago de chia

Las formulaciones de recubrimiento se basaron en un disefio experimental
Plackett Burman de tres factores en dos niveles (alto y bajo), generando doce
combinaciones donde: A) polisacarido (chia), B) reticulante (CaClz), C) plastificante
(glicerol) (Cuadro 6). Para la elaboracion de recubrimientos y/o peliculas, primero
se hidrat6 el mucilago de chia liofilizado en agua destilada a temperatura ambiente
(20°C) bajo agitacion constante durante 20 min, después se agrego el CaClzy una
vez disuelto, se incorporé el plastificante (glicerol) hasta obtener una mezcla
homogénea. La mezcla obtenida se vacio en cajas Petri de 9.6 cm de diametro con
un volumen constante de solucién (28.0 mL) para mantener el espesor de la pelicula

resultante. Las placas Petri se colocaron en un horno (Termaks, Japén) a 40°C
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durante 24 h para su secado. Finalmente, las placas se acondicionaron en un
desecador con condiciones controladas debido a la presencia de una solucién
saturada de Mg(NOz3)2-6H20 a una temperatura de 20°C y con 53.0 %HR.

Cuadro 6. Concentraciones evaluadas para la formacion de recubrimientos comestibles.

Solucion A) % chia (p/v) B) % CaCl, (p/v) C) % glicerol (p/v)
1 0.2 0.15 0.0
2 0.2 0.05 1.0
3 0.4 0.05 1.0
4 0.4 0.05 1.0
5 0.4 0.15 0.0
6 0.4 0.05 1.0
7 0.2 0.15 0.0
8 0.4 0.05 0.0
9 0.4 0.15 0.0
10 0.2 0.05 0.0
11 0.2 0.15 1.0
12 0.2 0.15 1.0

3.7 Seleccién de recubrimientos comestibles

La seleccién de las mejores soluciones se realiz6 en funcion de los resultados
obtenidos en términos de humectabilidad (Ws), que se describen a continuacién en
los incisos 3.7.1 y 3.7.2. De acuerdo al tipo de prueba, las formulaciones se
analizaron en forma liquida y en forma solida (pelicula). Las pruebas mecanicas, de
permeabilidad, espesor, solubilidd, color y opacidad se realizaron en la pelicula; y
las pruebas de Ws, angulo de contacto, tension superficial, viscosidad, potencial
zeta y reologia, se realizaron en forma liquida, evaluando la afinidad del
recubrimiento a la superficie del fruto modelo (pepino).
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3.7.1 Humectabilidad y tension superficial

3.7.1.1 Preparaciéon de muestras para mediciones de angulo de

contacto.

Los pepinos fueron seleccionados por su uniformidad, tamafio, color y
ausencia de dafo e infeccion fungica. Antes de la prueba se limpio y desinfecto el
fruto con ayuda de una solucién de hipoclorito de sodio al 0.05% (v/v) durante 3 min,
una vez transcurrido el tiempo se secaron a temperatura ambiente. Posteriormente

se removieron las cascaras en forma de tiras rectangulares de 1.0 cm x 10.0 cm.
3.7.2 Determinacion de humectabilidad (Ws)

Para obtener una propagaciéon uniforme de la solucion sobre la superficie del
pepino se determind la Ws, y las fuerzas de adhesion (Wa) y cohesion (W) (Ec. 3).
Las mejores soluciones fueron seleccionadas para el seguimiento de la

investigacion (Figura 14).
W,=W,—-W, Ec. 3

Mientras que las fuerzas de adhesion se expresan en términos de Wa (Ec. 4)
favoreciendo la propagacion del liquido en la superficie de pepino, las fuerzas de
cohesion se expresan en términos de W. (Ec. 5) promoviendo su contraccién, por

lo tanto, actuando contra la propagacion (Vieira et al., 2016).

W, = yL (1 + cos(09)) Ec. 4

W, = 2yL Ec.5

La dispersion del liquido (Ws) en la superficie se obtuvo midiendo el angulo
de contacto (6) entre las soluciones de recubrimiento y la superficie del fruto modelo
(pepino) y la tension superficial (yL) de las soluciones. Se midi6é el angulo de
contacto en la superficie del pepino por el método de gota, observandose con un
medidor de angulo de contacto (OCA 20, Dataphysics, Alemania).
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La solucion fue depositada sobre la superficie del fruto con una jeringa
automética de piston de 500 uL (Hamilton, Suiza) con una aguja de 0.75 mm de
diametro. Previo al analisis, cada solucion de recubrimiento se filtr6 a vacio con
ayuda de un filtro nylon 100 ym (type NY1H Millipore, EU). Para determinar el angulo
de contacto se procesaron imagenes con ayuda de un ordenador utilizando una
camara digital, sometiendo a analisis las imagenes grabadas a 0 y 15 s. Se
realizaron 20 mediciones de angulo de contacto a 20 + 1°C para cada formulacion.

Los valores de tension superficial (yL) de cada solucién de recubrimiento se
determinaron de acuerdo con el método de anillo descrito por Gudifia et al. (2012).
Se utilizé un tensiometro Kriiss K6 (Kriiss GmbH, Alemania) equipado con un anillo
de platino de 1.9 cm de Noly, cada lectura se realizé con cinco repeticiones a

temperatura ambiente.

l :
Figura 14. A) Evaluacién de humectabilidad (Ws) sobre superficie de pepino; B)

determinacion de angulo de contacto; C) medicion de tension superficial.

3.8 Funcionalizacién de recubrimientos

La funcionalizacion de los recubrimientos se llevo a cabo con la incorporacion
del extracto de R. microphylla, seleccionando su concentracién con base a sus
propiedades antioxidantes y antifingicas. Los recubrimientos funcionalizados
fueron aquellos que arrojaron los mejores resultados de humectabilidad en términos
de Ws. Una vez incorporado el extracto, se evalud la interaccion de todos los

componentes sobre la superficie del fruto modelo y la relacién entre ellos.
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3.9 Caracterizacion de recubrimientos funcionalizados

La caracterizacion de los recubrimientos se realizO para conocer la
interaccidn entre componentes y generar un comparativo con la influencia del
extracto. Ademas, de predecir su posible comportamiento en la superficie de pepino,

evaluando los pardmetros que se describen a continuacion:
3.9.1 Reologia

Las mediciones reoldgicas se realizaron mediante el uso de un reémetro
controlado por tension (NORLEQ discovery hybrid rheometer, TA Instruments,
Inglaterra) con cilindros concéntricos (32 mm de altura, 13.8 mm de didmetro interno
y 15.0 mm diametro externo), o la geometria de la placa cénica (60 mm de didmetro,
2° de angulo, truncamiento 58.0 um), dependiendo de la viscosidad de la dispersion.
Todas las lecturas se realizaron en duplicado, siguiendo la técnica utilizada por
Moraes et al. (2011).

3.9.1.2 Reologia de cizallamiento estable

Las curvas de flujo de reologia de cizallamiento estable se obtuvieron
mediante un programa de pasos de arriba hacia abajo que utiliza diferentes rangos
de tension de cizallamiento para cada muestra, con el fin de obtener un valor de
velocidad de cizallamiento maximo que oscila entre 0y 100 s™. La prueba se analizé
a temperatura ambiente. Las curvas fueron ajustadas al modelo de la ley de la
potencia en el que se rige el comportamiento de los fluidos No Newtonianos (Ec. 6),
linealizando la ecuacién para interpretar los resultados (Sharma et al., 2003).

o = ky" Ec.6
Linearizacion

1. logo = log (ky™)

2. logo = logk+ log (y")

3. logo = logk+nlogy
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donde o es el esfuerzo cortante (Pa), k es el indice de consistencia (Pa:s); y es
la velocidad de cizallamiento (s2), y n es el indice de comportamiento de flujo. Para
los fluidos pseudoplasticos se cumple que n < 1, mientras que n > 1 ocurre para los

dilatantes (Sharma et al., 2003).
3.9.2 Potencial zeta

El analisis de potencial zeta (potencial-{) de las soluciones formadoras de
recubrimientos (con y sin funcionalizar), se determin6 mediante un instrumento de
microelectroforesis de particulas (Zetasizer nano ZS-90, Malvern Instruments, UK)
(Figura 15). Cada formulacion se deposito en celdas capilares (DTS 1060, Malvern
Instruments, UK). La lectura se llevé a cabo con tres repeticiones por solucion a

temperatura ambiente.

Figura 15. Evaluacion de potencial zeta de recubrimientos funcionalizados en lector de

microelectroforesis (Zetasizer nano ZS-90, Malvern Instruments, UK).

