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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a* Coordenada cromatica desde el rojo (+) al verde (-)
AA Adsorcion de agua

Ab% Abundancia porcentual

AE Aceites esenciales

AFM Microscopia de fuerza atémica

AM Atmosferas modificadas

ANS acido 1-anilino-8-naftalenosulfonico

Ay Actividad acuosa

b* Coordenada cromatica desde el amarillo (+) al azul (-)
CA Compuesto antifungico

CAR Carvacrol

CB Compuesto bioactivo

CIN trans-cinamaldehido

dy Diametro hidrodindmico

DLS Dispersion dindmica de luz

DSC Calorimetria diferencial de barrido

EA Envasado activo

EB Deformacion a la rotura

EE Eficiencia de encapsulacion

EM Modulo elastico o mdédulo de Young

Fr% Frecuencia relativa porcentual

GRAS Generalmente reconocido como seguro

HR Humedad relativa

IA Indice de amarillez

IF,-ANS Intensidad de fluorescencia extrinseca de maxima emisién a

concentracion de CA cero
IFo-Trp Intensidad de fluorescencia intrinseca de mdxima emision a

concentracion de CA cero

IF-ANS Intensidad de fluorescencia debida al ANS
IF.x-ANS Intensidad de fluorescencia maxima debida al ANS
IFax-Trp Intensidad de fluorescencia maxima debida al Trp



IFR-ANS
IFR-Trp
IF-Trp
Ka

L*

LIM
MEA
MEC
MIC

OVA

OVAs.1

OVAn
PA
PCH
PCH;s 4

PCHs.114

PCHn
Pdl
Phe

PM

PSD

PSDi
PSDv

RC
SEC-FPLC

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Intensidad de fluorescencia extrinseca relativa

Intensidad de fluorescencia intrinseca relativa

Intensidad de fluorescencia debida al Trp

Constante de asociacion

Coordenada cromatica de luminosidad o claridad (0-100)

Limoneno

Agar extracto de malta

Concentracion minima fungicida

Concentracién minima inhibitoria

Nuimero de moléculas de CA unidas por unidad monomeérica de proteina
Ovoalbimina

Nanoparticulas obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 min) de una
solucién de OVA al 3% m/m y pH 10

Nanoparticulas obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 min) de una
soluciéon de OVA al 3% m/m y pH 11

Nanoparticulas de OVA

Pelicula activa

Proteinas de clara de huevo

Nanoparticulas obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 min) de una
solucién de PCH al 3% m/m y pH 11

Nanoparticulas obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 min) de una
solucion de PCH al 5% m/my pH 11,4

Nanoparticulas de PCH

Indice de polidispersidad global

Fenilalanina

pH correspondiente al punto isoeléctrico

Peso molecular

Distribucién de tamaio de particulas

Distribucién de tamafio de particulas en funcion de la intensidad
Distribucion de tamafio de particulas en funcién del volumen
Recubrimiento comestible

Cromatografia de exclusion molecular y cromatografia liquida rapida de

proteinas



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

SEM Microscopia electrénica de barrido

SF Solucién filmogénica

SFR Solucién formadora de recubrimiento

SH Grupos sulfhidrilo

SS Puente disulfuro

TGA Analisis termogravimétrico

TIM Timol

TPA Analisis de perfil de textura

Trp Triptéfano

TS Tension a la rotura

Tyr Tirosina

UFC/g Unidades formadoras de colonias por gramo
WVP Permeabilidad al vapor de agua

WVTR Velocidad de transmisién de vapor de agua
AE* Diferencia total de color

AG° Cambio de energia libre estandar

AH’ Cambio de entalpia estdndar

AS° Cambio de entropia estdndar

A Longitud de onda

Aem Longitud de onda de emision

Aex Longitud de onda de excitacién

Amax-ANS Longitud de onda correspondiente al mdiximo de intensidad de

fluorescencia debida al ANS
Amax-TTp Longitud de onda correspondiente al médximo de intensidad de

fluorescencia debida al Trp
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En el presente trabajo de tesis doctoral se planteé como objetivo, el desarrollo y la
aplicacion de recubrimientos y peliculas comestibles, a partir de nanocomplejos formados
por nanoparticulas de proteina de clara de huevo (PCHn) y compuestos antiftingicos (CA)
derivados de aceites esenciales, para extender la vida 1til de productos panificados.

Como parte inicial del trabajo, la actividad antiftingica de carvacrol (CAR), timol
(TIM), trans-cinamaldehido (CIN) y limoneno (LIM), fue evaluada de forma preliminar
utilizando el método de agar de pocillo. Para ello, se realizd6 un trabajo previo de
aislamiento, identificacién y seleccién de especies fingicas a partir de panes de molde
contaminados. En el rango de concentraciones evaluadas, todos los CA, a excepcién de
LIM, presentaron actividad antifiingica contra 5 especies fungicas seleccionadas.

Luego, se estudié la formacién de nanoparticulas de proteinas de clara de huevo
(PCHn) obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 min) a distintas concentraciones (1-3%
m/m) y pH del medio acuoso (9,5-11). Por espectroscopia de fluorescencia, se determind
que las PCHn se formaron por agregaciéon e incrementaron significativamente su
hidrofobicidad superficial. La estabilidad coloidal fue estudiada mediante distribucion de
tamafio de particula y potencial C, a valores de pH 3 y 7. Las PCHn, caracterizadas a pH 7,
presentaron un tamafio entre 30-140 nm, formas redondeadas (evaluada por microscopia de
fuerza atémica) y potencial { de ~-14 mV. En funcién de su menor tamafio y mayor
estabilidad coloidal, para la obtenciéon de complejos fueron seleccionadas las PCHn
obtenidas con soluciones de PCH al 3% y pH 11 (PCHj3.;y).

Seguidamente, se obtuvieron y caracterizaron nanocomplejos compuestos por PCHj.
11y CA. La formacién se examiné por fluorescencia y fueron calculados los pardmetros
estequiométricos y termodindmicos. El nimero de moléculas (n) y grado de afinidad (Ka)
por PCH3.;; fue similar para los tres CA, mientras que la naturaleza de la reaccion y tipo de
enlaces involucrados en la complejacion dependieron del CA. Los nanocomplejos
caracterizados a pH 7, presentaron formas redondeadas, tamafio < 100 nm, potencial {
entre -16 y -21 mV, eficiencia de encapsulacion (EE) >83% y actividad antifingica in vitro
contra A. niger.

A continuacién, se obtuvieron soluciones formadoras de recubrimientos (SFR) a
partir de soluciones de nanocomplejos PCH3 ;;-CA y glicerol. Previamente, la formacién
de los recubrimientos fue evaluada sobre vidrio y teflén mediante la técnica de casting.

Para comprobar la eficacia antifiingica, panes de molde sin conservantes fueron pincelados
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con SFR y se almacenaron durante 7 dias (25 °C). Los valores de humedad, a, textura,
color, y caracteristicas sensoriales de los panes no se vieron afectadas por las SFR. Por otro
lado, las SFR basadas en PCHn-CAR y PCHn-TIM lograron retrasar efectivamente el
crecimiento fiingico por 7 dias.

Finalmente, se desarrollaron peliculas por casting a partir de nanocomplejos,
formados por PCHn producidas en un reactor tipo batch (PCHs_j;4), CAR, TIM y glicerol.
Los nanocomplejos presentaron, a pH 11,5, un tamafio de ~32 nm, potencial { de -28 mV,
EE > 81% y actividad antifungica in vifro contra A. niger. Las peliculas obtenidas
resultaron transparentes (medida por transmitancia a 600 nm), con coloracién levemente
amarilla (determinada por los pardmetros a* y b*) y espesor de 0,18-0,27 mm. Presentaron
una microestructura porosa, formada por agregados (SEM), excelentes propiedades
mecanicas (evaluadas por ensayos de traccidn) y resistencia térmica (determinada por TGA
y DSC). Ademads, resultaron permeables y con capacidad de adsorber agua en cantidades
variables en funcién de la HR de almacenamiento. Su efecto antifiingico fue demostrado al
ser colocadas sobre rodajas de pan de molde sin conservantes e inhibir el crecimiento
fungico por 30 dias. Por ultimo, el andlisis del contenido de CA en las peliculas puso en
evidencia la liberacion controlada de los CA durante el almacenamiento con panes.

En sintesis, la presente tesis realizé un abordaje bdsico y aplicado que abarcé desde
el estudio de los sistemas de encapsulacién proteicos o biopoliméricos para tres CA
derivados de AE, hasta el desarrollo y aplicacion como recubrimientos y peliculas

comestibles y su potencial accién antiftingica en pan.
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades del pan
1.1.1. Producciéon y consumo mundial

El pan forma parte de la dieta humana desde la antigiiedad (10.000 afios a.C.) y es uno
de los alimentos basicos mas consumidos en todo el mundo. Se estima una produccion
mundial de mds de 100 millones de toneladas anuales de pan, siendo los principales
productores la Unién Europea (65%), Estados Unidos (9%) y el continente asidtico (9%)
(Kosseva y Webb, 2020; Rosell y col., 2015). En Argentina, se producen alrededor de unos 3
millones de toneladas anuales de productos panificados, de los cuales un 94% corresponde al
pan tradicional elaborados en panaderias artesanales y un 6% restante al pan envasado de tipo
industrial (Paolilli y col., 2021).

Los patrones de consumo de pan en el mundo difieren ampliamente, pero la mayoria de
los paises tienen un consumo promedio estimado de 70 kg de pan por persona por afio
(Rahman y col., 2022). Dentro de la Unién Europea, la mayoria de los paises tienen un
consumo promedio de 50 kg de pan por persona por aflo, principalmente pan blanco. Los
alemanes y austriacos poseen un consumo de alrededor de 80 kg, mientras que el Reino
Unido, Espafia e Irlanda se encuentran al final de la lista con un consumo anual de menos de
50 kg. Turquia es el pais con mayor consumo per cédpita de pan de 200 kg por persona,
seguida por Serbia y Montenegro con 135 kg y Bulgaria con 133 kg. En América del Sur, el
consumo de pan de trigo es alto solo en Chile y Argentina. El consumo de pan per cépita
anual es de 96 kg en Chile, 74 kg en Argentina (70 kg de pan artesanal y 4 kg de pan
envasado de tipo industrial), 28 kg en Pert, 27 kg en Brasil y 24 kg en Colombia (Paolilli y
col., 2021; Rosell y col., 2015; Valenzuela y col., 2013).

1.1.2. Proceso de elaboracion

El pan, es un producto fermentado cuyos cuatro ingredientes bésicos son harina de trigo,
agua, levadura y sal. Se han desarrollado diversos tipos de panes denominados “especiales”,
elaborados adicionalmente con otros tipos de ingredientes tales como harinas de otros cereales
y/o legumbres, azicares, jarabe de glucosa, s6lidos lacteos, grasas o aceites, huevos y aditivos
(conservantes, reguladores de acidez, antioxidantes, etc.), entre otros. En el mercado argentino
existen numerosos tipos de panes denominados por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA),

en su capitulo IX, como: pan francés, pan de Viena, pan de molde o lacteado, pan inglés o de
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sandwich, pan criollo, pan aleman, pan negro o integral, pan de Graham y pan de centeno,
entre otros.

En general, el proceso de elaboracion del pan, con las particularidades propias de cada
sistema de elaboraciéon y de cada tipo, consta de las siguientes etapas (Fig. 1) (Callejo

Gonzidlez, 2002; Cauvain y Young, 2007):

Recepcién de materias primas

|

Almacenamiento
Ingredientes de Amasado
la formulacién (*) l

Reposo (pre-fermentacion)

|

Divisién y pesado

|

Boleadoy reposo

|

Formado

|

Fermentacion

|

Coccién

|

Enfriamiento

|

Envasado

|

Almacenamiento

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de pan.
(*) La formulacién depende del tipo de pan, por ejemplo el francés es elaborado con cuatros
ingredientes basicos harina, agua, levadura, sal, y el de molde (o lacteado), incluye ademds grasa, azicar y

leche.

1. Amasado: el objetivo de esta etapa es mezclar los ingredientes para formar una masa

con determinadas propiedades reoldgicas. Durante el amasado los componentes de la
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harina absorben agua y las proteinas de trigo se combinan para formar la red de gluten.
La intensidad, duracién de la operacion, asi como el tipo de amasadora, determina en
parte la calidad de la masa. Durante esta etapa se incorpora la levadura o fermento,
ingrediente bésico en la elaboracion del pan. Entre los tipos de fermentos que pueden
utilizarse se encuentran los siguientes:

v' Masa fermentada (masa madre): se prepara afiadiendo harina y agua a una
porcién de masa proveniente de un proceso de panificacion anterior. La masa
asi obtenida, fermentada adecuadamente por levaduras y bacterias &4cido
lacticas (BAL) presentes naturalmente en la harina, se usa para formular una
nueva masa panaria o se refresca, amasando de nuevo varias veces su peso en
harina, cantidad apropiada de agua y se deja fermentar hasta el momento de
usarla. El empleo de masa madre, va acompafiado de fermentaciones largas y
produce panes mds aromadticos y de mejor conservacion, pero este tipo de
procesos esta hoy en dia limitado a algunas elaboraciones artesanales muy
concretas.

v Levadura industrial (fresca o seca): compuesta por Saccharomyces cerevisiae,
puede utilizarse alternativamente de dos formas. El método de la esponja
consiste en preparar un cultivo previo o “esponja” unas horas antes del
comienzo del amasado. La esponja se prepara con una parte de harina del total
que se va a utilizar, toda la levadura y cantidad de agua suficiente como para
conseguir el desarrollo de una masa. En el momento del amasado se incorporan
a la amasadora el resto de la harina, el resto del agua y la sal junto con la
esponja. La otra forma consiste en afiadir la levadura directamente a la
amasadora en el momento del comienzo del amasado y se conoce como
método directo. Requiere un periodo de reposo de la masa de unos 45 min
antes de la division de la misma. Sin embargo, no es util en procesos
mecanizados con division automética volumétrica.

v/ Mixto: masa madre y levadura industrial.

2. Reposo o pre-fermentacion: consiste en un periodo de descanso de la masa para su
recuperacion luego del amasado. Esta etapa puede llevarse a cabo a temperatura y
humedad relativa (HR) ambiente o en cdmaras de pre-fermentacion bajo condiciones
controladas (25-28°C, 80-85% de HR). En procesos industriales de produccion de pan

de molde esta etapa no se realiza.
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Divisién y pesado: la masa se fracciona en porciones de masa de igual tamaio y peso.
El objetivo es asegurar la producciéon de piezas de pan homogénea con un peso
constante.

Boleado: esta etapa consiste en dar forma de bollo a las porciones de masas obtenidas
anteriormente consiguiendo un exterior liso que facilite su manejo en las operaciones
siguientes. Durante la division de la masa, la estructura lograda durante el amasado
suele romperse y desgarrarse. Por lo tanto, el objetivo de esta etapa es reconstruir la
estructura de la masa tras la division.

Reposo: consiste en un periodo de descanso de la masa para su recuperacion luego de
la desgasificacion sufrida durante la divisiéon y boleado. Esta etapa puede llevarse a
cabo a temperatura y HR ambiente o en cdmaras de pre-fermentacion bajo condiciones
controladas (25-28°C, 80-85% de HR).

Formado: su objetivo es dar la forma definitiva y que corresponde al tipo de pan a
elaborar. Si la pieza es redonda, el resultado del boleado proporciona ya dicha forma.
Fermentacion: corresponde al periodo que transcurre desde que se forma la pieza
definitiva hasta el momento en que entra en el horno, durante el cual la pieza se
desarrolla hasta alcanzar el volumen considerado como 6ptimo por el panadero. Esta
etapa se realiza en cdmaras de fermentacidn, bajo condiciones de temperatura y HR
controladas (25-28°C, 80-85% de HR). Su duracién es variable y depende de factores
referidos a las materias primas (composicion y calidad de la harina, cantidad y calidad
de la levadura, exceso o escasez de sal), propios de la masa (hidratacién, temperatura,
acidez) y factores externos (temperatura y HR ambiente o de la cdmara de
fermentaciéon). El proceso consiste basicamente en una fermentacién alcohdlica
llevada a cabo por las levaduras (S. cerevisiae) que transforman los azucares
fermentables presentes en la harina o agregados, en etanol, CO; y algunos productos
secundarios. En el caso de utilizar masa madre se producen en menor medida otras
fermentaciones llevadas a cabo por bacterias licticas. El objetivo es que el CO,
formado, sea retenido por la masa e incremente su volumen y mejore el sabor del pan.
En un sentido amplio, la fermentacion se produce desde el tiempo que transcurre entre
el amasado y el horneado, cuando la masa alcanza una temperatura de 50 °C en su
interior.

Corte: es una operacion intermedia que se hace en algunos tipos de masas de panes

después de la fermentacion, justo en el momento en el que la masa de pan va a ser
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introducida en el horno. Consiste en practicar pequeiias incisiones en la superficie de
las piezas para permitir el desarrollo del pan durante la coccion.

9. Coccidn: el objetivo es la transformacion de la masa fermentada en pan. Durante esta
etapa se produce la evaporacion de todo el etanol producido en la fermentacién, la
evaporacion de parte del agua contenida en el pan, coagulaciéon de las proteinas,
transformacion del almidén en dextrinas y azicares menores y pardeamiento de la
corteza. La coccion se realiza en hornos a temperaturas que van desde los 220 a los
260 °C, aunque el interior de la masa nunca llega a sobrepasar los 100 °C.

10. Enfriamiento, rebanado y envasado: luego de la coccién el producto se enfria
rapidamente, para luego rebanarlo (en el caso de algunos panes como el de molde) y
finalmente envasarlo.

11. Almacenamiento: las condiciones en las que se realiza esta etapa determinan en parte,
el periodo de vida qtil de estos productos. Los panes envasados pueden almacenarse a
temperatura ambiente por periodos cortos (<20 dias) o congelarse de forma rapida a

-40°C y almacenarlos a -20°C por periodos més largos (>30 dias).

1.1.3. Composicion y valor nutricional

El pan, se ha convertido en un alimento bésico en todo el mundo y se ha establecido
como parte integral de muchas dietas modernas. Desde el punto de vista nutricional, es un
producto cuyo aporte a la dieta es principalmente energético y se estima en unas 200 a 300
Kcal cada 100 g de pan (Rosell y col., 2015).

Si bien la composicién nutricional varia de acuerdo a la formulaciéon y proceso de
obtencion de cada tipo, en general, el pan aporta cantidades significativas de carbohidratos
complejos (40-60% m/m), proteinas vegetales (7-11% m/m), grasas o aceites (0,5-9% m/m),
fibra dietaria (0,5-9% m/m), vitaminas y minerales (< 1% m/m). El aporte nutricional es
mayor en los panes elaborados con harinas obtenidas a partir de la molienda del grano entero.
En las harinas blancas refinadas, la eliminacién de algunos de los componentes del grano
como el salvado y germen modifica las cualidades nutricionales generales del producto
resultante (Callejo Gonzalez, 2002; Cauvain, 2015).

En las dltimas décadas y en la actual, el consumo de pan ha ido disminuyendo debido a
los cambios en las dietas de los consumidores modernos. El mayor conocimiento sobre los

efectos adversos del consumo excesivo de grasas, azucares, hidratos de carbono y sal, y su

34



INTRODUCCION

relacién con la prevalencia de enfermedades relacionadas a una ingesta excesiva de estos
alimentos (obesidad, enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertension, y ciertos
tipos de cancer), ha generado una mayor preocupacién social por aspectos como la imagen y
la salud (Rosell y col., 2015).

Sin embargo, el pan ha sido reconsiderado como un producto clave dirigido a grupos
especificos de poblacién que requieren alimentos especiales o hechos a medida. Se han
elaborado panes con baja densidad caldrica para la prevencion y el control de la obesidad, sin
gluten para pacientes celiacos, productos con alto contenido de fibra para aliviar la baja
ingesta actual de fibra dietética, de bajo indice glucémico para diabéticos y pacientes con

sindrome metabdlico (Cauvain, 2015; Rosell y col., 2015).

1.2. Procesos de deterioro del pan

El deterioro del pan es un proceso complejo, que involucra alteraciones de tipo fisicas,
quimicas y microbioldgicas que, en conjunto, contribuyen a la pérdida de calidad y vida util
de este producto (Fadda y col., 2014; Melini y Melini, 2018; Rahman y col., 2022).

Estos problemas de deterioro en pan estdn influenciados por factores interrelacionados,
tales como la temperatura y HR de almacenamiento, el contenido de aditivos (conservantes,
emulsionantes, antioxidantes, etc.), el material de envasado y la atmdsfera gaseosa que rodea

al producto y, lo que es mds importante, por el pH, contenido de humedad y a,, del producto

(Smith y col., 2004).

