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RESUMEN

Ayo6n-Macias, Karla Deyanira. MCA. Instituto Tecnoldgico de Tepic. Junio 2021. Aplicacion de
recubrimiento de nanofibras a base de biopolimeros y extractos vegetales para el control de
fitopatdégenos en Averrhoa carambola L. Directora: Calderén-Santoyo, Montserrat, Co-Director:
Ragazzo-Séanchez, Juan Arturo.

Nayarit es el quinto estado en produccion de carambolo (Averrhoa carambola L.) en México. Averrhoa
carambola L. es una fruta tropical, no climatérica, su color varia de amarillo claro a oscuro y es
caracteristica por su forma de estrella. Existen fitopatégenos que lo afectan en postcosecha como
Aspergillus sydowii y Cladosporium tenuissimum. Los recubrimientos comestibles pueden ser
funcionalizados con agentes antimicrobianos como extractos vegetales para proveer al fruto proteccién
frente a fitopatdgenos. Existen diferentes técnicas para aplicacion de recubrimientos, la tecnologia
innovadora de electrospinning es utilizada para la formacién de nanofibras poliméricas mediante fuerzas
electrostaticas, sin la utilizacion de tratamientos térmicos, recientemente se estudia su aplicacion en el area
de los alimentos. El objetivo de esta investigacion fue inhibir fitopatogenos en Averrhoa carambola L.
mediante la aplicacién de nanofibras adicionadas con extracto vegetal de hoja de Artocarpus heterophyllus
L. Los extractos vegetales se obtuvieron a partir de hojas de Coccoloba uvifera y Artocarpus heterophyllus
L. mediante la técnica de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) (30 min, 42 kHz) en una mezcla
etanol/agua (8:2 v/v) y el extracto de hoja de A. heterophyllus L. mediante altas presiones hidrostaticas
(APH) (15 min, 250 MPa), los extractos se concentraron y se determin6 fenoles solubles totales (FST). Se
aislé y purificé un patogeno del fruto de carambolo y posteriormente se identificO mediante caracteristicas
macro y microscopicas de la colonia. Posteriormente, se reactivaron dos cepas previamente aisladas e
identificadas en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Tepic. Se
realizaron pruebas de patogenicidad y se evalu6 la actividad antifingica in vitro de los tres fitopatdgenos
en medio PDA adicionado con extracto vegetal a 0.5, 2.0 y 5.0 mg/ml. Se calculé el porcentaje de
inhibicién micelial y porcentaje de inhibicidn de germinacion de esporas, como pardmetro de seleccion
del extracto. Finalmente se formuld la solucién polimérica para obtener las fibras mediante zeina,
adicionadas o no con extracto vegetal. Se determind la actividad antifingica preventiva y curativa de las
fibras in vivo; posteriormente se caracterizaron las fibras en base al espesor, ensayo de traccién, WVP,
solubilidad en agua, TGA, DSC, eficiencia de encapsulacion, SEM e identificacién presuntiva de
compuestos en extracto y fibras con extracto por HPLC-Masas. Se aisl6 e identifico el hongo Aspergillus
spp. del fruto A. carambola L. y se comprobd la patogenicidad de las cepas identificadas como A. sydowii,
C. tenuissimum y Aspergillus spp. Se observd la estimulacién del crecimiento in vitro de Aspergillus spp.
con el extracto hidroalcohdlico obtenido de hoja de uva de mar mediante EAU. Se demostr6 la actividad
antiflngica in vitro del extracto hidroalcoholico de hoja de jaca obtenido por APH a una concentracion de
5.0 mg/ml contra C. tenuissimum, A. sydowii y Aspergillus spp. con 88.18, 99.30 y 82.40% de inhibicién
respectivamente, presentando 100% de inhibicion en la germinacién de esporas. Los resultados para
porcentaje de incidencia in vivo fueron de 0, 25y 25% y 50, 75 y 38% para efecto preventivo y curativo
respectivamente. Se obtuvieron fibras por electrospinning con y sin extracto, uniformes, libres de perlas,
con baja permeabilidad al vapor (6.79+0.63 y 6.22+0.77 (g/m-s-Pa) x107) y baja solubilidad en agua (34
y 39%). Se obtuvieron inhibiciones de 100, 70y 78% y 77, 70 y 90% para efecto preventivo y curativo
respectivamente. Se comprobd por HPLS-Masas la presencia de los compuestos fenélicos como acido
cafeico, cindmico, catequina, naringenina, carvacrol, kaempferol, entre otros en las nanofibras. Asi mismo,
se obtuvo una eficiencia de encapsulacion de 72% del extracto de hoja de jaca. Se determind una mejora
en la estabilidad térmica de las fibras por la adicion del extracto, asi como termoproteccion de los
compuestos presentes en el extracto hidroalcohdlico dentro de las fibras. Fue posible la obtencidn de fibras
con extracto, de tamafio nanométrico, uniformes, resistentes y con baja permeabilidad de agua, capaces de
estabilizar los compuestos fendlicos del extracto de hoja de jaca con efecto termoprotector, las cuales
formaron un recubrimiento con propiedades antifingicas, como una alternativa eficiente para el
recubrimiento de frutos de Averrhoa carambola L.

Palabras clave: extractos fendlicos, electrospinning, recubrimientos, actividad antifingica, fibras.
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ABSTRACT

Ayon-Macias, Karla Deyanira. MCA. Instituto Tecnoldgico de Tepic. Junio 2021. Application of
nanofiber coating based on biopolymers and plant extracts for the control of phytopathogens in
Averrhoa carambola L. Directora: Calderon-Santoyo, Montserrat, Co-Director: Ragazzo-Sanchez,
Juan Arturo.

Nayarit is the fifth state in production of carambola (Averrhoa carambola L.) in Mexico. Averrhoa
carambola L. is a tropical, non-climacteric fruit, its color varies from light to dark yellow and is
characteristic for its star shape. There are phytopathogens that control it in postharvest such as Aspergillus
sydowii and Cladosporium tenuissimum. Edible coatings can be functionalized with antimicrobial agents
such as plant extracts to provide the fruit with protection against phytopathogens. There are different
techniques for the application of coatings, the innovative electrospinning technology is used for the
formation of polymeric nanofibers through electrostatic forces, without the use of heat treatments, its
application in the food area has recently been studied. The objective of this research was to inhibit
phytopathogens in Averrhoa carambola L. by applying nanofibers added with plant extract from the leaf
of Artocarpus heterophyllus L. Plant extracts were obtained from leaves of Coccoloba uvifera and
Artocarpus heterophyllus L. using the technique of Ultrasound-assisted extraction (EAU) (30 min, 42
kHz) in an ethanol/water mixture (8:2 v/v) and the leaf extract of A. heterophyllus L. using high hydrostatic
pressure (HHP) (15 min, 250 MPa), the extracts were concentrated and total soluble phenols (FST) were
determined.

A pathogen of carambolo fruit was isolated and purified and subsequently identified by macro and
microscopic characteristics of the colony. Subsequently two strains previously isolated and identified in
the Food Microbiology laboratory of the Instituto Tecnoldgico de Tepic were reactivated. Pathogenicity
tests were performed on the three strains. The in vitro antifungal activity of the three phytopathogens was
evaluated in PDA medium added with plant extract at 0.5, 2.0 and 5.0 mg/ml. The percentage of mycelial
inhibition and percentage of spore germination inhibition were calculated as a selection parameter for the
extract. Finally, the polymeric solution was formulated to obtain the fibers by means of zein, added or not
with vegetable extract. The preventive and curative antifungal activity of the fibers was determined in
vivo; Subsequently, the fibers were characterized based on thickness, tensile test, WVP, solubility in water,
TGA, DSC, encapsulation efficiency, SEM and presumptive identification of compounds in extract and
fibers with extract by HPLC-Mass. The fungus Aspergillus spp. was isolated and identified from the fruit
A. carambola L. and the pathogenicity of the strains identified as A. sydowii, C. tenuissimum and
Aspergillus spp. In vitro growth stimulation of Aspergillus spp. was observed with the hydroalcoholic
extract obtained from sea grape leaf by UAE. The in vitro antifungal activity of the hydroalcoholic extract
of jackfruit leaf obtained by APH at a concentration of 5.0 mg/ml was demonstrated against C.
tenuissimum, A. sydowii and Aspergillus spp. with 88.18, 99.30 and 82.40% inhibition respectively,
presenting 100% inhibition in spore germination. The results for percentage of incidence in vivo were 0,
25 and 25% and 50, 75 and 38% for preventive and curative effect respectively. Fibers were obtained by
electrospinning with and without extract, uniform, free of beads, with low vapor permeability (6.79+0.63
and 6.22+0.77 (g/m-s-Pa) x107) and low solubility in water (34 and 39%). Inhibitions of 100, 70 and 78%
and 77, 70 and 90% were obtained for preventive and curative effect respectively. The presence of
phenolic compounds such as caffeic acid, cinnamic acid, catechin, naringenin, carvacrol, kaempferol,
among others, in nanofibers was verified by HPLS-Mass. Likewise, an encapsulation efficiency of 72%
of the jackfruit leaf extract was obtained. An improvement in the thermal stability of the fibers was
determined by the addition of the extract, as well as thermoprotection of the compounds present in the
hydroalcoholic extract within the fibers. It was possible to obtain fibers with extract, of nanometric size,
uniform, resistant and with low water permeability, capable of stabilizing the phenolic compounds of the
extract of jackfruit leaf with a thermoprotective effect, which formed a coating with antifungal properties,
such as an efficient alternative for the coating of fruits of Averrhoa carambola L.

Keywords: phenolic extracts, electrospinning, coatings, antifungal activity, fibers.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION



1. Introduccion

Nayarit es un importante productor de frutos tales como jaca, mango, platano, carambolo,
etc. ya que tiene un clima tropical y subtropical. Debido a estas condiciones se encuentra
como uno de los cinco principales estados en produccion de carambolo (Averrhoa carambola
L.) en México.

El carambolo (Averrhoa carambola L.) es una fruta de origen tropical, con sabor que va de
acido a dulce, su color varia de amarillo claro a oscuro y es caracteristica por su forma de
estrella debido a sus 5 vértices (Mateus y cols., 2015). Una vez que el fruto es apto para
recoleccion y alcanza su maduracion fisiologica, se debe tener especial cuidado con su
manejo, puesto que acciones mecanicas podrian dafarlo, ademas, otro de los mayores
problemas latentes son los dafios biolégicos. La principal plaga que afecta este fruto es la
mosca de la fruta, sin embargo, existen otros fitopatdgenos que pueden afectarlo,
principalmente en postcosecha. En el estado de Nayarit se han identificado Aspergillus
sydowii y Cladosporium tenuissimum como principales patégenos (Castafieda Andrade,
2019).

El dafio de fitopatdgenos en postcosecha es una de las principales preocupaciones para los
productores hortofruticolas, debido a la pérdida econémica que representa. En busca de
opciones para conservar la integridad de los frutos durante un mayor periodo se han estudiado

diversas alternativas.

Los recubrimientos comestibles estan formados por varios componentes los cuales varian
dependiendo la utilidad que este vaya a tener, estos componentes son polimeros que pueden
ser adicionados con otros agentes los cuales pueden proporcionar actividades adicionales.
Estos recubrimientos tienen el propdsito de ser vehiculos portadores de conservadores,
antioxidantes y antimicrobianos. Los extractos de algunas plantas pueden presentar
actividades antimicrobianas y pueden ser utilizados como agentes inhibidores naturales, entre
los ya identificados se encuentran los extractos de Artocarpus heterophyllus L. y algunas

especies de Coccoloba spp.

El electrospinning es una técnica utilizada en la formacion de nanofibras poliméricas

mediante fuerzas electrostaticas. Estas fibras son utilizadas en una amplia gama de areas,
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como la farmacologia, en ingenieria ambiental, areas biomédicas y en los ultimos afios se
empieza a estudiar en el area de los alimentos (Erencia y cols., 2017). Existe un gran interés
por esta técnica para el area de los alimentos debido a que ofrece ventajas sobre otros
tratamientos, pues no utiliza tratamientos térmicos, lo que permite la conservacion de la

calidad del alimento, asi como de las propiedades del material que se encapsula.

Por lo anterior el presente estudio propone la alternativa de aplicar una nanofibra polimérica
con extracto vegetal de Artocarpus heterophyllus L. o Coccoloba uvifera elaborada mediante
electrospinning para el control de fitopatdgenos en Averrhoa carambola L.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES



2. Antecedentes
2.1. Generalidades del carambolo (Averrhoa carambola L.)

El carambolo (Averrhoa carambola L.), es una fruta de origen tropical originario del sureste
asiatico de la familia Oxalidaceae que puede encontrarse también en condiciones del
subtrdpico. Se cultiva en diversas regiones tropicales y subtropicales célidas, entre ellas
México (Mateus y cols., 2015).

2.1.1. Descripcion botanica

El fruto presenta un patron de crecimiento sigmoidal simple con tres fases y durante este
periodo de desarrollo el tamafio, peso, porcentaje de pulpa, relacion de sélidos solubles
totales y la acidez total titulable aumentan, mientras que el porcentaje de corteza, la firmeza
y acidez del fruto disminuyen. Este fruto es una baya carnosa dorada en su etapa madura, con
una cuticula cerosa de color translucido o dorado palido que puede medir entre 5-15 cm de
longitud y 3-6 cm de ancho. La forma de estrella es caracteristica de este fruto (figura 1)
debido a los 4-5 vértices o aristas longitudinales y redondeadas que siempre estan presentes.
La pulpa tiene color amarillo claro a oscuro, es crujiente y jugosa; el sabor varia desde muy
acido con poco aztcar a muy dulce con poca acidez, esto depende en medida de la variedad
utilizada, copa-patron y las condiciones ambientales. El peso recomendado para
comercializacion en fresco se encuentra entre 100 y 300 g. Se estima que alrededor del 95%
del fruto es comestible, siendo en promedio el 70% pulpa, el 25% corteza y 5 % semilla
(Mateus y cols., 2015).

Figura 1. Averrhoa carambola L.