3.9.3 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Siguiendo la metodologia descrita por Casariego et al. (2009), se midi6 la
permeabilidad al vapor de agua (PVA) (Figura 16). Las peliculas (diametro =
9.6 cm) se sellaron en un cilindro de silicon con un volumen de 50.0 mL de agua
destilada y se colocaron en un desecador (0% RH, 20°C). Para mantener
condiciones uniformes para todas las muestras, se utilizé un ventilador dentro del

desecador. El analisis consistié en medir la pérdida de peso (g) de cada cilindro con
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intervalos de 2 h hasta que se alcanz6 un peso constante, con tres repeticiones para
cada tratamiento. Finalmente, la tasa de transmision de vapor de agua (TTVA) se
calculé dividiendo la pendiente de una regresion lineal de pérdida de peso contra el
tiempo por area de pelicula, y PVA (g m™ s Pa™) se calculé de la siguiente

manera:

(TTVAx L)
AP

PVA = Ec. 7

donde TTVA es la tasa de transmision de vapor de agua, L es el espesor del
recubrimiento (um) y A P es la diferencia de presion parcial de vapor de agua (Pa)

a traves de los dos lados de la pelicula.

Figura 16. A) Desecador bajo condiciones ambientales controladas (0% RH; 20°C);

B) cilindros de silicdn sellados con peliculas funcionalizadas.

3.9.4 Contenido de humedad

El contenido de humedad de las peliculas funcionalizadas se determiné con
una muestra circular de 2 cm de diametro, previamente secada a 105°C durante
24 h (hasta obtener un peso constante). Se determiné la pérdida de peso de la

muestra calculando el contenido de humedad (%) mediante la siguiente ecuacion:
% humedad = %tx 100 Ec. 8

donde Miy Mf representan el peso de la muestra inicial y la muestra seca, en

gramos respectivamente.
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3.9.5 Porcentaje de solubilidad en agua

La capacidad de solubilidad de las peliculas en agua se determiné segun el
meétodo reportado por Casariego et al. (2009), determinando el porcentaje de
materia soluble después de 24 h de inmersion en agua. Se tomd una muestra
circular de 2 cm de diametro de cada pelicula, con tres repeticiones por tratamiento,
previamente secado en un horno a 105°C para obtener la materia seca inicial de los
recubrimientos. Posteriormente, las muestras se suspendieron en 50.0 mL de agua

destilada y se agitdé suavemente a 20°C por 24 h.

Durante el periodo de solubilizacibn se observo el comportamiento de la
pelicula en ambientes hiumedos para respaldar los resultados. Al término de las
24 h, las muestras se secaron (105°C, 24 h) para determinar el peso de la materia
seca que no se solubilizé. El porcentaje de solubilidad en agua en las peliculas fue

calculado segun la siguiente ecuacion:

(Mi—-Mf)

% solubilidad = x100 Ec. 9

donde Mi representa la masa inicial y Mf representan la masa final, en gramos.
3.9.6 Propiedades opticas

El color de las peliculas se determiné con un colorimetro Minolta (CR 400;
Minolta, Japdn), tomando cinco lecturas sobre diferentes puntos de la pelicula
(Figura 17). El equipo fue calibrado con una placa de color blanco estandar (Y =
93.9, x = 0.3158, y = 0.3321). Los valores L*, a* b* de cada pelicula fueron
evaluados por mediciones de reflectancia. En este sistema, L* indica la luminosidad
(que va de negro a blanco), y los ejes horizontales, indicados por a* y b*, son las
coordenadas cromaticas (que van desde - a*: verde, — b*: azul, hasta + a*: rojo, +
b*: amarillo). Cuando los valores de a* y b* se acercan a cero indican colores neutros
y aumentan a medida que el color se vuelve mas cromatico y mas saturado (Costa
et al., 2015).

42



Figura 17. Lectura de A) color y B) opacidad con ayuda de un colorimetro Minolta (CR 400;

Minolta, Japdn).

La lectura de opacidad se determin6 segun el método Hunter Lab empleado
por Costa et al. (2015), evaluando la relacion de opacidad de cada muestra sobre
un estandar negro (Yp) y la opacidad de cada muestra sobre un estandar blanco

(Yw) (Ec. 10). Se realizaron cinco mediciones por muestra de pelicula.
% opacidad = (%) x100 Ec. 10

3.9.7 Espesor

El espesor (um) de las peliculas se determin6 con un micrémetro digital (No.
293-5, Mitutoyo, Japon), con 72 h previas de control de condiciones ambientales 23
+ 2°C y 50 £ 2% HR en un desecador (Figura 18). Para cada pelicula, el espesor se
calculé como el promedio de cinco mediciones, tomadas en diferentes lugares en

cada muestra, generalmente una en el centro y cuatro alrededores del perimetro.

Figura 18. Lectura de espesor de pelicula funcionalizada con extracto de R. microphylla

con un micrometro digital (No. 293-5, Mitutoyo, Japén).
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3.9.8 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas se midieron con un Instron
Universal Testing Machine (Modelo 4500, Instron Corporation, Canton, EU),
siguiendo la metodologia descrita por ASTM D882-91, (ASTM 1991) (Figura 19).
Previo al andlisis, se mantuvo una temperatura (20°C) y una HR (53%) controlada.
Se cortaron tiras de las peliculas con una superficie de 10 cm de largo por 2 cm de
ancho. Las tiras fueron sujetadas entre pinzas con una distancia inicial de 100 mm.
La fuerza y la deformacién se registraron durante la extension a 50 mm min™. La
resistencia a la traccion (RT) y ruptura al alargamiento (RA) se expresaron en MPa
y %, respectivamente. Por cada pelicula se realizé la prueba por triplicado.

Figura 19. A) Lector de propiedades mecanicas (Modelo 4500, Instron Corporation,

Canton, USA). B) lectura de resistencia a la traccion (RT) y ruptura al alargamiento (RA).

3.10 Analisis estadisticos

Los resultados se analizaron utilizando un analisis de varianza (ANOVA) en
el software FAUANL (Olivares, 1994). La comparacién de medias se realiz
mediante el método de Tukey y diferencias entre tratamientos de p<0.05 se
consideraron significantes. El analisis Probit (programa de analisis SAS Probit,
Version 9.1) se aplico para calcular la concentracion de extracto de R. microphylla
que resulta en una inhibicion del 50% y 90% del crecimiento visible de cada hongo
fitopatdbgeno en comparacion con su respectivo control (CMlso y CMlgo,
respectivamente). El disefio Plackett Burman se realiz6 utilizando el programa
Minitab 17 version 17.1.0, State College (EUV).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa |. Produccion y caracterizacion de extractos de Rhus microphylla
4.1 Produccion de extractos de Rhus microphylla

El rendimiento de los extractos EE, EA y EHA del fruto de la planta
R. microphylla en base seca se presenta en la Cuadro 7. El ANOVA indicé que no
hubo influencia del solvente en el rendimiento de los extractos, ya que no se
presentaron diferencias significativas (p>0.05) en dicha variable. EI EA present6 un
rendimiento de 31.3%, seguido del EHA (25.1%) y el EE (23.5%). Kosar et al. (2007)
obtuvieron rendimientos similares para el extracto de R. coriria en metanol al 70%,
con valores de 29.8%. También, Jasso de Rodriguez et al. (2015) reportaron un
rendimiento de 37.4% en la preparacion de extracto etandlico de hojas de
R. muelleri, confirmando que el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos
nativos del género Rhus, depende en gran medida de la estructura del compuesto
extraible, grado de polimerizacion y su afinidad con la polaridad de solvente utilizado

en la extraccion (Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016).

Cuadro 7. Rendimientos (%), fenoles totales (mg AG g?) y actividad antioxidante (Clso,
mg L?) de extractos (EE, EA y EHA) del fruto de Rhus microphylla.

Extracto Rendimiento Fenoles totales Clso
(%) (mg AG g?) (mg mL?)
EE 23.5+0.12 201.6 +3.32 0.1 +0.02
EA 31.3+3.12 146.8 + 0.1P 0.1 +0.02
EHA 25.1 +4.62 151.0 £ 4.0° 0.2 +£0.0°

EE- extracto etandlico; EA- extracto acuoso; EHA- extracto hidroalcohdlico. Los valores en

la misma columna seguidos por diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0.05).