1.2.1. Deterioro fisico

Un problema relacionado al deterioro fisico y de relevancia en los productos de
panaderia es el envejecimiento (Fadda y col., 2014). Desde el punto de vista de calidad
organoléptica, el pan recién elaborado presenta una miga eldstica, blanda y humeda, una
corteza crujiente y un aroma y sabor caracteristico. Una vez que el producto se ha enfriado,
tras su coccion en el horno, comienza la pérdida gradual de esas caracteristicas, en un proceso
denominado envejecimiento. El envejecimiento resume pues una serie de cambios complejos,
distintos de la alteracidon microbiana, afectando al pan tras su coccion y llegando a hacerlo
inaceptable para el consumo. Los principales cambios que ocurren después de la coccion son
la redistribucién de la humedad, el aumento de la firmeza y la pérdida de aroma y sabor

(Fadda y col., 2014; Melini y Melini, 2018; Smith y col., 2004).
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El mecanismo de envejecimiento ha sido objeto de muchas investigaciones. Varios
estudios han sugerido que el envejecimiento se debe a la migracién de humedad de la miga a
la corteza y, mds especificamente, a las interacciones almidon-gluten. Los productos con un
contenido de humedad maés alto, como el pan, envejecen mds rapido que los productos de
humedad intermedia o baja, como las galletitas. Sin embargo, el envejecimiento no se debe
simplemente a la pérdida o migraciéon de la humedad del producto. La retrogradacién del
almidon es la causa mds frecuente que contribuye al envejecimiento del pan. Se ha
demostrado que el grado y la velocidad de cristalizacion (asociacion) de los componentes del
almidén, especificamente de la fraccion de amilopectina no lineal, es el principal responsable
del envejecimiento (Fadda y col., 2014; Melini y Melini, 2018; Rahman y col., 2022; Smith y
col., 2004).

Se utilizan varios métodos para retrasar el envejecimiento de los productos panificados,
incluida la reformulacién con lipidos, polisacaridos, monoglicéridos y diglicéridos, enzimas

termorresistentes que hidrolizan la fraccién de amilopectina, entre otros (Fadda y col., 2014).

1.2.2. Deterioro quimico

Un tipo de deterioro quimico al que estidn sujetos lo productos de panaderia,
especialmente aquellos con un alto contenido de materia grasa, es la rancidez. La misma se
origina por la degradacién de los lipidos dando como resultado olores y sabores indeseables,
disminuyendo la aceptabilidad y vida ttil de los productos. Pueden ocurrir dos tipos de
rancidez: oxidativa e hidrolitica (Pareyt y col., 2011; Smith y col., 2004).

La rancidez oxidativa da como resultado la descomposiciéon de los dcidos grasos
insaturados por el oxigeno a través de un mecanismo autocatalitico de radicales libres. En
consecuencia, se forman aldehidos, cetonas y 4cidos grasos de cadena corta de mal sabor y
olor desagradable. Estos radicales libres y perdxidos, formados durante la oxidacién de
lipidos, pueden provocar efectos atin méas perjudiciales en la calidad de los alimentos al
blanquear los pigmentos, destruir ciertas vitaminas (A, E) y degradar proteinas (Pareyt y col.,
2011; Smith y col., 2004).

En cambio, la rancidez hidrolitica, a diferencia de la oxidativa, ocurre en ausencia de
oxigeno y da como resultado la hidrdlisis de los triglicéridos, la posterior liberaciéon de
glicerol y 4cidos grasos que generan sabores desagradables. Este tipo de rancidez se ve
potenciada por la presencia de humedad y enzimas enddgenas, como lipasas y lipoxigenasas,

las cuales se encuentran comunmente en los cereales y otros ingredientes. Las lipasas
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hidrolizan los enlaces éster de los triglicéridos. Por su parte, las lipoxidasas catalizan la
oxidaciéon de dcidos grasos insaturados con dobles enlaces no conjugados. Estas enzimas
oxigenan 4acidos grasos poliinsaturados (libres) y/o sus ésteres (acilglicéridos 'y
fosfoglicéridos). Estos hidroperdxidos sufren finalmente reacciones de descomposicion dando
productos de oxidacién similares a los que se forman durante la oxidacién quimica o
autooxidaciéon. Muchos de los per6xidos y compuestos producidos en esta reacciéon son
estables al calor y sobreviven al proceso de coccion del pan (Pareyt y col., 2011; Smith y col.,

2004).

1.2.3. Deterioro microbioldgico

El deterioro microbiolégico es, a menudo, el principal factor que limita la vida util de
los productos de panaderia de humedad alta e intermedia y también es una causa importante
de pérdidas econdmicas para la industria panadera (Kosseva y Webb, 2020).

El factor mas importante que influye en el tipo de deterioro microbiolégico de los
productos de panaderia es la ay,. Para productos panificados con poca humedad (a<0,60), el
deterioro microbioldgico no es un problema. En aquellos con humedad intermedia (a,, 0,60—
0,85), las levaduras y mohos osmodfilos son los microorganismos alterantes que mads
predominan. Mientras que en productos de alta humedad (ay 0,94-0,99), casi todas las
bacterias, levaduras y mohos son capaces de crecer deteriorando la calidad del pan (Legan,

1993; Smith y col., 2004). A continuacidn, se describe cada tipo de deterioro microbiolégico.

i. Deterioro bacteriano

Este tipo de deterioro se limita a los productos de panaderia con un alto ay. El principal
problema de origen bacteriano en el pan es causado por Bacillus subtilis, bacteria formadora
de esporas (Smith y col.,, 2004). Este microorganismo, que suele estar presente en los
ingredientes crudos (por ejemplo: harina, azicar y levadura), sobrevive al proceso de coccidn,
germina al enfriarse y crece en condiciones de envasado aerdbicas y anaerdbicas. La miga de
pan se decolora y se vuelve pegajosa debido a la degradacion de las proteinas y almidon
durante el crecimiento de la bacteria. Se han identificado otras especies de Bacillus que
causan el deterioro bacteriano del pan, incluidos B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B.

licheniformis, B. megaterium y B. cereus (Lavermicocca y col., 2016).

ii.  Deterioro por levaduras
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El deterioro de productos panificados por levaduras es el tipo de deterioro microbiano
con prevalencia mds baja. La contaminacién ocurre principalmente después del contacto
fisico con superficies y equipos sucios, o con otros productos de panaderia ya contaminados.
Las etapas criticas del proceso en donde la contaminacién con levaduras se da con mayor
frecuencia son durante enfriamiento y, de manera mds significativa, durante la etapa de
rebanado (Cauvain y Young, 2007). Las levaduras que provocan deterioro de la superficie del
pan son principalmente Hypopichia burtonii ("moho de tiza"), Pichia anomala y Scopsis
fibuligera son responsables del deterioro temprano del pan, creciendo en forma de colonias
bajas, blancas y dispersas que a veces parecen salpicaduras de polvo de tiza en la superficie
del producto. En menor medida, se encuentran las levaduras Candida guilliermondii,

Hansenula anomala y Debaromyces hansenii (Legan y Voysey, 1991).

iii. Deterioro fiingico

Un problema que limita la vida ttil de los productos panificados de humedad intermedia
y alta es el crecimiento de hongos filamentosos. Las especies frecuentemente involucradas en
el deterioro del pan pertenecen a los géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Eurotium, Epicoccum, Mucor, Rhizopus y Neurospora (Cisarova y col., 2021; Dos Santos y
col., 2016; Garcia y col., 2019b; Legan, 1993; Pitt y Hocking, 2009; Salim-ur-Rehman y col.,
2007; Tan¢inova y col., 2021; Viljoen y von Holy, 1997).

La tolerancia a una amplia gama de condiciones ambientales y el desarrollo micelial les
permite colonizar productos alimenticios rapidamente mediante la producciéon de numerosas
enzimas hidroliticas capaces de hidrolizar la matriz alimentaria. La razén por la cual los
hongos filamentosos son importantes organismos de deterioro del pan es debido a que esta
matriz alimenticia posee hidratos de carbono como nutrientes principales (~50% m/m), un
contenido de humedad relativamente alto (30-40% m/m), un ay entre 0,94—0,97 y un pH de
aproximadamente 6. Estas propiedades favorecen la germinacién y el crecimiento de una
amplia gama de especies fliingicas que contaminan el producto (Magan y col., 2012).

Mas del 90% de la contaminacion fungica en pan ocurre durante las operaciones
posteriores a la coccién, tales como el enfriamiento, rebanado y envasado (Cauvain, 2015;
Dos Santos y col., 2016; Garcia y col., 2019b; Legan, 1993). Si bien, las temperaturas
utilizadas durante la etapa de coccién destruyen a la mayoria de los microorganismos
causantes de deterioro, el producto puede recontaminarse con esporas fingicas presentes en el

ambiente y equipos de produccién. El aire es el principal agente de transporte de esporas
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fingicas (bioaerosoles), las cuales pueden provenir del mismo ambiente de produccidon
(materias primas como la harina de trigo contaminada con una alta carga de esporas flingicas
y/o micotoxinas) o desde el exterior (aire contaminado). Estos bioaerosoles se generan
principalmente durante el proceso de elaboracion del pan, especialmente durante la mezcla de
ingredientes. Las particulas con esporas dispersas en el aire sedimentan por gravedad sobre la
superficie de los equipos y/o sobre los productos recién elaborados durante el enfriamiento
(Dos Santos y col., 2016; Garcia y col., 2019b; Legan, 1993).

La contaminacion presente en el ambiente depende de muchos factores tales como la
higiene y desinfeccién de las instalaciones del drea de produccion, calidad higiénica del aire
de ventilacion, temperatura y HR del ambiente de produccién y la estacioén del afio (Legan,
1993). Durante los meses de verano ocurre mayor contaminacién debido a que las
condiciones de almacenamiento mdas calidas y huimedas, propician su persistencia en los
ambientes. Por otro lado, las operaciones de rebanado y envasado, son puntos criticos del
proceso. El corte manual o mecanizado del pan en rodajas incrementa la superficie de pan
expuesta al deterioro fingico. Ademds, los utensilios o equipos utilizados para esta operacion
pueden ser fuente de contaminacion. La etapa de envasado de los productos sin un correcto
enfriamiento provoca la condensaciéon de humedad en el envase pldstico generando también
condiciones propicias para el desarrollo fungico (Garcia y col., 2019a; Garcia y col., 2019b;

Legan, 1993).

1.3. Estrategias utilizadas para el control del deterioro fingico en pan

Dado que, el deterioro flingico es a menudo el principal factor que limita la vida util de
los productos de panaderia de humedad intermedia y alta, los métodos para controlarlo tienen
una importancia econdmica significativa en la industria panadera. La amplia gama de técnicas
existentes utilizadas para la conservaciéon de productos de panaderia se basan en tres

principios fundamentales, los cuales se describen a continuacidn.

i. Restriccion del acceso de esporas fiingicas al producto luego de la coccion y antes del
envasado

Dado que las esporas flingicas se destruyen durante la coccidn, el deterioro fungico del

pan se produce como resultado de una contaminacion posterior durante las etapas de

enfriamiento y envasado. Por lo tanto, la vida util del pan podria incrementarse

implementando medidas higiénico-sanitarias de tipo preventivas para reducir el nimero de
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esporas flingicas contaminantes presentes en el ambiente de la planta de panificacion. Entre
las medidas utilizadas, se encuentran (Callejo Gonzdlez, 2002; Dos Santos y col., 2016;
Garcia y col., 2019a; Garcia y col., 2019b; Melini y Melini, 2018; Smith y col., 2004):

v" El uso de materias primas de buena calidad microbioldgica, para evitar que a través
del aire se dispersen y contaminen los diferentes sectores de la planta de elaboracidn.

v Separar fisicamente las dreas de elaboracién de mayor contaminacién (recepcion,
almacenamiento y elaboracion), de las dreas mds criticas (enfriamiento, rebanado y
envasado) para evitar contaminacién cruzada.

v' Implementacién de procedimientos de limpieza y desinfeccion eficaces (pre y post-
operacionales) para equipos, superficies, manipuladores, utilizando agentes
sanitizantes apropiados en concentraciones adecuadas.

v" Aplicacién de un sistema de enfriamiento rdpido del pan en condiciones asépticas
luego de la coccién y previo al envasado, que evite la contaminaciéon del producto
final y/o la posterior condensacién de humedad en el envase.

v" Control de la calidad microbiolégica del aire, principalmente en el sector de
enfriamiento 'y envasado del producto final, utilizando sistemas de
ventilacion/filtracién que introduzcan aire de buena calidad (presién positiva) o que

impidan el ingreso de contaminacién desde el exterior.

ii. Inactivacion de la contaminacion fiingica presente en la superficie del producto luego del
envasado.

A pesar de las mejoras en el disefio de la planta de panificacion, los sistemas de
enfriamiento y envasado, los intentos de prevenir la contaminacién posterior a la coccién de
los productos de panaderia con esporas flingicas han tenido un éxito limitado (Smith y col.,
2004).

Por lo tanto, la atencion se ha centrado en métodos para destruir y controlar cualquier
tipo de contaminacion posterior al procesamiento de productos con esporas fingicas. Se han
investigado varios métodos para destruir la contaminacién posterior a la coccidon de productos
de panaderia, entre ellos (Callejo Gonzalez, 2002; Cauvain, 2015; Garcia y Copetti, 2019;
Rybak y col., 2021; Smith y col., 2004):

v" Luz UV: es un tipo de tratamiento eficaz, siendo la longitud de onda (A) mas efectiva
de 260 nm. Sin embargo, este tratamiento posee una capacidad de penetracion
generalmente pobre y dificultad para tratar un producto de multiples superficies o

pliegues, en donde las esporas presentes podrian estar protegidas de la irradiacion.
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Otras desventajas incluyen el costo, seguridad en cuanto al manejo, alteracion de
nutrientes y/o compuestos bioactivos y la posible contaminacién posterior al
tratamiento debido al sellado inadecuado del material de envasado.

v" Microondas: la mayoria de los estudios realizados con alimentos se han llevado a cabo
a dos frecuencias -915 y 2450 megaciclos/s. Se ha demostrado que el tratamiento
experimental de pan envasado con energia de microondas de alta frecuencia durante
45 a 60 s prolonga la vida util del mismo. Su aplicacién permite un tratamiento
uniforme de las piezas de pan sin generar grandes gradientes de temperatura entre la
superficie y el interior. Sin embargo, la aplicacién de este tratamiento estd limitado
debido a que puede causar problemas de condensaciéon en el envase y afectar
negativamente a la apariencia del producto.

v Radiacién infrarroja: este tratamiento permite destruir esporas flngicas, sin afectar

negativamente la calidad y apariencia del producto o la integridad del material de
empaque. Ademads, minimiza los problemas por condensaciéon o expansion del aire.
Entre las desventajas, vale la pena mencionar, que es un tratamiento costoso para los
productos con varias superficies que deben rotar entre calentadores o ser tratados en
dos hornos separados. Ademds, una limitacién importante es el costo del material
plastico necesario, el cual debe contar con propiedades termopldsticas ptimas.

v Luz pulsada: esta tecnologia emergente, utiliza destellos de una luz de amplio espectro
de A, que van desde el espectro ultravioleta (200 nm) hasta el espectro infrarrojo (1000
nm). Cada pulso o destello de luz dura solo unos pocos us y tiene una intensidad de
luz 20.000 veces mds intensa que la luz solar en la superficie de la tierra. La luz
pulsada se ha investigado como un recurso para prolongar la vida util de productos
panificados. En la Union Europea, la radiacion de luz se puede utilizar para el

tratamiento de pan siendo el rango de A permitido de 240 a 315 nm.

iii. Inhibicion del desarrollo fiingico en el producto envasado

Es el método més utilizado por la industria panadera para extender la vida ttil del pan
envasado. El objetivo es controlar el crecimiento fungico posterior al envasado del pan. Esto
se puede lograr a través de

v Reformulacion del producto: la vida qtil de los productos de panaderia con alto
contenido de humedad, esté relacionada con su pH y a,, por lo tanto, la reformulacién

del producto para modificar ambos pardmetros podria utilizarse para aumentar la vida
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util (Legan, 1993; Magan y col., 2012). La reduccién del pH se puede lograr mediante
el uso de acidulantes, como 4cidos organicos (dcidos citrico, lactico, acético) o
cultivos de bacterias acido lacticas (por el agregado de masa madre o de cultivos
iniciadores). La reduccién de a,, se puede lograr mediante la adicién de solutos, como
azucares, sales, polialcoholes o productos lacteos fraccionados. Sin embargo, una
limitacién de este enfoque, particularmente para controlar el deterioro flingico, es que
el nivel de solutos requerido para la inhibicion puede resultar en cambios adversos
sobre las propiedades sensoriales y de textura de los productos (Smith y col., 2004).

Uso de aditivos conservantes de origen sintético: entre los compuestos utilizados para
evitar el deterioro fingico del pan y los productos a base de harina de trigo, se
encuentran los dcidos propidnico y sérbico. Ambos son considerados aditivos GRAS
(generalmente reconocidos como seguros). Debido a que estos dcidos son voldtiles y
corrosivos, sus sales de sodio, potasio o calcio son las formas mds utilizadas debido a
su mayor solubilidad en agua, estabilidad y facilidad de manejo (LLegan, 1993; Magan
y col., 2012; Smith y col., 2004). A bajos valores de pH, se encuentran en su forma no
disociada y pueden penetrar f4cilmente en la membrana plasmdtica de los
microorganismos. Una vez en el interior de la célula, los 4cidos se disocian y, debido a
la liberacién de protones, el citoplasma celular se acidifica. En consecuencia, el
descenso del pH disminuye la actividad de la fosfofructoquinasa, una enzima clave de
la glucdlisis, y por lo tanto reduce la producciéon de ATP (Axel y col., 2017; Garcia y
col., 2019a). El uso de estos conservantes se encuentra legislado en muchos paises. En
Argentina, el CAA (capitulo IX, articulo N° 747), establece que en la elaboracién de
pan con un contenido de humedad mayor al 12%, se permite el empleo de propionato
de calcio o sodio de hasta 0,32% m/m en productos elaborados con harinas blancas y
de 0,38% m/m para productos elaborados con harinas integrales o sus mezclas.
Ademas, permite el empleo de soluciones alcohdlicas de acido sorbico y citrico para
aplicar por vaporizacion sobre la superficie de los productos previo a su envasado.
Como limite maximo, se permite un nivel residual de 4cido sérbico en pan de hasta
0,02% m/m y de alcohol etilico de hasta 0,3% en volumen (capitulo IX, articulo N°
749). En otros paises como los de la Union Europea, en panes envasados se permite el
uso de sorbato hasta un 0,2% m/m y se puede afiadir propionato de calcio hasta un
maximo del 0,3 % m/m (Axel y col.,, 2017). Mientras que, Brasil por ejemplo,
establecié que la cantidad de sorbato agregado al pan debe ser igual o inferior al 0,1%

(m/m) y la adicién de propionato ilimitada (de Jesus y col., 2018). Se ha demostrado
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que el uso de una concentraciéon del 0,3% m/m de propionato de calcio en la
elaboracion de pan blanco permite extender la vida til por aproximadamente 14 dias
(Rizzello y col., 2011). Por otro lado, se encuentra el etanol, el cual también es
considerado como GRAS. Posee una fuerte actividad antibacteriana, antifiingica, y
escasa efectividad contra el crecimiento de levaduras (Melini y Melini, 2018; Smith y
col., 2004). Su aplicacién por aspersion sobre la superficie del pan antes del envasado,
es un método frecuentemente utilizado para inhibir y retrasar el desarrollo fingico. En
Argentina no se encuentra listado como aditivo conservante para productos
panificados. Sin embargo, se aplica junto con el sorbato de potasio por vaporizacion.
Concentraciones que oscilan entre el 0,2% y el 12% v/v han demostrado ser eficaces
para aumentar la vida util del pan (Dao y Dantigny, 2011). Adem4s, su adicién sobre
la superficie del pan contribuye a mejorar el efecto inhibitorio del sorbato y propionato
(Katsinis y col., 2008). Sin embargo, se debe tener en cuenta que el uso de etanol en el
envasado de alimentos tiene algunos inconvenientes debido al fuerte olor indeseable.

Envasado en atmosferas modificadas: 1los métodos tradicionales incluyen envasado al
vacio y envasado en atmdsferas modificadas (AM), mientras que los métodos
novedosos incluyen sobres interactivos, capaces de absorber O, o emitir etanol (Smith
y col., 2004). Estas ultimas se describen mds adelante en le seccion 1.4.4.1. El
envasado al vacio consiste en colocar el producto dentro de un envase plastico de baja
permeabilidad al O, y luego eliminar el aire por completo. El oxigeno en el espacio de
cabeza del envase se reduce a <1%, es decir, niveles que retrasan el crecimiento
fingico. Sin embargo, esta tecnologia no es adecuada para extender la vida qtil de pan,
debido a que la estructura porosa que posee este producto colapsa afectando
seriamente sus propiedades organolépticas. Solo se ha utilizado para prevenir
problemas de deterioro flingico en panes planos de poco volumen como el pan tipo
pita y en masas para pizza (Smith y col., 2004). El envasado en AM consiste en
colocar el producto dentro de un envase pldstico en contacto con una mezcla adecuada
de gases. Los gases utilizados en el envasado incluyen principalmente N, y CO,. EI N,
es un gas inerte que no tiene efecto antimicrobiano y se utiliza principalmente como
gas de relleno. Entre los gases que tienen un efecto antimicrobiano, solo se permite el
uso de CO; en productos de panaderia por razones de estabilidad, baja toxicidad, no
altera la calidad organoléptica de los productos y es de bajo costo. El CO; es tanto
bacteriostatico como fungistético, es decir, inhibe el crecimiento de bacterias y moho.