2.1.2. Usos de Averrhoa carambola L.

Los carambolos maduros se comen en fresco, en rodajas empaquetadas al vacio para
ensaladas o se usan como guarniciones (Hansraj y cols., 2012). También se cocinan en
mermeladas, pudines, tartas, guisos y curry. Se pueden ademas tener conservas de este fruto,
por ejemplo, el fruto maduro deshidratado, confitado o en almibar, lo que permite la
exportacion de estos productos con mayor facilidad. Por otra parte, el jugo de carambolo se
sirve como bebida refrescante y se pueden elaborar sorbetes y gelatinas (Hansraj y cols.,
2012). El principal atractivo de este producto es su actividad antioxidante. Se ha encontrado

también que el carambolo es rico en fibra dietaria (Mateus y cols., 2015).
2.1.3. Cosechay postcosecha

Los frutos se recolectan manualmente preferiblemente maduros, ya que en postcosecha estos
tienen un proceso mucho mas lento para alcanzar color, aunque sigue perdiendo clorofila 'y
desarrollando carotenoides, mientras que el contenido de azlcares no varia luego de
recolectado, ya que es un fruto no climatérico. El punto de recoleccion comercial es el cambio
de color de verde a verde amarillento, de tal forma que ya tenga un contenido de azlcares
considerable sin ser demasiado maduros pues esto acorta su vida en postcosecha. Si se deja
madurar mucho en arbol el proceso de clasificacién, empaque y transporte podria dafiar la
fruta por acciones mecanicas, principal problema en el manejo poscosecha; este punto de
madurez s6lo es recomendado para consumo inmediato. Estudios afirman que el cambio de
color de la corteza esta ligado al aumento de la concentracion de azucares en carambolo
siendo por tanto un buen indicador de madurez, ademas del tamafio del fruto (Mateus y cols.,
2015).

Los frutos pueden encontrarse en el &rbol en diversas épocas del afio, en Nayarit, México el
primer periodo de cosecha es entre febrero y marzo (correspondiente a la floracion ocurrida
en noviembre) y el segundo en los meses de septiembre y noviembre (floracion de junio y
julio) (Mateus y cols., 2015).



2.1.4. Principales productores de Averrhoa carambola L. en México y Nayarit

En Nayarit, México (trépico seco) se cultivan dos especies de carambolo, el cultivar Fwang
Tung alcanz6 producciones medias de 150 kg/arbol, y el Maha 130 kg/arbol (Mateus y cols.,
2015).

Cuadro 1. Principales estados productores de carambolo en México

Entidad Produccion (Ton) Valor Produccion Rendimiento
federativa (miles de pesos) (Ton/ha)
Michoacén 182.47 1,267.86 7.3

Jalisco 113.16 775.60 7.54

Morelos 144 965.87 16

Colima 89.57 584.68 8.53

Nayarit 25.84 80.46 3.69

Fuente:  Servicio de informacion  Agroalimentaria y  Pesquera  (SIAP)

https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/, 2018.

El Servicio de informacion Agroalimentaria y Pesquera informd los principales productores
de carambolo en México en 2018, siendo Michoacan el principal productor seguido de
Morelos, Jalisco, Colima y Nayarit, estos se muestran en el cuadro 1, mientras que los
principales municipios productores en Nayarit son Tecuala y San Blas, en el cuadro 2 se

pueden observar las producciones obtenidas.

Cuadro 2. Municipios productores de carambolo en Nayarit.

Municipio Produccion (Ton) Valor Produccion Rendimiento
(miles de pesos) (ton/ha)
Tecuala 14 28.67 2.8
San Blas 11.84 51.79 5.92

Fuente: Servicio de informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)

https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/, 2018.



2.1.5. Plagasy enfermedades en Averrhoa carambola L.

El carambolo es relativamente libre de plagas, excepto por las moscas de la fruta. Sin
embargo, se reportd por Mateus y cols. (2015) que Botrytis spp., Alternaria spp. y
Colletotrichum spp., entre otros hongos pueden afectar la calidad externa de los frutos de

carambolo, ademas de las flores y hojas de esta planta.

En Florida la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides es un problema, asi
como la mancha foliar puede surgir del ataque de Phomopsis sp., Phyllosticta sp. o

Cercospora averrhoae (Hansraj y cols., 2012).

En Nayarit se detectaron afectaciones por Aspergillus sydowii y Cladosporium tenuissimum

en el fruto del carambolo (Castafieda Andrade, 2019).

2.1.5.1.  Aspergillus sydowii

Las especies de Aspergillus se encuentran entre los hongos mas abundantes en todo el mundo.
No son muy selectivos con respecto a las condiciones de crecimiento abidtico. Por ejemplo,
pueden crecer en un amplio rango de temperatura (6-55 ° C) y con humedad relativamente
baja. Ademas, las especies de Aspergillus se alimentan de una gran variedad de sustratos que
incluyen heces de animales y tejidos humanos. No obstante, se encuentran
predominantemente en polimeros complejos de plantas y se consideran hongos comunes de
descomposicion de alimentos. El éxito de Aspergillus también se explica por su efectiva
dispersion. Las esporas de este género se encuentran entre las estructuras fingicas mas
dominantes en el aire, dispersandose en distancias cortas y largas. Los hongos del género
Aspergillus son conocidos por ser patogenos sapréfitos (Krijgsheld y cols., 2013). No
obstante, no se tienen estudios sobre patogenicidad en frutos de A. sydowii. Sin embargo, en
un estudio realizado por Cai y Lu (2012) se aislo e identifico Aspergillus sydowii F5 del trigo

chino.
2.1.5.2.  Cladosporium tenuissimum

El hifomiceto dematidceo Cladosporium tenuissimum se conoce desde hace tiempo como un

saprofito polifago que se presenta en el aire, el suelo y las superficies de las plantas. Es un



colonizador frecuente de material vegetal senescente o0 muerto y es comun en la filosfera 'y
la rizosfera de las especies vegetales. También se informa como un endéfito y un patégeno
vegetal facultativo, que causa enfermedades, manchas en las hojas, y podredumbre de
semillas, frutos y flor. La naturaleza hiperparasitaria de C. tenuissimum fue reportada por

Moricca y cols. en 2005.

Cladosporium tenuissimum se identificd por tener colonias color grisaceo a marrén oscuro,

confluentes, conididforos erectos, solitarios o en mechones sueltos (Heuchert y cols., 2005).

Se han reportado diversas afecciones de C. tenuissimum en frutos, como el causante de la
floracién del tizén en fresa en Corea (Myeong Hyeon Nam, 2015), asi como en arroz
(Delgado, 2011), en las vainas del maiz en Carolina del sur (Doilomy cols., 2016), en mango
en Sri Lanka (Sinniah y cols., 2012). En Michoacan se detect6 presencia de necrosis en flor
y fruto de Mangifera indica (Fernandez-Pavia y cols., 2012).

2.2. Actividad antifingica en extractos vegetales

Los compuestos con propiedad antifingica encontrados en las plantas como los extractos
fenolicos, pueden afectar a patdgenos en diferente grado, ya sea de manera individual o por
las mezclas en diferentes concentraciones y proporciones. Asi mismo, diversos métodos de
extraccion son estudiados para salvaguardar las propiedades de las moléculas extraidas de la

mejor y mas viable manera posible (Villa-Martinez y cols., 2015).
2.2.1. Extracto de Artocarpus heterophyllus

Artocarpus heterophyllus L. posee conocidas actividades antibacterianas, antiflngicas,
antidiabéticas, antiinflamatorias y antioxidantes.

Shanmugapriya y cols. (2011), obtuvieron resultados de analisis fitoquimicos de semilla de
A. heterophyllus L. que mostraban la presencia de alcaloides, taninos y compuestos fenolicos
en la extraccion con acetona, acetato de etilo, extracto etanolico y extracto acuoso (agua) y
encontraron flavonoides en etanol, acetona y extracto acuoso y saponinas en el extracto

acuoso.



Se analiz0 la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos obtenidos, el extracto de
acetato de etilo de A. heterophyllus L. mostré una considerable actividad antibacteriana
contra los aislados bacterianos ya que fue el Unico extracto que consiguio inhibir todas las
cepas bacterianas, principalmente contra Yersinia sp. El extracto acuoso crudo sélo fue activo
contra especies de Haemophilus. El extracto aceténico y etandlico mostraron actividad
moderada, sin embargo, mostraron inhibicion para los hongos Cephalosporium sp,
Aspergillus niger, Penicillum notatum y Candida albicans. Con concentraciones minimas

inhibitorias que van desde 50 hasta 200 (ug/ml) (Shanmugapriya y cols, 2011).

Véazquez-Gonzalez (2019) reporta que las fracciones de polaridad intermedia de la hoja de
jaca, presentaron actividades antifungicas contra C. gloeosporioides para un extracto
obtenido con etanol, se mostré un 83.78+1.25% de inhibicion, mientras que para P. italicum
fue la fraccion con metanol con un 66.45+5.92% de inhibicion, esto es atribuido a la
concentracion de taninos totales presentes en el extracto, los cuales reducen la
descomposicion de H20», este compuesto en exceso es perjudicial para muchos patégenos,
puesto que se convierte en especies de oxigeno altamente reactivas (EOR), promoviendo
dafio oxidativo en los patdgenos, los taninos son capaces de bloguear la actividad de la

catalasa producida por algunos patdgenos, promoviendo la acumulacion de EOR.

2.2.2. Extracto de Coccoloba uvifera

Existen pocos estudios sobre Coccoloba uvifera L. y los componentes que se han podido
aislar de esta planta. Aun no existen estudios sobre la actividad antifingica que estos
componentes aislados de la hoja en extractos podrian tener, sin embargo, se sabe que los
compuestos fendlicos se encuentran como metabolitos secundarios en todas las plantas,
confiriendo resistencia a patdgenos, por lo cual se puede atribuir esta resistencia a
compuestos como flavonoides, saponinas, polifenoles, taninos, entre otros. Existen pocos
reportes sobre la actividad antifingica en variedades como Coccoloba acrostichoides,
Coccoloba mollis (Barros y cols., 2003), y Coccoloba dugandiana (Li, 1999).

Barros y cols. (2003) realizaron analisis fitoquimico para las partes aéreas de C.
acrostichoides, obteniendo triterpenos, flavonoides, saponinas y taninos para el extracto

etandlico. En la extraccion con diclorometano identificaron betulina y B-sitosterol. Se
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detectaron flavonoides y saponinas en la fraccion de acetato de etilo mientras que se
mostraron triterpenos y taninos en las fracciones de n-hexano y agua, respectivamente. Se
analizo la actividad antibacterial y antifungica de los extractos. Se obtuvo como resultado
para el extracto de etanol que unicamente presentaba actividad antibacterial, mientras que la
fraccion de n-hexano y de acetato de etilo mostraron ambas actividades. La fraccion de agua
ademas de la betulina mostraron unicamente actividad antiflngica. Los analisis se realizaron

utilizando F. oxysporum y A. niger, los cuales no fueron inhibidos por ningun extracto.

Se aislaron &cido galico, galato de epigalocatequina, miricetina-3-orhamnosido y triterpenos
mediante un extracto etanolico de C. dugandiana, se realizaron andlisis para determinar
actividad antifangica, demostrando que el galato de epigalocatequina resultaba efectivo

contra C. neoformans (Li, 1999).

Barros y cols. (2011) realizaron el analisis quimico de los extractos etanolicos de C. mollis
que mostr6 una mezcla de hidrocarburos de cadena larga, ésteres de carboxilo y 3-taraxerona
en el extracto de la hoja. Se aislaron e identificaron dos antraquinonas (emodina y fiscion) a
partir del extracto de raiz. El cribado fitoquimico utilizando los métodos farmacognosticos
revelo la presencia de flavonoides y taninos en las hojas y raices. Las antraquinonas solo se
encontraron en el extracto de raiz. Se analiz6 la actividad antifingica de los extractos de C.
mollis y las antraquinonas aisladas de la raiz de esta planta contra Botryospheria ribis, B.

rhodina fueron efectivas.

Varios acidos carboxilicos, ésteres y aldehidos se han identificado para C. uvifera (Shaw y
cols., 1992), ademas de realizar la extraccion de lupeol, a-amirina y B-amirina de distintas
partes de la planta obteniendo la mayor fraccion de estos compuestos de la hoja utilizando
extraccion asistida por ultrasonido como método de extraccion mas efectivo. Aun no se han
realizado estudios sobre la actividad antifingica de C. uvifera (Ramos-Hernandez y cols.,
2018).

2.3. Recubrimientos y biopolimeros como conservadores y encapsulantes.

Un recubrimiento comestible estd compuesto por una delgada capa de material protector,
integrado por varios componentes, que varian segun la utilidad de éste, y pueden ser

consumidos como parte del producto. Con el propdsito de utilizar recubrimientos comestibles
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como vehiculos portadores de conservantes, que aseguren una mayor vida Util de los
productos recubiertos, se han incorporado diferentes compuestos 0 mezclas con actividad
antimicrobiana que ademas podrian aportar actividad antioxidante, que acte en la superficie
del producto, extendiendo su vida atil. En la formulacion de estos recubrimientos se han
incorporado también productos naturales con actividad antimicrobiana procedentes de
plantas, organismos marinos, insectos 0 microorganismos como alternativas viables al uso

de antimicrobianos sintéticos (Chiralt y cols., 2012).

Mayachiew y cols. (2009) utilizaron un recubrimiento de quitosano con extracto de galangal
como agente antimicrobiano para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aereus, ademas,
Cha y cols. (2002) utilizaron extracto de semilla de uva y toronja como agente

antimicrobiano.

Entre los biopolimeros mas utilizados para el recubrimiento de alimentos se encuentran el
alginato, proteina de suero de leche (WPC), caseinato sddico, caseina, proteina de soya,
almidon de yuca, carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), quitosano,

zeina entre otros (Raybaudi-Massilia y cols., 2012).