El uso de compuestos bioactivos en diferentes sectores comerciales, como
la industria alimentaria, farmacéutica y quimica, potencializa la busqueda de fuentes
mas rentables (Azmir et al.,, 2013). Las plantas de la regidon representan una
alternativa para la obtencibn de compuestos bioactivos naturales (Jasso de

Rodriguez et al., 2011). Actualmente, no existen reportes cientificos que
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demuestren la funcionalidad de los compuestos bioactivos de R. microphylla en
diversas areas; sin embargo, derivado de su caracterizacion en este trabajo, se
puede considerar a los extractos de R. microphylla como un potente antimicrobiano

y antioxidante.
4.2 Fenoles totales

El ANOVA mostré que el EE de R. microphylla tiene mayor contenido de
fenoles (p<0.05) con 201.6 + 3.3 mg AG g (Cuadro 7). Los compuestos fendélicos
como flavonoides, &cidos fendlicos y los taninos son considerados como los
principales contribuyentes a la capacidad antioxidante de las plantas (Djeridane et
al., 2006). Estos antioxidantes también poseen diversas actividades bioldgicas,
como antiinflamatorio, antifingico, actividades anticarcinégenas, entre otras (Li et
al., 2007). Kosar et al. (2007) presentaron contenidos de 171.6 mg AG g* en
extractos de hojas de R. coriaria, usando etanol como solvente, por debajo de los
obtenidos para el EE de R. microphylla bajo estudio. EI EHA y el EA no mostraron
diferencias significativas (p>0.05) entre ellos con valores de fenoles totales de 146.8
y 151.0 mg AG g7, respectivamente. Itidel et al. (2013) reportaron en extractos
metanolicos de R. tipartite de corteza, tallo y fruto, valores de 71.1, 141.7 y 76.8 mg
AG g1, respectivamente, inferiores a los encontrados en el fruto de R. microphylla.
Los resultados obtenidos para extractos de R. microphylla y su comparacion con
extractos de otras especies de Rhus, confirman que a pesar de ser plantas del
mismo género hay variabilidad entre tipo de compuesto y cantidad disponible de

compuestos bioactivos.

El aprovechamiento de las plantas para la produccién de extractos, se da
desde la raiz hasta los frutos; sin embargo, es el fruto de R. microphylla lo que
tipicamente se consume como infusién o especia después del secado y la molienda
(Latorre et al., 1977). La diferencia en cuanto a contenido de compuestos bioactivos
podria estar relacionada con las caracteristicas fisiologicas de la planta, los factores
ambientales (temperatura, estrés hidrico, radiacién UV, entre otros), el desarrollo

fenologico vegetal, el sitio de recoleccion y la época de madurez del fruto, que
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pudieran favorecer la produccién de metabolitos secundarios (Jasso de Rodriguez
et al., 2017).

4.3 Actividad antioxidante

El método por DPPH determiné el poder antirradical de los antioxidantes
presentes en los extractos de R. microphylla (EE, EA y EHA), y se expresé en
términos de Clso (mg mL). Cuanto menor sea el valor de Clso, mayor sera la
actividad de eliminacion de radicales libres de una muestra (Kosar et al., 2007). Las
actividades de eliminacion de radicales libres de los extractos se presentan en el
Cuadro 7, que corresponde a la concentracién requerida para lograr el 50% de
inhibicion de la oxidacion. ElI EE y el EA mostraron el mayor (p<0.05) potencial
antioxidante (valor Clso mas bajo). Estudios previos han reportado que existe una
estrecha relacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante,
mostrando una correlacion positiva de los valores mas altos de fenoles totales con
la actividad antioxidante (Flores-L6pez et al., 2016b). Este fendmeno se observa en
los extractos de fruto de R. microphylla, siendo méas evidente para el EE, que
presenté valores bajos de Clso (0.1 £ 0.0 mg mLt) y el mayor contenido de fenoles

totales (201.6 + 3.3 mg AG g!), en comparacion con los extractos EA y EHA.

4.4 Perfil fendlico por el método de UHPLC

El andlisis cualitativo y cuantitativo de la composicion de los extractos de fruto
de R. microphylla en diferentes solventes (EE, EA y EHA) se presenta en el
Cuadro 8. Un total de 8 compuestos fendlicos se identificaron por primera vez en
frutos de R. microphylla, incluyendo acido galico, acido ferulico, acido p-cumarico +
epicatequina, catequina y resveratrol. Estos compuestos pueden ser efectivos para
reducir el crecimiento de algunos hongos importantes responsables de la
descomposicion de frutas y verduras frescas en la postcosecha (Sasidharan et al.,
2011). Estudios previos sefialan al género Rhus como un grupo potencial para la
obtencion de compuestos de interés asociados a su bioactividad, atribuida al alto
contenido de compuestos bioactivos, que incluyen: taninos hidrolizables,

antocianinas, acido malico, acido galico, flavonoides, derivados de terpenos y

47



vitaminas (Alaniz, 2018). EI ANOVA mostro diferencias significativas entre la
composicion de extractos (p<0.05). El EE presenté mayor contenido de acido galico
(321.8 £+ 4.0 mg L1), a quien se le atribuyen varios efectos biol6gicos, que van desde
la actividad antiinflamatoria, antioxidante y antibidtica, hasta la proteccion
cardiovascular y anticancerigena (Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016; Salas et al.,
2013). Cowan (1999) mencion6 que el acido gélico logra una inhibicion enziméatica
en algunos microorganismos por la interaccion sobre las adhesinas (proteinas de la
pared celular), y la capacidad que tienen de unirse a polisacéaridos, interviniendo asi,
en el desarrollo microbiano. Ademas, en el area de alimentos, se ha utilizado como
antioxidante de grasas y aceites, asi como aditivo en algunas bebidas y alimentos,
evitando la oxidacién de los mismos (Hocman, 1988).

Cuadro 8. Perfil fendlico de extractos de fruto de Rhus microphylla por UHPLC.

Compuestos fendlicos (mg L?) Extractos de Rhus microphylla
EE EA EHA
Catequina 12.5+0.3?2 n.d. 10.4 + 0.4°
Acido ferulico 9.3+0.12 57+0.1° 6.1+1.3°
Acido gélico 321.8 +4.02 203.2 +£0.7° 98.6 + 4.4°
Acido p-cumarico + epicatequina  42.2 + 2.9° 7.4+0.2° 78.2+1.5°
Acido elagico 1.9+0.0° n.d. 2.9+0.12
Apigenina 0.5+ 0.02 n.d. 0.3+0.0°
Quercetina 2.1+0.0% n.d. 2.1+£0.0?
Resveratrol 2.7+0.0° n.d. 2.9+0.0°

n.d.: no detectado. Los valores en la misma fila seguidos por diferentes letras son

estadisticamente diferentes (p<0.05).

La presencia de resveratrol en los extractos puede ayudar a respaldar su
naturaleza antioxidante y antifungica (Pastor et al.,, 2013). El resveratrol es
considerado una fitoalexina, compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular
(Siemann y Creasy, 1992). Recientemente, el interés por el aislamiento de este
compuesto ha ido en aumento al definir sus propiedades funcionales con efectos
benéficos para la salud (Kollar y Hotolova, 2003). Los vinos (uva) son la fuente de
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obtencion mas comun de este compuesto; sin embargo, el resveratrol es producido
por la piel y no por la pulpa de la fruta, lo que justifica sus bajas concentraciones
(Kollar y Hotolova, 2003).

En general, los resultados de este estudio muestran que el fruto de R.
microphylla es una buena fuente de compuestos fendlicos, que respaldan su potente
actividad antioxidante (Cuadro 7). El fruto de esta planta ha sido reportado por ser
utilizado por los indios Kikapu como infusion, y en la medicina tradicional para el
tratamiento de diversas enfermedades (Gonzalez et al., 2004; Latorre et al., 1977).
Lo anterior representa un area de oportunidad para explotarse con fines alimentarios

e industriales, dada la naturaleza de sus componentes detectados (Cuadro 8).

4.5 Actividad antifungica

El efecto de la actividad antifingica de las concentraciones de extractos de
fruto de R. microphylla (EE, EA y EHA) sobre C. cassiicola y F. oxysporum se
presenta en la Figura 20. Como generalidad, al aumentar la concentracién del
extracto, el crecimiento micelial fue reducido (p>0.05) significativamente. ElI EE
presentd una inhibicién de 100% para ambos hongos a partir de la concentracién
de 2500 mg L*. Los resultados obtenidos mostraron una mayor eficacia en la
inhibicion del crecimiento micelial que los reportados por Jasso de Rodriguez et al.
(2015) con extracto etandlico de R. muelleri sobre F. oxysporum, cuya inhibicién
estuvo en el rango de 66.8 a 71.4% en concentraciones de 4500 a 6000 mg L4,
respectivamente. EI EHA también presentd efectos inhibitorios, en el caso de
C. cassiicola mostr6 un 100% de control a 3000 mg L*; mientras que para
F. oxysporum, el mismo extracto inhibié el crecimiento fungico un 60% bajo las
mismas concentraciones. El EA presentd menor inhibicion de los hongos
fitopatdbgenos estudiados, descartando su incorporacion como componente
bioactivo para la funcionalizacién de recubrimientos comestibles a base de mucilgo

de chia.
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Figura 20. Efecto antifungico expresado en porcentaje (%) de inhibicién contra

A) Corynespora cassiicola y B) Fusarium oxysporum.