Es altamente soluble en agua y grasas, donde forma acido carbénico, lo que puede
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resultar en una reduccién del pH del producto (LLegan, 1993; Magan y col., 2012). Su
efectividad en el control de deterioro fingico de pan depende de varios factores como
el ndmero y tipo de microorganismos presentes (mayor eficacia con un recuento
inicial bajo, presencia de especies resistentes al CO,), concentracién (mayor
porcentaje de CO,, mayor eficacia), la temperatura (mayor efectividad a bajas
temperaturas ya que favorecen la disolucién de CO,) y permeabilidad del material de
envasado (impermeables al O, y CO,) (Legan, 1993; Smith y col., 2004). El potencial
de las atmosferas enriquecidas con CO; para prolongar la vida util de pan ha sido
demostrada. El almacenamiento de algunos tipos de pan bajo una atmdsfera con 17%
de CO,, es capaz de inhibir parcialmente el crecimiento flingico, mientras que con un
50% de CO; es posible inhibirlo completamente (Rodriguez y col., 2000; Skovholt y
Bailey, 1933). Algunas de las desventajas de esta tecnologia incluyen el costo inicial
del equipo de empaque, problemas de fermentacién secundaria causados por
microorganismos resistentes al CO, y el crecimiento potencial de microorganismos de
interés para la salud publica, particularmente Clostridium botulinum. Ademds, la
estructura altamente porosa del pan no permite la eliminacién completa del O; ni un
eficiente intercambio de gases. Por lo tanto, el O, puede persistir en el envase y, con el
tiempo, acumularse en el espacio superior hasta un nivel suficiente que permita el

desarrollo fungico (Melini y Melini, 2018).

1.4. Tecnologias alternativas para el control del deterioro fiingico en pan

Si bien son numerosas las estrategias tecnoldgicas utilizadas para controlar el deterioro
fingico en productos de panaderia, solo algunas de estas técnicas se aplican comercialmente
en pan (Debonne y col., 2018).

Durante muchos anos, la industria del pan envasado, a nivel global, ha utilizado los
conservantes propionato de calcio y/o sorbato de potasio como método para retrasar el
deterioro flingico e incrementar su vida util. En la actualidad, su uso continda siendo masivo y
ambos conservantes suelen utilizarse en conjunto. El propionato de calcio es incorporado
directamente en la masa, debido a que no afecta a las levaduras, mientras que el sorbato, cuyo
espectro antifingico es mas amplio, suele ser aplicado por aspersion sobre la superficie del
producto terminado (Smith y col., 2004). Sin embargo, el uso de estos conservantes presenta

algunas desventajas y/o limitaciones tecnoldgicas, las cuales se analizan a continuacion.
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i. pH del alimento en donde se aplican

El pH méaximo de actividad para el sorbato de potasio es de 6-6,5 y de 5-5,5 para el
propionato de calcio (Liewen y Marth, 1985; Suhr y Nielsen, 2004). La eficacia de estos
conservantes, en funcién de su concentracién y el pH de la matriz alimentaria, ha sido
evaluada. Arroyo (2003), estudié el nimero de dias sin aparicién de desarrollo flingico de
andlogos de pan (formulacién de pan desarrollada en una placa de Petri) con diferentes
concentraciones de propionato de calcio y sorbato de potasio (0,003%, 0,03% y 0,3%, m/m) y
a tres valores de pH (4,5, 6 y 7,5). La mayor eficacia, 30 dias sin aparicién de desarrollo
fingico, se obtuvo utilizando la maxima concentracién (0,3%) y a pH 4,5. Luego, apH 6 y
0,3% m/m de concentracion, el nimero de dias se redujo a 17 dias con sorbato de potasio y a
3 dias con propionato. A pH 7,5 la reduccién del nimero de dias fue ain mayor. Por otro

lado, cuando utilizaron las concentraciones mas bajas, la eficacia se redujo en gran medida.
ii. Desarrollo de resistencia fiingica

Se ha evidenciado que el uso prolongado de estos conservantes puede generar el
desarrollo de resistencia flingica de algunas especies e incluso la produccién de micotoxinas
(Levinskaite, 2012). Suhr y Nielsen (2004), investigaron sobre la inhibicién de 8 especies
fingicas causantes de deterioro en productos panificados utilizando propionato de calcio en
concentraciones de 0,003 %, 0,03 % y 0,3 % (m/v) en un medio formulado con a,, entre 0,94-
0,97 y pH 4,4-4,8. Los resultados mostraron que la concentracién mas alta de propionato
(0,3%) en todas las condiciones inhibi6 totalmente el crecimiento de hongos durante un
periodo de 2 semanas, con la excepcion de P. roqueforti, P. commune y E. rubrum. En otro
trabajo, Marin y col. (2002) evaluaron el uso de sorbato de potasio, propionato de calcio y
benzoato de sodio para evitar el deterioro por A.niger, A. flavus 'y P. corylophilum en andlogos
de un tipo de producto de panaderia con un a,, entre 0,80-0,90 y pH de 6 y 7,5. En todos los
casos, las condiciones de ay, de 0,80 y pH 6, resultaron ser las mds efectivas para los 3
conservantes y las especies fungicas evaluadas. Con un aw de 0,90 y utilizando la maxima
concentracion de los 3 conservantes las especies de Aspergillus resultaron resistentes. Se
determiné que el sorbato de potasio fue el mds eficaz para prevenir el deterioro a la
concentracion maxima probada (0,3%). Ademads, el uso de concentraciones por debajo del
nivel maximo (0,03%) estimul6 el crecimiento de todas las especies evaluadas. Por otro lado,
Arroyo y col. (2005) evaluaron la produccion de ocratoxina por 3 cepas de P. verrucosum en

andlogos de pan adicionados con propionato de calcio y sorbato de potasio (0,03% y 0,3%
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m/m), a pH 4,5 y 6. Cuando se utiliz6 una cantidad de 0,03% de conservantes, se detectaron
hasta 7 ng/g a pH 4,5. Mientras que a pH 6, las tres cepas produjeron ocratoxina en todas las
condiciones de tratamiento, aunque en el pan tratado con conservantes tuvo menos presencia.
Por lo tanto, el uso de este tipo de conservantes de origen sintético, implica revisar y ajustar la
formulacién del producto en donde se agregan (a,, pH) para poder asegurar su eficacia
antifiingica y extender la vida util del producto. Lo cual se considera para determinados tipos

de pan, una limitante.
iii. Riesgos de salud (asociados a un exceso de consumo)

Los propionatos y sorbatos son considerados de baja toxicidad humana y se metabolizan
extensamente en el cuerpo humano. El Comité Mixto de la FAO/OMS estableci6 una ingesta
diaria admisible (IDA) de sorbatos (expresada como 4cido sérbico) en 25 mg/kg/dia. Mientras
que la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en 2015 reevalué los sorbatos como
aditivos alimentarios y redujo la IDA recomendada de 25 a 3 mg/kg/dia para el dcido sérbico
y su sal de potasio. En cambio, se considerd innecesario establecer una IDA recomendada
para los propionatos (de Jesus y col., 2018). Sin embargo, estos conservantes podrian
representar un riesgo para la salud si se utilizan de manera inespecifica o en exceso. En
algunos trabajos se ha determinado el contenido de propionato de calcio en muestras
comerciales de pan, en donde las cantidades halladas excedian significativamente los limites
reglamentarios permitidos por la legislacion de cada pais (Faraji y Dastmalchi, 2016;
Phechkrajang y Yooyong, 2017).

Los altos niveles de ingesta dietaria de dcido propidnico se han asociado con acidemia
propidnica en nifios (Pena y Burton, 2012). Las complicaciones de esta enfermedad pueden
incluir dificultades de aprendizaje, convulsiones, arritmia, sintomas gastrointestinales e
infecciones recurrentes y muchas otras (Schreiber y col., 2012; Wajner y Goodman, 2011).
Wajner y col. (1999) informaron que el efecto inmunosupresor del propionato dietario podria
reducir la resistencia a las infecciones, lo que explica las infecciones recurrentes tipicas de los
pacientes con acidemia propidnica. En otro trabajo, se determind que ciertos niveles de
consumo de propionato pueden causar irritabilidad, inquietud, falta de atencion y trastornos
del suefo en algunos nifios (Dengate y Ruben, 2002). En el caso del sorbato de potasio, cuya
toxicidad ha sido reevaluada, algunos estudios han demostrado que el aumento en su ingesta
puede causar citotoxicidad y genotoxicidad, inducidos por la aberracién cromosémica, el

intercambio de cromatidas hermanas y la rotura del ADN. Estos factores pueden conducir a
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muchas enfermedades crénicas, especialmente diabetes y cancer, entre otras (Dehghan y col.,

2018; Wang y col., 2020; Zengin y col., 2011).

iv. Tendencias del consumidor moderno

Durante la dltima década, el comportamiento del consumidor y el tipo de alimentos que
consume ha cambiado. En particular, las preocupaciones de los consumidores sobre la
seguridad y el contenido de aditivos en los alimentos han recibido mucha atencién. Ademas,
el nimero de consumidores conscientes de la salud es cada vez mayor. Aquellos productos
que se muestran orgdnicos o naturales, respetuosos con el medio ambiente, socialmente
sostenibles e innovadores también estdn cautivando la atencion de los consumidores. En
consecuencia, existe en el mercado una gran demanda de alimentos “naturales” y “saludables”
sin conservantes ni aditivos (Axel y col., 2017).

Siguiendo estas tendencias, los fabricantes de alimentos en general se han movilizado
cada vez mds para producir los llamados alimentos “clean-label” (etiqueta limpia) que se
ajustan a este estilo de vida mas saludable de los consumidores. Este término no es una
definicién cientifica, pero es una definiciéon popular ampliamente aceptada por la industria
alimentaria, los consumidores y la comunidad cientifica. La definicion se refiere a productos
elaborados con la menor cantidad posible de ingredientes, asegurdndose de que los
consumidores puedan identificarlos facilmente como ingredientes no artificiales, no sintéticos
y saludables. El etiquetado de dichos productos tiene afirmaciones como "sin conservantes" o
"natural". A su vez, este tipo de alimentos minimamente procesados sin conservantes
sintéticos u otros aditivos artificiales deben ser de alta calidad y tener una vida util prolongada
(Vargas y Simsek, 2021).

Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar alternativas naturales y saludables a los
aditivos conservantes utilizados tradicionalmente. Los productos de panaderia no son una
excepcion a esta tendencia y existe un impulso por parte de la industria hacia la bisqueda de
alternativas naturales para evitar el deterioro fungico. Durante los ultimos afios se han
explorado diversas alternativas tecnoldgicas tales como el uso de fermentos a base de
bacterias 4cido lacticas (BAL) y levaduras, compuestos antifiingicos extraidos de fuentes
naturales, recubrimientos y peliculas comestibles y tecnologias de envasado activo

(Samapundo y col., 2017; Tebben y col., 2018; Vargas y Simsek, 2021).
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1.4.1. Fermentacion con BAL y/o levaduras

Antiguamente, el pan natural, aromatizado y de larga conservacion se obtenia mediante
un proceso tradicional de fermentacién conocido como “masa madre”. La palabra "masa
madre" describe una receta de pan particular en la que se fermenta una masa obtenida a partir
de harina, agua, BAL y levaduras (presentes naturalmente en la harina) (Rahman y col.,
2022). Debido a su notable actividad antifingica, la industria panadera recientemente
comenzd a reconsiderar este método de fermentacién tradicional para posiblemente
reemplazar los conservantes sintéticos y asi garantizar una etiqueta limpia (Axel y col., 2017).

La masa madre se ha convertido asi en una forma establecida de bioconservacion de
alimentos y el papel que desempefian las BAL como bioagentes e inhibidores del deterioro del
pan se ha explorado y destacado cientificamente (Axel y col., 2017; Melini y Melini, 2018;
Rahman y col., 2022). Al mismo tiempo este tipo de fermentacién imparte efectos positivos
adicionales, como un mejor sabor, textura y propiedades nutricionales, junto con una mayor
aceptacion por parte del consumidor. Otro beneficio, es que muchas especies de BAL
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus y Leuconostoc, se han
incluido en la lista de Presuncion Cualificada de Seguridad para uso autorizado en la cadena
de alimentos dentro de la Unién Europea. Lo mismo se aplica a los Estados Unidos, donde
son consideradas GRAS por la FDA (Axel y col., 2017).

Se ha encontrado una sélida base cientifica sobre la capacidad de los fermentos o masa
madre para retardar el envejecimiento, proteger el pan del deterioro y, posteriormente,
contribuir a prolongar la vida util del pan (Axel y col., 2016; Corsetti y col., 2000; Moroni y
col., 2009; Samapundo y col., 2017). Lactobacillus acidophilus ATCC 20079, Lactobacillus
amylovorous DSM 19280, Levilactobacillus brevis R2D, Limosilactobacillus fermentum
Te007, Levilactobacillus hammesi, Lacticaseibacillus paracasei D5, Companilactobacillus
paralimentarius PB127, Lactiplantibacillus pentosus G004, Lactiplantibacillus plantarum,
Limosilactobacillus reuteri R29, Lacticaseibacillus rhamnosus, Furfurilactobacillus rossiae
LDI108, Lactococcus BSN, Pediococcus acidilactici KTUOS5-7, Pediococcus pentosaceus
KTU 05-8 y KTU 05-10, asi como Leuconostoc citreum C5 'y HO12 son algunas de las cepas
de BAL con una interesante accion bioconservadora del pan cuando se utilizan como cultivos
iniciadores (Axel y col., 2017; Melini y Melini, 2018; Rahman y col., 2022).

La caida del pH y la acidificacidon, que generalmente se asocian con la produccién de
acidos lactico y acético, pueden prolongar la vida 1til del pan solo de forma limitada y no

influyen en gran medida en la inhibicién fingica. La capacidad antimicrobiana que han
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demostrado poseer las BAL, estd relacionada con los compuestos activos que producen y/o
liberan y que son complementarios a los conservantes sintéticos o que incluso pueden sustituir
su uso. Los metabolitos que ejercen principalmente actividad antifingica son especificamente
compuestos de bajo peso molecular, como bacteriocinas, dipéptidos ciclicos, acidos grasos,
acidos organicos, peroxido de hidrégeno, 4cido fenilactico, diacetilo y reuterina, entre otros
(Axel y col., 2017; Corsetti y col., 2015).

Algunos autores han evaluado el uso de BAL como cultivos iniciadores y su impacto
sobre la vida util de pan. La eficacia antifungica de Lactobacillus amylovorus DSM19280
como cultivo iniciador de masa fermentada fue evaluado por Axel y col. (2015). Como
resultado se observé que la vida util del pan aument6 4 dias, en relaciéon a las muestras
control, que presentaron desarrollo fingico después de solo 2 dias. Por otro lado, Cizeikiene y
col. (2013) utilizaron cepas de Pediococcus acidilactici KTUQS-7, Pediococcus pentosaceus
KTUO05-8 y KTUO5-10 en masa fermentada para elaboracion de pan. Sus hallazgos mostraron
que agregar masa madre hecha con estas cepas, inhibié el crecimiento fingico durante un
periodo de almacenamiento de 8 dias. En otro trabajo realizado por Rizzello y col. (2011), se
evalu6 la eficacia antifingica de un fermento elaborado con germen de trigo,
Lactiplantibacillus plantarum LB1 y Furfurilactobacillus rossiae LBS. Los panes obtenidos con
estos fermentos (4% m/m) se cortaron en rodajas, se envasaron en bolsas de polietileno y se
almacenaron a temperatura ambiente. Luego de 28 dias de almacenamiento, no se observo
crecimiento fiingico en las rodajas de pan elaboradas con el fermento.

Por otra parte, la aplicacién de levaduras diferentes a la utilizada en panificacién (S.
cereviseae) con o sin la combinacién de BAL representa una alternativa prometedora para la
conservacion de pan (Axel y col., 2017). Las levaduras compiten por los nutrientes con los
patégenos fungicos y producen micotoxinas capaces de actuar contra microorganismos
patégenos presentes en los alimentos. Algunos géneros de levaduras producen compuestos
extracelulares e intracelulares que poseen propiedades antibacterianas. La produccion de
etanol de alta concentracion y dcidos organicos resulta en un cambio de pH del medio también
responsable de la efectividad de las levaduras como bioconservadores (Rahman y col., 2022).
Con Lactiplantibacillus plantarum 1A’7 como iniciador, se ocupd la levadura Wickerhamomyces
anomalus LCF1695 (anteriormente reconocida como Pichia anomala) para la fermentacion
de masa madre. Se encontré que cuando se inoculd artificialmente Penicillium roqueforti
DPPMAFI (107 conidios/mL) con esta combinacién y se almacené a temperatura ambiente, la
vida util se prolongd hasta al menos 14 dias (Coda y col., 2011). El crecimiento de

Penicillium panneum KACC 44834 en pan blanco fermentado con Penicillium anomala
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SKM-T, se redujo significativamente en comparacion con la levadura de panaderia estdndar y
mejoré la vida util del pan (Mo y Sung, 2014). Por otra lado, la obtencién de masas
fermentadas a partir de un cultivo iniciador mixto formado por Meyerozyma guilliermondii
LCF1353, Wickerhamomyces anomalus LCF1695 'y Lactiplantibacillus plantarum 1A7,
permitieron obtener excelentes resultados en la extension de vida util de pan (Coda y col.,

2008).

1.4.2. Compuestos antifingicos naturales: aceites esenciales y sus compuestos bioactivos
derivados

Los aceites esenciales (AE), metabolitos secundarios producidos por las plantas, se
caracterizan por ser liquidos aromadticos y de naturaleza oleosa. Se extraen de diferentes partes
de la planta, tales como flores (jazmin, rosa, violeta y lavanda), brotes (clavo), hojas (tomillo,
orégano, romero, eucalipto, salvia), frutos (anfs, anis estrellado), corteza (canela), cdscara
(citricos), semillas (cardamomo), madera (sdndalo), rizoma y raices (jengibre). Su extraccién
se puede llevar a cabo por diferentes métodos, siendo la destilacién por arrastre con vapor el
mds utilizado para la produccién comercial de AE (Burt, 2004; El Asbahani y col., 2015;
Hanif y col., 2019).

Los AE han sido utilizados por la humanidad desde la Edad Media, por su amplio
espectro de propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales, antihipertensivas,
inmunomoduladoras, antihepatotdxicas, insecticidas y antimicrobianas. Durante los dltimos
afios, han recibido considerable atencién por parte del sector de la industria de alimentos
debido a su potencial como saborizantes, aromatizantes y principalmente como conservantes
naturales (Bakkali y col., 2008; Burt, 2004; Hyldgaard y col., 2012). En la actualidad se
conocen aproximadamente 3000 tipos de AE, de los cuales 300 son comercialmente
importantes (Burt, 2004). Son considerados GRAS por la FDA y en Argentina, el CAA
autoriza su uso como aditivos saborizantes y/o aromatizantes (capitulo VIII, Res. GMC N°
10/06).

Los AE son mezclas naturales muy complejas que pueden contener entre 20 y 60
compuestos bioactivos (CB) en concentraciones variables. Se caracterizan por tener dos o tres
componentes principales en concentraciones mds altas (20-70%) o componentes
mayoritarios, en comparacion con otros componentes presentes en cantidades minimas
(componentes minoritarios o traza). Las propiedades bioldgicas que presentan, se atribuyen a

sus CB (Bakkali y col., 2008).
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Las plantas, como mecanismo de defensa frente a patégenos (microorganismos,
insectos, pardsitos, etc.), son capaces de producir una gran variedad de CB, que se pueden
clasificar en tres categorias: (1) fitoanticipinas que son componentes antimicrobianos
preformados presentes en las plantas; (2) compuestos preformados inducibles y; (3)
fitoalexinas que incluyen componentes inhibitorios inducidos cuando la planta estd bajo
ataque de patégenos (Debonne y col., 2018). Estos componentes son metabolitos secundarios
de bajo peso molecular, de amplio espectro antimicrobiano (Gould, 1996; Sanchez
Maldonado y col., 2015). Las tres categorias tienen actividad conservadora potencial en
productos alimenticios. Dentro de la categoria 1, la mayor parte de estos compuestos se
encuentran en los AE. En comparacion con la categoria 1, las categorias 2 y 3 estdn mucho
menos documentadas. Hasta el dia de hoy, todavia se sabe muy poco sobre las aplicaciones
reales de estos dltimos compuestos en productos alimenticios (Debonne y col., 2018).

Los CB de la categoria 1, se pueden clasificar en terpenos, terpenoides, fenilpropenos y
otros (Hyldgaard y col., 2012). Los terpenos son hidrocarburos producidos a partir de la
combinacion de varias unidades de isopreno (CsHg). Son sintetizados en el citoplasma de las
células vegetales y la sintesis procede a través de la via del 4cido mevaldnico a partir de la
acetil-CoA. Los principales terpenos son los monoterpenos (CjoHie) y los sesquiterpenos
(CisHaa), pero también existen cadenas mds largas como los diterpenos (CaoHsy), triterpenos
(Cs0Hap), etc. Los ejemplos de terpenos incluyen p-cimeno, limoneno, terpineno, sabineno y
pineno. Estos compuestos poseen escasa actividad antimicrobiana (Hanif y col., 2019;
Hyldgaard y col., 2012).