La zeina comprende una mezcla compleja de proteinas de almacenamiento que enriquecen
las semillas de maiz, donde se organizaron en cuerpos proteicos ubicados en el endospermo.
Mas de la mitad de los residuos de aminoéacidos de la zeina son no polares, lo que la convierte
en una de las pocas proteinas naturales que pueden solubilizarse en soluciones acuosas de
etanol, pero no en agua debido a su alta hidrofobicidad. La zeina se considera un biopolimero
natural, renovable, biodegradable y econdmico, que se ha examinado como una materia
prima potencial para la aplicacion de polimeros desde el siglo XX. Recientemente, los
estudios de biopolimeros y su aplicacion aumentaron significativamente en numerosos
campos cientificos y diversas industrias. La zeina se ha empleado en numerosas aplicaciones
potenciales, incluidos emulsionantes, desarrollo y fabricacion de varias peliculas, plasticos,
sustratos para fines biomédicos, sustitutos del trigo en sistemas de masa sin gluten, sistemas
de administracion de farmacos, envasado de alimentos y materiales de plegado de andamios
para la ingenieria celular / tisular. Ademas, la zeina posee caracteristicas notables como
compresibilidad, flexibilidad, alta tenacidad, brillo y propiedades antioxidantes (Suganya y
cols., 2017).
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Drosou y cols. (2017) definen la encapsulacion como una tecnologia para “"empaquetar”
materiales en forma de micro y nanoestructuras a través del atrapamiento de un agente activo
dentro de otra sustancia. En la industria alimentaria, en particular, la encapsulacion se utiliza
para suministrar una variedad de ingredientes alimentarios en pequefias capsulas cuando la
adicion directa del ingrediente alimentario compromete la calidad del producto alimenticio
fabricado. Las peliculas poliméricas se pueden usar para formar embalajes con permeabilidad
diferencial para Oz, CO2, C2Hs y vapor de agua, ademads, estos materiales tienen como
objetivo dar brillo a la fruta, apariencia atractiva, reducir la pérdida de peso y la respiracion
normal de las frutas, sin causar condiciones de anaerobiosis, 1o que aumenta la vida Util de
varios productos vegetales (Costa y cols., 2011). El objetivo principal de la encapsulacion es
proteger el material del nicleo de las condiciones ambientales adversas, como los efectos
indeseables de la luz, la humedad y el oxigeno, mejorando asi la estabilidad del ingrediente
funcional y al mismo tiempo promoviendo su liberacion controlada o dirigida. Ademas, el
uso de la encapsulacion puede aumentar la calidad nutricional de los alimentos, asi como

aumentar la estabilidad y extender la vida Gtil del producto.

Existen diferentes métodos para la encapsulacion de ingredientes alimenticios, el secado por
pulverizacion es una de las técnicas de encapsulacion mas antiguas y mas utilizadas en la
industria alimentaria durante varias décadas. Sin embargo, el uso de temperaturas de trabajo
relativamente altas durante el proceso de secado puede causar degradacion y por lo tanto
afectar la estabilidad de los ingredientes térmicamente labiles. Como resultado, en los ultimos
afios, el electrospinning ha atraido un interés generalizado y ha encontrado la posible
aplicacion en la industria alimentaria para la produccién de nanofibras. La ventaja mas
interesante de los procesos de electrospinning es que pueden lograr altas eficiencias de

encapsulacion sin aplicacion de tratamiento térmico (Drosou y cols., 2017).
2.4. Técnica de electrospinning
2.4.1. Principio de electrospinning

El principio del electrospinning se basa en que fuerzas eléctricas repulsivas mutuas superan
las fuerzas mas débiles de tension superficial en el liquido polimérico cargado (Figura 2).

Este proceso ofrece facilidad para producir nanofibras con estructuras porosas controlables,
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ademas de ofrecer muchas ventajas como una proporcién superficie-volumen muy alta,
posibilidad de controlar la composicién quimica de las fibras, asi como su acomodo. El
electrospinning se lleva a cabo a temperatura ambiente bajo las condiciones atmosféricas y
consiste basicamente en 3 componentes principales tales como: fuente de alto voltaje, un
inyector y un colector conectado a tierra, usualmente una placa plana, placa o tambor rotante.
Se utiliza la fuente de alto voltaje para cargar con una polaridad a la solucidn polimérica, la
cual es posteriormente acelerada hacia el colector de polaridad opuesta. La solucion
polimérica que depende de su tension superficial al final del tubo capilar es sometida a un
campo eléctrico, y una carga eléctrica es inducida en la superficie del liquido debido a este
campo eléctrico. Cuando el campo eléctrico aplicado alcanza un valor critico, las fuerzas
eléctricas repulsivas superan las fuerzas de tension superficial. La solucién cargada es
expulsada de la punta del cono de Taylor como un rapido batido inestable que ocurre entre
el tubo capilar y el colector, donde se permite la evaporacion del solvente dejando Unicamente
una fibra polimérica. El hilo sélo es estable en la punta del capilar e inmediatamente después
comienza su inestabilidad (Diaz-Ocafia, 2012).

S
J

Figura 2. Equipo de electrospinning (Diaz-Ocafia, 2012).

2.4.2. Parametros de la técnica de electrospinning

El control de las propiedades de las nanofibras obtenidas (diametro, porosidad, etc.) pasa por
un buen conocimiento de los parametros que intervienen en el proceso de electrospinning
que fundamentalmente tienen relacion con tres aspectos: las propiedades de la solucion de

hilatura (viscosidad, concentracion, tension superficial, peso molecular, conductividad), las
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condiciones del proceso (voltaje, distancia al colector, caudal) y las condiciones ambientales

(humedad y temperatura). (Erencia y cols., 2017)
2.4.3. Disolventes utilizados en electrospinning

Los disolventes utilizados deben tener propiedades como volatilidad, presion de vapor, punto
de ebullicion y deben mantener la integridad de la solucion polimérica. Erenciay cols. (2017)
reportan que la eleccion del disolvente apropiado en funcion del tipo de polimero
seleccionado es uno de los pardmetros mas importantes que influyen en el proceso de
electrospinning, ya que éste determina la viscosidad, conductividad y tension superficial de

la disolucion.

2.4.4. Técnica de electrospinning como generador de recubrimiento en

alimentos

El creciente interés del consumidor por la promocion de la salud y la prevencién de
enfermedades a través de una nutricion mejorada ha llevado a numerosos intentos de
desarrollar sistemas de entrega de calidad alimentaria, incluido el envasado activo, para
encapsular, proteger y liberar de manera controlada los componentes bioactivos. Mas
especificamente, los compuestos naturales con caracteristicas antimicrobianas son de gran
interés para la industria del envasado activo y su eficiente encapsulacion y liberacion
controlada representan un desafio importante considerando su sensibilidad al calor, el
oxigenoy la luz. Recientemente, el electrospinning ha recibido gran atencion en los alimentos

funcionales y en los sistemas de envasado de alimentos activos. (Drosou y cols., 2017)

En los ultimos afios, el electrospinning ha atraido el interés de los investigadores debido a
sus posibles aplicaciones en materiales alimenticios. Este proceso de electrospinning ha
demostrado un gran potencial para producir nanofibras y ultimamente se estan utilizando
para encapsular compuestos bioactivos. Sin embargo, la industria no ha explorado
ampliamente las potencialidades de las fibras y particulas en aplicaciones relacionadas con
los alimentos como pueden ser frutas, ya que se necesita mas investigacion para optimizar
las condiciones de funcionamiento y las propiedades de la solucion para la encapsulacion

efectiva de diversos bioactivos. (Drosou y cols., 2017)
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3. Justificacion

Nayarit es uno de los cinco principales productores de carambolo en México, esto se debe a
la variedad de condiciones climatoldgicas que se presentan en el territorio, las cuales
permiten el desarrollo de estos frutos. Estos tienen un alto interés en el mercado, sin embargo,
el dafio por fitopatdgenos en carambolo durante la postcosecha resulta en grandes pérdidas,

afectando directamente en la economia de los productores y el estado.

Para controlar las pérdidas ocasionadas por fitopatdgenos tradicionalmente se recurre al uso
de fungicidas sintéticos, sin embargo, en los Ultimos afios se ha buscado disminuir su uso
debido a los dafios secundarios que estos llegan a presentar, como la contaminacion de
ecosistemas por su nivel de toxicidad, asi como la afeccion a otras especies entre ellos el ser

humano.

Actualmente, el avance de la cienciay la tecnologia tiene un papel importante en el desarrollo
de nuevas técnicas para la obtencién de productos de interés en beneficio al sector
productivo-comercial. En los ultimos afios se han estudiado alternativas para disminuir los
dafios causados por fitopatdgenos al fruto en postcosecha, asi como la radicacion del uso de
fungicidas sintéticos, por lo cual, se han desarrollado técnicas como el uso de extractos
vegetales en donde se ha estudiado la actividad antifingica que pueden tener ademas de la

aplicacion de recubrimientos a base de biopolimeros con extractos.

Por lo que resulta interesante evaluar la alternativa de utilizar recubrimientos a base de
nanofibras obtenidas mediante la nueva tecnologia de electrospinning, adiciondndole un
extracto vegetal el cual ayude en la inhibicion de fitopatdgenos para el fruto de Averrhoa

carambola L.

Esta nueva tecnologia tiene la capacidad de generar y aplicar nanofibras con la ventaja de no
utilizar tratamiento térmico, lo cual permite mantener la calidad del fruto integra, asi como
la conservacion de las propiedades del extracto y su liberacion controlada de las nanofibras,
lo cual permitiria inhibir el desarrollo de fitopatogenos.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Inhibir el desarrollo de fitopatégenos en Averrhoa carambola L. mediante la aplicacion de

nanofibras adicionada con extracto vegetal de hoja de Artocarpus heterophyllus L.

4.2.  Objetivos especificos

e Aislar y purificar los hongos fitopatdgenos que causen enfermedades en Averrhoa
carambola L.

e Evaluar la patogenicidad de cepas aisladas de Averrhoa carambola L.

e Evaluar la actividad antiflngica de extractos vegetales obtenidos de Artocarpus
heterophyllus L. y Coccoloba uvifera sobre los hongos fitopatdgenos.

e Establecer condiciones de proceso de electrospinning para elaborar nanofibras a base
de biopolimeros y el extracto vegetal con actividad antifingica.

e Caracterizar las nanofibras en cuanto a propiedades mecénicas, fisicoquimicas y
térmicas y estructurales.

e Evaluar los compuestos encapsulados en la matriz biopolimérica por HPLC-masas
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5. Materiales y métodos

5.1. Recoleccion de materia prima

Los frutos de carambolo se recolectaron del municipio de Tepic, Nayarit, seleccionando los
frutos en estado de madurez de consumo y posteriormente se almacenaron. Los extractos se

obtuvieron de la hoja de uva de mar y la hoja de Jaca.
5.2. Obtencion de extractos vegetales

La obtencidn de los extractos de Coccoloba uvifera y Artocarpus heterophyllus L. se realizé
mediante la metodologia utilizada por Vazquez-Gonzalez (2019). La extraccion por
ultrasonido se realizé con un bafio ultrasénico (Kendal, modelo CD-4820), para lo cual se
homogenizaron 50 g de muestra con 500 ml de una solucién de Et:Ag en una relacion 8:2
(v/v) a 10 °C en un vaso de precipitado, posteriormente se aplicaron ondas sénicas durante
30 min a una frecuencia de 42 kHz. La extraccion por APH se realizé con un equipo de altas
presiones hidrostaticas modelo CIP42260 (Avure Autoclave Systems, Eri PA USA), se
pesaron 50 g de muestra y se mezclaron con 500 mL de Et:Ag en una relacion 8:2 (v/v) a 10
°C, se empacaron al vacio en bolsas de polietileno de alta densidad (FoodSaver) empleando
un sistema de sellado al vacio (FoodSaver modelo VV38305) y consecutivamente se presuriz
a 20 °C con una presién de 200 MPa por 15 min. Después de aplicar los diferentes métodos
de extraccion, las muestras se filtraron usando papel filtro estéril (Millipore) con un tamafio
de poro de 45 um, el filtrado obtenido se colocd en un evaporador rotatorio a 40 °C para
eliminar el solvente y, por Gltimo, las muestras se almacenaron a -18 °C hasta su posterior

uso.
5.3. Aislamiento e identificacion de patdgenos (micro y macroscopicos)

Los frutos se recolectaron en el municipio de Tepic en el estado de Nayarit, seleccionando
los frutos en estado de madurez de consumo, se incubaron en una camara de almacenamiento
a 25°C y 80 £2% de humedad, se monitorearon los cambios cada 24 h hasta aparicion de

lesiones visibles. Se tomaron segmentos de 1cm? (50% tejido dafiado, 50% tejido sano) de la
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fruta en tres diferentes zonas: (1) zona del pedunculo, (2) zona ecuatorial, y (3) zona inferior.
Estas muestras se desinfectaron por inmersion en solucion de hipoclorito de sodio al 1%
durante 1 min, se enjuagaron con agua estéril y se transfirieron a placas con agar papa
dextrosa PDA. Estas cajas se incubaron a 28 °C con 80% de humedad relativa hasta que el
micelio fue visible, los micelios del hongo desarrollado se resembraron en cajas Petri con

agar papa dextrosa hasta que se obtuvieron cepas puras (Castafieda Andrade, 2019).
5.4. Ensayos de patogenicidad en Carambolo

Se prepard una suspension de esporas de las cepas aisladas y purificadas con 7 dias de
crecimiento, para lo cual, se agregaron 10 ml de solucion salina estéril al 0.85 % NaCl (m /
V), y se raspo el micelio fangico con una varilla de vidrio en condiciones aséepticas,
posteriormente, se filtro la solucidn usando una gasa estéril. El filtrado obtenido se ajusto a
una concentracion de 1x10° esporas/ml usando una cdmara Neubauer y la formula de

diluciones.
C1V1=CyV>

Los frutos sanos, se lavaron y desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1 % (m / v) por 1
min, se enjuagaron con agua destilada con el fin de eliminar el polvo y microorganismos
saprofitos, posteriormente, estos se colocaron en una campana de flujo laminar para su
secado. Con un punzon estéril (3 mm de diametro, 4 mm de profundidad) se realiz6 una
herida en el fruto y se inocularon 10 pL de la suspension de esporas. Los frutos se llevaron a
incubacion a la cdmara de incubacion a 28 + 3 °C y 80 % HR, revisando diariamente hasta
observar la aparicion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad (Trinidad-angel y cols.,
2017).