La principal causa de diferencias en la inhibicion se debe a los compuestos
fendlicos presentes en los extractos de fruto de R. microphylla (Cuadro 8), que
tienen afinidad con los solventes estudiados (solventes polares) que facilitan su
concentracion (Jasso de Rodriguez et al., 2011). Castillo et al. (2010) sefalaron que
el uso de etanol como solvente permite una mayor extraccion de compuestos
polifendlicos, este fendmeno se observa en los resultados obtenidos para el EE,

presentando mayor inhibicién a bajas concentraciones. Por otra parte, la factibilidad
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de produccion del EHA facilita la transferencia de tecnologia a nivel industrial,

aunado al control en la incidencia de los hongos fitopatdgenos bajo estudio.
4.5.1 Concentracién minima inhibitoria

El andlisis Probit se muestra en el Cuadro 9, indicando las concentraciones
minimas requeridas para inhibir el crecimiento micelial al 50% y 90% (CMIlso y CMiIgo,
respectivamente). La CMIso del EHA para C. cassiicola fue de 1802.9 mg L%, y para
F. oxysporum de 2522.5 mg L*; mientras que la CMlgo fue de 3086.3 mg L'y
4251.1 mg L%, respectivamente. La CMiIso del EE fue de 1096.8 mg L para
C. cassicolay para F. oxysporum de 1153.1 mg L. Jasso de Rodriguez et al. (2015)
presentaron valores de CMIsoy CMloo de 3363.0y 11793.0 mg L%, respectivamente,
en la evaluacion de propiedades antifingicas de extractos de hojas de R. muelleri,

para F. oxysporum, valores superiores a los obtenidos en esta investigacion.

Cuadro 9. CMlsg y CMlgo de extracto de Rhus microphylla para inhibir el crecimiento de

Fusarium oxysporum y Corynespora cassiicola.

95% intervalo de 95% intervalo de

confianza confianza
Extracto CMlso Bajo Alto CMlgo Bajo Alto
(mg L) (mg L™

E'onys'oor“m 1153.1 807.4 1592.8 2080.8  1628.6 3295.8
EA 5780.8 5387.8  6173.8 9314.5  8909.0 9719.9
EHA 2522.5 2093.2  3181.8 42511 34934 5874.3
C. cassicola 1096.8 954.0 1255.2 1908.3  1682.5 2256.6
EE

EA 3116.7 2001.6  3331.7 5741.2 55249 5957.5
EHA 1802.9 978.4 2935.5 3086.3  2256.3 6268.0

EE- extracto etanolico; EA- extracto acuoso; EHA- extracto hidroalcohdlico de fruto de

R. microphylla.



Los resultados indicaron que a una concentracion de 2500 mg L del EHA,
se tiene mas del 50% de inhibicion para ambos hongos. Esto resulta interesante por
conseguir controlar a F. oxysporum, fitopatdbgeno presente en la etapa de
precosecha y que permanece en la postcosecha de pepino, y cuyo control quimico
es deficiente por tener multiples hospederos, ademas de su resistencia a fungicidas

sintéticos (Castano et al., 2013).

Los estudios publicados sefialan a plantas del género Rhus como una
potente fuente de compuestos bioactivos (Yi et al., 2004). Actualmente, no hay
registros cientificos sobre efectos antioxidantes y antifingicos de extractos del fruto
de R. microphylla. Debido a la caracteriacién de los extractos (EE, EA y EHA) se
puede considerar como una fuente natural de compuestos bioactivos con efectos
antioxidantes e inhibitorios sobre patdégenos precosecha que prevalecen en la etapa

de postcosecha.

La seleccion del mejor extracto se logré considerando los parametros
evaluados en la Etapa I: rendimiento, fenoles totales, actividad antioxidante, perfil
fendlico (UHPLC) y actividad antifungica. Los resultados mostraron que el EA
presentd menor inhibicibn sobre las cepas evaluadas, descartandose para su
posterior aplicacibn como antifingico; sin embargo, al determinar los compuestos
bioactivos concentrados utilizando agua como solvente, se puede considerar para
otro tipo de investigaciones, dando lugar a estudios posteriores para su aplicacién

en diversas areas (farmacéutica, alimentaria, cosmética, entre otras).

El EE fue el extracto que mostré los mejores resultados en todos los analisis;
sin embargo, a pesar de que el etanol es mas efectivo en la concentracion de
compuestos fendlicos (Wu et al., 2013), a nivel industrial se descarta la aplicacion
de este tipo de extractos debido a los costos de produccion. En el mercado nacional
la adquisiciobn de extractos acuosos va de $40 — 60 por L, y para extractos
hidoalcohélicos de $70 — 100 por L, sin tener conocimiento de los costos de
adquisicién de extractos etandlicos. Lo que conduce al EHA, que mostré efectos
significativos en la inhibicion fungica apartir de 2500 mg L, ademas no presenté

diferencias significativas (p>0.05) en rendimiento, lo que hace mas factible su
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produccion y su utilizacion. Ademas, su perfil fendlico presentdé compuestos
interesantes en concentraciones capaces de conseguir efecto antioxidante y
antifangico. Por ello para la Etapa Il, se seleccion6 al EHA a concentracion de

2500 mg L para la funcionalizacién de recubrimientos a base de chia.

Etapa Il. Desarrollo y caracterizacién de recubrimientos funcionales a base

de mucilago de chia
4.6 Extraccion de mucilago de chia (Salvia hispanica L.).

Las condiciones utilizadas para la extraccién de mucilago de chia en la etapa
de centrifugacion (10000 rpm x 10 min a 10°C), permiti6 una mejor separacion del
pericarpio, evitando un paso adicional para purificacion del mucilago. El rendimiento
se determind en base humeda, obteniéndose 66.5 + 1.1% de mucilago de chia en
fresco. Estrada (2010) reportd rendimientos inferiores a los obtenidos (50%)
empleando la misma variedad de chia y relacion de hidratacion (semilla:agua).

4.7 Seleccion del recubrimiento comestible
4.7.1 Humectabilidad y tensién superficial

La seleccion de las mejores formulaciones formadoras de recubrimiento se
realiz6 con base a la evaluacién del coeficiente de dispersion (Ws), bajo el disefio
Plackett Burman. En el Cuadro 10, se presentan las soluciones formadoras de
recubrimientos generadas por el disefio, éste fue empleado para la evaluacion de la
interaccion de componentes con el fin de lograr la optimizacion de las soluciones a
analizar. Para ello, se evalué como variable de respuesta el parametro Ws, ya que
es una de las propiedades mas importantes para la evaluacion de la capacidad de
una solucion para recubrir una superficie (Torres-Ledn et al., 2018). En términos
generales, cuando mas cercanos estén los valores de Ws a cero, se recubre mejor

una superficie (Vieira et al., 2016).
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Cuadro 10. Coeficiente de dispersion (Ws) de las formulaciones evaluadas sobre la

superficie de pepino.