Los terpenoides, son terpenos que sufren modificaciones bioquimicas a través de
enzimas que agregan moléculas de oxigeno y mueven o eliminan grupos metilo. Se pueden
subdividir en alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, éteres, fenoles y epéxidos. Ejemplos de
terpenoides son: timol, carvacrol, linalol, acetato de linalilo, citronelal, piperitona, mentol y
geraniol. La actividad antimicrobiana de la mayoria de los terpenoides estd ligada a sus
grupos funcionales y se ha demostrado que el grupo -OH de los terpenoides fendlicos y la
presencia de electrones deslocalizados son importantes para la actividad antimicrobiana
(Hyldgaard y col., 2012; Konuk y Ergiiden, 2020).

Los fenilpropenos constituyen una subfamilia entre los diversos grupos de compuestos
orgédnicos denominados fenilpropanoides que se sintetizan a partir del aminoacido precursor
fenilalanina en las plantas. Los fenilpropanoides tienen su nombre del grupo fenol aromético
de seis carbonos y la cola de propeno de tres carbonos del 4cido cindmico, producidos en el

primer paso de la biosintesis de fenilpropanoides. Los fenilpropenos constituyen una parte

51



INTRODUCCION

relativamente pequeia de los AE, y los que se han estudiado mds a fondo son el eugenol,
isoeugenol, vainillina, safrol y cinamaldehido. La actividad antimicrobiana de estos CB
depende del tipo y la cantidad de sustituyentes en el anillo aromadtico, las cepas microbianas
seleccionadas y los pardmetros de prueba experimentales, como la eleccion del medio de
cultivo, la temperatura, etc. (Hyldgaard y col., 2012; Pauli y Kubeczka, 2010).

La actividad antimicrobiana de los AE, generalmente se asocia no solo con sus
componentes mayoritarios sino también con los componentes minoritarios o traza. Su
composicion quimica varia segun, el tipo de especie vegetal, su ubicacién geogréfica,
ambiente y etapa de maduracién, asi como el método de obtencién del AE. Ademads, la parte
de la planta de donde se obtiene el AE es otro factor critico. Actualmente existe abundante
informacion sobre la actividad antibacteriana, sin embargo, la actividad antifingica y
antimicotoxigénica de los AE aln continda siendo escasa y no se ha estudiado en
profundidad. Recientemente, Mutlu-Ingok y col. (2020) y Debonne y col. (2018), llevaron a
cabo una extensa revision bibliogréfica sobre la actividad antifingica in vitro de los AE sobre
especies flngicas causantes de deterioro en productos panificados. Entre ellos, se han
explorado en gran parte la actividad de los aceites de canela, orégano, tomillo, romero, clavo
y en menor medida de menta, limén, lima. Se han determinado efectos inhibitorios contra un
gran ndmero de especies pertenecientes principalmente a los géneros Aspergillus (flavus,
niger, oryzae, fumigatus, parasiticus, ochraceus,), Penicillum (expansum, brevicompactum,
italicum, chrysogenum), Fusarium (oxysporum, verticillioides, solanum) y Rhizopus
(nigricans y stolonifer).

Entre los CB responsables de la actividad antifingica de los AE de orégano, tomillo,
canela y citricos (limén, naranja, lima) se encuentran el carvacrol, timol, trans-cinamaldehido
y limoneno, respectivamente, los cuales han sido utilizados en la presente tesis doctoral. A

continuacion, se describen las caracteristicas y propiedades de cada uno.

Carvacrol y timol

Los compuestos carvacrol (CAR: 5-isopropil-2-metilfenol) y timol (TIM: 2-isopropil-5-
metilfenol), son monoterpenos de naturaleza fendlica. Se encuentran presentes naturalmente
en los aceites esenciales aislados de plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae (géneros
Thymus, Ocimum, Origanum y Monarda), y otras plantas como las pertenecientes a las
Verbenaceae, familias Scrophulariaceae, Ranunculaceae y Apiaceae. La fuente principal de

estos CB son los aceites esenciales de orégano (Origanum spp) y tomillo (Thymus spp), los
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cuales se encuentran en cantidades variables (30-80% m/m) (Babili y col., 2011; Burt, 2004;
Houmani y col., 2002; Hyldgaard y col.,, 2012). Ambos, son biosintetizados mediante la
hidroxilacién de p-cimeno y sus estructuras quimicas se muestran en la Fig. 2. Como puede
apreciarse, ambos compuestos son isomeros que difieren en la posicion del grupo —OH
(Hyldgaard y col., 2012).

El interés cientifico de estas moléculas se debe a su amplio espectro de propiedades
biologicas y farmacolégicas, como antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales,
antihipertensivas, inmunomoduladoras, antihepatotéxicas, insecticidas y antimicrobiana

(Marchese y col., 2016; Rathod y col., 2021).

OH

OH

Figura 2. Estructura quimica de los compuestos CAR (izq.) y TIM (der.) (Burt, 2004).

El modo de accién principal como antifingicos atin no se ha dilucidado completamente,
pero hasta el momento, se conoce que debido a su naturaleza lipofilica el sitio de accion de
CAR y TIM es la membrana citoplasmatica. Su presencia en la misma, provoca dafios
estructurales y funcionales. Estos dafios involucran la ruptura de la membrana, alteracion de
vesiculas y alteracion de la biosintesis de ergosterol, lo que, en consecuencia, afecta la
integridad de la membrana celular. Cabe destacar, que el ergosterol regula la fluidez y la
asimetria de la membrana de manera similar al colesterol en las células animales. En
consecuencia, se produce la alteracion de la permeabilidad de la membrana, evidenciada por
la pérdida de potencial, fugas de iones de potasio y ATP (Chavan y Tupe, 2014; Cristani y
col., 2007; Hyldgaard y col., 2012; Qu y col., 2021; Zhang y col., 2019). Su actividad
antifiingica también se atribuye a la presencia de grupos -OH y electrones deslocalizados. Los
electrones deslocalizados permiten la liberacion de protones de los grupos -OH de manera que

se reduce el gradiente de protones a través de la membrana celular. El gradiente de protones
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reducido, junto con el agotamiento resultante de la reserva de ATP, mata las células
microbianas (Konuk y Ergiiden, 2020).

Su actividad antifungica in vitro ha sido demostrada contra un amplio espectro de
especies fungicas patdgenas, causantes de deterioro en productos panificados, utilizando
diversas técnicas microbioldgicas (Rathod y col., 2021). En las Tablas 1 y 2 se resumen los
resultados hallados en la bibliografia, indicando la especie fiungica estudiada, el método

utilizado para determinar la actividad antiftingica y el resultado obtenido.

Tabla 1. Actividad antifingica de CAR contra especies flngicas patégenas y causantes de deterioro de

productos panificados.'

Carvacrol
Especie fiingica Método CMU/Inhibicién" Referencia
A. niger 50 pg/mL
A. fumigates 100 pg/mL
A. flavus 100 pg/mL
A. ochraceus 100 pg/mL
Altef’nana alternata Microdilucién 350 pg/mL Abbaszadeh y
B. cinerea en caldo 300 pg/mL col. (2014)
Cladosporium spp. 100 pg/mL )
P. citrinum 150 pg/mL
P.chrysogenum 125 pg/mL
F. oxysporum 125 pg/mL
R. oryzae 200 pg/mL
200 pg/mL
e Inhibicién de la Quy col.
A. flavus Dilucién en agar produccion de 2021)
aflatoxina B,
Didmetro del halo
‘ Difusién en agar inhibicién >85 mm Bouddine y col.
A. niger (10% v/v) (2012)
Macrodiluciéon 0.25 ulL/mL
en caldo
Macrodilucién Schlosser y
P. verrucosum en caldo 100 pg/mL Prange (2019)
A. flavus 200 pg/mL
Macrodilucién Manso y col.
P. roqueforti en caldo 100 pg/mL (2015)

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
(: La inhibicién se indicé para estudios en los que no se indica el valor de CMI.
*ECso: concentracion que causa el 50% de inhibicion del crecimiento de micelio.

! Tabla de elaboracién propia
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Tabla 2. Actividad antifingica de TIM contra especies flingicas patégenas y causantes de deterioro de productos

e 2
panificados.

Timol
Especie fingica Método CMU/Inhibicién"” Referencia
A. niger 200 pg/mL
A. fumigates 150 pg/mL
A. flavus 125 pg/mL
A. ochraceus 125 pg/mL
Alternaria alternata Microdilucién 400 pg/mL Abbaszadeh y col.
Cladosporium spp. en caldo 100 pg/mL (2014)
P. citrinum 250 pg/mL
P.chrysogenum 500 pg/mL
F. oxysporum 300 pg/mL
R. oryzae 450 pg/mL
Didmetro del halo
' Difusién en agar inhibicién >85 mm Bouddine y col.
A. niger (10% v/v) (2012)
Macrodilucién 0.25 ulL/mL
en caldo
Macrodilucién Mishra y col.
A. flavus en caldo 0,25 pl/mL (2013)
. *ECs50=23,80
A. niger me/mL
.. o *ECs50=20,14 Marei y col.
P. digitatum Dilucién en agar me/mL (2012)
*ECs50=50,37
F. oxysporum mg/ml.

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
(. La inhibicién se indicé para estudios en los que no se indica el valor de CMI.
*ECs: concentracion que causa el 50% de inhibicién del crecimiento de micelio.

Trans-cinamaldehido

El compuesto trans—cinamaldehido (CIN: trans—3—fenilprop—2—enal) es el principal
componente de algunos aceites esenciales de canela. Se produce naturalmente en las hojas y
en la corteza de los caneleros. Este importante CB es un aldehido aromatico o,B—insaturado
(estd compuesto por un aldehido insaturado unido a un grupo fenilo), perteneciente al grupo
de compuestos llamado fenilpropanoides (Doyle y Stephens, 2019; Sun y col., 2020) (Fig. 3).

Es un liquido aceitoso de color amarillo y posee olor y sabor dulce a canela. Desde hace
tiempo, se utiliza como agente aromatizante en gomas de mascar, helados, golosinas, bebidas
y dulces. Ademds, es ampliamente utilizado para dar olor y/o sabor a canela a productos

médicos, cosméticos y perfumes (Sun y col., 2020).

? Tabla de elaboracién propia
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Figura 3. Estructura quimica del compuesto trans-cinamaldehido (Burt, 2004).

La actividad antifingica de CIN ha sido ampliamente demostrada. En la Tabla 3 se

resumen algunos resultados sobre determinacion de actividad antifiingica de CIN hallados en

la bibliografia. EI mecanismo por el cual CIN ejerce accién antifungica ain no se conoce

completamente. Al igual que los compuestos CAR y TIM, debido a su naturaleza lipofilica, el

CIN puede difundir a través de la pared celular, alterando la estructura celular, la integridad

de la membrana y las funciones de las organelas (Sun y col., 2016; Wang y col., 2018a; Wang

y col., 2018b; Xing y col., 2014).

Tabla 3. Actividad antifingica de CIN contra especies fingicas patégenas y causantes de deterioro de productos

panificados.’

Trans-cinamaldehido

Especie fingica Método CM1I/Inhibicién® Referencia
. Dilucién en agar 0,10 uL/mL :
A niger Difusion gaseosa 0,00625 pL/mL Niuy col. (2022)
Macrodilucién en caldo > 75 pg/mL
A. niger Dilucién en agar 150 pg/mL Suny col. (2020)
Difusion gaseosa > 300 pg/mL
s Schldsser y
P. verrucosum Macrodilucién en caldo 80 pg/mL Prange (2019)
21,8 uL/L de Lépez v col
A. flavus Difusion gaseosa atmosfera sobre la pez y COl.
gy (2007)
superficie del agar
A. flavus o 100 pg/mL Manso y col.
P. roqueforti Macrodilucién en caldo 100 pg/mL (2015)
g g Xing y col.
F. verticillioides Dilucioén en agar 45 nL/L (2014)

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
(: La inhibicién se indic6 para estudios en los que no se indica el valor de CML.
*ECso: concentracion que causa el 50% de inhibicion del crecimiento de micelio.

3 Tabla de elaboracién propia
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Por otro lado, también se han observado efectos inhibitorios de CIN sobre la produccién
de micotoxinas, tales como la ocratoxina A producida por A. ochraceus (Wang y col., 2018a)
y de patulina (Wang y col., 2018c).

Recientemente, Sun y col. (2020), estudiaron el modo de accién de CIN frente a A.
niger. Determinaron que el tratamiento con CIN produjo cambios irreversibles en la
morfologia y la ultraestructura de las células del micelio, con una notable plasmdlisis y
deformacion que indicaron la presencia de pérdida citoplasmatica y dafio de organelas.
Ademas, se observé que el tratamiento con CIN produjo una inhibicién de la produccion de
ergosterol, alterando en consecuencia la integridad de la membrana, y la producciéon de
sustancias reactivas al oxigeno en las hifas (estrés oxidativo), impidiendo el desarrollo de las
células fungicas, al atacar las mitocondrias, los dcidos nucleicos y proteinas, ademds de

conducir a la peroxidacion de lipidos.

Limoneno

El limoneno (LIM: 4-isopropenil-1-metilciclohexeno) es un hidrocarburo
monoterpénico y monociclico (Fig. 4), sintetizado naturalmente en muchas plantas a través de
la ciclacién del pirofosfato de geranilo por una monoterpeno sintetasa. Constituye uno de los
monoterpenos monociclicos mds abundantes en el reino vegetal. De hecho, se ha encontrado
en mds de 300 aceites esenciales y principalmente en las especies Citrus spp. (30-98%) (Bora
y col., 2020; Gonzélez-Mas y col., 2019; Stevi¢ y col., 2014; Van Hung y col., 2013).

Sus propiedades bioldgicas han sido ampliamente estudiadas, demostrando tener efectos
antiinflamatorios,  antioxidantes, antinociceptivos, anticancerigenos, antidiabéticos,
antihiperalgésicos, antivirales, gastroprotectores y antimicrobianos entre otros (Jing y col.,
2014; Vieira y col., 2018).

Existe en forma de dos tipos de isémeros Opticos, llamados d- y 1-limoneno, asi como
una mezcla racémica. El mds comiin, el d-limoneno ((+)-limoneno) es un liquido incoloro con
un olor caracteristico y agradable a limén, obtenido normalmente del prensado en frio de
cascaras y pulpas de citricos donde se puede encontrar en concentraciones superiores al 90%
(Ibafiez y col., 2020). Mientras que el 1-limoneno ((-)-limoneno) estd mds presente en otras
especies como en AE de Mentha spp. Ambos son aditivos utilizados cominmente en
cosméticos, alimentos, solventes industriales y productos farmacéuticos debido a su fragancia

e inocuidad (Ibdfez y col., 2020).
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Figura 4. Estructura quimica del compuesto limoneno (Burt, 2004).

El conocimiento sobre el mecanismo de accidén antiftingica de LIM es atin escaso. Yu y
col. (2022) estudiaron el mecanismo de accién de d-limoneno contra el patégeno oportunista
C. tropicalis. La actividad antifingica se atribuyé principalmente a la falla del transporte de
iones y la generacion de ATP en la membrana, la interrupcion de la homeostasis de iones
intracelulares y la fuga extensa de sustancia intracelular causada por el potencial, la
permeabilidad y la integridad de la membrana celular. Ademads, el d-limoneno también
condujo a la supresion o trastornos metabdlicos intracelulares en C. tropicalis.

La actividad antifingica de LIM ha sido evaluada y demostrada por numerosos autores.
Los resultados hallados en la bilbiografia sobre la actividad antifingica de LIM contra
especies fungicas deteriorantes de productos panificados se resumen en la Tabla 4. Cabe
destacar que, en algunos trabajos se ha utilizado AE de naranja con alto contenido de LIM

(>90% m/m) por lo que la inhibicién observada podria atribuirse a dicho compuesto.

1.4.2.1. Métodos de incorporacion de los AE y sus CB derivados en pan

La adicion directa de los AE y/o de sus CB derivados en alimentos presenta algunos
inconvenientes. Por un lado, podrian generarse pérdidas importantes de los compuestos
inmediatamente después de haber sido aplicado debido a su elevada volatilidad, su capacidad
de reaccionar con otros componentes del alimento, su sensibilidad a la luz y temperatura,
podria oxidarlos o descomponerlos, lo que supondria una disminuciéon de su eficacia

antimicrobiana (Debonne y col., 2018; Gutierrez y col., 2009; Hyldgaard y col., 2012).
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Tabla 4. Actividad antifingica de LIM contra especies flingicas patégenas y causantes de deterioro de productos

. 4
panificados.

Limoneno
Especie flngica Método CMU/Inhibicién™” Referencia
A. niger *EC50=38,04 mg/mL Marei v col
P. digitatum Dilucién en agar *EC5i=26,83 mg/mL 20 1yz) :

F. oxysporum

*ECs50=153,2 mg/mL

A. flavus © Dilucién en agar 16000 mg/L Velazquez-Nuiiez
' Difusion gaseosa 8000 mg/L de aire y col. (2013)
e Zona de inhibicion: 18,99
Difusién en agar mm
3 P
P. chrysogenum Microdilucion en Tao y col. (2009)
9,33 ul./mL
caldo
Penicillum sp. 16 mg/mL
F. oxysporum 9,70 mg/mL
F. sola.m. : Microdilucién en 12 mg/mL Stevi¢ y col.
F. verticilloides caldo® 12,10 mg/mL (2014)
A. flavus 15,20 mg/mL
A. niger 12,10 mg/mL
A. alternata 16,40 mg/mL
F. verticillioides Dilucién en agar Dambolena y col.
semisclido I mL/mL (2008)
A. flavus Microdilucién en 2,70 mg/mlL ngmr;t?;;izre
A. parasiticus caldo 3,15 mg/mL g(gm )

Difusién en agar de

Diametro del halo de

pocillo inhibicion 9 mm (30ul) Mahdavi Omran
A. niger” Difusién en agar . L (2011 y
(disco de papel de Diametro del halo 6 mm col. ( )
filtro) (30uL)
Difusién en agar de Didmetro del halo de
pocillo inhibicién 5,5 mm (30uL) .
e Mahdavi Omran
5oy l6) < y
A. niger (](?ilsfélslg:;:pi%zre Diametro del halo de col. (2011)
. inhibicién 7,5 mm (30uL)
filtro) ’
Difusién en agar de Didmetro del halo de
N 5 . ppcillo inhibicion 3 mm (30pL) Mahdavi Omran y
Penicillum sp. (]gilsf;lslg: e; ?:%Ezlre Didmetro del halo de col. (2011)
o u}(’))f’ inhibicion 1,5 mm (30uL)
Difusién en agar de Didmetro del halo de
(6) . pocillo inhibicion 0 mm (30puL) Mahdavi Omran y
Penicillum sp. (];‘ngslg: e;l ifzge Didmetro del halo de col. (2011)
o trl(’))p inhibicién 3,5 mm (30uL)

CMI: Concentracién Minima

Inhibitoria

(: La inhibicién se indic6 para estudios en los que no se indica el valor de CML.
*ECs0: concentracioén que causa el 50% de inhibicién del crecimiento de micelio.

* Tabla de elaboracién propia
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@ AE de naranja (C. sinensis Osb.) con un contenido de limoneno de 96,62% (m/m); @ AE de naranja (C.
sinensis Osb.) con un contenido de limoneno de 77,49% (m/m) ; @ AE de naranja (C. aurantium amara) con un
contenido de limoneno de 90,1% (m/m); © (R)-(+)-limoneno; ©® (S)-(-)-limoneno

Por otro lado, la baja solubilidad en agua de estos CB, ademas de limitar su aplicacion,
dificulta su accién en aquellas areas del alimento donde los microorganismos probablemente
crecen y proliferan mds, tales como fases acuosas o interfases sélido-liquido. Ademas, estos
compuestos fuertemente aromadticos podrian otorgarle aroma y sabor excesivo al alimento,
alterando drésticamente las propiedades sensoriales del mismo (Hyldgaard y col., 2012).

Por lo tanto, se requieren de estrategias para proteger las propiedades bioactivas de los
AE y sus CB derivados durante el procesamiento de alimentos. Como alternativa a esta
problemadtica, existen actualmente técnicas muy utilizadas como la encapsulacion, la
incorporacién en recubrimientos, peliculas comestibles y en peliculas o sobres (no
comestibles) para envasado activo (Mutlu-Ingok y col., 2020). Estas técnicas se describen en

secciones posteriores.

1.4.2.1.1. Nanoencapsulacion de AE y sus CB derivados

El desarrollo de sistemas de vehiculizacion mediante encapsulacion ha ganado
considerable interés en la industria alimentaria. Esta estrategia consiste en encapsular
compuestos activos con caracteristicas fisicoquimicas y propiedades funcionales especificas
en matrices poliméricas, con el objetivo de transportarlos y liberarlos de forma controlada. Su
uso en alimentos implica que los materiales utilizados para la encapsulacion sean
considerados seguros y comestibles (Delshadi y col., 2020).

En general, la encapsulaciéon se define como un proceso que atrapa una sustancia
(agente activo) en otra sustancia (material de pared o de soporte), produciendo particulas en la
escala nanométrica (nanoencapsulacidon), micrométrica (microencapsulaciéon) y hasta
milimétrica (Joye y McClements, 2014).