5.5. Identificacion Morfologica

Los hongos resultantes positivos a ensayos de patogenicidad, se clasificaron de acuerdo a
claves dicotomicas observando el color, apariencia, tipo de micelio (largo, corto), coloracion
del medio (Girmé y cols., 2014). Los hongos se inocularon por medio de la técnica de

microcultivo cubos de PDA incubados a 28 © C durante 10 dias o hasta observar el
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crecimiento de hifas y esporas usando un microscopio (MOTIC BA 300) magnificacion
(100X).

5.6. Evaluacion de grado de inhibicion de extractos vegetales

Para evaluar el grado de inhibicion de los fitopatogenos identificados (Cladosporium
tenuissimum (AC13) y Aspergillus sydowii (AC19) y Aspergillus spp. (AK1)) con los
extractos obtenidos a partir de hoja de jaca y hoja de uva de mar se realizard un ensayo
antifangico in vitro utilizando la metodologia mencionada por Gonzalez-Estrada y cols.

(2017), utilizando concentraciones de 0.5, 2.0 y 5.0 mg / ml.
5.7. Inhibicion de germinacion de esporas

La inhibicion de germinacion de esporas fue determinada de acuerdo a Gonzalez Estrada y
cols., (2017) con algunas modificaciones, previo al experimento los fitopatdgenos fueron
cultivados en PDA durante 7 dias a 28 °C. Se afiadieron 10 ml de solucion salina estéril que
contenia Tween 80 (0.1% v/v) a cada placa para recuperar las esporas, las suspensiones de
las mismas se hicieron frotando la superficie de agar con un asa Drigalsky estéril. Después,
la suspension se filtré con una gasa estéril y se recuperd en un tubo cénico estéril. La
concentracion de esporas se ajustd a 1x10° esporas / ml por recuento microscopico en camara
Neubauer, en 8 ml de caldo papa dextrosa (PDB por sus siglas in inglés) se agregaron 160 pl
de suspension de esporas del hongo (1x10° esporas / ml) y 400 pl de cada extracto a diferentes
concentraciones (0.5, 2 y 5 mg / ml). Los tubos se incubaron en un agitador rotatorio a 110
rpm a 28 °C; la tasa de germinacion de los hongos se determind microscépicamente midiendo
el porcentaje de germinacion de los hongos durante 8 h para ambos hongos, en muestras de
aproximadamente 200 esporas. Se consideraron las esporas germinadas cuando la longitud
del tubo germinal fue igual o mayor al didmetro de la espora inicial. Se us6 como control
tubos con PDB sin extracto. Se determind el porcentaje de inhibicién de acuerdo a la
siguiente ecuacion.
No.de esporas control — No.de esporas tratamiento

I hlb ] 7 0 — 100
nhibiciéon(%) No.de esporas control *
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5.8. Determinacion de fenoles solubles totales

El contenido de FST se determind con la metodologia descrita por Gutierrez y cols. (2008)
se tomaron 1 ml de cada extracto fendlico se diluyé 1/100, se tom6 1 ml de las diluciones
anteriores y se agregé 0.8 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N (Sigma-Aldrich), se
homogenizo y posteriormente se le agregaron 0.2 ml de una soluciéon de Na2COs al 20 % y
se llevd a un volumen de 10 ml con agua destilada, se homogenizaron los matraces y se
dejaron reposar en oscuridad a temperatura ambiente durante 90 minutos (Garcia y cols.,
2015). Transcurrido este tiempo las muestras se leyeron en un lector de microplacas (BioTek
modelo Synergy/HTX multi-mode reader) a 760 nm. Las estimaciones se llevaron a cabo por
triplicado. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de &cido gélico (EAG)/g de hoja
de jaca en base seca (Loizzo y cols., 2010). Para la determinacion de FST se realizaron
lecturas de densidad Optica de las diferentes concentraciones del estandar (0, 1, 2, 3, 4y
5ug/ml &cido gélico) y se utilizaron para la construccion de la curva de calibracién, la gréfica
obtenida mostro un valor de R? de 0.9959. Los valores obtenidos en la curva de calibracion
fueron utilizados para cuantificar el contenido de FST presente en las hojas de jaca y uva de

mar para los métodos empleados.
5.9. Elaboracion de nanofibras por electrospinning

Para la obtencion de las nanofibras se utilizo el equipo de electrospraying marca Fluidnatek®
LE-10, equipado con una fuente de alimentacion de 0-30 kV de alto voltaje variable; el &nodo
se fijé a una aguja de acero inoxidable con un diametro interno de 0,9 mm que se conectd a
través de un tubo a la solucién polimérica que estuvo contenida en una jeringa de plastico de
5 ml (Fernandez y cols., 2009). La aguja se conecto al electrodo emisor de polaridad positiva
de la fuente de alimentacion de alta tension. Las nanofibras se electro estiraron directamente
sobre los frutos de carambolo, dando tratamientos preventivos y curativos. Para la solucién
polimérica se utiliz6 una concentracion de solidos totales del 24% p/p de zeina, se utilizo
Tween 80 como surfactante (3%) y una solucion hidroalcohdlica (etanol:agua 8:2) como
disolvente (fase acuosa). Se afiadié la solucidn en un tubo Falcon que contenga el extracto
vegetal (22% p/p o 5 mg/ml) y se llevaron a agitacion durante 15 minutos utilizando un

agitador magnetico IKA C-MAG HS 7 durante 15 min. Las condiciones en las cuales se
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proceso la solucion fueron a la velocidad de flujo de 0.350 ml/h, un voltaje de 21 kV y una
distancia de 22 cm de la punta de la aguja al fruto. Los frutos tratados se almacenaron en
camaras a temperatura y HR controladas para su evaluacion.

5.10. Evaluacion de inhibicién recubrimiento - fitopatdgenos in vivo.
5.10.1. Efecto Preventivo

Se inocularon los hongos fitopatdgenos aislados e identificados a 10 frutos por tratamiento,
realizando 6 heridas mediante un punzon a una concentracion de 1x10° esporas / ml posterior
al tratamiento de recubrimiento con nanofibras puras y nanofibras con extracto,
posteriormente se almacenaron durante 7 dias en una camara de incubacién a 28 + 3°C y 80
% HR, revisando diariamente hasta observar la aparicion de los sintomas caracteristicos de
la enfermedad. Se evaluaron la incidencia de la enfermedad (porcentaje de fruta infectada),
las heridas infectadas (porcentaje) y la severidad (diametro de la lesion). Una fruta se

consider6 descompuesta cuando al menos una de las heridas inoculadas estuvo infectada.
5.10.2. Efecto curativo

Se inocularon los hongos fitopatdgenos aislados e identificados antes del tratamiento de
recubrimiento con nanofibras puras y nanofibras con extracto antifngico, posteriormente se
incubaron en una camara de incubacién a 28+3°C y 80% HR durante 7 dias, revisando
diariamente hasta observar la aparicion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad. Los

analisis evaluados fueron los mencionados para efecto preventivo.
5.11. Caracterizacion de las nanofibras
5.11.1. Propiedades mecéanicas
5.11.1.1. Espesor del recubrimiento

El espesor de cada pelicula se midié con un micrémetro (Mitutoyo, Kanagawa, Japdn) en
diez posiciones aleatorias de las peliculas. La permeabilidad al vapor de agua (WVP) y las

propiedades mecanicas se calcularon en funcion del espesor promedio.
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5.11.1.2. Ensayo de traccion

Las mediciones de traccion se realizaron usando un analizador de textura (Stable Micro
Systems, Modelo TA-XT plus, Surrey, Reino Unido). La velocidad del motor se ajusté a 0,5
mm s, diametro de puncién 2 mm. Se evalu6 un promedio de seis mediciones para cada
muestra (recubrimiento puro y recubrimiento con extracto), la prueba se realizo por triplicado

para obtener fuerza de puncion.
5.11.2. Propiedades fisicoquimicas
5.11.2.1. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua de las nanofibras se determin6 gravimétricamente usando
una técnica estandarizada modificada (AFNOR NFH00-030, 1974). Cada pelicula de muestra
(discos de 4,0 cm) se colocé entre dos anillos de teflon en la parte superior de una celda de
vidrio que contenia agua destilada, proporcionando un 100% de humedad relativa. Las celdas
se mantuvieron luego a 25°C en un desecador que contenia gel de silice seco asegurando 0%
de HR. La medicion se realizé a un gradiente de 90-95% HR. Durante 7 dias se pesaron las
celdas de prueba. Cuando la relacién entre la pérdida de peso y el tiempo sea lineal, la
pendiente de la grafica se usé para determinar la velocidad de transferencia de vapor de agua
a través de la pelicula. Para cada pelicula, se realizaron tres determinaciones (Gonzalez-
Estrada y cols., 2018).

5.11.2.2. Solubilidad en agua

La solubilidad en agua se determind usando circunferencias de pelicula de 4 cm de diametro,
que se colocaron en un matraz de dilucion con 50 ml de agua destilada a 25°C/2 h con
agitacion suave continua a 100 rpm. La solucion se filtro a través de papel de filtro (Whatman
# 1), y la pelicula no disuelta restante se deseco a 105°C/24 h. El peso de la materia seca
solubilizada se calculé restando el peso de la materia seca insolubilizada del peso inicial de
la materia seca y se expresé como un porcentaje del peso total (Murrieta-Martinez y cols.,

2019). La prueba se realizo utilizando cinco muestras y se repetira tres veces.
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5.11.3. Propiedades térmicas
5.11.3.1. Termogravimetria (TGA)

Se colocaron 5-10 mg de muestra en una charola de platino HT en atmosfera de N2, a una
velocidad de calentamiento de 10°C / min, en un rango de temperatura de 25-600 °C, en el
equipo de termogravimetria TGA Discovery 550. La pérdida de peso con respecto a la
temperatura se expresa de acuerdo a la curva termogravimétrica TG y la curva
termogravimétrica derivada de primer orden TGD mediante el software TRIOS. Este analisis

se realizo para cada uno de los componentes de las nanofibras y para las mismas nanofibras.
5.11.3.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) y algunos eventos térmicos, se
realizé en el equipo de calorimetria diferencial de barrido DSC Discovery 250. Se colocaron
de 1 a 3 mg de muestra en una charola de aluminio hermética; se utiliz6 una charola de
aluminio hermética vacia como referencia y se equilibré a 25 °C. Se aplicd un rango de
calentamiento de 25-400 °C con una velocidad de calentamiento de 5 °C/min. El calorimetro
se calibré con el estandar indio (Roos, 2005). Durante la medicidn se utiliz6 nitrégeno como
gas portador (50 ml/min). Los datos se analizaron en el software TRIOS. Este analisis se

realiz para cada uno de los componentes de las nanofibras y para las mismas nanofibras.
5.11.4. Propiedades estructurales
5.11.4.1. Microestructuras de nanofibras por SEM

Se realizé un estudio por microscopia electrénica de barrido (SEM) de las nanofibras. Se
utilizé un equipo SEM SEC 3200 M, Corea del Sur, con un voltaje de aceleracion de 20 kV.
Se colocaron 2 mg de muestra a una cinta adhesiva de doble cara colocada en un portaobjetos
de metal; las muestras fueron metalizadas con una capa fina de oro durante 3 min. Todas las
imagenes se tomaron buscando un campo representativo de la muestra que este lo méas plano

posible, empleando una magnificacion de 500 a 15000x aumentos con 25 pm.
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5.11.5. Célculo de eficiencia de encapsulacion.

Para la determinacion del compuesto encontrado, se pesaron X mg de nanofibras (conociendo
el contenido tedrico de mg de compuesto), se aplicd el método de extraccion y el filtrado
resultante se analizd por espectroscopia UV a 760 nm y se calculo el % de eficiencia de

encapsulacion aplicando la ecuacion 2.

mg compuesto encontrado
%EE = — x 100 Ec.2
mg compuesto teérico

5.11.6. Evaluacion de las nanofibras por HPLC-Masas

Los compuestos fendlicos fueron separados del extracto vegetal usando un sistema Agilent
HPLC 1260/espectroscopia MS 6100 (Agilent Technologies, CA, USA), el cual consiste en
una desgasificadora, un inyector automatico y una bomba binaria equipada con una columna
analitica Poroshell 120 EC-C18 (250 x 4.6 mm, un tamafio de poro 5 um) de Agilent
Technologies. Un gradiente de elucion fue programado usando como fase movil A, agua
acidificada (0.6% acido acético, v/v) y como fase mavil B, acetonitrilo. La velocidad de flujo
fue de 0.30 ml / min a lo largo del gradiente, el volumen de inyeccion fue de 10 pL y los

espectros de UV se registraran de 200 a 700 nm (Vazquez-Gonzalez, 2019).
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION
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6. Resultados y discusion
6.1. Identificacion presuntiva del hongo patégeno

Los frutos de carambolo fueron recolectados en el municipio de Tepic, Nayarit en septiembre
del 2020. Se tomaron muestras de 10 frutos con signos de enfermedad, se resembraron en
placas de PDA hasta obtener crecimiento Gnico y uniforme morfolégicamente. Se obtuvo un
hongo fitopatogeno aislado (cuadro 3), se le realizaron pruebas de identificacion macro y
microscopica. La cepa aislada se clasifico de acuerdo a las caracteristicas macroscopicas
propuestas por Trinidad-Angel y cols. (2017), tipo de micelio, coloracion del medio de

soporte, asi como velocidad de crecimiento (Cuadro 3).

Cuadro 3. Identificacion presuntiva macro y microscopica de fitopatégeno aislado.

Aislado Morfologia macroscépica Morfologia Descripcion Identificacion
microscopica presuntiva
- AK1 Crecimiento Aspergillus
acelerado, micelio spp.

blanco con aspecto

polvoriento color

negro, esporas
redondas pequefias

y negras.

6.2. Ensayos de patogenicidad en Carambolo

Se reactivaron dos cepas aisladas del fruto de carambolo, obtenidas en el laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Tepic, identificadas como
Cladosporium tenuissimum AC13 y Aspergillus sydowii AC19 (Castafieda Andrade, 2019),
ademaés del aislado previamente obtenido e identificado como Aspergillus spp. AKL. La
patogenicidad de las tres cepas fue comprobada a partir de los postulados de Koch (Volcy,

2008) en frutos de la misma variedad. La infeccion por C. tenuissimum presenté manchas
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mohosas en el exterior, contornos oscuros y tejido necrosado. Para la enfermedad por A.
sydowii se observaron manchas color café y tejido blando alrededor de la herida, la infeccidn
fue lenta y se presentd al cabo de 8 dias. Por ultimo, para el hongo identificado como
Aspergillus spp. se observé ablandamiento de la pared celular del fruto y liberacion de agua

del mismo, asi como la aparicion de la coloracidn polvorienta negra caracteristica del género
Aspergillus (Cuadro 4).