Solucion A) Chia B) CaCl, C) Glicerol Ws
(% p/v) (% p/v) (% VIV) (MmN m?)
1 0.2 0.15 0 -47.0+5.3
2 0.2 0.05 1 -50.3+5.0
3 0.4 0.05 1 -52.7+£6.9
4 0.4 0.05 1 -52.7+£6.9
5 0.4 0.15 0 -53.1+£45
6 0.4 0.05 1 -55.1+4.2
7 0.2 0.15 0 -70.6 £5.1
8 0.4 0.05 0 -59.70+£ 3.4
9 0.4 0.15 0 -59.70+£ 3.4
10 0.2 0.05 0 -61.3+3.0
11 0.2 0.15 1 -66.3+ 2.3
12 0.2 0.15 1 -66.3+ 2.3

Solucién optimizada

13 0.24 0.15 0.05 -46.8 + 3.8

El diagrama de Pareto evidencioé que el factor mas dominante (p<0.05) que
influencio el valor de Ws, fue la interaccion de los tres componentes (A = mucilago
de chia, B =CaClzy C = glicerol) (Figura 21). Con los resultados obtenidos, el disefio
permitié definir una solucién optimizada para la formacion de recubrimientos a base
de chia, solucion no. 13 (Cuadro 10), cuyos componentes son: 0.24% de mucilago
de chia, 0.15% de CaClz y 0.05% de glicerol. Esta solucién presento los mejores
valores de Ws (-46.8 + 3.8 mN m™) cuando se compara con el resto de las
soluciones. La diferencia entre resultados se atribuye a la disminucion de
componentes, que con ello redujo las fuerzas de cohesion y la tension superficial,

aumentando la humectabilidad (Vieira et al., 2016). Ademas, se observo que a pesar
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de la disminucion de glicerol de 1.0 a 0.05%, se obtuvo buena humectabilidad de la
solucién hacia la superficie de pepino. La solucion no. 13 fue seleccionada para los
estudios posteriores. Adicionalmente, se formaron las trece peliculas resultantes
descritas en el Cuadro 10, lo cual permitio la seleccién de dos soluciones mas en
conjunto con los resultados de Ws, soluciones no. 2 y 3, con valores de -50.3 £ 5.0

y -52.7 + 6.9 mN mL, respectivamente.

p<0.05
T
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Efecto estandarizado
Figura 21. Diagrama de Pareto del disefio Plackett Burman para el efecto
estandarizado de la humectabilidad (Ws) en funcién de la concentracion de: A =
mucilago de chia, B = CaCl,y C = glicerol. La linea punteada indica el nivel critico

encima del cual las variables presentaron un efecto significativo (p<0.05).

Considerando los resultados obtenidos de Ws y comportamiento en la
formacién de la pelicula, se seleccionaron las soluciones no. 2, 3y 13 (optimizada)
para su funcionalizacion, y continuar con el estudio. La solucién no. 1 fue descartada
a pesar de tener resultados de Ws mas cercanos a cero, ya que la falta de glicerol
resultdo en una pelicula mas fragil. Esto debido a que la influencia del plastificante
ayuda a reducir la rigidez del recubrimiento, evitando rupturas, ademas de brindar
brillo y reducir las fuerzas de cohesion, adhesién y tension superficial,
incrementando asi la humectabilidad creando una mejor compatibilidad con la

superficie (Avila-Sosa, 2008).
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4.8 Funcionalizacion de recubrimientos

La funcionalizacion de los recubrimientos se logré con la incorporacion del
EHA de R. microphylla en una concentracion de 2500 mg L. Este extracto presentd
en su composicion acido galico, &cido ferulico, epicatequina, resveratrol, entre otros
compuestos fendlicos, que pueden estar asociados a su actividad antifungica y
antioxidante (Alaniz, 2018; Jasso de Rodriguez et al.,, 2017; Kollar y Hotolova,
2003). La concentracion fue seleccionada una vez que con ella se obtuvo mas del
50% de inhibicion in vitro de F. oxysporum y C. cassiicola, con valores de inhibicién
de 55.8 + 1.6 y 62.6 + 1.3%, respectivamente (Figura 20). Ademas, de contar con
un potencial antioxidante que le permite conseguir una inhibicion de oxidacion del
50% a partir de 0.2 £ 0.0 mg mL* (Cuadro 7).

Los resultados del efecto de la funcionalizacion de los recubrimientos en
términos de Ws, se muestran en el Cuadro 11. En todos los casos, la adicion del
EHA de fruto de R. mycrophyla a las soluciones formadoras de recubrimientos
redujo significativamente (p<0.05) los valores de Ws, en comparacion con la
respectiva solucién sin funcionalizar. La funcionalizacion de la solucion 3 (3-Rm),
resultdé con mejor afinidad hacia la superficie de pepino, con valor de Ws de -32.8 +
5.7 mN m, seguida de la solucién 13-Rm y 2-Rm con valores de Ws de -36.5 + 4.7
y -39.0 £ 7.4 mN m, respectivamente. La reduccién de los valores de Ws puede ser
debido a la presencia de compuestos fendlicos nativos del fruto de la planta
R. microphylla detectados en el EHA (Cuadro 8), reflejandose en un aumento en la
hidrofobicidad de la solucién. Estudios previos muestran que la incorporacion de
compuestos bioactivos como sustancias antioxidantes en recubrimientos, mejora la
humectabilidad a la superficie de contacto, debido a los grupos hidroxilos (Foschia
et al., 2013).
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Cuadro 11. Efecto de la funcionalizacion de soluciones formadoras de recubrimientos en

términos de Ws.

Solucién Ws (MN m?)
2 -50.3 £ 5.0¢

3 -52.7+ 6.9

13 -46.8 + 3.8
2-Rm -39.0 £+ 7.4°
3-Rm -32.8 +5.72
13-Rm -36.5 £ 4.7°

afLetras diferentes corresponden a diferencias estadisticas (p<0.05) entre soluciones,
donde: -Rm despues del nimero indica la funcionalizacién con EHA a 2500 mg L de la

solucion correspondiente.

4.9 Caracterizacion de recubrimientos funcionalizados

4.9.1 Reologia

Desde el punto de vista de la reologia, los fluidos mas sencillos son los
newtonianos, llamados asi porque su comportamiento sigue la ley de Newton: “El
esfuerzo de corte es proporcional al gradiente de velocidad o velocidad de corte”
(Capitani et al., 2015). Existen algunos liquidos que presentan comportamientos no
newtonianos, debido a la composicién quimica y estructura de las moléculas que lo
forman o al tipo de interaccion de esas moléculas o particulas con el solvente,

cuando se trata de una solucion o suspension (Sharma et al., 2003).

La Figura 22 muestra una representacion grafica del comportamiento de las
curvas de flujo de las soluciones formadoras de recubrimientos cuando tienden al
reposo. Las formulaciones evaluadas a base de mucilago de chia funcionalizadas
con EHA de fruto de R. microphylla, presentaron un comportamiento no newtoniano
(pseudoplastico), ya que no tienen una tension de fluencia para que comiencen a
deformarse (Aguado et al., 1999). Los fluidos pseudoplasticos son aquellos que
presentan una curva de fluido de forma convexa respecto al esfuerzo cortante contra
la velocidad de corte, y su viscosidad disminuye al aumentar la velocidad de
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deformacion (Figura 23) (Sharma et al., 2003). Este tipo de comportamiento se
relaciona a la presencia de moléculas hidréfilas caracteristicas de los componentes
utilizados, como el mucilago de chia, que, al ser un polisacarido viscoso,

interacciona con las moléculas de agua y las inmoviliza (Arnon et al., 2015).
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Figura 22. Curvas del flujo de comportamiento de los recubrimientos a base de

mucilago de chia, CaCl, y glicerol, obtenidos del reémetro. La nomenclatura -Rm

indica la funcionalizacién con EHA a 2500 mg mL™.
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La viscosidad de todas las soluciones disminuy6 a medida que aumento la
velocidad de corte (deformacién) (Figura 23). Este fendmeno muestra el
comportamiento pseudoplastico de las soluciones, ya que a medida que aumenta la
deformacion, el orden aleatorio de las moléculas del polimero se alinean en
direccién del flujo, reduciendo su viscosidad (Capitani et al., 2015). Koocheki et al.
(2013) observaron este mismo fendmeno en goma de semilla de Lepidium

perfoliatum.
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Figura 23. Gréfico de viscosidad contra la deformacién de las soluciones formadoras

de recubrimiento a base de chia con EHA a 2500 mg L (-Rm) y sin funcionalizar.

El Cuadro 12 muestra los valores del indice de consistencia (k) y el indice de
comportamiento de flujo (n) de las formulaciones a base de mucilago de chia antes
y después de su funcionalizacién. Los valores de n para todas las formulaciones
fueron inferiores a 1, lo que confirma la naturaleza pseudoplastica de las
formulaciones. Los coeficientes de determinacion (R?2) fueron cercanos a 1, lo que
demuestra que el modelo de ley de la potencia fue adecuado para determinar el

comportamiento del flujo de las formulaciones (Figura 24) (Sharma et al., 2003).

59



El analisis de las soluciones arrojo que la formulacion 13-Rm presentd uno
de los menores indice de flujo (n), resultando ser un fluido con una velocidad de
cambio de la viscosidad respecto a la velocidad de deformacion ligeramente mas
abrupta, respecto a aquellas formulaciones con un indice de comportamiento de

flujo mayor (3-Rm).