La micro y nanoencapsulacion son dos métodos comunes que se han utilizado para la
vehiculizacion de AE y sus CB en el sector alimentario y que presenta una serie de ventajas
respecto a una posible aplicacién directa, tales como (Chaudhari y col., 2021; Prakash y col.,
2018):

1. Proteccion de los compuestos frente a condiciones adversas: casi el 90-95% de los
AE son constituyentes voldtiles, tales como terpenos, terpenoides, aldehidos alifaticos,

alcoholes y ésteres. Estos compuestos pueden verse facilmente afectados por las
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condiciones externas, como el aire, el calor, la luz y la irradiacién, por lo que su
bioactividad puede verse comprometida.

1.  Mejora de la solubilidad: partes de los CB, como los alcoholes organicos, acidos
grasos, alcanos, éteres, cetonas, etc., hacen que la mayoria de los AE sean
hidrofébicos. Por lo tanto, la encapsulacién en polimeros hidrofilicos los hace solubles
en un medio acuoso. Esto es importante ya que la gran mayoria de los alimentos son
de naturaleza acuosa. Por otra parte, asegura una distribucion homogénea en la matriz
del alimento.

iii.  Promueve una liberacion controlada: se retiene una mayor cantidad en la matriz del
producto, reduciendo la cantidad necesaria para lograr el efecto antimicrobiano.
Ademais, el efecto antimicrobiano se prolonga por mayor tiempo a lo largo de la vida
util del producto.

iv.  Previene la interaccion con otros componentes de los alimentos (almidén, grasas,
proteinas).

v.  Enmascara los aromas y sabores que podrian afectar negativamente el sabor y aroma

de los alimentos en donde se aplican.

Actualmente, existe una amplia gama de biopolimeros que poseen propiedades
especificas y pueden usarse para recubrir, atrapar o encapsular AE y sus CB. Estos
biopolimeros generalmente se reconocen como seguros, biocompatibles, biodegradables y, en
algunas condiciones, poseen naturalmente propiedades antibacterianas y antioxidantes. En su
mayoria, los biopolimeros de calidad alimentaria que se utilizan son polisacéridos, lipidos y
proteinas (McClements y Li, 2010).

Entre los polisacdridos, el quitosano, el alginato, los almidones, ciclodextrinas,
derivados de celulosa, pectina y gomas, se utilizan masivamente ya que abundan en la
naturaleza, son de bajo costo, seguros y faciles de utilizar (Rezaei y col., 2019).

Los lipidos comunmente utilizados para la formacion de nanoestructuras son los
fosfolipidos como la fosfatidilcolina, colesterol, lecitina de soja para formar liposomas,
aceites vegetales (soja, girasol, maiz) y triglicéridos de cadena media para la obtencién de
nanoemulsiones, monoestearato de glicerilo para la obtencion de nanoparticulas lipidicas
(SLN), entre otros (Prakash y col., 2018).

Recientemente, muchos investigadores han documentado que las proteinas tienen un
gran potencial como agentes emulsionantes, estabilizadores y espesantes para la fabricacion

de diferentes nanoestructuras que se utilizan para la incorporacion de diferentes AE y sus CB
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(Rehman y col., 2020). Las proteinas, también han ganado popularidad entre los biopolimeros
utilizados para nanoencapsulacion, debido a sus propiedades nutricionales, biocompatibilidad
y biodegradabilidad. Generalmente se obtienen de plantas, animales y microorganismos; las
de origen animal incluyen: proteinas de suero, caseinas, gelatina, coldgeno, albumina,
elastina, mientras que las proteinas extraidas de plantas son proteinas de soja, proteinas de
cereales, zeina, gliadina y proteinas de legumbres (Rezaei y col., 2019).

La nanotecnologia representa actualmente, una herramienta importante y una opcién
eficiente para extender la vida util de los alimentos. La reduccion del tamafio de las particulas
a escala nanométrica otorga a los materiales propiedades distintas y mejoradas en
comparacion con los sistemas mds grandes (Zambrano-Zaragoza y col., 2018). Para
aplicaciones alimentarias, esta tecnologia permite la incorporacién de sustancias lipofilicas e
hidrofébicas con propiedades antimicrobianas que pueden ser liberadas durante los periodos
de almacenamiento para aumentar la vida ttil de diversos productos.

Los sistemas de nanoencapsulaciéon frecuentemente utilizados para vehiculizar
compuestos de naturaleza hidrofébica, tales como los AE y sus CB, son (Chaudhari y col.,
2021; Prakash y col., 2018; Rezaei y col., 2019):

i.  Complejos de inclusion: consiste en la encapsulacion de una molécula o CB dentro de
una cavidad o sitio de una molécula que oficia de soporte. Las ciclodextrinas, amilosa,

y células de levadura pueden formar este tipo de complejos (Fig. 5).

HO o — Cubierta hidrofilica
NI !/ i3
o
\f\
'] \
oy Nlicleo hidrofébico

OH O

%L%

HzCOH H CDH H CDH

/7 /OH

_, Capa hidrofilica

= Capa hidrofébica

Figura 5. Estructura de la B-ciclodextrina (sup.) y amilosa (inf.) (Rezaei y col., 2019).

Las ciclodextrinas son oligosacéridos ciclicos con forma de cono truncado y derivan
del almidén. El nicleo de la estructura de las ciclodextrinas es hidréfobo y la cubierta
es hidréfila, tienen la capacidad de formar enlaces no covalentes con moléculas

hidrofébicas y protegerlas de la degradacion, la evaporacion y la oxidacion. La
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amilosa tiene la capacidad de formar estructuras helicoidales y puede formar un
complejo de inclusion con otros CB mediante unién no covalente y liberarlos después
de la hidrolisis. Las células de levadura son vehiculos adecuados para la encapsulacion
de compuestos hidrofébicos e hidrofilicos debido a su membrana fosfolipidica. La més

utilizada para encapsulacion es Saccharomyces cerevisiae.

Nanogeles: son redes tridimensionales reticuladas con gran capacidad de retener agua
que pueden producirse mediante reticulacién fisica o quimica de los mondmeros o
polimeros (Fig. 6) (Chaudhari y col., 2021). Se pueden crear nanogeles con estructuras
porosas, con diferentes tamafios de poros y estructuras de poros ajustables que tienen
una alta capacidad de carga. Los nanogeles hidréfilos (nanohidrogeles) e hidréfobos
(nanoorganogeles) tienen la ventaja de atrapar CB solubles e insolubles en agua,
respectivamente (Chaudhari y col., 2021; Rezaei y col., 2019).
___.;’l‘;f"“_i}"‘z.:__,_... Cubierta hidrofilica

|
L3

Entrecruzamiento L)
\L‘ fisico (S @ ol

e ~ Nucleo hidrofébico
J Parte hidrofébica _-—

Parte hidrofilica

Entrecruzamiento

@ '\ quimico

Entrecruzante Mondémero

Figura 6. Estructura de nanogeles obtenidos con dos tipos de entrecruzamientos (Rezaei y col., 2019)

Nanoemulsiones: las nanoemulsiones se componen de al menos tres constituyentes,
aceite, agua y un emulsionante (Fig. 7). En las nanoemulsiones de aceite en agua, las
gotas de aceite se dispersan en agua y generalmente tienen un tamafo de gota
promedio entre 50 y 500 nm. El aceite y el agua pueden poseer varios otros
constituyentes. Ademds, se pueden aplicar uno o varios tipos de emulsionantes. Las
nanoemulsiones son vehiculos apropiados para la entrega de AE y sus CB, debido a su
hidrofobicidad y baja solubilidad acuosa. Se pueden producir con ingredientes

naturales y también son pricticas para aplicaciones industriales mediante
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homogeneizacién a alta presion o métodos ultrasénicos (de Oliveira Filho y col., 2021;

Delshadi y col., 2020; Prakash y col., 2018).

Aceite
..-.."
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Emulsionante

O' é_‘. §/ " Aque
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Aceite/Agua

Figura 7. Estructura de una emulsion de tipo aceite en agua (de Oliveira Filho y col., 2021)

Nanoesponjas: son particulas porosas sélidas con nanocavidades (cavidad interna o
externa) en su estructura que les otorgan la capacidad de atrapar los CB (Fig. 8). Estos
nanotransportadores pueden cargar altos niveles de compuestos, lo que los destaca de
otros nanotransportadores (Tannous y col., 2021). Por otro lado, las nanoesponjas
mejoran la solubilidad de CB insolubles o poco solubles en agua y mejoran su
liberacién controlada. También pueden atrapar iones metélicos y moléculas organicas
en concentraciones muy bajas para eliminarlos de soluciones acuosas y purificar el
medio ambiente. Otras aplicaciones son proteger los compuestos sensibles y
degradables, proporcionarles una liberacién sostenida y prolongada, enmascarando
sabores desagradables, convirtiendo las sustancias liquidas en polvos sélidos y, por lo
tanto, mejorando el manejo del material (Rezaei y col., 2019; Tannous y col., 2021;

Trotta y col., 2012).

Cavidad interna

Cavidad externa d R |

Figura 8. Estructura de nanoesponja compuesta por -ciclodextrinas (Rezaei y col., 2019).

Nanofibras: el electrohilado es un nuevo método de encapsulacion que puede producir
nanofibras utilizando un alto voltaje (Fig. 9). Las nanofibras electrohiladas tienen un

area de superficie especifica alta que es adecuada para la liberacién controlada de CB
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encapsulados porque aumenta su sensibilidad a los cambios ambientales. El
electrospinning se realiza a temperatura ambiente y es muy apropiado para la
encapsulacion de compuestos sensibles y volatiles como los AE y sus CB derivados

(Mele, 2020; Rezaei y col., 2019).

Colector

Fuente de alto voltaje i1V Electrohilado de
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J Parte hidrofilica
Q@ g ~+ Parte hidrofébica
CB Polimero formador
(fase oleosa) de fibra Emulsionante

(fase acuosa)

Figura 9. Nanofibras obtenidas por diferentes métodos de electrohilado (Rezaei y col., 2019).

En el electrohilado de mezcla, el CB se dispersa o disuelve en la solucién. La
distribucién del CB en las nanofibras depende de su interaccidn con la solucién y las
propiedades de la solucion (Rezaei y col., 2019). En el electrohilado coaxial, se
necesita una doble aguja concéntrica que produce las nanofibras con estructuras de
nucleo-envoltura. En este método, el CB tiene mds proteccion debido a la inyeccion
por separado. En el electrohilado de emulsion, el CB primero se emulsiona en la
solucion de electrohilado usando un tensioactivo y forma una emulsion (emulsiones de
agua en aceite o aceite en agua). Por ejemplo, el CB se disuelve en la fase oleosa y el
polimero se disuelve en la fase acuosa en el caso de las emulsiones aceite en agua.
Después de electrohilar la emulsion, las nanofibras obtenidas tienen una estructura de
nucleo-corteza o tienen regiones localizadas de la fase dispersa en su columna como la

estructura de una fase continua (Munteanu y Vasile, 2021; Rezaei y col., 2019).

Nanoliposomas: son estructuras coloidales esféricas autoensambladas, formadas por

una o mds bicapas de fosfolipidos que encierran material acuoso o soluble en lipidos
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(Fig. 10) (Aguilar-Pérez y col., 2020). Los nanoliposomas son adecuados para la
encapsulaciéon de sustancias hidrofilicas, hidrofébicas y también anfifilicas. Las
sustancias hidrofilicas se pueden incorporar en la parte interior, las sustancias
hidrofébicas se pueden atrapar dentro de la bicapa hidrofébica y los compuestos
anfifilicos se pueden incorporar en la interfaz lipido/agua (Aguilar-Pérez y col., 2020;
Delshadi y col., 2020; Prakash y col., 2018). En general, los liposomas tienen algunas
limitaciones, como la inestabilidad fisica y quimica que da como resultado la
degradacion, oxidacion, hidrélisis y agregacion de fosfolipidos. La modificacion de su
superficie podria mejorar su aplicabilidad. Un ejemplo es el recubrimiento de
polimero con quitosano o quitosano derivatizado con tiol, puede mejorar las
propiedades de los liposomas y mejorar su estabilidad para tener una liberacion

sostenida de compuestos encapsulados (Rezaei y col., 2019).
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Figura 10. Estructura de un nanoliposoma (Aguilar-Pérez y col., 2020)

Nanoparticulas (lipidicas y biopoliméricas): son transportadores sélidos que se
encuentran en forma de nanoesferas o nanocdpsulas (Fig. 11). Las nanoesferas estdn
formadas por una matriz polimérica densa. Son estructuras en las que los CB pueden
adsorberse o dispersarse molecularmente en la matriz. Las nanocdpsulas tienen una
estructura vesicular con un niucleo central encerrado por una membrana polimérica y
las sustancias pueden disolverse en el nicleo interno o adsorberse en la superficie de
la cdpsula. Las nanoparticulas poseen propiedades de liberacion sostenida y
controlada, biocompatibilidad con células y tejidos y un tamafio de particula

subcelular (Chaudhari y col., 2021; Lammari y col., 2020).
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Membrana Matriz
polimérica polimérica

AEo CB

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 11. Diferentes tipos de nanoparticulas biopoliméricas (Lammari y col., 2020)

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN, siglas en inglés) y los vehiculos lipidicos
nanoestructurados (NLC, siglas en inglés) son dos tipos de nanoparticulas lipidicas
(Fig. 12). Ambas poseen una matriz lipofilica que consiste en lipidos biocompatibles y
biodegradables que son completamente (para SLN) o principalmente (para NLC)
sOlidos a temperatura ambiente. La clasificacion de SLN y NLC es de acuerdo a su
estructura interna. Los SLN estdn constituidos tinicamente por lipidos s6lidos (como
triglicéridos, mezclas de glicéridos o ceras), mientras que los NLC estdn formados por

una mezcla de lipidos sélidos y liquidos (Prakash y col., 2018; Rezaei y col., 2019).

SLN NLC
CB

Lipido liquido

Lipido sélido Lipido sélido

Figura 12. Estructura de nanoparticulas lipidicas SLN y NLC (Rezaei y col., 2019).

En Ia literatura se ha informado una amplia gama de técnicas de nanoencapsulacién para
la fabricacién de nanosistemas de AE y sus CB basados en polimeros, entre las técnicas mas
utilizadas se encuentran la gelacién idnica, la coacervacion, emulsificacion, secado spray,
electrohilado 'y electropulverizacién, auto-ensamblaje y precipitacién anti-solvente

(Chaudhari y col., 2021; Rehman y col., 2020).
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1.4.3. Recubrimientos y peliculas de naturaleza biopolimérica

Los recubrimientos y peliculas son capas delgadas de materiales biopoliméricos
(comestibles), con un espesor generalmente menor a 0,3 mm, que se utilizan para el envasado
primario de alimentos (Quirés-Sauceda y col., 2014).

Aunque su funcién en el producto final es la misma, las peliculas y los recubrimientos
presentan caracteristicas y aplicaciones muy diferentes. Un recubrimiento se forma
directamente sobre la superficie del alimento y se consume con el mismo (recubrimiento
comestible, RC), mientras que una pelicula o film se produce por separado y posteriormente
se implementa en los productos alimenticios, colocandose sobre o entre los componentes del
alimento. En este contexto, los RC deben aplicarse en forma liquida, generalmente
sumergiendo el alimento en una solucién, mientras que las peliculas primero se moldean
como laminas solidas y luego se aplican como envase en el producto final (Aguirre-Joya y

col., 2018; Suhag y col., 2020).

1.4.3.1. Funcionalidad y composicién

Los recubrimientos y peliculas mejoran la calidad de los productos alimenticios al
protegerlos del deterioro fisico, quimico y biolégico, lo que da como resultado una vida util
prolongada y una mayor seguridad (Salgado y col., 2015).

Pueden actuar como barreras contra gases o vapores, aceites y solutos; proporcionar
proteccion estructural para evitar dafios mecanicos durante el transporte, manipulacién y
exhibicién; proteger los alimentos contra la oxidacién y otras reacciones quimicas; y del
crecimiento de microorganismos. También pueden utilizarse para mejorar las caracteristicas
visuales y tactiles de los productos alimenticios y para transportar sustancias activas como
antioxidantes, nutracéuticos, colorantes, saborizantes y antimicrobianas (Salgado y col.,
2015).

Los recubrimientos y peliculas son elaborados a partir de una gran variedad de
biopolimeros principalmente polisacdridos, proteinas y lipidos, los cuales han sido objeto de
numerosas investigaciones, debido a sus ventajas especiales, que incluyen bajo costo, facil
disponibilidad, biodegradabilidad y biocompatibilidad (Ribeiro y col., 2021).

Los principales componentes, con los cuales se elaboran los recubrimientos y peliculas,
y funcionalidad son: (i) biopolimeros para la formacion de la matriz cohesiva; (ii) aditivos,
tales como plastificantes, entrecruzantes, surfactantes y reforzantes para mejorar las

propiedades funcionales de la matriz; y (iii) solventes que, debido a los requisitos del
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producto final en términos de comestibilidad, solo puede ser agua o etanol (Salgado y col.,
2015). En la Tabla 5 se indican los componentes mds utilizados y citados en la bibliografia
para la obtencion de RC y P (Quirds-Sauceda y col., 2014; Salgado y col., 2015; Suhag y col.,
2020; Zambrano-Zaragoza y col., 2018).

Tabla 5. Componentes mds utilizados para la obtencién de recubrimientos y peliculas. °

Componentes de las soluciones formadoras de recubrimientos y peliculas

Biopolimeros (~ <10% m/v)

Polisacaridos Origen vegetal
Derivados de celulosa
Almidén
Pectina
Origen marino
Alginato
Quitosano
Carragenina
Origen microbiano

Gomas (gellan, xantana)

Proteinas Origen vegetal
Zeina de maiz
Gluten de trigo
Soja

Girasol

Origen animal
Col4geno
Gelatina
Caseina

Suero de leche

Clara de huevo

Lipidos Ceras y resinas (carnauba, candelilla, abeja, salvado de arroz,
parafina, goma laca)
Aceites vegetales

Monoglicéridos acetilados

> Tabla de elaboracién propia
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Acidos grasos libres
Esteres de sucrosa
Solventes (~ 70-80% v/v) Agua

Etanol

Aditivos (~ <3% m/v)
Para modificar las propiedades  Plastificantes (glicerol, propilenglicol, sorbitol, sacarosa,
funcionales del material polietilenglicol, jarabe de maiz)

biopolimérico Agentes entrecruzantes (tripolifosfato, genipina y aldehidos para

proteinas; y dcido citrico, ascérbico, tanico y cloruro de calcio
para polisacaridos)

Reforzadores para mejorar propiedades mecdnicas (fibras y

nanofibras de celulosa, nanocristales de almidon, filamentos de
quitosano)

Emulsionantes o surfactantes (monoglicéridos acetilados,

lecitina, monopalmitato y monoestearato de glicerol, polisorbato,

monoleato de sorbitdn)

Para mejorar la calidad, Antioxidantes (AE y sus CB derivados, vitamina C, E, dcido
estabilidad y seguridad de los eldgico, citrico, etc.)
alimentos envasados Antimicrobianos (AE y sus CB derivados, extracto de té verde,

nisina, BAL, sorbato de potasio)
Probiéticos (BAL: Bifidobacterium lactis Bb-12, Lactobacillus
acidophilus, Lacticaseibacillus rhamnosus GG, etc.)

Agentes aromatizantes, saborizantes y colorantes (AE y sus CB,

extractos vegetales, luteina, licopeno)

Nutrientes (minerales, vitaminas, fitoesteroles, 4cidos grasos)

Biopolimeros

Los polisacaridos, proteinas, lipidos y sus mezclas, son los polimeros mds utilizados
para la preparacion de recubrimientos y peliculas. Se obtienen a partir de numerosas fuentes
naturales y renovables (vegetal, animal, microbiana), no son téxicos y en general de bajo
costo (Quirds-Sauceda y col., 2014). Sus propiedades filmogénicas los convierten en
materiales Optimos para la formacion de una matriz continua y cohesiva. Estas propiedades se
atribuyen a la formaciéon de interacciones intermoleculares entre las cadenas de los

biopolimeros. Ademds, poseen caracteristicas fisicas y quimicas muy diferentes, por lo que
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influirian en la funcionalidad de los materiales formados (Hassan y col., 2018; Salgado y col.,
2015).

Tanto las peliculas formadas por polisacaridos como por proteinas, generalmente
exhiben excelentes propiedades de barrera contra el O,, los lipidos y los aromas, propiedades
mecdnicas moderadas pero altas permeabilidades al vapor de agua (de Oliveira Filho y col.,
2021; Ribeiro y col., 2021).