Cuadro 4. Prueba de patogenicidad en carambolo

Nombre / Codigo Patogeno Enfermedad inducida

Cladosporium
tenuissimum
AC13*

Aspergillus sydowii
AC19*

Aspergillus spp.
AK1

*Fitopatogenos aislados e identificados por Castafieda-Andrade (2019).

6.3.  Obtencion de extractos hidroalcohdlicos de hoja de jaca y hoja de uva de
mar

Se sabe que los extractos vegetales pueden tener propiedades antifingicas las cuales pueden

variar en base a la fuente vegetal del extracto, los componentes presentes en el extracto, asi
como método de extraccion utilizado.
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Se obtuvieron dos extractos fenolicos hidroalcohdlicos a partir de hoja de jaca y hoja de uva
de mar (Fig. 3), estos fueron de un color verde vivo y marron respectivamente. El rendimiento
obtenido para el extracto de hoja de jaca fue de un 24% lo cual coincide con lo reportado por
Vazquez-Gonzalez (2019) quien obtuvo un 25% para extracto de hoja de jaca bajo las mismas
condiciones de extraccién. Para el extracto de hoja de uva de mar se obtuvo un rendimiento
de 13%. Estos valores son atribuidos a factores como los reportados por Awuor Ojwang y
cols. (2019) quienes demostraron que la composicion fitoquimica de diferentes partes de la
planta varia tanto en la misma planta como de una especie a otra, debido a que éstas pueden
estar expuestas a diferentes condiciones de crecimiento como la composicion del suelo,
humedad, asi como a la diferencia de altitud de las regiones de donde se obtienen. Ademas,
puede atribuirse a factores genéticos, ya que se sabe que las plantas pueden codificar una
mayor o menor cantidad de fitonutrientes en diferentes partes de las plantas, asi como la

variacion entre una planta y otra (Andrew y cols., 2010).

|

Figura 3. Extractos etandlicos de hoja de jaca (izquierda) y hoja de uva de mar (derecha).

6.3.1. Contenido de fenoles solubles totales

Las defensas quimicas de las plantas son de diversa indole y poseen una elevada actividad

bioldgica, entre los compuestos que cuentan con esta actividad se encuentran fenoles, taninos,
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saponinas, antocianinas, flavonoides entre otros (Villa-Martinez y cols., 2015). El contenido
de FST fue de 80.86 + 3.39 mg EAG / g hoja de jaca BS y de 44.83 £ 6.07 mg EAG / g hoja
de uva de mar BS, obtenidos mediante EAU. La cantidad de los compuestos fenolicos
producidos por una especie estan determinados por distintos factores entre los que destacan
la genética, las condiciones ambientales y la fenologia de la planta; hay factores como la
sequia, la poda, la defoliacién y el ataque de plagas que causan dafios fisiolégicos y pueden
influir en la cantidad de polifenoles presentes en la planta (Chandra Shekhar y cols. 2014;
Pérez-Pérez y cols., 2014). Para el extracto obtenido por APH el contenido de FST fue
100.81+3.72 39 mg EAG / g hoja de jaca BS. Este aumento en la cantidad de FST obtenidos
para hoja de jaca es atribuido al método de extraccion utilizado, las APH es una tecnologia
emergente, la cual aplica altas presiones sobre la matriz vegetal, transmitidas por un liquido
en un sistema cerrado, la presion aplicada hace que el aire presente en las vacuolas de la
célula vegetal se escape y dafie la membrana celular aumentando su porosidad permitiendo
el contacto entre el solvente de extraccion y los compuestos de interés, ademas este método
permite cambiar la conformacion o desnaturalizar proteinas de la membrana celular, lo que
permite que los compuestos fendlicos sean mas accesibles para su extraccion (Cascaes y
cols., 2021). Vazquez-Gonzalez y cols. (2020) realiz extraccion de FST a partir de hoja de
jaca mediante diferentes métodos (ultrasonido, microondas y altas presiones) varié las
condiciones de los mismos, y obtuvo extractos desde 60 mg EAG / g BS hasta 164 + 6,29
mg EAG / g BS las concentraciones de FST mas altas fueron obtenidas por microondas
(900W por 3min), APH (200 MPa por 15min) y EAU (42 Hz por 30min). Por otro lado,
Awuor Ojwang y cols. (2019) determinaron el contenido de FST de hoja, raiz y corteza del
arbol de la jaca, obteniendo 35.18 + 2.33, 23.59 + 8.84 y 65.56 + 3.05 mg EAG / g BS
respectivamente por el método de maceracion. La diferencia de FST obtenidos entre el
método de maceracidn antes reportado y la EAU aplicado en el presente proyecto se atribuye
principalmente al mecanismo de extraccion utilizado debido a que, cuando se aplica EAU se
genera una explosion de burbujas producidas por la cavitacion, llevando a generar presiones
localizadas causando rompimiento de tejido celular y mejorando la exclusion de sustancias
celulares en el solvente (Goula y cols., 2017). Por otro lado, Linares Rivero y cols. (2018)
mencionan que el tiempo optimo para EAU se encuentra entre 10-60 min a temperatura

variable y con tiempos mayores a 60 min pudiera ocurrir la oxidacion de diferentes
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compuestos fendlicos obteniendo un rendimiento mas bajo para estos extractos. Por otro lado,
los valores obtenidos para hoja de uva de mar difieren de los obtenidos por Ashmawy y cols.
(2020) quienes estudiaron tres extractos de uva de mar mediante maceracion, obtuvieron
90.68, 139.68 y 213.30 mg EAG / 100 g de extracto utilizado como solventes agua, acetona
(90%) y etanol (96%) respectivamente. Por otro lado, Mex-Alvarez y cols. (2018) obtuvieron
extracto de hoja, semilla y cascara y pulpa de uva de mar por el método de maceracion, se
uso metanol y acetona como disolventes, obtuvieron 239.61 + 4.76, 224.45 + 6.63, 688.74 +
8.16, 600.86 + 5.78, 102.56 £ 1.65y 186.21 + 7.82 mg EAG / g de extracto respectivamente.
La diferencia en los resultados se atribuye a la variacion en el tipo de solvente utilizado los,
asi como por la cantidad de solvente utilizado en relacion a la masa de la muestra para

extraccion y el método de extraccion utilizado.

6.4. Inhibicién de los fitopatdgenos por extractos hidroalcohdlicos de hoja
de jacay de uva de mar.

Los extractos de hoja de jaca y hoja de uva de mar obtenidos por EAU se evaluaron en
concentraciones de 0.5, 2.0 y 5.0 mg / ml (base seca) sobre el hongo C. tenuissimum (Fig. 4),
para el extracto de uva de mar se obtuvieron inhibiciones de 1.96 + 0.0%, 3.28+ 1.96% y
5.88 £ 0.0% y para el extracto de jaca fueron de 1.93 + 1.13% 3.98 + 1.10% 3.33 + 0.77%
respectivamente, los porcentajes de inhibicion presentados para los dos extractos en las
concentraciones de 0.5 y 2.0 mg / ml no mostraron diferencia significativa (p>0.05). Se
evalué ademas el extracto fendlico de hoja de jaca obtenido por APH sobre C. tenuissimum,
su actividad antiflngica para 2.0, 3.5 y 5.0 mg / ml (base seca) aumento considerablemente
avalores de 12.59 + 3.50, 53.55 + 0.09 y 88.18 + 0.32% respectivamente, estos valores fueron
diferentes significativamente (p<0.05), la concentracion de 5.0 mg / ml fue la que mostré un

mayor porcentaje de inhibicién (Fig. 5).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion micelial de C. tenuissimum utilizando extractos de uva de
mar Yy jaca obtenidos por ultrasonido.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia

significativa entre extractos y concentraciones (p<0.05)
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion micelial de C. tenuissimum utilizando extracto de jaca
obtenidos por APH.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia

significativa (p<0.05)
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Los porcentajes de inhibicion para el hongo A. sydowii (Fig.6) de los extractos de hoja de
jaca y uva de mar obtenidos por EAU fueron de -2.76 = 5.94%, -3.90 = 0.17%, -11.80 +
429% y 11.60 = 3.42%, -5.53 + 11.89%, 2.46 + 9.07% correspondientes a las
concentraciones de extracto de 0.5, 2.0 y 5.0 mg / ml (base seca). El porcentaje de inhibicion
mas alto se obtuvo del extracto de uva de mar a una concentracion de 0.5 mg / ml (base seca),
sin embargo, no existe una diferencia significativa entre la combinacion de extractos y
concentraciones (p>0.05), pero si entre los tipos de extractos (p<0.05). Se sabe que la
actividad biologica de un extracto vegetal puede variar con base a la composicion de la matriz
de extraccion, asi como al método de extraccion aplicado, estos extractos pueden tener una
actividad en diferente grado dependiendo del microorganismo en el cual se aplique (Mesa y
cols., 2019).

20 ~
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion micelial de A. sydowii utilizando extractos de uva de mary
Jjaca obtenidos por ultrasonido.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia

significativa entre extractos y concentraciones (p<0.05)

Véazquez-Gonzalez y cols. (2020) evaluaron extractos de hoja de jaca mediante APH sobre
C. gloeosporioides y P. italicum obteniendo inhibiciones de 55.41% vy 46.49%

respectivamente, esta tendencia se atribuyo a la alta concentracion de flavonoides en el
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extracto obtenido por APH. Esto coincide con lo obtenido para el presente estudio, se evaluo
el extracto de hoja de jaca obtenido por APH en concentraciones de 2.0, 3.5, 5.0 mg / ml
(base seca) y se consiguieron como porcentajes de inhibicidén 56.37 + 3.44%, 79.22 + 16.81%
y 99.30 £ 1.70% respectivamente (Fig. 7), se mostrd diferencia significativa entre
concentraciones (p<0.05). Los flavonoides se han asociado a una amplia actividad
antimicrobiana. Yang y cols. (2017) informaron que las propiedades antimicrobianas
inherentes de estos compuestos estan determinadas por su estructura quimica, ya que en el
anillo A (de su estructura), las hidroxilaciones en las posiciones 5y 7 son las mas criticas
para su actividad antimicrobiana. Este posible mecanismo de accion para flavonoides fue
demostrado principalmente para el 5, 7 dihidroxiflavonoide, que inhibe las bombas de
protones involucradas en la cadena de respiracion de las mitocondrias presentes en la célula,
lo que eventualmente lleva a la muerte celular o apoptosis. Estas bombas son la principal
causa de resistencia de los microorganismos a los fungicidas de sintesis quimica (Yang y
cols. 2017).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion micelial de A. sydowii utilizando extracto de jaca obtenidos
por APH.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia

significativa (p<0.05)
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Para el extracto de hoja jaca obtenido por EAU se observo un ligero porcentaje de inhibicion
micelial para Aspergillus spp. de 9.92 + 5.95% a una concentracion de 0.5 mg / ml, mientras
que para los demaés tratamientos no se mostré inhibicién (Fig. 8). Cabe resaltar que el extracto
obtenido a partir de la hoja de uva de mar por EAU potencid el crecimiento del fitopatdgeno,
se puede proponer que el extracto puede ser asimilado como sustrato por el hongo estudiado
(cuadro 5), se puede ver la diferencia en el crecimiento al dia siete respecto al control, se
observo un aumento en el crecimiento hasta un 49.36 + 17.21%, se muestran diferencias

significativas entre los dos extractos (p<0.05).

Cuadro 5. Inhibicién micelial de Aspergillus spp. aislado de carambolo contra extracto

de hoja de uva de mar obtenido por EAU.

Hongo Control 0.5 mg/ml 2.0 mg/ml 5.0 mg/ml

Aspergillus spp.
(EAV)

Este resultado puede ser atribuido a la composicion de los extractos vegetales obtenidos, los
cuales pueden variar en el contenido de compuestos extraidos, asi como la cantidad de los
compuestos presentes en base al material bioldgico utilizado. Ashmawy y cols. (2020)
evaluaron extractos a partir de la hoja de uva de mar sobre los hongos Fusarium culmorum,
Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani, obtuvieron un 0.00+0.00% de inhibicién contra F.
culmorum con extracto acuoso con concentraciones de 1, 2, y 3%y de acetona al 1% y etanol
al 1%. Sin embargo, para B. cinerea y R. solani presentaron inhibiciones por encima del
31.85+£1.69%, con los mismos extractos, estos resultados demuestran lo mencionado por
Mesay cols. (2019) quienes mencionan que la actividad bioldgica de un extracto con respecto

a un hongo varia en funcion de factores como la matriz de extraccion.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion micelial de Aspergillus spp. utilizando extractos de uva de
mar y jaca obtenidos por ultrasonido.

Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia

significativa entre extractos y concentraciones (p<0.05)

Abdel Hakim y cols. (2019) mencionaron la presencia de flavonoides como la miricetina 3-
O-a ramnosido, miricetina 3-O-glucosido, quercetina 3-O-ramnosido y quercetina 3-O-
arabinosido, los cuales son glucdsidos de flavonoides, al estar estos azucares reductores
unidos a estas moléculas se vuelven hidrosolubles mejorando sus propiedades
antimicrobianas. Algunos flavonoides como la quercetina, asi como sus glucésidos y
dihidromicetina en altas concentraciones, pueden disminuir la tasa de respiracion de las
mitocondrias y la sintesis de ATP en las células fungicas, lo que lleva a la muerte celular
(Trumbeckaite y cols. 2006). Se analiz6 el extracto de hoja de jaca obtenido por APH (Fig.
9), se utilizaron concentraciones de 2.0, 3.5 y 5.0 mg / ml (base seca) y presentaron
inhibiciones de 6.70 £ 7.15%, 28.35 + 32.06% y 82.40 + 18.67% respectivamente, se
observan diferencias significativas (p<0.05) Estos resultados de igual forma, se atribuyen a
la mayor concentracién de flavonoides obtenidos mediante el método de APH, asi como la

cantidad de FST presentes.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién micelial de Aspergillus spp. utilizando extracto de jaca
obtenidos por APH.
Los valores representan la media de las tres repeticiones £ DS, letras diferentes indican diferencia

significativa (p<0.05)

Los compuestos fendlicos presentan diferentes mecanismos de accion frente a los
microrganismos, particularmente contra hongos que causan granulacion y ruptura de las
membranas citoplasmatica. Estos mecanismos comprenden el alterar la permeabilidad de las
células mediante la disipacion del gradiente de pH, producen la inhibicion de enzimas en la
membrana e inhibicién en la elongacion de la hifa micelial y en el desarrollo de las esporas;
ademas de ocasionar interferencia en la generacion y conservacion del ATP en la célula
mediante el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y por tanto la afeccién de la
respiracion celular. Otro mecanismo podria ser mediante la interaccion de los compuestos
fendlicos con las proteinas de membrana. Los fenoles interfieren en la estructura proteica
produciendo cambios conformacionales o pérdida de su funcionalidad y flexibilidad
estructural e inactivandolas; lo cual esta relacionado con la posicion y nimero de grupos
hidroxilos enlazados a la molécula, los que pueden interactuar directamente con las proteinas
mediante la formacion de enlaces ionicos o enlaces por puentes de hidrogeno ( Linares Rivero
y cols., 2018).
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En el cuadro 6 se observa la disminucién en el crecimiento micelial de los hongos con

diferentes concentraciones (2.0, 3.5, 5.0 mg / ml) de extracto de hoja de jaca obtenido por

APH.

Cuadro 6. Inhibicién micelial de hongos fitopatdgenos aislados de carambolo, dia siete

de estudio.

Control 2.0 mg/ml 3.5 mg/ml 5.0 mg/ml

C. tenuissimum

A. sydowii

Aspergillus spp.
(APH)

6.5. Inhibicidén de germinacion de esporas

Los valores obtenidos para la inhibicion de germinacion de esporas fueron de 100 + 0.00%

con la concentracion de 5.0 mg / ml para C. tenuissimum y Aspergillus spp. Se observé que
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a concentraciones menores de 5.0 mg / ml disminuia el porcentaje de inhibicidn a excepcion
de A. sydowii se mostrd que a las concentraciones de 3.5y 5.0 mg / ml se obtuvo una
inhibicion de 100 + 0.00% evaluando el extracto obtenido a partir de APH (Cuadro 7). Estos
resultados fueron obtenidos a las 12 h de andlisis y se obtuvieron las lecturas una vez que el
control mostro el 100% de germinacion (Cuadro 8). Estos resultados son de gran importancia
debido a que, para el caso de los hongos patdgenos, la germinacién de las esporas es un factor
determinante al inicio de la colonizacion del huésped (Sharma y Kumar, 2009). Vazquez-
Gonzélez y cols. (2020) realizaron inhibicidn de germinacion para P. italicum con extracto
etanolico de hoja de jaca y observaron que el tubo germinativo de esporas en los tratamientos
donde germind presenté menor alargamiento en comparacion con las esporas control. Estos
autores mencionan como una posible explicacion de este comportamiento, que en la
germinacion de las esporas intervienen varios factores fundamentales tales como la

temperatura, el agua disponible y la humedad relativa.

Cuadro 7. Porcentajes de inhibicién en la germinacion de esporas de hongos
fitopatdgenos aislados de carambolo a las 12 h.

Hongo 2.0 mg/ml 3.5 mg/ml 5.0 mg/ml
C. tenuissimum 71.67+152%a 92.83+0.76% b 100+0.00% c
A. sydowii 92.83+3.62%a 100+0.00%b 100+£0.00%b

Aspergillus spp. (APH) 87.50+3.46%a 9533+225%0b 100+0.00%c

Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia

significativa (p<0.05) entre concentraciones del extracto etandlico.
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Cuadro 8. Inhibicion en la germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos aislados
de carambolo a las 12 h.

Hongo Control 2.0 mg/ml 3.5 mg/ml 5.0 mg/ml

C.

tenuissimum

A. sydowii

Aspergillus
spp. (APH) , ' i

6.6. Inhibicidn recubrimiento-fitopatdgenos in vivo

Se aplicaron efectos preventivos y curativos para los frutos de carambolo, una vez inoculados
los frutos fueron almacenados a 28 + 3°C hasta que presentaron sintomas de la enfermedad.
Para los frutos inoculados con C. tenuissimum los controles presentaron sintomas de la
enfermedad al dia 8 para ambos efectos, mientras que, para los tratamientos de fibra con
extracto y fibra sin extracto, la enfermedad se empez6 a presentar al dia 13. Para el efecto
preventivo en ambos tratamientos. Se registré una incidencia del 0%, mientras que para el
efecto curativo se presentaron incidencias del 50 y 88% para fibra con extracto y fibra sin
extracto respectivamente (Fig. 10). Los porcentajes de incidencia obtenidos con respecto al
control mostraron diferencia significativa entre tratamientos (p>0.05) y efectos (p>0.05).
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Figura 10. Incidencia de Cladosporium tenuissimum en carambolo al dia 14.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + SE, letras mayUsculas diferentes indican
diferencia significativa entre efectos (p<0.05), las letras minusculas diferentes indican diferencia
significativa entre tratamientos (p<0.05)

En laFig. 11 se puede observar que para A. sydowii se present6 una incidencia del 100% para
los controles desde el dia 4 mientras que para el tratamiento de fibra sin extracto present6 un
75% de incidencia tanto para los efectos preventivo y curativo. El porcentaje de inhibicién
mas bajo fue de 25% para el tratamiento de fibra con extracto en efecto preventivo mientras
que para el efecto curativo fue de 75%. Se observo que existe diferencia significativa entre
los tratamientos y el control (p<0.05), y entre los efectos para el tratamiento de fibra con

extracto (p<0.05).

Aspergillus spp. mostré porcentajes de incidencia mayores al 25% fibra con extracto en
ambos efectos mientras que para la fibra sin extracto se obtuvo un 63% para ambos efectos
con respecto a los controles (Fig. 12), la enfermedad se presentd 7 dias después del control
para fibra, los porcentajes de incidencia para tratamientos y efectos mostraron diferencia
significativa (p<0.05). Hasta el momento se han estudiado una gran variedad de
recubrimientos adicionados con componentes con actividad antimicrobiana como pueden ser
aceites esenciales, acidos organicos, enzimas, bacteriocinas y extractos vegetales (Solano-

Doblado y cols., 2018). Sin embargo, se sabe que la actividad antimicrobiana de estos
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componentes puede variar en funcion de la materia prima del que se obtiene, método de
extraccion utilizado, asi como al patégeno sobre el que se estudia. Ademas, de los factores
asociados con los alimentos como las condiciones de almacenamiento, madurez de corte, su

manipulacion y el tipo de microorganismo a controlar (Olivas Orozco y cols., 2012).
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Figura 11. Incidencia de Aspergillus sydowii en carambolo al dia 14.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + SE, letras mayusculas diferentes indican
diferencia significativa entre efectos (p<0.05), las letras minusculas diferentes indican diferencia

significativa entre tratamientos (p<0.05)

Miss Zacarias (2019) evalué recubrimientos aplicados mediante electrospinning a partir de
fibras de pululano y WPC adicionadas o no con citral. Las fibras se aplicaron sobre platanos
Portalimon y posterior fueron inoculados con Fusarium sp. evaluando incidenciay severidad,
se obtuvieron reducciones del 55.6% de incidencia para fibras adicionadas con citral y un
11.2% de incidencia para fibras sin citral con respecto al control. Para la severidad, estos
autores reportaron disminuciones del 62.5% para fibra con citral y del 12.5% para fibras sin
citral. La diferencia en la disminucion en la incidencia entre los dos tratamientos puede ser
atribuido a la propiedad antifungica adquirida por los compuestos fenolicos presentes en el
extracto, ademas, los valores mas altos de incidencia para la fibra sin extracto se pueden
atribuir al caracter propio de los biopolimeros utilizados, los cuales podrian crear condiciones

favorables para el desarrollo de los microorganismos (Gonzalez-Estrada y cols., 2017).
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Figura 12. Incidencia de Aspergillus spp. en carambolo al dia 14.

Los valores representan la media de las tres repeticiones + SE, letras mayUsculas diferentes indican

diferencia significativa entre efectos (p<0.05), las letras minusculas diferentes indican diferencia

significativa entre tratamientos (p<0.05)

En la Figura 13 se muestra la severidad reportada en diametro de la lesion al dia 14 para el

control y los tratamientos contra C. tenuissimum. Se observé una reduccién del diametro de

un 100% para la fibra con extracto y fibra sin extracto con respecto al control para efecto

preventivo, mientras que para el efecto curativo se pudo observar una disminucion en la

severidad del 77% para la fibra con extracto y el 50% para fibra sin extracto, los valores de

severidad mostraron diferencia significativa para tratamientos y efectos con respecto al

control (p<0.05). En el efecto preventivo se observa (cuadro 9) una notable disminucién en

la enfermedad para las fibras con y sin extracto. Mientras que para el efecto curativo (cuadro

10) se observa la ausencia de la enfermedad para el tratamiento de fibra con extracto, mientras

que para el tratamiento de fibra sin extracto s6lo se observa una disminucion.
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Figura 13. Severidad de Cladosporium tenuissimum en carambolo al dia 14.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + SE, letras mayUsculas diferentes indican
diferencia significativa entre efectos (p<0.05), las letras minusculas diferentes indican diferencia
significativa entre tratamientos (p<0.05)

En la Figura 14 se puede observar la severidad de A. sydowii, para el efecto preventivo
disminuyé un 70% para la fibra con extracto y un 22% para la fibra sin extracto, observando
una apariencia en la lesion mas notoria para la fibra sin extracto (cuadro 9), por otro lado,
para el efecto curativo se pudo observar una disminucion de 70% para ambos tratamientos
(cuadro 10), se observan diferencias significativas entre tratamientos y efectos (p<0.05). En
los resultados de severidad obtenidos para Aspergillus spp. se pudo observar una disminucion
para el efecto preventivo de hasta un 78% para la fibra con extracto y un 75% para fibra sin
extracto y de un 90% y un 75% de disminucion respectivamente para el efecto curativo con
respecto al control (Fig. 15). Se aprecia una mayor disminucién en la severidad para el
tratamiento de fibra con extracto sobre los fitopatdgenos estudiados. Esta actividad
antimicrobiana aumentada se atribuye a los compuestos fendélicos presentes en el extracto
etanolico de hoja de jaca, tales como el acido cafeico, acido quinico, acido clorogénico,
kaempferol, catequina entre otros. Se han reportado que estos compuestos afectan la
membrana celular fosfolipidica de los microorganismos, causando aumento en la
permeabilidad y por tanto salida de citoplasma, ademas de interactuar con enzimas ubicadas

en la pared celular del fitopatégeno causando un desequilibrio de la misma llevandolo a la
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muerte celular (Pandia Estrada, 2020). Los materiales de pared como la zeina tienen la
propiedad de proteger compuestos de interés como lo son los compuestos fendlicos, lo cual
permite la conservacion, liberacion y adsorcion de compuestos y por tanto la actividad
antimicrobiana de estos. Caracteristicas como la composicion, el grosor y la estructura de los
recubrimientos de nanofibras actan sobre la pared del alimento, la adsorcién de los
componentes esta controlada por la interaccion entre la pared del fruto y la primera capa del
recubrimiento las cuales pueden estar unidas mediante interacciones como puentes de
hidrogeno, fuerzas electrostaticas o interacciones hidrofobicas, asi como factores
ambientales como temperatura o humedad de almacenamiento (Solano-Doblado y cols.
2020).
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Figura 14 Severidad de Aspergillus sydowii en carambolo al dia 14.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + SE, letras mayUsculas diferentes indican
diferencia significativa entre efectos (p<0.05), las letras minusculas diferentes indican diferencia

significativa entre tratamientos (p<0.05)

Se conocen dos mecanismos antimicrobianos que pueden ser llevados a cabo utilizando
recubrimientos, la migracion de compuestos activos de las fibras al alimento, que pasan
parcial o totalmente al interior del alimento y en la superficie, posteriormente estos
compuestos son liberados y ejercen su actividad antimicrobiana y por mecanismos no

migratorios, en los cuales los compuestos activos son liberados del interior de las fibras
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manteniéndose en la superficie del recubrimiento y ejerciendo ahi su actividad

antimicrobiana (Solano-Doblado y cols., 2018).
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Figura 15. Severidad de Aspergillus spp en carambolo al dia 14.
Los valores representan la media de las tres repeticiones + SE, letras mayusculas diferentes indican
diferencia significativa entre efectos (p<0.05), las letras minusculas diferentes indican diferencia
significativa entre tratamientos (p<0.05)

Balbuena Escalona (2017) plante6 que los flavonoides como vitexina, isovitexina,
isoorientina, orientina, apigenina, acido ferulico, acido cafeico, vicenin y rutina entre otros,
debido a su estructura quimica, estos son responsables de la inhibicién microbiana atribuido
a la induccion en la ruptura del ADN en un sitio especifico, por blogueo del complejo amino-
acil-transferasa, debido a la intercalacion entre bases del ADN por la formacion de dimeros
de timina lo que lleva la alteracién de la sintesis del ADN. Ademas, indico otros mecanismos
provocados por los flavonoides, mediante la alteracion en la composicién de las membranas
y el metabolismo celular por la inhibicion de la fosforilacion de proteinas o la formacion de
complejos con proteinas solubles de la pared celular. Por otro lado, plante6 que la actividad
de las flavonas y las quinonas frente a los patégenos se puede atribuir a que forman complejos

con las proteinas solubles y extracelulares y con las células de la pared celular.
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Cuadro 9. Carambolos con efecto preventivo al dia 14.

Cladosporium tenuissimum AC13

Control Fibra + Extracto Fibra pura

Aspergillus sydowii AC19

Control Fibra + Extracto Fibra pura

Aspergillus spp. AK1

Control Fibra + Extracto Fibra pura
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Cuadro 10. Carambolos con efecto curativo al dia 14.