Cuadro 12. Parametros reoldgicos: indice de comportamiento de flujo (n) e indice de

consistencia (k).

Solucién n (Pa-s) k (Pa) R?
2 0.492 8.42 0.96
3 0.502 3.20 0.98
13 0.44° 7.52 0.95
2-Rm 0.492 7.72 0.96
3-Rm 0.512 3.7° 0.98
13-Rm 0.46° 8.72 0.95

ab| etras diferentes corresponden a diferencias estadisticas (p<0.05) entre soluciones,
donde: -Rm despues del nimero indica la funcionalizacién con EHA a 2500 mg Lt de la

solucién correspondiente.
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4.9.2 Potencial zeta

La determinacion de potencial zeta permite conocer la carga superficial de
una solucion desde el punto de vista electrostatico, a fin de evaluar la estabilidad e
interaccion de la solucién con la superficie de contacto (Fabra et al., 2016). Los
resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 13. Las soluciones 2 y 3,
conservaron su estabilidad tras su funcionalizacion, siendo que se consideran
soluciones mas estables aquellas que arrojan valores mas lejanos a cero (Hunter,
1981).

Cuadro 13. Andlisis de potencial zeta en soluciones antes y déspues de su

funcionalizacion.

Solucién Potencial zeta

(mV)
2 -33.3+ 2.8
3 -34.4 + 3.02
13 -26.9 + 3.4°
2-Rm -32.8 +3.8°
3-Rm -26.9 + 3.4%
13-Rm -17.6 + 3.5°

a¢l etras minasculas sefalan las diferencias estadisticas (p<0.05) que existen entre
soluciones; -Rm despues del nimero de solucion indica la funcionalizacion con EHA de

R. microphylla a 2500 mg L™

La funcionalizacion de la solucién 13 con EHA de fruto de R. microphylla
mostré una reduccidn significativa (p<0.05) en los valores de potencial zeta,
implicando una neutralizacion en las cargas de la fomulacion, debido a la presencia
de grupos funcionales nativos del extracto. La influencia del muilago de chia en
todas las formulaciones, exhibié su naturaleza aniénica al mostrar cargas negativas
en el andlisis de potencial zeta. Carneiro-Da-Cunha et al. (2011) presentaron
valores de -13.7 a -2.1 mV en las soluciones formadoras de recubrimientos a base

de galactomananos. Por otro lado, Torres-Leo6n et al. (2018) demostraron el mismo
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fenbmeno, al obtener valores de -14.6 a -13.8 mV tras la incorporacion de
antioxidantes de semilla de mango en peliculas y recubrimientos a base de
subproductos de mango (var. Ataulfo). Estos resultados son inferiores a los

obtenidos en este parametro en este estudio.

Los buenos resultados obtenidos en este estudio, abren la posibilidad para
futuros estudios en la optimizacion de parametros que influyen en las propiedades

de recubrimientos a base de chia.

4.9.3 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La PVA mide la difusion de las moléculas de agua a través del recubrimiento,
este parametro puede dar una estimacion de las propiedades de barrera que se
pueden conferir sobre la superficie a recubrir (Acevedo-Fani, 2015). En productos
alimenticios, la transferencia de humedad debe reducirse para controlar la pérdida
de humedad al medio ambiente; por esta razon, valores bajos de PVA son ideales
(Torres-Ledn et al., 2017). En el Cuadro 14 se presentan los resultados de PVA,
observandose mejores resultados para la solucién optimizada (2.1 £ 0.1 x 10719 g
m*s?tPa€l), la cual present6 diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las

soluciones 2y 3 (3.7+0.2y 3.7 £0.1 x 107° g m*s? Pa, respectivamente).

Cuadro 14. Permeabilidad de vapor de agua (PVA), humedad y porcentaje de solubilidad

de peliculas a base de mucilago de chia.

Solucién PVA x 1071% (g m™s™ Pa™) (%) Humedad (%) Solubilidad
2 3.7+0.22 81.0+1.72 15.0 £ 3.3?
3 3.7+0.12 68.4 +1.3° 25.0 £ 2.42
13 2.1+0.1° 26.3+2.8° 17.4 £5.0?
2-Rm 3.8+0.22 79.0+0.72 23.3+1.5%
3-Rm 4.0+0.22 66.0 + 0.9° 27.3+4.32
13-Rm 1.8 +0.4° 14.0 £ 0.3¢ 22.4 +6.62

24| as letras dentro de la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0.05). -Rm

indica la funcionalizcién de las soluciones con EHA a 2500 mg L.
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Mientras que, para las tres soluciones, la permeabilidad de las peliculas
formadas no presenté cambios significativos (p>0.05) con la incorporacion del EHA
de fruto de R. microphylla. Mufioz et al. (2012) publicaron resultados similares en
recubrimientos a base de mucilago de chia, proteinas de suero y glicerol con valores
de PVAde 1.9 x 107 g mts? pa?.

Costa et al. (2015) demostraron que la incoporacion de compuestos
bioactivos de arabinoxilanos de salvado de trigo en recubrimientos a base de
quitosan, no afecto los valores de PVA, al no presentar diferencias significativas con
el aumento de su concentracion, obteniendo un rango de 3.3 x 10719 g mts? pa?
sin arabinoxilanos a 3.9 x 1071° g m* s Pa con su incorporacién. Por otro lado,
Torres-Ledn et al. (2018) presentaron diferencias signficativas en peliculas a base
de cascara de mango funcionalizadas con antioxidantes de semilla de mango, con
valores de 0.9 a 1.0 x 1071° g m*s* Pa’l, respectivamente. Los buenos resultados
obtenidos en esta investigacion se justifican por el disefio de las formulaciones, la
naturaleza de los componentes empleados, el tipo de plastificante, el compuesto

activo y el proceso de preparacion (Cheng et al., 2015).

La literatura sefiala ventajas en la aplicacion de RC nanolaminados sobre la
aplicacion de recubrimientos convencionales, al tener mejores propiedades de
barrera (Flores-Lépez et al., 2016a). Sin embargo, considerando los recubrimientos
desarrollados en esta investigacion y lo reportado en la literatura, los valores
obtenidos para PVA son aceptables, logrando brindar una buena barrera a la
permeabilidad al vapor de agua (Torres-Leon et al., 2017; Costa et al., 2015; Mufioz
et al., 2012). Los resultados mostraron que es posible incorporar EHA (dentro del
rango de concentracion utilizado) en RC a base de mucilago de chia sin modificar
su PVA, para fines de aplicacion normalmente se eligen aquellos que cuenten con

una baja concentracién de componentes, a fin de que sean mas rentables.
4.9.4 Contenido de humedad

El contenido de humedad se evalu6é para determinar la influencia de la
incorporacion del EHA de fruto de R. microphylla en la afinidad del agua con la base

de la pelicula, considerando las altas propiedades de absorcion del mucilago de
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chia (Garcia-Pardo et al., 2018). Las peliculas formadas a partir de las soluciones 2
y 3, mostraron un alto contenido de humedad (66-81%) antes y después de su
funcionalizacién (Cuadro 14). Estos resultados son mayores a los reportados por
Mufioz et al. (2012) para recubrimientos a base de mucilago de chia, proteinas de
suero y glicerol con un 38% de humedad. Por su parte, la solucidon optimizada
(n0.13) formd peliculas con menor contenido de humedad (p<0.05), presentando
una reduccién significativa de este parametro cuando se funcionalizd, disminuyendo
de 26.3 £ 2.8 a 14.0 + 0.3%, respectivamente. Un fenOmeno interesante se observa
en la interaccidon de los componentes de cada formulacion, ya que genera
diferencias significativas (p<0.05) entre las peliculas en cuanto al porcentaje de
humedad (Cuadro 14). Algunos autores han evaluado la influencia del plastificante
como responsables de altos valores de humedad (Zhang y Han, 2006). Sin
embargo, en los RC a base de mucilago de chia evaluados en esta investigacion,
existe una interaccién entre componentes generando valores superiores a los
reportados en literatura (Muioz et al., 2012). Dick et al. (2015) estudiaron el efecto
del glicerol en el contenido de humedad, obteniendo cambios significativos cuando
la concentracion de glicerol aumenté de 25 a 75% (p/v), generando valores de
humedad de 18.2 a 41.9%, respectivamente. Algunos autores, sefialan que existe
una relacion entre el contenido de humedad y la solubilidad de la pelicula, ya que
un alto contenido de humedad se ve reflejado en una menor resistencia al agua
(Mufioz et al., 2012; Stuchell y Krotcha, 1994). Generalmente, la biodegradiblidad
de un material se atribuye a su comportamiento en ambientes himedos, y en la
aplicacion de recubrimientos, un alto contenido de humedad indica una alta
capacidad de degradacion (Capitani et al., 2016). Por lo que, las peliculas
resultantes de las soluciones 2 y 3, pueden considerarse mas biodegradables. En
caso contrario, la solucién optimizada presenté una mejor hidrofobicidad tras su
funcionalizacion, ya que se observé una superficie mas compacta (datos no
mostrados), que disminuyd el paso de moléculas de agua en la pelicula (Feng et al.,
2018).
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4.9.5 Solubilidad