Los polisacdridos, como material de recubrimiento, se han aplicado ampliamente en los
ultimos afios, particularmente debido a su disponibilidad y bajo precio, mayor solubilidad,
estabilidad, seguridad, y por no tener sabor ni olor adicionales y formar recubrimientos
transparentes (Hassan y col., 2018). Para la obtencién de la matriz polimérica, generalmente
suelen utilizarse soluciones de polisacdridos con concentraciones entre el 2-3% (m/v), las
cuales se tratan previamente antes de su aplicacion. Al tratarse de un grupo de moléculas muy
heterogéneo, el tratamiento dependerda del origen del polisacirido. Algunos, como el
quitosano, requieren ser dispersados en soluciones &acidas para ser aplicados directamente
sobre el alimento (Moreira y col., 2011). Otros, como el alginato, requieren de un tratamiento
térmico previo (70-80°C) para su correcta hidratacion y solubilizacién y de agentes
entrecruzantes como el cloruro de calcio, dcidos citrico y ascérbico para producir un gel
(Azarakhsh y col., 2014; Song y col., 2011). El almidén, polisacdrido ampliamente utilizado
para la formacion de recubrimientos y peliculas, requiere de un tratamiento térmico (entre 70-
90°C, dependiendo del origen del almidén) para producir un gel (Oyom y col., 2022). Otros
polisacdridos como las gomas en general, agar, pectinas, carrageninas se solubilizan o
dispersan en agua y se someten a un calentamiento previo (entre 40-70°C) para su correcta
dispersion y posterior formacién de matrices gelificadas (Panahirad y col., 2021; Sedayu y
col., 2019; Tahir y col., 2019).

En el caso de las proteinas, la formacién de la matriz polimérica, depende de su origen,
estructura y configuracion molecular (Hauzoukim y Mohanty, 2020). Para la formacion de la
matriz polimérica, generalmente las proteinas requieren de un proceso de desnaturalizacion
para modificar su conformacién molecular, generalmente llevado a cabo mediante el uso de
dcidos, bases, solventes o calor. Después de su desnaturalizacion, las proteinas pueden
interactuar con moléculas vecinas, lo que, a través de enlaces de hidrégeno, i6nico o
covalente, da lugar a la formacion de peliculas resistentes, cohesivas y viscoeldsticas. Esta
capacidad de unién intermolecular es responsable de la compleja composicion y estructura de
las proteinas que, a su vez, las convierte en biopolimeros con multiples propiedades

funcionales (Hauzoukim y Mohanty, 2020; Mihalca y col., 2021).
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Los lipidos son pequefias biomoléculas hidrofébicas y anfifilicas, solubles en solventes
no polares. Normalmente, las peliculas y recubrimientos hechos de materiales lipidicos son
mas fragiles y de mayor espesor debido a su hidrofobicidad (Ribeiro y col., 2021). Estas
biomoléculas son excelentes barreras contra la migracién de humedad, lo que se relaciona con
su baja polaridad. Los materiales formados por lipidos y resinas pueden proporcionar un brillo
deseable y una barrera eficaz contra la pérdida de agua (de Oliveira Filho y col., 2021;
Ribeiro y col., 2021). Sin embargo, los lipidos tienen una gran desventaja asociada con el
condicionamiento de la apariencia y sabor de los productos finales, lo que conduce a peliculas
y recubrimientos mas opacos, fragiles e inestables. Por ello, suelen utilizarse junto a proteinas
y polisacaridos con el objetivo de mejorar las propiedades de barrera (Hassan y col., 2018;
Salgado y col., 2015)

Por otro lado, recientemente, varios trabajos de investigacién se han centrado en la
produccién de peliculas compuestas o multicomponentes que consisten en la combinacién de
diferentes materiales con propiedades beneficiosas (Quirds-Sauceda y col., 2014). Las
peliculas compuestas se pueden crear mezclando dos o mdas de estos componentes,
produciendo una capa de pelicula homogénea o multicapa, para lograr las mejores
propiedades de cada componente y minimizar sus desventajas. Por lo tanto, las ventajas de las
propiedades de barrera contra el agua de los lipidos y la capacidad de formar peliculas
cohesivas con buenas propiedades de permeabilidad a los gases y sin textura grasosa de
polisacdaridos o protefnas, se pueden combinar para formar emulsiones comestibles o
recubrimientos bicapa (Salgado y col., 2015). Las propiedades funcionales de estos
recubrimientos y peliculas compuestas dependen no solo de los compuestos utilizados en la
matriz polimérica (tipo y cantidad) y del método de preparacion, sino también de la

compatibilidad entre los diferentes biopolimeros (Quirés-Sauceda y col., 2014).

Aditivos

Las caracteristicas mecdnicas, funcionales, organolépticas y nutricionales de los
recubrimientos y peliculas pueden mejorarse con la adicién de algunos aditivos naturales o
quimicos, que permiten mejorar la funcionalidad bésica (Aguirre-Joya y col., 2018; de

Oliveira Filho y col., 2021; Ribeiro y col., 2021; Salgado y col., 2015).
v’ Plastificantes: son en la mayoria de los casos, ingredientes necesarios para los
recubrimientos y peliculas, particularmente cuando se utilizan polisacaridos y
proteinas. Las extensas interacciones entre las cadenas de los biopolimeros pueden

conducir a una estructura rigida y quebradiza, que se puede solucionar incorporando
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plastificantes en sus formulaciones (Ribeiro y col., 2021). Estos compuestos son
moléculas pequefias con baja volatilidad, que se posicionan entre las moléculas del
polimero para reducir las interacciones entre cadenas y aumentar su movilidad. Por lo
tanto, los plastificantes comiinmente disminuyen la resistencia a la traccion y
aumentan el alargamiento de la P que, a su vez, se traduce en una mejora en la
flexibilidad y extensibilidad. Ademds, esta mejora en las propiedades fisicas y
mecdnicas, también afecta la permeabilidad al vapor de agua, al oxigeno y a los
solutos (Ribeiro y col., 2021; Suhag y col., 2020).

v Emulsionantes o surfactantes: son agentes de naturaleza anfifilica que interactdan en
la interfaz agua-lipidos y reducen la tensién superficial entre las fases dispersa y
continua para mejorar la estabilidad de la emulsion cuando se combinan hidrocoloides
y lipidos. Ademads, los emulsionantes afiadidos a las formulaciones de recubrimientos
o peliculas promueven una buena humectacién de la superficie, esparcimiento y
adhesion del recubrimiento a la superficie del alimento. Los emulsionantes tipicos que
se utilizan en los recubrimientos y peliculas son los 4cidos grasos, el monoestearato de
etilenglicol, el monoestearato de glicerol, los ésteres de acidos grasos, la lecitina, el
éster de sacarosa y el monoestearato de sorbitdn o polisorbatos (Ribeiro y col., 2021).

v’ Entrecruzantes: otro desarrollo para la creaciéon de recubrimientos y peliculas mas
fuertes y menos permeables es el uso de agentes entrecruzantes. Estos compuestos
reducen la movilidad del polimero al formar enlaces covalentes intermoleculares mds
estrechos en las redes de polimero. Se pueden aplicar varios tipos de reticulacién para
mejorar las caracteristicas de las peliculas y se pueden inducir por calentamiento;
tratamientos 4cidos/alcalinos; la adicién de aldehidos, glioxal, compuestos fendlicos y
enzimas; irradiacion; y por tratamiento ultrasénico/asistido por microondas (Ribeiro y
col., 2021).

v' Otros aditivos: la calidad, estabilidad y seguridad de los alimentos envasados también
se pueden mejorar con la incorporacion de algunos agentes antimicrobianos,
antioxidantes, saborizantes y colorantes en la formulacién de recubrimientos y

peliculas. Una de las fuentes naturales de aditivos mds utilizadas son los AE y sus CB.

1.4.3.2. Métodos de aplicacion y formacion de recubrimientos

La efectividad de los recubrimientos en la conservacion de alimentos esta influenciada

por el método de aplicacion, el cual se elige en funcién de la naturaleza del alimento a
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recubrir, los atributos de la superficie (rugosidad, geometria), las propiedades de la solucién
formadora de recubrimiento o SFR (densidad, viscosidad, tensién superficial) y el propdsito
principal del recubrimiento (Suhag y col., 2020).

Las SFR pueden aplicarse de forma manual por pincelado (o cepillado), inmersién o de
forma mecdnica por aspersion (Suhag y col., 2020). Los dos primeros métodos son factibles
de aplicar a pequeia escala, mientras que la aspersion se utiliza a escala industrial.

El pincelado (Fig. 13-a), también conocido como cepillado, es mas adecuado para SFR
de alta viscosidad que se esparcen directamente sobre la superficie del material y luego se
secan. La calidad y uniformidad de la capa de SFR aplicada por pincelado es realizado
generalmente de forma manual y, por tanto, se ven fuertemente afectadas por el factor

humano. Por ello, este método es mds adecuado para producciones de pequeiia escala (Pirozzi

y col., 2021).
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Figura 13. Métodos de aplicacion de soluciones formadoras de recubrimiento (SFR) (a-d) y formacion

de recubrimientos (e y f)

(Pirozzi y col., 2021).
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La inmersion consiste en sumergir el alimento en la SFR, cubriendo la totalidad de su
superficie (Fig. 13-b). Luego, el exceso de SFR se drena para eliminar la sobrecarga de SFR
sobre la superficie del alimento. Finalmente, se somete a un proceso de secado cuyo objetivo
es evaporar el solvente de la SFR y, de ese modo, formar el recubrimiento sobre la superficie
del alimento. El secado puede tener lugar a temperatura ambiente o con aire caliente
utilizando un tdnel (Suhag y col., 2020).

Esta técnica permite la aplicacion de SFR con un amplio rango de viscosidad. Un punto
negativo, es la posibilidad de contaminacién cruzada durante el proceso de inmersién debido
a la acumulacion de residuos y microorganismos en la SFR. Para evitar este problema, los
productos que se recubren se limpian y desinfectan previamente, y la SFR se reemplaza con
frecuencia. Por otro lado, solo puede ser utilizada para determinado grupo de alimentos, como
las frutas y verduras, debido a que el proceso de inmersion podria afectar a las propiedades
organolépticas y texturales del alimento (de Oliveira Filho y col., 2021).

La técnica de aspersion o pulverizacion (Fig. 13-c) proporciona un recubrimiento
homogéneo y atractivo. Ademas, evita la posibilidad de contaminar la SFR. Este proceso
aumenta la superficie del liquido mediante la formacién de gotas y las distribuye sobre la
superficie del alimento. Durante la aplicacién por aspersion, el alimento se coloca sobre un
plato o rodillos giratorios a una velocidad coordinada, bajo boquillas de dispersion activadas
manual o automdticamente. Este procedimiento se repite hasta lograr el espesor de
recubrimiento deseado. Un inconveniente de esta técnica es que no se pueden pulverizar SFR
viscosas ya que obstruyen el equipo (de Oliveira Filho y col., 2021).

Una técnica novedosa para la aplicaciéon de recubrimientos es la electropulverizacion
(Fig. 13-d), donde la atomizacién de las SFR se lleva a cabo en un campo eléctrico de alta
intensidad, lo que permite la formacién de gotas micro y nanométricas cargadas con una
distribucion de tamafio extremadamente estrecha. Por lo tanto, en comparaciéon con la
aspersion, que produce gotas sin carga, la electropulverizacion ofrece la ventaja adicional de
promover aun mds la adhesion a la superficie del alimento, debido a las interacciones
electrostdticas. Durante la electropulverizacion, el tamafio de las gotas, la velocidad de
deposicién y el espesor de la capa se pueden controlar mediante la optimizacién de los
principales parametros del proceso, como el caudal y las propiedades de la SFR, es decir, la
conductividad y la viscosidad (Pirozzi y col., 2021).

La aplicacién de recubrimientos a menudo se ve limitada por la dificil adhesion de la
SFR a la superficie del producto, especialmente en el caso de alimentos caracterizados por

superficies altamente hidrofilicas. En el método de deposicion capa por capa (Fig. 13-e), la
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adhesioén a la superficie del alimento se ve reforzada por la interaccién electrostdtica de la
superficie del alimento con polielectrolitos cargados. Las interacciones electrostiticas también
se aprovechan para formar recubrimientos hechos de dos o mds capas de dimensiones
nanométricas, que estan fisica o quimicamente unidas entre si, lo que permite el control
eficiente de las propiedades fisicoquimicas y la funcionalidad de los recubrimientos (Pirozzi y
col., 2021).

Esta técnica de deposicion electrostitica generalmente se basa en la combinacion de
polielectrolitos de carga opuesta, a través de la inmersion alterna del producto alimenticio en
diferentes SFR. El proceso de inmersion alterna se repite tantas veces como capas de
recubrimiento se deseen. La cantidad de polielectrolito adsorbido en la superficie del alimento
durante cada inmersioén depende de la fuerza idnica, el pH y las densidades de carga de cada
SFR. Este método puede llevarse a cabo con macromoléculas capaces de desarrollar
interacciones de enlaces de hidrégeno, hidrofébicas o covalentes a través de sitios de union
que interactian entre si (Pirozzi y col., 2021).

Otra técnica para la formacion de recubrimientos es la de entrecruzamiento que se
puede describir como el procedimiento de unir las cadenas poliméricas mediante enlaces
covalentes y no covalentes. Los recubrimientos entrecruzados (Fig. 13-f), generalmente se
producen mediante la deposicion de la SFR sobre la superficie del alimento mediante rociado
por aspersion, inmersion o pincelado, seguido de la deposicion de un agente de
entrecruzamiento, para la formacién de un recubrimiento mis compacto y resistente. Los
recubrimientos reticulados ofrecen ventajas significativas, especialmente en la reduccién de la
migraciéon de moléculas externas hacia los recubrimientos, asi como en la mejora de la
resistencia mecénica, la resistencia quimica y la estabilidad térmica del recubrimiento. Los
agentes de entrecruzamiento mds comunes son compuestos bifuncionales simétricos con
grupos reactivos con especificidad por los grupos funcionales presentes en las
macromoléculas de la matriz. El entrecruzamiento es especialmente util para materiales

biopoliméricos, como los derivados de proteinas o polisacaridos (Pirozzi y col., 2021).

1.4.3.3. Métodos de obtencion de peliculas

Las peliculas se pueden obtener a partir de dos métodos: proceso himedo o seco,
también denominados procesos de casting y extrusion, respectivamente. La solubilidad de los
biopolimeros formadores de peliculas y los aditivos es vital para el método de casting,

mientras que la termoplasticidad de los biopolimeros junto con las caracteristicas de
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transicion de fase, transicion vitrea y gelatinizacién son factores criticos que deben conocerse
para el proceso de obtencién de peliculas por extrusién (Suhag y col., 2020).

El proceso de evaporacion de solvente (casting, en inglés) es el método mas
comunmente utilizado para la formacion de una pelicula a escala laboratorio y piloto. Este
método involucra, en general, cuatro etapas (Fig. 14): i) solubilizacién del biopolimero en un
solvente adecuado, ii) colocacién de la solucién en el molde, iii) secado de la solucién y iv)

desprendimiento de la pelicula (Suhag y col., 2020).
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Figura 14. Proceso de casting para obtencién de peliculas (Mohamed y col., 2020)

La seleccion del biopolimero y el solvente son factores muy importantes ya que se
requiere una correcta solubilizacion para garantizar la formacion de la pelicula. Ademads, el
proceso de secado debe proporcionar suficiente tiempo para evaporar el solvente y permitir la
formacion de una pelicula que se adhiera al molde (Suhag y col., 2020). El secado con aire,
tales como los hornos o estufas de aire caliente, secadores de bandeja, microondas y los
secadores al vacio, se utilizan para la obtencion de la pelicula por casting, para facilitar la
eliminacion de solventes y el desprendimiento de la misma. Por otro lado, el procedimiento de
secado o evaporacién de solvente, es un paso muy importante para mejorar la relacion
intramolecular entre las cadenas poliméricas y obtener una microestructura adecuada

(Sperling, 2005).
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La principal ventaja del método de casting es la facilidad de fabricacidon sin el uso de
equipos especializados y a bajo costo. Al ser un procedimiento himedo, conduce a una mejor
interaccion particula-particula, obteniendo peliculas mds homogéneas, con menos defectos.
Las temperaturas utilizadas en el proceso, mas bajas que las utilizadas en procesos de
extrusion, representan una ventaja, ya que no inducen cambios estructurales irreversibles en el
material (Suhag y col., 2020). Ademas, el método de casting posee una serie de caracteristicas
especiales como la excelente transparencia y baja turbidez (Siemann, 2005).

Por otra parte, los principales inconvenientes del método de casting son (Suhag y col.,
2020): 1) restriccion en cuanto a las formas, ya que solo se pueden obtener peliculas en forma
de laminas o tubos; ii) posibilidad de que queden restos de solventes toxicos utilizados
durante el proceso de obtencidn; iii) restriccion en cuanto a la cantidad de pelicula obtenida;
iv) diferentes niveles de evaporacion de solvente y temperaturas pueden conducir a la
obtencion de peliculas con caracteristicas variables; v) se requiere mayor tiempo de secado;
vi) diferentes velocidades y temperaturas de secado podrian causar diferencias de calidad e
impedir la obtencion de peliculas con calidad constante.

La extrusion es otro método utilizado para producir peliculas y es una de las principales
técnicas de procesamiento de polimeros actualmente en uso a escala industrial. Este método
cambia la estructura de los materiales y mejora las propiedades fisicoquimicas del material
extrudido (Hernandez-Izquierdo y Krochta, 2008). En combinacién con el proceso de
extrusion puede utilizarse un método de procesamiento para la obtencién de ldminas

denominado calandrado, el cual se indica en la Fig. 15 (Pranata y col., 2019).
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Figura 15. Proceso de extrusion y calandrado para obtencién de peliculas (Pranata y col., 2019)
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El proceso de extrusion, en general, se puede dividir en tres zonas (Fig. 15): 1) la zona
de alimentacion, ii) la zona de amasado y iii) la zona de calentamiento en la parte final/salida
de la maquina (Calderon-Castro y col., 2018). La mezcla de los componentes de la pelicula es
el primer paso que se lleva a la zona de alimentacion y se comprime con aire. Este método
funciona mejor con un contenido minimo de agua o disolventes, por lo que también se
denomina proceso seco. Sin embargo, para aumentar la flexibilidad de la pelicula, se
necesitan plastificantes. A menudo se agregan plastificantes como polietilenglicol o sorbitol
en una medida del 10 % al 60 % m/m (Skurtys, 2010).

Este método presenta como ventajas, el corto tiempo de procesamiento con bajo
consumo de energia en comparacion con el método de casting, propiedades mecdnicas y
Opticas mejoradas (Hernandez-Izquierdo y Krochta, 2008). Es un proceso de alto rendimiento,
bajo costo y eficiente utilizado en el sector alimentario para la produccion a nivel comercial.
Ademas, otras ventajas incluyen el no uso de solventes, facil manejo de polimeros de alta
viscosidad, una amplia gama de condiciones de procesamiento (temperaturas de 70-500°C y
presion de 0-500 bares), mejor control del tiempo de residencia de alimentacién y grado de
mezcla (van Duin y col., 2001). El método de extrusién para la formacién de peliculas es
eficiente en el control de las propiedades mecdnicas de la pelicula y puede generar una amplia
gama de formas que no ofrece el método de casting. Sin embargo, las desventajas de este
método se centran principalmente en la limitacién para procesar solo mezclas de materias
primas tolerantes a la temperatura y de baja humedad, lo que restringe el uso de ciertos
polimeros. Ademds, el uso de esta tecnologia implica un mayor costo inicial de equipo

especializado y de mantenimiento (Suhag y col., 2020).

1.4.3.4. Incorporacion de AE o CB en recubrimientos y peliculas bipoliméricas

La aplicacién de recubrimientos y peliculas en alimentos se han considerado un método
eficaz para vehiculizar AE o sus CB derivados para maximizar sus efectos benéficos sobre la
calidad de los alimentos frescos (Ribeiro y col., 2021; Salgado y col., 2015). De acuerdo a
Zhang y col. (2021), las formas en que podrian incorporarse los AE o CB a un RC o pelicula
son:

i.  Encapsulacién de AE o CB en la misma matriz polimérica con la que se elabora el
recubrimiento o pelicula (Fig. 16). En este caso, el AE o CB se agrega directamente a
la solucién del biopolimero. Para lograr una dispersion homogénea suelen utilizarse

diferentes técnicas como la homogeneizacion (Ultra-Turrax), tratamiento térmico
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(para modificar la estructura de las proteinas y mejorar la solubilidad de los

polisacdridos), agentes entrecruzantes (especialmente para los polisacaridos) y

emulsionantes o surfactantes.

Magnificacion del RC

AE o CB o
Emulsionante
(surfactante,
biopolimero)

Figura 16. Representacioén esquemdtica de la incorporacién directa de AE o CB a través de la formacién de una

nanoemulsién y aplicacién como recubrimiento (Zambrano-Zaragoza y col., 2018).

ii.  Encapsulacién de los AE o CB y posterior incorporacion en la matriz polimérica del
RC o PC (Fig. 17). Este tipo de recubrimiento o pelicula se denomina como
“compuesto” y se define como la combinacién de dos o mds materiales, para formar
una mezcla que mejora las propiedades de un componente. Cuando se incorporan AE
o CB nanoencapsulados los recubrimientos y peliculas se denominan
“nanocompuestos”. El desarrollo de los nanocompuestos ha permitido utilizar
recubrimientos o peliculas como “sistemas de liberaciéon controlada” que liberan

sustancias activas desde la matriz de una pelicula al alimento, para mejorar su

conservacion.