Cladosporium tenuissimum AC13

Control Fibra + Extracto Fibra pura

Aspergillus sydowii AC19

Control Fibra + Extracto Fibra pura

Aspergillus spp. AK1

Control Fibra + Extracto Fibra pura
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6.7. Caracterizacion de las nanofibras

6.7.1. Espesor del recubrimiento

Los recubrimientos sin extracto mostraron un espesor de 0.344 = 0.26 mm a diferencia de los
recubrimientos adicionadas con el extracto de hoja de jaca con un espesor de 0.296 + 0.55
mm, ambas obtenidas después de 4 horas del proceso de electrospinning (p<0.05). Estos
valores difieren de los obtenidos por Deng y cols. (2019) quienes formularon fibras a partir
de zeina y gelatina y obtuvieron resultados de espesor de 0.100 mm. Por otro lado,
Rodriguez-Sanchez y cols. (2020) quienes obtuvieron fibras de PCL con espesor de 0.150
mm para un tiempo de 30 minutos y de pululano con PCL con espesor de 0.200 mm en un
tiempo aproximado de 60 min. Las diferencias en el espesor de los recubrimientos obtenidos
(Cuadro 11) se atribuyen al tiempo requerido para el proceso de electrospinning, asi como el
grosor propio de las fibras resultantes las cuales dependen directamente de la solucion
polimérica utilizada, asi como la estructura quimica de las fibras, las interacciones quimicas
que se llevan a cabo, como pueden ser interacciones hidrofdbicas, enlaces de hidrogeno,

enlaces ionicos, entre otros (Hoque y cols., 2011).
6.7.2. Ensayo de traccion

La resistencia a la traccion es una propiedad mecanica de las peliculas que impacta en la
capacidad para mantener la integridad mecanica (Khazaei y cols., 2016). En el cuadro 11 se
pueden observar los valores obtenidos para la resistencia a la traccién, con valores para
recubrimiento con extracto de 5.353 =+ 1.66 MPa y para el recubrimiento sin extracto de 4.428
+ 1.35 MPa, no se observo diferencia significativa entre ambos tratamientos (p>0.05). Estos
valores coindicen con lo reportado por Hoque y cols. (2011) quienes al agregar extractos
vegetales a un recubrimiento a base de gelatina y observaron aumentos del 19.3,19.1y 16.2%
en la resistencia a la traccion cuando se incorporaron extractos vegetales de canela, clavo de
olor y anis respectivamente comparadas con el control. Por otro lado, Pandia Estrada (2020)
reporté una disminucion en la resistencia a la traccién sobre una pelicula comestible
formulada a partir de gelatina de pescado al adicionar extracto vegetal de orégano de
concentraciones de 2%, esta disminuy6 hasta 8% de 8.95 a 0.91 MPa respectivamente. Para

el presente proyecto la mayor resistencia es para las fibras con extracto, lo cual puede
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atribuirse a la composicion de la solucion. Se sabe que el aumento o disminucion de la
resistencia puede deberse a la naturaleza del extracto afiadido, esto es, al tipo de diluyente
empleado, asi como a la combinacién entre los compuestos fendlicos de los extractos y las
proteinas del biopolimero y los enlaces que pueden generar, como interacciones hidrofdbicas
y enlaces de hidrogeno. Los compuestos fendlicos contienen grupos hidrofobicos que
interaccionan en la region hidrofébica de las proteinas mediante interacciones hidrofébicas,
ademas, los grupos OH de los compuestos fendlicos tienen la capacidad de combinarse con
los aceptores de hidrégenos mediante enlaces de hidrogeno, favoreciendo asi la estructura
del recubrimiento proporcionando una mayor estabilidad (Hoque y cols., 2011). Se sabe que
el efecto sobre las propiedades mecénicas de los recubrimientos al afiadir extractos vegetales
u otros componentes a la solucion polimérica dependen de varios factores, entre ellos, el
origen del polimero, la naturaleza y concentracion de los extractos, condiciones de
extraccion, concentracion de plastificantes, etc. Lo que indica que no existe un patrén exacto
sobre la variacion en estas propiedades (Pandia, 2020). Por lo tanto, la resistencia a la traccién
de las fibras se vio ligeramente incrementada por la adicion del extracto etandlico a partir de
hoja de jaca, esto puede ser atribuido a las interacciones formadas entre los compuestos

presentes en el extracto y las proteinas del biopolimero.

6.7.3. Permeabilidad de vapor (WVP)

La permeabilidad de vapor es un factor importante para la conservacién de los frutos, las
peliculas microporosas pueden favorecer el intercambio de gases, regular la concentracion
de Oz y CO> asi disminuir la taza de respiracion de los frutos y prolongar su vida util (Yue y
cols., 2018). El agua puede acelerar la velocidad de reacciones como el pardeamiento, la
oxidacion de lipidos y la actividad enzimatica, incluso la velocidad de crecimiento de
microorganismos y provocar cambios en la textura (Murrieta-Martinez y cols., 2019). En el
cuadro 11 se pueden observar los valores obtenidos para WVP para ambos tratamientos, se
puede apreciar que la adicion del extracto etanolico de hoja de jaca a la solucidn polimérica
no afectd significativamente en la permeabilidad de las peliculas obtenidas (p>0.05). Blanco-
Pascual y cols. (2013) reportaron valores de WVP desde 1.35x107 hasta 1.71x10” g/m-s-Pa
para recubrimientos realizados a partir de gelatina, mientras que Xu y cols. (2020) realizaron

un estudio sobre una pelicula de zeina y quitosano adicionada con emulsion de aceite de
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clavo de olor y obtuvieron valores para WVP desde 1.66x10* a5.56 x10* g/m-s-Pa estos
valores disminuian mientras se aumentaba la concentracion de la emulsion de 0 al 0.6%, esto
es atribuido a la mayor hidrofobicidad provocada por la zeina, ademés de la incorporacion
de la emulsion, asi se tiene un efecto de uniformidad mayor, reduciendo asi la permeabilidad
de vapor de agua de las peliculas. Debeaufort y Voilley (2009) mencionan que la
transferencia de vapor de agua generalmente ocurre a través de la porcién hidrofilica de la
red de pelicula siendo por ello dependiente de la proporcion hidrofilica e hidrofdbica de los
componentes de la pelicula, obteniendo valores deseados ya que proporcionan una baja
permeabilidad de vapor de agua a los recubrimientos obtenidos debido a la alta

hidrofobicidad de la zeina.

6.7.4. Solubilidad en agua

La solubilidad es una propiedad de gran importancia para las peliculas y recubrimientos,
debido a que relaciona la interaccién que tendra la pelicula con la variedad de alimentos a
recubrir, por lo tanto, determina la aplicacion de éstas en los alimentos, por otro lado, la
solubilidad que tenga una pelicula o recubrimiento dependera del tipo de polimero que se
utilice para su elaboracion, lo cual esta relacionado con la composicion de cada matriz
(Pandia Estrada, 2020). En el cuadro 11 se puede observar la solubilidad para los
recubrimientos obtenidos, con valores de 39% para la fibra sin extracto etandlico y de 34%
para la fibra con extracto, se puede observar una ligera disminucién en la solubilidad, sin
embargo, no presentan diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). En un estudio
realizado por Wu y cols. (2014) reportaron valores bajos de solubilidad en recubrimientos de
mezclas de quitosano y gelatina, adicionando aceite esencial de orégano de 1 al 4%
provocando una disminucion del 32 al 30%. Por otro lado, Pandia Estrada (2020) reportd
disminucion en la solubilidad de sus peliculas al afiadir extracto vegetal de orégano desde 2
al 8%, observd que al aumentar el porcentaje de extracto disminuia la solubilidad desde un
98% hasta un 91%. Este comportamiento se atribuye a las interacciones quimicas entre los
polifenoles del extracto y las proteinas del polimero, al interaccionar mediante enlaces

hidrofobicos, asi como puentes de hidrogeno a través de los grupos hidroxilo.
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Cuadro 11. Propiedades fisicas y mecanicas de fibras

Tratamientos Espesor Resistenciaala Permeabilidad de vapor Solubilidad
(mm) traccion (MPa) ((g/m-s-Pa) x 10~7) (%)

Fibra con extracto 0.296 £ 0.55a 5.353 + 1.66a 6.79 + 0.63a 34+7.79%

Fibrasin extracto 0.344+£0.26b 4.428 +1. 35a 6.22 + 0.77a 39 + 6. 90a

Letras diferentes en misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05)
6.7.5. Andlisis de calorimetria diferencial de barrido

La temperatura de transicion vitrea (Tg) es la temperatura a la que un polimero pasa de un
estado duro y vitreo a un estado amorfo y gomoso que muestra movilidad y miscibilidad de
las moleculas que se encuentran (Karim, 2020). La transicion vitrea es el paso de un estado
termodindmico metaestable (vitreo), caracterizado por una alta agregacién y orden
molecular, a otro estado termodindmico conocido como estado gomoso, en el que existe
mayor movilidad de las moléculas y por ende menor estabilidad (Miss Zacarias, 2020).
Conocer la temperatura a la cual sucede el cambio del estado vitreo al estado desordenado
proporciona informacion importante para predecir y controlar las condiciones de
almacenamiento Optimas que requiere un producto alimenticio, con el fin de preservar las
propiedades sensoriales y alargar la vida Gtil (Mosquera y cols., 2015). Se realizo el analisis
de DSC para las fibras de zeina con y sin extracto, asi como para el polimero de zeina puro.
Los valores de Tg de la nanofibra de zeina pura (Fig. 16) y zeina con extracto (Fig. 17) se
mantuvieron en rangos similares con temperaturas de 151.64-152.42°C y 151.56-154.38°C
respectivamente, a diferencia de la Tg mostrada para el polimero de zeina puro (Fig. 18) con
temperaturas de 129.31-135.20°C (Cuadro 12), el aumento de temperatura en las nanofibras
podria deberse a la estructura cristalina de las nanofibras unidas y generando una forma
cristalina continua en todo el material (Rodriguez-Sanchez y cols., 2020), ademas de los
enlaces formados como son enlaces de hidrogeno e interacciones idnicas entre la solucién
polimérica, el extracto y el Tween 80 proporcionando proteccidn al extracto etandlico. Estos
valores pueden ser comparados con los obtenidos por Karim y cols. (2020) quienes evaluaron
nanofibras de zeina puras y adicionadas con aldehido cindmico, obteniendo valores de Tg

para las fibras de zeina de 172°C, siendo el valor de la Tg para las fibras con aldehido
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cindmico mas alto, lo cual mostré6 una mayor estabilidad de la nanofibras producidas.
Asimismo, Dehcheshmeh y cols. (2019) en la produccién de nanofibras de zeina con la
adicion de extracto de azafran, obtuvieron una Tg de 172°C, debido a la principal

degradacion térmica de esta proteina.

Cuadro 12. Analisis de DSC para fibras de zeina y polimero de zeina

Componente Tg (°C) Midpoint (°C)
Fibra de zeina pura 151.64 - 152.42 152.06
Fibra de zeina con extracto 151.56 - 154.38 152.38
Zeina polimero 129.31-135.20 132.5

Midpoint type: Half height
Midpoint: 152.06 °C

Flujode calor @ (W/g)
1
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Temperatura T (°C)

Figura 16. Analisis de DSC para fibra de zeina sin extracto

56



Flujo de calor O (W/g)

Flujo de calor 0 (W/g)

NI ——

Midpoint type: Half height
Midpoint: 152.38 °C

50 100 150 200 250 300
Temperatura T (°C)

Figura 17. Analisis de DSC para fibra de zeina con extracto
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Figura 18. Analisis de DSC para polimero de zeina
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6.7.6. Andlisis Termogravimétrico

Se realizo el analisis termogravimétrico de las fibras pura y con extracto, asi como de cada
uno de sus componentes (Cuadro 13), esto permitio estudiar la estabilidad térmica de los
compuestos fenolicos dentro de la pared polimérica de zeina. El andlisis para el polimero de
zeina mostro la primera pérdida de peso entre 25y 98°C, asociada con la pérdida de humedad
y el agua fisicamente ligada (Cheng y cols., 2019), la segunda pérdida se mostré entre 148 'y
454°C con un valor del 78% en pérdida de masa atribuido a la zeina y con un residual del 5%
el cual es atribuido a minerales presentes en la muestra (Fig. 19). Los TGA de fibra con y sin
extracto mostraron la primera pérdida entre 27 y 86°C atribuida a la humedad, la segunda
pérdida comenz6 desde 200°C para ambas fibras, terminando en 349°C para la fibra sin
extracto (Fig. 20) y en 500°C para fibra con extracto (Fig. 21), esta diferencia puede estar
relacionada con la interaccion quimica que se lleva a cabo entre las proteinas del polimero,
los compuestos presentes en el extracto y la interaccidn con el Tween 80 (Fig. 23), mejorando
las interacciones intermoleculares, aumentando la estabilidad quimica y por tanto térmica del
recubrimiento (Abbehausen y cols., 2010), ademas, se pudo observar que la temperatura de
descomposicion aumento, se sabe que esto puede deberse al alto contenido de zeina, lo cual
estd asociado con la degradacion de las proteinas de este, por tanto el biopolimero brinda
proteccion térmica a los componentes del extracto etandlico (Shalom y cols., 2021).
Finalmente, el analisis térmico del extracto etandlico (Fig. 22) muestra la primera pérdida
entre 31y 67°C la que puede ser atribuida a la descomposicion de los compuestos fendlicos
los cuales son altamente termosensibles. La segunda pérdida es atribuida a la humedad, la
tercer pérdida se lleva a cabo entre 100 y 200°C los cuales estan relacionados con la
degradacion de macromoléculas como polisacaridos (Miss-Zacarias y cols., 2020), ademas
de otros compuestos fenodlicos con mayor estabilidad térmica como carvacrol el cual se
encuentra presente en el extracto y fibra con extracto, asi mismo a causa de pirolisis de
enlaces glicosidicos (Yang y cols., 2018), para la cuarta pérdida presentada entre 200 y 489°C
se atribuye compuestos fenolicos que son resistentes a altas temperaturas como lo son el
acido cafeico o el acido cindmico y proteinas presentes en el extracto (O'Neil, 2001),
finalmente como residual con temperatura entre 490 y 600°C se atribuye a minerales

presentes en el extracto.
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Cuadro 13. Analisis de TGA para fibras de zeina y sus componentes