La solubilidad de las peliculas se determind para predecir el comportamiento
del recubrimiento sobre una superficie y ambiente humedo. Generalmente, una alta
solubilidad indica una menor resistencia al agua; sin embargo, para algunas
aplicaciones, como en recubrimientos, la alta solubilidad es un indicador de
biodegradabilidad que podria ser una ventaja en su aplicacion (Stuchell y Krotcha,
1994). El Cuadro 14, muestra el porcentaje de solubilidad con la incorporacion de
EHA del fruto de R. microphylla en peliculas de mucilago de chia. La solubilidad de
los recubrimientos antes y después de su funcionalizacion, no mostro diferencias
significativas (p>0.05), ya que ninguna de las peliculas analizadas se disintegro,
después de estar 24 h en agua. Los resultados obtenidos indican que todas las
soluciones son parcialmente solubles con valores en el rango de 15.0 a 27.3%. Feng
et al. (2018) obtuvieron resultados similares de solubilidad en un rango de 23.3 a
33.2% para recubrimientos a base de nanofibrillas de proteina de suero. Por su
parte, Mufioz et al. (2012) mostraron valores inferiores a los obtenidos en esta
investigaciéon, ya que evaluaron la influencia del pH en la solubilidad de
recubrimientos a base de mucilago de chia, obteniendo valores de 48.3% a pH 10
y 69.4% a pH 7. Los autores indicaron que la neutralizacion del recubrimiento mejora
la interacciébn de componentes para las soluciones con mayor concentracion de

polisacarido.

La resistencia de los recubrimientos funcionales al agua es deseable si su
finalidad es aplicarse para la preservacién de alimentos de alta humedad, para
generar una atmaosfera controlada, y asi mismo prolongar su vida de anaquel (Huber
y Embuscado, 2009). Un recubrimiento antimicrobiano con mala resistencia al agua
se disolvera rapidamente, haciendo que pierda su bioactividad (Ozdemir y Floros,
2008). Por lo tanto, las peliculas obtenidas en este estudio son mas resistentes a
ambientes humedos, debido a sus valores de solubilidad, lo que permite tener un
panorama de su posible estabilidad sobre la aplicacion en frutos con alto contenido
de humedad.
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4.9.6 Propiedades Opticas

El color y la opacidad son parametros indispensables en la transferencia de
tecnologia a nivel industrial, ya que el color es el principal parametro que el
consumidor demanda (Dick et al., 2015). El Cuadro 15 muestra las coordenas
croméaticas que incluyen: L* (luminosidad), a*, b* (desde —a*: verdor, —b*: azul, hasta
+ a*: rojo, + b*: amarillo) y % de opacidad. La incorporacion de EHA de fruto de
R. microphylla a 2500 mg mL? tuvo una influencia estadisticamente significativa
(p<0.05) en L*, a*y b*. Esto se debe en gran medida a la naturaleza de los extractos,
ya que la coloracion rojiza caracteristica del fruto de R. microphylla (Gonzalez et al.,

2004), se fusion6 con la base del recubrimiento.

Cuadro 15. Valores de opacidad, L*, a* y b* de peliculas a base de mucilago de chia.

Solucion L* a* b* % opacidad
2 92.2+0.22 0.4+0.1° 10.2 + 0.6° 5.0+0.3°
3 85.2+0.2° 1.8+0.1° 17.8+£0.4° 6.4 + 0.4¢
13 90.8+0.2° 1.0+0.1¢ 12.6 £ 0.24 12.4+0.32
2-Rm 87.7 £ 0.7¢ 4.5 +0.3° 29.8+1.0° 45+0.2f
3-Rm 79.7+ 0.9 5.6 +£0.42 32.1+0.82 6.8 +0.3°
13-Rm 82.7 + 0.6° 45+0.2° 29.6+0.6° 8.5+0.4°

aDiferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0.05). -Rm

indica la funcionalizacién de las soluciones con EHA a 2500 mg L.

En algunas investigaciones se ha relacionado la presencia de compuestos
fendlicos con la disminucién del porcentaje de opacidad (Costa et al., 2015). Sin
embargo, se observo un aumento significativo (p<0.05) en la opacidad de la solucién
3, al ser funcionalizada con EHA (3-Rm). Este comportamiento puede justificarse
por el hecho de tener la mayor concentracion de mucilago de chia (0.4%, p/v)
combinado con el EHA. Por lo tanto, se puede confirmar que la presencia de EHA
provocé diferencias significativas (p<0.05) entre el color y la opacidad,
disminuyendo la luminosidad y aumentando los valores de b* (volviendose

ligeramente rojizas a + y amarillentas b +).
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La literatura sitUa los valores obtenidos dentro de los rangos esperados para
un recubrimiento a base de mucilago de chia (Dick et al., 2015). Mufioz et al. (2012)
mostraron resultados inferiores en las coordenadas crométicas y opacidad
evaluando la influencia del pH y la concentracion polisacarido:proteina. Dick et al.
(2015) publicaron coordenadas cromaticas similares para peliculas a base de
mucilago de chia con valores promedio de L*: 81.8 , a*: 0.7 y b*: 25.5, mostrando
variabilidad entre si por la influencia de la concentracion de glicerol. Para fines de
aplicacion, considerando al pepino como fruto modelo, los recubrimientos

resultantes pueden ser ideales para evitar su deteccion por parte del consumidor.
4.9.7 Espesor

La incorporaciéon de compuestos bioactivos en un recubrimiento/pelicula
afecta directamente los parametros fisicos, 6pticos y mecénicos (Ozdemir y Floros,
2008). Estudios previos muestran una relacion entre el espesor de la pelicula y las
propiedades de permeabilidad (Torres-Ledn et al., 2018). Considerandose mas
hidrofilica con el aumento del espesor (McHugh et al., 1993). Para fines sensoriales
es mas aceptable un recubrimiento que no se pueda detectar, lo que se traduce a
valores mas bajos de espesor, capaces de crear un recubrimiento mas fino
(Cerqueira et al., 2012). El Cuadro 16 muestra los resultados obtenidos para
peliculas a base de chia bajo estudio. El espesor obtenido resulta de la cantidad de
solidos solubles presentes en la solucién formadora de recubrimientos, asi que entre
mas solidos solubles presentes sera mayor el grosor. La funcionalizacion generd un
aumento significativo (p<0.05) para las soluciones 2 y 3 en el espesor con valores
de 38.4 a 50.8 um, y de 46.0 a 59.8 um, respectivamente. En esta investigacion, la
pelicula mas fina, fragil y menos maleable fue la solucion optimizada (13), antes y
después de su funcionalizacion (13-Rm), presentando los valores méas bajos de
espesor (p<0.05). Su caracterizacion fue dificil por la fragilidad de la pelicula; sin
embargo, tras su caracterizacion no se descarta un buen comportamiento en la

superficie de aplicacion (pepino).
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Cuadro 16. Valores de espesor (um), resistencia a la traccion (RT) y ruptura al alargamiento

(RA) de peliculas a base de mucilago de chia.