. = Pared polimérica a
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Liberacién controlada
de AEo CB

Superficie del
alimento
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(Nanocapsulas + Polimero)

Figura 17. Representacion esquemadtica de la incorporaciéon de AE o CB encapsulados en una matriz polimérica

y aplicacién como recubrimiento (Zambrano-Zaragoza y col., 2018).
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1.4.3.5. Aplicacion de recubrimientos y peliculas antifiingicas para conservacion de pan

Actualmente, en la bibliografia existen algunos trabajos que han evaluado la eficacia de
recubrimientos comestibles (RC) y peliculas para evitar el deterioro fingico y extender de la
vida util de pan (Tabla 6 y 7).

La obtencién y aplicacién de recubrimientos antifingicos en pan ain es escasa.
Bartkiene y col. (2019), lograron inhibir el deterioro fingico en pan durante 10 dias utilizando
un RC formulado a base de pulpa de manzana y BAL. Luego, Gregirchak y col. (2020),
obtuvieron un tipo de un RC a base de alginato de sodio, proteinas de suero, glicerol y BAL; y
otros 3 tipos de RC a base de almidén modificado con alto contenido de amilosa, gelatina,
glicerol con diferentes tipos de BAL. Luego de 3 a 4 dias de almacenamiento, la aplicacién de
los RC logré inhibir el desarrollo fingico en los panes.

Por otro lado, se han obtenido peliculas antifingicas por el método de casting para
conservacion de pan. Se ha utilizado metilcelulosa, nanoemulsiones de AE de orégano y
polietilenglicol como aditivo plastificante. La aplicaciéon de las mismas en pan, inhibi6 el
desarrollo fingico durante 15 dias (Otoni y col., 2014). Luego, Lopes y col. (2014) lograron
extender la vida util de pan por 12 dias aplicando peliculas formadas por derivados de
celulosa y CIN. Por ultimo, Balaguer y col. (2013) desarrollaron una pelicula utilizando
gliadina, CIN y glicerol como plastificante. Su aplicacién en pan logré extender su vida qtil

por hasta 30 dias.

1.4.4. Peliculas o sobres para envasado activo (no biopoliméricas)

El envasado activo (EA) se destaca como una alternativa tecnolégica innovadora cuyo
principal objetivo no es solo ser una barrera a factores externos sino también interactuar con
el producto alimenticio para extender su vida util (Sharma y col., 2021; Zhang y col., 2021).
Los AE y sus CB derivados se utilizan ampliamente en EA debido a sus propiedades
antimicrobianas, disponibilidad y potencial para reemplazar el empleo de conservantes
sintéticos en los alimentos (Sharma y col., 2021).

Para la conservacion de productos panificados, se han desarrollado algunos materiales
para capturar oxigeno y emitir compuestos antimicrobianos. Estos materiales pueden aplicarse
en forma de sobres (absorbentes o emisores) (Otoni y col., 2016) o de peliculas liberadoras de
compuestos antimicrobianos (Sharma y col., 2021). Cabe destacar que, como el proceso de

obtencion de estos materiales involucra el uso de polimeros, solventes o aditivos quimicos

57



INTRODUCCION

que no son aptos para el consumo humano, se los considera no comestibles. A continuacidn,

se describen algunos de ellos.

Tabla 6. RC con propiedades antiftingicas utilizados para conservacion de pan. 6

Método de obtencion

Determinacion de

Formulacién . ., la eficacia Resultados Referencia
/Aplicacion o .
antifiingica
Pincelado de la
ficie del 1
1) Pulpa de suPeg;Csls czcgzr; Heeo Observacion visual
manzana (residuo . y del desarrollo Los RC )
., enfriamiento. L. ) . Bartkiene
de la extraccion de fiingico (nimero extendieron la col
jugo). de colonias visibles  vida qtil del pan y o~
El pan fue elaborado con .. , (2019)
masa madre (mismas sobre la superficie hasta 10 dias.
2) BAL" 1
) BAL que las utilizadas del pan)
en el RC).
1) Luego de 86
1) Recuento de h (3-4 dias) de
hongos y levaduras almacenamiento,
los panes con
2) Ensayo de RC-1,2y4 no
1)RC-1: Alg, PS desafio utilizando presentaron
Glic 'B Agl’,(z) ’ las cepas A. niger desarrollo
y BT-2yP. fingico y los
2) RC-2: Alm, Gel Pincelado de la chrysogenum F-7.  panes con RC-3
m BAI’,G) ’ supt:‘:rfiCie del p&}l"l, ‘ El pan fue presentaron Gregirchak
después de la coccién y inoculado con valores de y col
friamiento. L i d to de (1,2 '
3) RC-3: Alm, Gl enfriamien o1 uego, se sus;t))ensmnes. e re(j_ugn1 )oxel (() L (2020)
Glic y BAL® envasaron y almacenaron ambas especies +0,
a23°Cy 75% HR. fingicas. Se llevé a UFC/g.

4) RC-4: Alm, Gel,
Glic y BAL®

cabo una medicién
del area
contaminada
respecto a un
control.

2) Solo el RC-1
produjo menor
area de
contaminacion
tanto para A.
Niger como para
P. chrysogenum.

UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo; BAL: bacterias acido lacticas; Alg: alginato de sodio, PS:
proteinas de suero; Glic: glicerol; Alm: almidén modificado con alto contenido de amilosa; Gel: gelatina.

Wl oigolactobacillus  coryniformis, Latilactobacillus curvatus, Lactobacillus arraginis 'y Leuconostoc

mesenteroides.

@ Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y Lactobacillus acidophilus.
@ Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y Lactobacillus acidophilus.

® Tabla de elaboracién propia
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DAcetobacter aceti, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolescentics, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Propionibacterium

freudenreichii.

® Enterococcus faecium y Streptococcus thermophilus.

Tabla 7. Peliculas con propiedades antifingicas utilizadas para conservacién de pan.’

Método de Determinacién
Formulacion obtencion de la eficacia Resultados Referencia
/Aplicacion antifiingica
1) Metilcelulosa 1) Obtencion: Luego de 15 dias de
2) Casting en placas de almacenamiento las
Nanoemulsién  vidrio, secado a 25°C Recuento de peliculas con AE de
de AE de durante toda la mohos y orégano y clavo de
orégano y noche. levaduras a los 0, olor redujeron Otoni y col.
Tween 80, 2) Aplicacién: 5,10y 15 dias de  significativamente los (2014)
producida por  colocacién de rodajas almacenamiento a  recuentos respecto al
ultrasonicacion. de pan sin 25°C control (~5,5 Log
3) Plastificante: conservantes entre UFC/g vs ~2,5 Log
PEG dos peliculas. UFC/g)
Luego de 12 dias de
1) Obtencidn: Recuento de almacenamiento las
1) Derivado de 'Cast'ilfag. mohos y pelfculas‘ con CIN
2) Aplicacion: panes  levaduras a los 0, redujeron
celulosa . . c e Lopes y
enteros sin 3,6,9y 12 dias significativamente los col. (2014)
2) CIN conservantes fueron de recuentos de mohos y
envueltos en las almacenamiento a  levaduras respecto al
peliculas. 23°C. control (<2 Log UFC/g
vs >6 Log UFC/g)
1) Obtencidn:
Casting en placas de El desarrollo
vidrio, secado a 37°C fingico fue Luego de 30 dias de
por 24 h. evaluado almacenamiento, las
1) Proteinas de 2) Aplicacion: visualmente, de peliculas con CIN
trigo (gliadinas) colocacion de rodajas  acuerdo al % de inhibieron totalmente
de pan sin cobertura de la el desarrollo fingico
2) Plastificante: conservantes superficie de las de P. expansum; Balaguer y
. . . . col. (2013)
Glic inoculadas con P. rodajas de pan. mientras que en las
expansum y sin Fue evaluado a muestras sin inocular
3) CIN inocular (flora los 7, 14 y 30 dias  se observé menos de

fingica naturalmente
presente), en
contacto con las
peliculas.

de
almacenamiento a
25°C.

un 25% de cobertura
fiingica.

PEG: polietilenglicol; Glic: glicerol; CIN: trans-cinamaldehido

" Tabla de elaboracién propia

59



INTRODUCCION

1.4.4.1. Sobres absorbentes de O, y/o emisores de compuestos antimicrobianos

Un método novedoso e innovador de control de O, y una alternativa al envasado al
vacio o en AM, implica el uso de absorbentes de O,. Los absorbentes de O, se pueden definir
como una gama de compuestos quimicos introducidos en envases para AM (no en el
producto) para alterar la atmdsfera dentro del mismo (Hempel y col., 2013; Smith y col.,
2004).

En general, las tecnologias de eliminacion de O, se basan en la oxidacion de hierro en
polvo, dcido ascorbico, catecol, colorantes fotosensibles, entre otros. Sin embargo, la mayoria
de los sistemas se basan en la capacidad del hierro para formar un 6xido no téxico en
condiciones de humedad apropiadas. Estos sobres deben cumplir criterios especificos para ser
efectivos y tener éxito comercial. Deben absorber O, a una velocidad adecuada, ser
compactos y de tamafio uniforme, no deben ser téxicos ni producir reacciones secundarias
desfavorables. Su eleccion estd influenciada por las propiedades de los alimentos, como el
tamafo, la forma, el peso y el ay, la cantidad de oxigeno disuelto en el alimento, la vida util
deseada del producto y la permeabilidad del material de envasado al O, (Melini y Melini,
2018).

Los sobres pueden utilizarse como sistemas emisores o liberadores de compuestos
antimicrobianos (Otoni y col., 2016). Para la conservacién de pan se han desarrollado sobres
emisores de etanol. Como se indicé anteriormente, el etanol permite retrasar el deterioro
fungico en pan, por medio del rociado sobre la superficie de los productos antes de
envasarlos. Sin embargo, un método mds préctico y seguro para vaporizar el etanol es
mediante el uso de sobres generadores o emisores de vapor de etanol (Melini y Melini, 2018).

Actualmente en el mercado existen sobres interactivos fabricados por Freund Company
Ltd. (Jap6n), vendidos bajo el nombre comercial Ethicap®. Estos sobres de papel/copolimero
de etilvinilacetato contienen en su interior alcohol de calidad alimentaria (55% m/m)
absorbido en polvo de didxido de silicio (35% m/m). Cuando los alimentos se envasan junto
con estos sobres, la humedad del alimento se absorbe y el vapor de etanol se libera del soporte
en donde esta absorbido y penetra en el espacio superior del envase. Sin embargo, tanto el
nivel inicial como el final de vapor de etanol en el espacio superior del paquete son una
funcién del tamafio del sobre y el ay, del producto (Smith y col., 2004).

Otro tipo de generador de vapor de etanol producido por Freund es Negamold®. Este
sobre de doble funcién absorbe O, y genera etanol, aunque es aproximadamente el 50% del

vapor de etanol generado por los sobres de Ethicap® (Melini y Melini, 2018; Smith y col.,
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2004). Latou y col. (2010) evaluaron la vida ttil de muestras de pan blanco almacenadas con
sobres absorbentes de O, y otras almacenadas con la combinacién de sobres absorbentes de
O, y sobres emisores de etanol, a 20°C y durante 30 dias. Durante ese tiempo evaluaron los
cambios microbioldgicos, fisicoquimicos y sensoriales de las muestras de pan. Los mismos
hallaron una vida til de pan de 24 dias para aquellos almacenados con sobres absorbentes de
O, y de 30 dias para las almacenadas con la combinacién de absorbentes de O, y emisores de
etanol.

Los AE y sus CB derivados también han sido incorporados en sobres para conservacion
de productos panificados. Generalmente, son absorbidos en resinas poliméricas de alta
absorcién y colocados dentro de sobres elaborados con materiales porosos que permiten la
difusiéon de los compuestos volatiles. Debido a la naturaleza volétil de los AE y sus CB,
pueden liberase facilmente en forma gaseosa al espacio de cabeza dentro de un empaque
cerrado (Otoni y col., 2016). La principal ventaja de utilizar estos tipos de compuestos
antimicrobianos voldtiles es que no hay necesidad de contacto directo entre el alimento y el
material de empaque. En cambio, el compuesto en fase gaseosa puede llegar a casi cualquier
matriz alimentaria contenida en el sistema de envasado. Este sistema, representa una opcion
eficaz para la incorporaciéon de AE y sus CB derivados, debido a su naturaleza volatil.
Ademds, se ha demostrado que la forma de vapor de los AE y CB presentan una mayor
actividad antimicrobiana que los métodos de contacto con la solucién (Otoni y col., 2016;

Passarinho y col., 2014).

1.4.4.2. Peliculas con actividad antifiingica

El desarrollo de nuevos materiales de envasado activo y biodegradable es actualmente
un tépico de interés. La demanda de materiales biodegradables y renovables para aplicaciones
de envasado ha aumentado enormemente. Este aumento estd relacionado con las crecientes
preocupaciones ambientales sobre el uso generalizado de envases poliméricos sintéticos y no
biodegradables, en particular el polietileno. Ademds, la incorporacion de compuestos
antimicrobianos para producir materiales de envasado activo o con barrera mejorada
proporciona una opcidn atractiva para proteger los alimentos del desarrollo y la propagaciéon
de microorganismos (Zhong y col., 2020).

Las peliculas antiftingicas son un tipo de EA capaz de transportar y liberar

gradualmente compuestos antifingicos para actuar sobre la superficie de los alimentos

61



INTRODUCCION

envasados para reducir, retrasar o incluso inhibir el crecimiento microbiano (Otoni et al.,
2016).

Actualmente los materiales mds utilizados son los polimeros obtenidos a partir de
fuentes renovables tales como: el PLA (4cido polilactico) obtenido por fermentacién; PHA y
PHB (poli hidroxialcanoatos) obtenidos a partir de microorganismos (Zhong y col., 2020).
Otros polimeros biodegradables muy utilizados, pero obtenidos a partir de fuentes fosiles son
el PBAT (Poli(butilén adipato-co-tereftalato)) y PBSA (Poli (succinato-co-adipato de
butileno)).

Generalmente, el método de obtencidn de este tipo de material plastico es la extrusion
(utilizando temperaturas de ~150°C). Recientemente algunos trabajos han evaluado la
obtencion de PA obtenidas por extrusion para conservacion y extension de la vida util de pan.
Entre ellos, Suwanamornlert y col. (2020) lograron extender la vida ttil de pan por 9 dias
almacenandolo en peliculas elaboradas con PLA+PBSA y TIM. En otro trabajo, realizado por
Srisa y Harnkarnsujarit (2020) se obtuvieron peliculas de PLA+PBAT y CIN capaces de
extender la vida util de pan por 21 dias. Luego, el envasado de pan en peliculas de
PLA+PBAT y CAR, inhibieron el desarrollo ftingico visible por al menos 8 dias (Klinmalai y
col., 2021). Por dltimo, y més recientemente, Sharma y col. (2022) produjeron peliculas a
base de un copolimero de PHB y AE de tomillo, logrando extender la vida util de pan por 5

dias.

1.5. Proteinas de clara de huevo
1.5.1. Composicion y propiedades funcionales

Las proteinas de clara de huevo (PCH) se han utilizado ampliamente como ingredientes
en la formulacién de alimentos debido a sus propiedades funcionales tUnicas, como la
gelificacion, retencion de agua, formacion de espumas y emulsiones (Sunwoo y Gujral, 2015).

Cabe destacar, que la clara de huevo representa aproximadamente el 67 % del peso total
del huevo y se compone principalmente de agua (87,8 %) y proteinas (9,7-10,6 %), con
carbohidratos, cenizas y lipidos traza que constituyen el resto (1 %). Los carbohidratos,
glucosa principalmente, existen en forma libre o combinados con las proteinas (Dong y
Zhang, 2021; Sunwoo y Gujral, 2015).

Las proteinas mds abundantes en la clara de huevo son la ovoalbumina, ovotransferrina,
ovomucoide, ovomucina y lisozima (Dong y Zhang, 2021). En general presentan una

estructura globular y varias de ellas son glicoproteinas (ovoalbimina, ovomucoide,
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ovomucina), es decir, que estdn unidas covalentemente a una fraccién de carbohidratos. Sus

pesos moleculares, punto isoeléctrico (pl), estructura molecular y composicién se observan en

la Tabla 8.

Las proteinas minoritarias ovoinhibidor (1,5 %), ovoglucoproteina (1 %), flavoproteina

(0,8 %), ovomacroglobulina (0,5 %), cistatina (0,05 %) y la avidina (0,05 %) son las més

destacadas entre las proteinas menores que se encuentran en la clara de huevo (Sunwoo y

Gujral, 2015).

Tabla 8. Composicién, estructura molecular y composicién de las principales proteinas de la clara de huevo

(Dong y Zhang, 2021).

Componente de PCH
(% m/m) Estructura molecular y composicion
Ovoalbiimina Glicoproteina (45 kDa, pI 4,5), 385 residuos de
(54%) aminoécidos y N-terminal acetilado, incluidas 6 cisteinas
con un solo enlace disulfuro entre Cys74 y Cys121.
Ovotransferrina Proteina fijadora de hierro (76-77,7 kDa, pl 6,1);
(13%) contiene 686 residuos de aminoacidos, tiene 15 enlaces
disulfuro y se encuentra glucosilada.
Ovomucoide Glicoproteina (28 kDa, pI 4,1); contiene 9 enlaces
11%) disulfuro, no posee grupos tiol; en condiciones 4cidas, las
propiedades fisicoquimicas no se ven afectadas por el
calentamiento a largo plazo a 100°C.
Es el componente alergénico més importante de PCH.
Ovomucina Complejo de glicoproteina sulfatada e insoluble que
3,5%) contiene a-ovomucina (180-210 kDa) y B-ovomucina
(400-720 kDa). La B-ovomucina es la principal
responsable de las propiedades gelificantes de la
ovomucina debido a su alto contenido de carbohidratos.
Lisozima Glucésido hidrolasa con 129 residuos de aminodacidos y 4
3.4 %) enlaces disulfuro (14,3 kDa, pI 10,7).

Posee propiedades antibacterianas.
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1.5.2. Antecedentes del uso de PCH en el desarrollo de nanovehiculos para el transporte
de CB

Recientemente se ha planteado el uso de las PCH como nanovehiculos de CB. Se han
realizado varios estudios sobre la obtencién de nanoparticulas utilizando tanto sus proteinas
mayoritarias purificadas como la ovoalbumina (OVA) y PCH comercial.

Sponton y col. (2015b) y Sponton y col. (2016) produjeron nanoparticulas a partir de
OVA nativa (OVAn) por calentamiento (10 g/L, 85°C, 5 min, pH 7,5) y encontraron que
tienen mayor capacidad de ligar acido linoleico (AL) que la proteina nativa. Las OVAn
presentaron un tamafio de alrededor de 80 nm y su produccién se llevo a cabo utilizando la
metodologia bottom-up, que consiste en la construcciéon de nanoparticulas por autoensamblaje
de moléculas debido a cambios en las condiciones ambientales, tales como el pH, la fuerza
i6nica, la temperatura o la concentracién. Ejemplos de ello son la desolvatacién, la
coacervacion y la formacion de complejos de inclusién (Joye y McClements, 2014). Como se
indicé anteriormente, OVA es una proteina globular constituida por 385 aminoécidos (la
mayoria con carécter acido), de los cuales la mitad son hidrofébicos y un tercio posee carga.
Ademads, OV A posee cuatro grupos sulfhidrilo (SH) y un puente disulfuro (SS) en el interior
de su estructura. Los grupos SH pueden ser expuestos superficialmente como consecuencia
del desdoblamiento de la proteina inducido por calor. De esta manera, los grupos SH pueden
interactuar con el grupo SS mediante reacciones de intercambio SH/SS. Estas reacciones son
responsables, en parte, de la agregacion de OVA cuando se somete a calentamiento, llevando
a estructuras macromoleculares grandes en comparacion con las moléculas de OVA sin tratar
(nativa) (Croguennec y col., 2007; Visentini y col., 2019). Ademas, el calentamiento produce
la exposicion de grupos hidrofébicos internos y promueve asi la formacion de geles por medio
de interacciones hidrofébicas, generando agregados con hidrofobicidad superficial mayor a la
de OVA nativa (Croguennec y col., 2007).

En base a estos resultados con OVA, Visentini y col. (2017), realizaron experiencias
sobre la producciéon de OVAn (10 g/L, 85°C, 5 min, pH 7,5) para la vehiculizacién y la
preservacion fotoquimica del retinol (RET). La produccion de OV An involucré dos etapas: (1)
formacion de nanocomplejos de proteina-RET vy (ii) deposicion de un polisacédrido (pectina de
alto metoxilo, PAM) sobre la superficie de nanocomplejos de proteina-RET, mediante ajuste a
pH 6. Como proteina se utilizaron OVA nativa y OVAn generadas por calentamiento. Con
respecto al tamafo de particula los sistemas presentaron distribuciones de tamafio < 500 nm,
siendo siempre el tamafio de RET-proteina-PAM > RET-proteina > proteina. Respecto a la

estabilidad fotoquimica del RET, el agregado de PAM mejor6 la estabilidad mientras que el
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uso de la OVAn fue mejor que el de OVA nativa. Es decir, que tanto las OVAn como
vehiculos y la utilizacién de polisacarido aumentan la estabilidad fotoquimica del RET.