Temperaturade  Pérdida
Componente Variacion  descomposicion  de masa Asignacion
(On - end set °C) (%)
o Pérdida de humedad y agua fisicamente
1°" pérdida 25.21 - 98.47 5.82 ]
Zeina ligada
polimero 2% pérdida 148.73 - 454.69 78.08 Descomposicion de polimero de zeina
Residual 455.12 - 598.52 5.72 Minerales presentes en la muestra
o Pérdida de humedad y agua fisicamente
1°" pérdida 29.99 - 86.34 4.48 )
ligada
Fibra de 2% pérdida 200.02 - 348.58 64.49 Descomposicion de polimero de zeina
zeina pura o Descomposicion de zeina y compuestos
3% pérdida 348.29 - 433.37 15.35 o
organicos restantes
Residual 439.26 - 592.04 13.84 Minerales presentes en la muestra
o Pérdida de humedad y agua fisicamente
1°" pérdida 27.05 - 75.26 2.69 .
) ligada
Fibra de _
) Descomposicion de polimero de zeina 'y
zeina con _ o
2% pérdida 200.05 - 500 .58 79.31 compuestos organicos presentes en extracto
extracto .
etanolico
Residual 501.08 - 599.25 14.24 Minerales presentes en la muestra
) Descomposicion de compuestos fendlicos
1°" pérdida 31.62 - 66.91 2.48 )
termosensibles
_ Pérdida de humedad y agua fisicamente
22 pérdida 67.94 - 97.62 1.08 )
ligada
Extracto _ Degradacion de polisacaridos y compuestos
3% pérdida 100.37 - 199.73 10.22 . _
fendlicos termorresistentes
_ Descomposicion de compuestos fendlicos
42 pérdida 199.73 - 489.06 41.49 ) ]
termorresistentes y proteinas
Residual 490.81 - 598.49 40.17 Minerales presentes en la muestra
Tween 80 1% pérdida  349.44 - 388.78 93.06 Descomposicion de Tween 80
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6.7.7. Microscopia Electronica de Barrido

El diametro y la morfologia tienen un papel fundamental en las propiedades finales de las
fibras electrohiladas y las propiedades de los materiales que se pueden fabricar (Karim y
cols., 2020). En el Figura 24 se puede observar la morfologia de las fibras de zeina sin
extracto obtenida mediante electrospinning, las fibras se observan lisas, continuas, tubulares,
alargadas, sin formacion de perlas con tamafios entre 110 — 670 nm con un promedio de 305
+ 108 nm. Las fibras con extracto mostraron una morfologia lisa, tubulares, alargada y
continua sin formacion de perlas; presentan un aumento en el diametro con tamafios que iban
entre los 260 — 1320 nm con un promedio de 731 + 221 nm (Fig. 25). Este aumento en el
diametro de las fibras con extracto, se puede atribuir a la adicion del extracto vegetal. Torres-
Gines y cols. (2008) obtuvieron diametros de fibras entre 150 — 300 nm utilizando zeina al
12% en masa. Estos autores reportaron un aumento de hasta 1000nm para soluciones al 40%

en masa de zeina, esto se le atribuye al aumento de la viscosidad de la solucion empleada. Es

62



por esto que la viscosidad del polimero es uno de los pardmetros con mayor relevancia para

definir el didmetro de la fibra.

Figura 24. Morfologia de fibras sin extracto obtenidas mediante SEM.

=

Figura 25. Morfologia de fibras con extracto obtenidas mediante SEM

Por otro lado, Theron y cols. (2004) reportaron que el contenido de etanol en la mezcla
influye en el didmetro de la fibra. En un estudio realizado por Gonzalez-Cruz y cols. (2021)
reportan didmetros entre 300 y 400nm para fibras elaboradas mediante zeina con extracto de
blueberry rico en compuestos polifendlicos, comprobaron que al adicionar el extracto
polifendlicos las propiedades mecanicas del polimero se favorecian, permitiéndole
electrohilar y obtener estructuras tubulares continuas. Karim y cols. (2020) obtuvieron fibras
de zeina pura y adicionadas con aldehido cindmico al 10 y 40 %, y observaron que al
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aumentar el porcentaje de aldehido aumentaba de diametro de estas desde diametros de 334.2
+ 0.13nm para fibra de zeina pura hasta 337.0 = 2.16 y 383.0 £ 2.14 nm respectivamente,
todas las fibras resultaron libres de perlas. Este aumento en el didmetro de las fibras fue

atribuido a la adicion de aldehido debido al aumento de la viscosidad de la solucién.

6.7.8. Eficiencia de encapsulacion

El desarrollo de recubrimientos para frutas es de gran importancia ya que se busca que sean
capaces de estabilizar y liberar compuestos antimicrobianos. La eficiencia de encapsulacion
(EE) para el extracto etandlico en las fibras elaboradas con zeina fue de un 72%, estos
resultados coinciden con los reportados por Dehcheshmeh (2019) quienes reportaron EE
desde 60.89 hasta 91.55% para fibras de zeina con extracto de azafran. Se sabe que la
variacion en la EE puede deberse a factores como, variaciones morfoldgicas en las fibras
debido a los diferentes parametros utilizados para su elaboracién, como fueron variacion en
el voltaje, concentracion de zeina y concentracion del extracto utilizado. En un estudio
elaborado por Karim y cols. (2020) reportaron EE de 93 a 99% para fibras de zeina con
aldehido cindmico. Estos autores observaron que el aumento de la concentracion de aldehido
cindmico aumentd la EE, esto también gracias a la alta capacidad de la zeina como vehiculo
hidréfobo, la hidrofobicidad similar de la zeina y el compuesto a encapsular provoca una
distribucion homogénea del compuesto en la disolucion de zeina antes de electrohilar, esto
ayuda en el aumento de la EE. Por otro lado, Gdmez-Estaca y cols., (2012) mencionan que
la EE depende en gran medida de las interacciones entre el polimero, el extracto y el
disolvente orgénico, ademas, si las interacciones son desfavorables la incorporacion de
tensioactivos puede mejorar la estabilidad del sistema, aumentando la EE (Suérez y cols.,
2019). Los recubrimientos comestibles que integran agentes antimicrobianos tienen como
objetivo extender la fase lag, suprimiendo la tasa de crecimiento de los microorganismos,
entre los mecanismos por los que son incorporados estos agentes se propone la incorporacién
de agentes antimicrobianos directamente dentro de polimeros o bien, como capas de
adsorbentes antimicrobianos dentro de las superficies de polimeros e inmovilizadores

antimicrobianos, unidos por enlaces idnicos o covalentes (Solano Doblado y cols., 2018)
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6.7.9. Identificacion de compuestos en el extracto etandélico y en las fibras con
extracto por HPLC-Masas

Se obtuvieron un total de 26 compuestos en el extracto etandlico de hoja de jaca y fibra de
zeina adicionada con el extracto, que se identificaron presuntivamente como acido cafeico,
naringenina, kaempferol 3-O-rutinosido, quercetin-glucuronido, acido cindmico, catequina,
carvacol entre otros (Cuadro 14). Se puede observar que 11 de los compuestos identificados
estuvieron presentes tanto en el extracto puro como en la fibra con extracto. Véazquez-
Gonzélez y cols. (2020) obtuvo extracto vegetal a partir de hoja de jaca y reporto la presencia
de compuestos fendlicos como flavonoides (naringenina, kaempferol 3-O-rutinosido,
kaempferol 3-O-B D-apiofuranosilo, catequina, vicenin 2), &cidos organicos (acido cafeico,
acido cinamico, p-OH-acteosido), los compuestos reportados coindicen con los obtenidos en
el presente estudio, ademas se evaluo la capacidad antifingica del extracto contra patégenos
como C. gloeosporioides y P. italicum obteniendo inhibiciones del 52.52 y 40.35%
respectivamente, atribuyendo la inhibicién a los compuestos fendélicos principalmente los
flavonoides como kaempferol 3-O-rutinosido o catequina presentes en el extracto mediante
la induccién a la muerte celular o apoptosis al inhibir las bombas de protones de los
microorganismos. Por otro lado, Elhawary y cols. (2018) identificaron compuestos como
naringenina, kaempferol 3-O-rutinosido y catequina mediante HPLC-ESI-MS/MS de
diferentes variedades de Ficus spp. y la correlacion de estos compuestos con actividades
antimicrobianas, confirmando su efecto antimicrobiano. En otro estudio Rosa y cols. (2019)
identificaron compuestos fenolicos de extractos de almendra y nuez pecana mediante HPLC-
MS/MS, obtuvieron como resultados la presencia de flavonoles, flavononas y taninos
hidrolizables, compuestos como acido cinamico, catequina, quercetina, carvacol,
isoramnetina o0 azaleatina entre otros de los cuales algunos de estos compuestos se
encontraron presentes en el extracto de hoja de jaca, asi como en el recubrimiento de fibra de
zeina con extracto. Es importante mencionar que la presencia de estos compuestos en el
extracto y la conservacion de los mismos en las fibras de zeina es de gran importancia ya que
se sabe los compuestos como naringenina, acido cafeico, kaempferol, quercetina, catequina,
entre otros pueden presentar actividad antimicrobiana, la cual es adquirida por las fibras
elaboradas. En este estudio se pueden observar compuestos presentes en la fibra con extracto

Unicamente, esto puede deberse a las interacciones que existe entre los compuestos presentes
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en el polimero y el extracto etanolico, se sabe que compuestos como los taninos hidrolizables
por ejemplo el pentdsido de acido elagico, mono galoil-glucosa o la casuarina, son mas
susceptibles a hidrolisis lo que resulta en transformaciones y cambios de estas moléculas
(Olivas-Aguirre y cols., 2015). Estos cambios estructurales pueden darse mediante
interacciones débiles (interacciones hidrofobicas, fuerzas de Van der Waals) y fuertes
(enlaces idnicos o covalentes), dando como resultado compuestos derivados, estos cambios
pueden depender de la temperatura, pH, tipo y concentracion de proteina asi como el tipo y
estructura de compuestos fenolicos presentes (Hagerman, 2012). Ademas, en las fibras con
extracto se encuentran compuestos como la naringenina el cual participa en la sintesis de
otros compuestos fendlicos como el kaempferol (Dewick, 2009), o presencia del sulfato de
acido dihidrocafeico el cual es un metabolito derivado de compuestos como &cidos

hidroxicinamicos como son el &cido cafeico o el acido cinamico (Gomez-Juaristi, 2015).
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Cuadro 14. Identificacion presuntiva de metabolitos secundarios mediante HPLC-

Masas, analisis de extracto etandlico de hoja de jaca y fibra de zeina adicionada con

extracto; se indica presencia (+) o ausencia (-) de estos metabolitos.

No. m/z Posible compuesto Formula Extracto Fibra con
experimental molecular puro extracto
1 271.24 !Naringenina Ci15H1205 + +
2 577.13 °Dimero de procianidina tipo B Ca0 H26 O12 + -
3 511 2Cistanosido C21H28013 + -
4 179.03 $Acido cafeico CoHsOs4 + +
5 593.15 'Kaempferol 3-O-rutinosido Ca7H30015 + +
6 478.06 ®Quercetin-glucurénido C21 Hig O13 + +
7 477.1 ®Glicosido de isoramnetina C22 H22 O12 + -
8 164.07 3Fenilalanina CoH1:NO> + -
9 783.06 °Di-HHDP-glucosa (pedunculagina o Ca4 H24 O22 + -
casuarina)
10 741.19 “Kaempferol 3-O-p D-apiofuranosilo C32H38020 + -
11 150.21 “Carvacrol C10H140 + +
12 147.04 SAcido cinamico Co Hg O2 + +
13 288.99 1Catequina Ci15H1406 + +
14 433.11 ®Naringenina-C-hexosido C21 H22 O10 - +
15 434.04 ®Pentdsido de 4cido elagico C19 H14 012 - +
16 639 4B-OH-acteosido C20H36015 + +
17 636.09 *Trigaloil-glucosa C27 H24 O1s8 - +
18 261 ®Sulfato de acido dihidrocafeico Co H10 07 S - +
19 487 4I-isoleucina, n-pentafluoropropionil, C24H42FsNO3 + +
pentadecil éster
20 331.06 *Mono galoil-glucosa (glucogaliina) Ci13 H16 O10 - +
21 329.08 °Glicosido de é4cido vanilico C14H1s Og - +
22 499.06 Hexdsido de delfinidina (CI°) C21 Hz1 Cl O12 - +
23 315.1 ®Isomero hidroxitirosol-hexosa C14H200s + +
24 315.04 ®Isoramnetina o azaleatina Ci16 H12 Oy - +
25 316.02 *Metil-acido elagico Ci5 Hg Og - +
26 593.12 “Apigenin 8-C-diglucosido (Vicenin2)  Cz7 Hz O1s + +

! Elhawary y cols. (2018)

2 Timéteo y cols. (2015)

3 Lopez-Cobo y cols. (2014)
4 Vazquez-Gonzalez (2019)
% Rosa y cols. (2019)
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Conclusiones

e Seaislo e identifico el hongo Aspergillus spp. del fruto Averrhoa carambola L.

e Se comprobo la patogenicidad de las cepas identificadas como A. sydowii, C.
tenuissimum y Aspergillus spp. en el fruto de Averrhoa carambola L.

e Se observo la estimulacion del crecimiento in vitro de Aspergillus spp. con el extracto
hidroalcoholico obtenido de hoja de uva de mar mediante EAU.

e Se demostro la actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcoholico de hoja de
jaca obtenido por APH a una concentracion de 5 mg / ml contra A. sydowii, C.
tenuissimum y Aspergillus spp presentando inhibicién total en la germinacién de
esporas e inhibicion micelial superior al 80%.

e Fue posible la obtencién de fibras con y sin extracto, de tamafio nanométrico,
uniformes, resistentes, y con baja permeabilidad al vapor de agua mediante
electrospinning; capaces de estabilizar los compuestos fenolicos del extracto de hoja
de jaca, con eficiencia de encapsulacién de 72% y efecto termoprotector; las cuales
formaron un recubrimiento con propiedades antifingicas, como una alternativa

eficiente para el recubrimiento de frutos de Averrhoa carambola L.
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