Solucién Espesor (um) RT (MPa) RA (%)
2 38.4 +0.04 0.5+0.2¢ 14.0 £ 3.02
3 46.0 £ 0.0° 1.1+0.1P 9.5+ 1.0°
13 27.7 £0.0° 1.8+0.42 6.3 + 0.2bc
2-Rm 50.8 + 0.0° 0.6 £ 0.0« 5.5+ 0.5«
3-Rm 59.8 £ 0.0% 1.6 + 0.4% 7.2 +1.4
13-Rm 32.5+0.04 2.0+ 0.42 3.6 +0.5¢

Los valores reportados son los promedios con su desviacion estandar. 9 Diferentes letras

en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

Dick et al. (2015) publicaron resultados dentro del rango de los obtenidos en
este estudio, atribuyendo la influencia al aumento de glicerol (25-75%) con valores
de 54 a 60 um. Torres-Ledn et al. (2018) publico valores que van de 100 a 110 um
en el estudio de recubrimientos a base de cascara de mango funcionalizados con
antioxidantes de semilla de mango, en los cuales se present6 el mismo fenébmeno
de aumento de espesor con la incorporacion de compuestos bioactivos. En general,
se puede considerar a la solucion 3-Rm como la mas gruesa (p<0.05). Sin embargo,
los resultados obtenidos estan por debajo de lo que se encuentra en la literatura
(Torres-Ledn et al., 2018; Dick et al., 2015), considerando cualquiera de las
soluciones bajo estudio con potencial para recubrir frutos para su conservacion en

la etapa de postcosecha.
4.9.8 Propiedades mecanicas

El analisis de las propiedades mecanicas mide el potencial de un material
para ser utilizado en aplicaciones estructurales, donde en RC tienen un impacto en
la flexibilidad y estabilidad a cambios fisicos y ambientales (Zhang y Whistler, 2004).
La resistencia a la traccion (RT) es la capacidad de un material para resistir el

esfuerzo de traccion hasta que se rompa (Costa et al., 2015). La ruptura al
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alargamiento (RA) es el aumento porcentual de longitud que ocurre antes de que

se rompa bajo tensién (Sperling, 2006).

El Cuadro 16, muestra los resultados de los recubrimientos a base de
mucilago de chia funcionalizados con EHA. En ellos se observa un patron
interesante en la sinergia de componentes, ya que presentan un incremento en RT
y una disminucion en RA. La pelicula resultante de la solucion optimizada (13-Rm)
presento la mayor fragilidad, lo cual puede estar relacionado a su baja concentracion
de glicerol (0.05 %) (Dick et al., 2015). Esta pelicula presento valores de RT de 1.8
a 2.0 MPa y RA de 6.3 a 3.6%, teniendo la mayor resistencia a la traccioén; sin
embargo, por sus bajos valores de ruptura al alargamiento, se consideré como la
pelicula menos maleable. Estudios previos han demostrado la influencia del
plastificante como responsable directo de estos cambios. Por ejemplo, Dick et al.
(2015) reportaron el mismo fendmeno en peliculas de mucilago de chia, en los que
se incremento la concentracion de glicerol de 25 a 75%, causando una disminucion
de RT con valores de 17.8 a 9.4 MPa, y un aumento de RA de 1.9 a 15.9%,

superiores a los generados en esta investigacion.

Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de la incorporacion de
compuestos funcionales sobre las propiedades mecéanicas de peliculas. Du et al.
(2009) estudiaron los efectos de aceites esenciales de pimienta, canela y clavo,
sobre las propiedades fisicas de peliculas a base de puré de manzana y pectina,
observando que aquellas funcionalizadas mostraron diferencias significativas en RT
y RA. Estas fueron mas evidentes con la incoporacion de aceite esencial de clavo,
resultando en valores de RT y RA mas bajos que las peliculas con aceites
esenciales de pimienta y canela. Costa et al. (2015) demostraron el fenémeno de
reduccion de las propiedades mecanicas con la incorporacion de compuestos

bioactivos.

En general, los resultados obtenidos para las propiedades mecanicas, se
encuentran por debajo de lo reportado en la literatura, lo cual se puede asociar a la
interaccién de componentes y a la naturaleza de los compuestos bioactivos (Dick et

al., 2015). La influencia de la funcionalizacion con EHA de fruto de R. microphylla,
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se ve reflejada en la disminucion de la capacidad a la RA, al reducir hasta un 50%
su capacidad. En cuanto a propiedades mecénicas, las peliculas presentan la mayor
deformacion con el menor esfuerzo aplicado, y se puede observar que a medida
gue aumenta la concentracion de mucilago de chia, se incrementa el esfuerzo
aplicado. Sin embargo, la deformacion disminuye, lo que provoca contar con un
material menos elastico si aumentamos la concentracion de mucilago, aunque mas
resistente. Este fendmeno se confirma con el recubrimiento 3-Rm considerado el

mas resistente, al presentar la mayor resistencia en RA, tras su funcionalizacion.

El uso de RC en la industria alimentaria representa una alternativa en la
reduccion de pérdidas postcosecha, debido a su potencial para aumentar la vida Util
de frutos y vegetales (Quintero et al., 2010). Actualmente, el uso de RC es escaso,
debido a las limitadas propiedades de barrera y mecanicas que muestran algunos
polimeros naturales (ej. ceras, almidén, gomas, etc.) (Huber y Embuscado, 2009).
El mucilago de chia representa una fuente natural interesante para el disefio de RC,

por sus propiedades mucilaginosas y nutricionales (Capitani et al., 2016; 2015).

En esta etapa se seleccionaron las mejores soluciones para el desarrollo de
RC en funcién de la afinidad hacia la superficie de pepino como fruto modelo, en
términos de Ws. Las soluciones no. 2 (0.2% de mucilago de chia, 0.05% de CaClz y
1.0% de glicerol) y no. 3 (0.4% mucilago de chia, 0.05% CacCl. y 1.0% de glicerol),
fueron las que presentaron mejores resultados, con valores mas cercanos a cero
que se traduce a una mejor afinidad hacia la superficie de pepino. EI modelo
Plackett—Burman generd una solucion optimizada (no.13, 0.24% de mucilago de
chia, 0.15% de CaClz y 0.05% de glicerol), tomando en cuenta la influencia de la

concentracion de los componentes en el parametro Ws.

La incorporacion de EHA de fruto de R. microphylla en concentracién de
2500 mg L en las soluciones formadoras de recubrimientos seleccionadas, generé
cambios significativos en algunos de los parametros evaluados en la Etapa Il: Ws,
potencial zeta, espesor, propiedades Opticas y mecanicas. Los resultados obtenidos

confirman que con su incorporacién se crea un recubrimiento que ademas de tener
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propiedades de barrera a la pérdida de humedad, es capaz de proveer al fruto

propiedades funcionales (ej. antioxidantes y antifungicas).

Todas las soluciones funcionalizadas presentaron propiedades interesantes
para su potencial aplicacion en frutos con necesidad de propiedades barrera a la
respiracion y pérdida de humedad como el pepino. Ademas, de presentar

resistencia a ambientes humedos, y coloraciones cristalinas en su caracterizacion.

La solucién optimizada (13-Rm) representa una alternativa costeable para
su aplicacion a nivel industrial (0.24% de mucilago de chia, 0.15% de CaClzy 0.05%
de glicerol), ya que present6 propiedades funcionales interesantes. Sin embargo, la
caracterizacion de la pelicula fue dificil por sus limitadas propiedades mecanicas.
La solucién 3-Rm destaco entre las formulaciones evaluadas, al contar con una
mejor humectabilidad, buenas propiedades mecénicas y oOpticas, a pesar de ser el
recubrimiento con mayor concentracion de mucilago de chia. La fusién de los
mismos mejoro su estabilidad, facilitando su caracterizaciéon. La solucién 2-Rm, se
consider6 un punto intermedio entre las otras soluciones formadoras de
recubrimientos, al reunir caracteristicas funcionales ideales en funcién de la

concentracion de sus componentes.

En general, las formulaciones evaluadas en esta investigacion, cuentan con
caracteristicas interesantes en cuanto a sus propiedades reolégicas, de barrera,
Opticas, mecanicas, entre otras, para su potencial aplicacién en frutos como el
pepino en etapa de postcosecha. Ademas, son capaces de formar
recubrimientos/peliculas biodegradables, que confieren propiedades funcionales
(antioxidante y antifangica) al fruto a recubrir.
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5. CONCLUSIONES

- En la caracterizacion de extractos de fruto de Rhus microphylla, se identificaron
compuestos fendlicos a los que se les puede atribuir efectividad en el control de

hongos fitopatdégenos que afectan en la etapa de pre- y postcosecha de pepino.

- Se seleccion6 al EHA de fruto de R. microphylla a concentracién de 2500 mg L™,
ya que mostrd caracteristicas aceptables en cuanto a su capacidad antioxidante,
antifangica y perfil fendlico. Ademas de representar una alternativa factible para su

produccién a nivel industrial.

- Se caracterizaron tres tipos de peliculas a base de mucilago de chia
funcionalizadas con EHA de fruto de R. microphylla, y se consideré éptima su

incorporacion con base a todas las caracteristicas evaluadas.

- Se comprobé que la funcionalizacion de los recubrimientos con EHA de fruto de
R. microphylla, es una alternativa potencial para la prevencion de pérdida de

humedad, ataque fungico y oxidacion del pepino como fruto modelo de estudio.
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