Con respecto a la utilizacion de PCH, Arzeni y col. (2015), generaron nanoparticulas a
partir de PCH y evaluaron su capacidad para unir dcido félico (AF) y actuar como posibles
portadores de la vitamina. Para ello, utilizaron PCH comercial en polvo cuyas soluciones (5%
m/m) se trataron por ultrasonido de alta intensidad (HIUS) sin y con aplicaciéon de
calentamiento simultdneo (termosonicacion a 85°C). El primer tipo de nanoparticulas de PCH
se obtuvo mediante tratamiento HIUS durante 20 min a pH 3 y presentd una distribucién
monomodal de 220 nm de didmetro. El otro tipo de nanoparticulas, fueron obtenidas por
termosonicacién, durante 20 min y pH 3, produciendo una distribucién de tamafio bimodal
(~70 nm y 295 nm). Las soluciones de nanoparticulas se mezclaron con la solucién de AF a
pH 7. La distribucién del tamafio de particula obtenida por HIUS permanecié inalterada
después de la unién de AF, mientras que las obtenidas por termosonicacién presentaron un
pequeiio aumento en el tamafio de particula. El porcentaje de AF unido en ambos casos estuvo
alrededor del 80%. Ademads, se observé una ligera formacion de agregados en las muestras
después de la liofilizacién y redispersion de los nanovehiculos.

Por otro lado, Sponton y col. (2017), realizaron ensayos para la obtencion de
nanovehiculos de compuestos hidrofébicos mediante tratamiento térmico controlado de
dispersiones de PCH (0,85% m/m), evaluando el efecto del tiempo de calentamiento a 80°C
(0-20 min) y el pH de la solucién (9,6-11,4) sobre el tamafio de particula, la hidrofobicidad
superficial y la capacidad de unién de AL. Se obtuvieron dispersiones turbias coloidalmente
estables, lo que indicaria la presencia de agregados proteicos. La turbidez disminuyd
considerablemente con el aumento del pH en el rango evaluado, mientras que aument6 con el
tiempo de calentamiento. En cuanto al tamafio de particulas, todas las condiciones de
calentamiento produjeron agregados proteicos con tamafios nanométricos (didmetro <100
nm), a un rango de pH de 10,2-11,4 (distribuciones monomodales) y <300 nm a pH 9,6
(distribucion bimodal). Con respecto a la hidrofobicidad superficial, el tratamiento térmico
produjo un aumento de 6-9 veces en la hidrofobicidad superficial, lo que sugiere que el
despliegue de proteinas produjo la exposicion de dominios hidrofébicos ocluidos en la
estructura globular. Finalmente, con relacion a la capacidad de unir AL se determiné que el
tratamiento térmico de las dispersiones de PCH promovié un aumento en la capacidad de
unién a AL. Ademds, cuando el pH aumentd, se formé un mayor nimero de sitios de unién a
AL. En general, el pH ejerci6 los efectos mds importantes sobre el tamafio de particula y la

capacidad de unién a AL de PCHn.
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Posteriormente, Sponton y col. (2020), continuaron con la produccién de nanoparticulas
proteicas para vehiculizar AL mediante tratamiento térmico de PCH industrial (liquida y
pasteurizada) en un reactor. Evaluaron el efecto de la temperatura (65-85°C) y tiempo de
calentamiento (0-60 min, a 85°C) durante el procesamiento en reactor (1 Lt de solucién de
PCH al 5% m/m y pH 11,4), sobre el tamafio de particula, hidrofobicidad superficial y
capacidad para unir AL. El calentamiento en todo el rango de temperatura y tiempo evaluado
produjo particulas con didmetros menores a 100 nm. Por otro lado, la maxima hidrofobicidad
superficial y capacidad de unir AL fueron alcanzadas con 5 min de tratamiento térmico a
85°C, valores que se mantuvieron sin cambios por hasta 20 min de calentamiento. Como se
indicé en trabajos anteriores (Sponton y col., 2016), la exposicion de dominios hidrofébicos
producto del tratamiento térmico promueve la formacién de sitios de unién para el AL.
Ademids, después de 10 min de calentamiento, hubo una ligera disminucién de estos
parametros como consecuencia de la agregacién de proteinas que habria comprometido los
sitios de unién hidréfobos de AL. Debido a las tendencias de similitud observadas tanto para
la hidrofobicidad superficial como capacidad para unir AL, se propuso una correlacién entre
estos parametros. De esta forma se obtuvo una correlacion lineal (R2 de 0,968). Por lo tanto,
la capacidad de las nanoparticulas de PCH para unir AL se explicaria por la exposicién de
residuos de aminodcidos hidrofébicos y la generacién de nuevos sitios de unién en la
superficie. Por lo tanto, a partir de estos resultados, fueron seleccionados como pardmetros
Optimos el calentamiento en reactor a 85°C durante 5 min debido a que en dichas condiciones

se obtuvo la mdxima capacidad de carga de AL.

1.5.3. Antecedentes del uso de PCH en el desarrollo de recubrimientos y peliculas

Las PCH son reconocidas por sus excelentes propiedades filmogénicas. Tal como se
indicé anteriormente, debido a la presencia de numerosos grupos SH y SS, las PCH son
capaces de formar una matriz polimérica continua y cohesiva. Numerosos autores han
estudiado la obtencién y formacion de peliculas de PCH.

Se han obtenido y estudiado las propiedades de peliculas de PCH elaboradas por
casting, utilizando PCH liquida tratada térmicamente (Gennadios y col., 1996; Handa y col.,
1999a); también se han obtenido peliculas por los métodos de compresion y moldeado,
extrusion y calandrado a partir de PCH en polvo (Lee y col., 2013; Pranata y col., 2019). Por
otro lado, se han obtenido y caracterizado peliculas de PCH compuestas. Entre ellas, las

formuladas con lipidos (s6lidos de yema de huevo, dcido oleico, sélidos grasos de leche,
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aceite de oliva) (Gennadios y col., 1996; Handa y col., 1999b; Taqi y col., 2011), gel de aloe
vera (Lopez-Mata y col., 2016); k-carragenina (Huang y col., 2020); y polisacaridos como el

pululano (Han y col.,, 2020). La composicién, métodos de obtencién y ensayos de

caracterizacion de estas peliculas se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Métodos de obtencién y caracterizacién de peliculas obtenidas con PCH.®

Composicion de la solucion

filmogénica (SF) Métodos de obtencion y caracterizacion Referencia
1) Solucién de PCH (9% Obtencién .
m/v) Se evalu6 la obtencién de peliculas de PCH con ~ Gennadios
y sin sélidos de yema de huevo y col.
2) Plastificantes: (1996)
- Glicerol (30,40 y 50 % 1) Preparacion de las SF: ajuste de pH a 11,25,
m/m de proteinas totales) seguido de un calentamiento a bafo maria a
- Sorbitol (50 0 60 % m/m de 40°C durante 20 min.
proteinas totales). 2) Obtencion de las peliculas por casting:
colocacion de las SF en una placa de vidrio con
- Polietilenglicol (PEG) (50 teflon. Secado durante 5-6 h a temperatura
0 60 % m/m de proteinas ambiente hasta solidificar, seguido de un secado
totales) durante 15 h en ambiente con 50% de HR.
3) Solidos de yema de huevo Caracterizacién
(sustitucion del 10, 30, 50 6 Espesor (micrémetro), propiedades mecanicas
70% de solidos de PCH 'y (ensayos de traccion), color (pardmetros L*,
usando 60% de PEG como a* b*), permeabilidad al vapor de agua.
plastificante)
1) Solucién de PCH (9% Obtencién Handa y
m/v) Se evalud la obtencién de peliculas a partir de col.
SF con y sin calentamiento. (1999a)

2) Plastificante: PEG (60 %
m/m de proteinas totales)

1) Preparacion de las SF: ajuste de pH (10,5, 11
y 11,5), seguido de un calentamiento a bafio
marfa a 40°C durante 30 min.

2) Obtencién de las peliculas por casting:
colocacién de las SF en una placa de vidrio con
teflon. Secado durante 4-5 h a temperatura
ambiente hasta solidificar, seguido de un secado
durante 15 h a 25°C y 50% de HR.

Caracterizacioén
Espesor (micrémetro), propiedades mecénicas
(ensayos de traccién), materia soluble total
(porcentaje de materia seca de la pelicula
solubilizada después de 4 h de inmersi6én en
agua destilada), caracteristicas moleculares de
PCH por electroforesis (andlisis de las SF y
peliculas).

¥ Tabla de elaboracién propia
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1) Solucién de PCH (9% Obtencién
m/v) Se evalué la obtencién de films de PCH con y Handa y
sin lipidos col.
2) Plastificante: PEG (60 % (1999b)
m/m de proteinas totales) 1) Preparacion de las SF: ajuste de pH a 11,25,
seguido de un calentamiento a bafio maria a
45°C durante 20 min.
3) Lipidos: 2) Obtencion de las peliculas por casting:
- Solidos grasos de leche (10 ¢olocacién de las SF en una placa de vidrio con
0 20% m/m total de solidos teflén. Secado durante 5-6 h a temperatura
3 de PCH) ambiente hasta solidificar, seguido de un secado
- Acido oleico (10% m/m durante 15 h a 25°C y 50% de HR.
total de sélidos de PCH)
- Yema de huevo (10 0 20% Caracterizacion
m/m total de sélidos de Espesor (micrémetro), propiedades mecdnicas
PCH) (ensayos de traccién), color (pardmetros L*,
a*,b*), permeabilidad al vapor de agua.
1) Solucién de PCH (9% Obtencidén
m/v) 1) Preparacion de las SF: ajuste de pH a 11,25, Taqi y col.
seguido de un calentamiento a bafio maria a (2011)
2) Plastificante: PEG (60 % 45°C durante 20 min.
m/m de proteinas totales) Las SF que incorporan lipidos fueron
homogeneizadas durante 1 min a 15.000 rpm.
3) Lipidos (1 y 1,5 % v/v): 2) Obtencion de las peliculas por casting:
- Aceite de oliva colocacién de las SF en una placa de vidrio con
- Acido oleico tefléon. Secado durante 20 h a 25°C y 50% HR.
Caracterizacion
Espesor (micrémetro), permeabilidad al vapor
de agua y al O, solubilidad en agua, propiedades
mecdnicas (ensayos de traccién), color
(parametros L*, a* y b*) , opacidad (medida de
absorbancia a 600nm), microestructura por
microscopia de fuerza atomica (AFM).
1) PCH en polvo (secada por Obtencién Leey col.
spray) Moldeado por compresién: la mezcla solida de (2013)

2) Plastificante: glicerol (35,
40 y 45% m/m)

PCH+Glicerol fueron sometidas durante un
tiempo de 8 min, presion de 2 MPa y 128°C.

Caracterizacion

Humedad, espesor (micrémetro), andlisis
térmico (calorimetria diferencial de barrido,
DSC y termogravimetria, TGA), propiedades

mecanicas (andlisis mecdnico dindmico y

ensayos de traccion), color (pardmetros L*, a* y
b*), opacidad (medida de transmitancia a
600nm), microestructura (microscopia
electrénica, SEM).
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1) PCH liquida Obtencién
Se evalud la obtencién de films con diferentes Lopez-Mat
2) Gel de aloe vera (AV) relaciones AV/PCH (50:50, 40:60, 30:70, 0/100, ay col.
m/m) (2016)

1) Las SF se prepararon por agitaron de
PCH+AYV a 80 rpm durante 5 min y luego se
filtraron.

2) Obtencion de las peliculas por casting:
colocacién de las SF en un molde de silicona y
se sometieron a proceso de secado en estufa de
vacio a diferentes temperaturas y ciclos de
tiempo (30°C durante 22 h; 80°C durante 1 h;
40°C durante 20 h).

Espesor (micrémetro), microestructura (SEM),
solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de
agua, color (pardmetros L*, a* y b*),
transparencia (transmitancia a 600nm),
propiedades mecanicas (ensayos de traccion),
contenido de proteina soluble, actividad
antibacteriana in vitro (difusion en agar,
peliculas en forma de disco)

1) PCH en polvo (secada por Obtencién
spray) Extrusién+calandrado: para el proceso de Pranata y
extrusion se utilizaron mezclas de col. (2019)
2) Plastificante: glicerol (35, PCH:glicerol:agua (2:1:1)
40 y 45% m/m)

Se evaluaron diferentes temperaturas en el
extrusor (40, 50, 60, 70 y 75°C), la velocidad de
rotacién y temperatura del tambor donde se
realiza el calandrado (115-120°C).

Caracterizacion
Espesor (micrémetro), anélisis térmico (DSC y
TGA), propiedades mecénicas (ensayos de
traccién), permeabilidad al vapor de agua, al O,
y al etanol, color (parametros L*, a* y b¥),
transparencia (transmitancia a 600nm),
resistencia fingica (las peliculas fueron
inoculadas con suspensiones de A. niger 'y P.
pinophilum), pérdida de plastificante
(determinacién de glicerol en agua)

1) PCH en polvo Obtencién Huang y
Se evalué la obtencién de peliculas compuestas  col. (2020)
2) K-carragenina mezclando diferentes proporciones de PCH/ -
carragenina (0:100, 20:80, 40:60, 60:40, 80:20,
3) Plastificante: glicerol (0,5 and 100:0, m/m)
mlL/g de PCH en polvo)
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Obtencién de las peliculas por casting:
colocacion de las SF en una placa de Petri y se
dejo secar en estufa a 40°C hasta peso constante.

Propiedades mecénicas (ensayos de traccion),
transmision de luz (medida de absorbancia a 430
nm), color (pardmetros L*, a* y b*), tiempo de
solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de
agua y al O, espesor (micrometro),
microestructura (SEM), anélisis por
espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), interacciones quimicas
(colocacioén de las peliculas en diferentes
soluciones quimicas y determinacién del
contenido de proteinas), andlisis térmico (DSC),
aplicacién de las peliculas para el envasado de
aceite (andlisis quimico del aceite y de las
peliculas luego del almacenamiento).

1) PCH en polvo Obtencién
Se obtuvieron peliculas compuestas mezclando ~ Han'y col.
2) Pululano (Pu) diferentes proporciones de Pu/PCH (4:0, 3:1, (2020)

2:1, 1:1, 1:2 y 1:3)
3) Plastificante: glicerol (1,8
g/100 mL) Obtencidn de las peliculas por casting:
colocacién de las SF en una placa de Petri y se
dej6 secar en estufa a 40°C por 48 h.

Andlisis por difraccién de rayos X,
microestructura (SEM), andlisis térmico (TGA),
color (pardmetros L*, a* y b*), andlisis por
FTIR, andlisis de estructura secundaria
(espectropolarimetro), determinacion de grupos
amino libres, propiedades mecdnicas (ensayos
de traccién).

Por tltimo, cabe destacar que, hasta el momento, no se han reportado en la literatura RC
elaborados a partir de PCH. Tampoco se han obtenido peliculas de PCH con propiedades

antifiingicas o que incorporen los CA utilizados en la presente tesis.

1.6. Fundamentacion del tema elegido

Durante los dltimos afios, la demanda de productos panificados libres de conservantes
sintéticos ha impulsado el empleo de conservantes naturales derivados de especias y plantas
aromaticas, tales como los AE y sus CB derivados. Sin embargo, como consecuencia de su
intenso olor y sabor, la adicidn directa de estos compuestos en formulaciones de alimentos

repercute negativamente en la aceptabilidad del producto y, ademds, requiere altas
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concentraciones para inhibir el desarrollo microbiano. Por otro lado, debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, la incorporacion de estos compuestos en los alimentos presenta
limitaciones asociadas a su escasa solubilidad en medios acuosos y su volatilidad.

Por lo tanto, en la presente tesis doctoral se plantea abordar una estrategia alternativa a
esta problematica mediante el desarrollo de RC (para su aplicacién directa sobre el producto)
y de peliculas activas (PA) (para su aplicacién como envase) innovadores capaces de extender
la vida util de productos panificados. Debido a que uno de los principales factores que
influyen sobre la calidad de productos panificados es el desarrollo superficial de hongos, el
presente trabajo de tesis intentard aportar soluciones a esta problemadtica utilizando CA
derivados de AE como alternativa mas conveniente al empleo de conservantes sintéticos.

La incorporacién de los CA se realizard bajo la forma de nanocomplejos con el objeto
de promover su solubilizaciéon en medios acuosos, reducir su volatilidad y retencién en la
matriz de los RC. Cabe destacar que estos CA derivan de los AE de orégano, tomillo, canela y
citricos, y han sido utilizados en el presente trabajo de tesis como compuestos modelo. Se
empleardn como nanoparticulas biopoliméricas, agregados de PCH (PCHn) con elevada
hidrofobicidad superficial y tamafio nanométrico. Como se indicé anteriormente en la seccion
1.5.2, existen estudios previos que indican que es posible producir nanoparticulas de PCH por
tratamiento térmico con una hidrofobicidad adecuada para la adsorcién superficial de
compuestos lipofilicos mediante interacciones hidrofébicas. Con lo cual, debido a la
naturaleza lipofilica de estos CA, las nanoparticulas podrian ser excelentes agentes
transportadores que permitirian aumentar su solubilidad en medios acuosos y reducir su
volatilidad.

Por otro lado, los nanocomplejos obtenidos serdn utilizados para la formulacién de un
RC con propiedades antifingicas, el cual serd adaptado a productos panificados. Las
propiedades filmogénicas de PCH han sido estudiadas como ya se indicé anteriormente
(Gennadios y col., 1996; Handa y col., 1999a) y podrian ser Optimas para la formacion de un
RC. Ademads, el tratamiento térmico de soluciones de PCH, utilizado para obtener las PCHn,
podrian mejorar estas propiedades filmogénicas. Luego, se evaluard la producciéon de PA por
el método de casting para ser aplicadas como envase activo. De esta forma las PA obtenidas
se caracterizaran fisicoquimicamente y se evaluard su eficacia antifingica mediante
aplicacion sobre pan sin conservantes.

Cabe destacar que hasta el momento no se han estudiado las propiedades filmogénicas
de PCH como RC o PA con propiedades antifiingicas para aplicacién en pan. Tampoco se han

incorporado estos CA en RC elaborados a partir de otros biopolimeros para este tipo de
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producto panificado. Sin embargo, el pan es una matriz que ha sido estudiada para la
aplicacién de otros tipos de RC. Entre ellos, RC elaborados con alginato de sodio, proteinas
de suero y microorganismos probidticos (Soukoulis y col., 2014); RC formulados a base de
pulpa de manzana y BAL para retrasar el deterioro fungico (Bartkiene y col., 2019); RC
formulados a base de alginato de sodio, proteinas de suero y glicerol con BAL o almid6n
modificado, gelatina, glicerol y BAL, para evitar el deterioro flingico (Gregirchak y col.,
2020). Es importante destacar que en estos trabajos no se evalud el impacto de los RC sobre
las caracteristicas fisicoquimicas (humedad, a,, textura, color, entre otros) y propiedades
sensoriales del pan.

Por todo lo mencionado, la realizacién de la presente tesis brindard informacién desde
un punto de vista basico en el estudio de las interacciones entre los diferentes compuestos que
constituirdn los nanocomplejos antifingicos. El estudio de las condiciones Optimas que
permitan la obtencion de un RC y una PA también conllevaria al desarrollo de una tecnologia

con potencial aplicacién en la conservacion de productos panificados.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

El presente trabajo de tesis doctoral tiene, por objetivo general, reunir conocimientos
cientificos que permitan el desarrollo y la aplicaciéon de recubrimientos y peliculas

comestibles nanocompuestas capaces de extender la vida util de productos panificados.

2.2. Objetivos especificos

En virtud de lo anteriormente expuesto, los objetivos especificos que se plantean son los

siguientes:

Objetivo 1. Aislar e identificar hongos filamentosos a partir de productos panificados
contaminados para evaluar de forma preliminar la eficacia antifingica de compuestos

antiftiingicos (CA).

Objetivo 2. Estudiar la complejacién de los CA a nanoparticulas biopoliméricas obtenidas a

partir de proteinas de clara de huevo (PCHn).
Objetivo 3. Determinar la actividad antifiingica de los nanocomplejos PCHn-CA.

Objetivo 4. Obtener recubrimientos comestibles (RC) que incorporen nanocomplejos PCHn-
CA en su formulacién, para su aplicacion directa sobre la superficie de pan de molde sin

conservantes y evaluar sus propiedades durante el almacenamiento.

Objetivo 5. Obtener peliculas activas (PA) a partir de nanocomplejos PCHn-CA para su
aplicacion como envase, caracterizarlas y analizar su eficacia antiftingica en pan de molde sin

conservantes.

73



3. MATERIALES Y METODOS



MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

Para los estudios desarrollados en la presente tesis doctoral se utilizaron los siguientes
materiales:

> Panes de molde sin conservantes elaborados en el Area de Panificacién del Instituto de
Tecnologia de Alimentos (FIQ-UNL). Para su preparaciéon se utilizé harina de trigo
refinada (100 g), agua (57 g), levadura prensada (5 g), oleomargarina (5 g), azdcar (5

g), leche desnatada en polvo (3 g) y sal (2 g), de acuerdo a la metodologia propuesta
por Visentin y col. (2009). Los ingredientes se mezclaron durante 10 min en una
mezcladora de 5 kg de capacidad (BP-60, Batiplane, Buenos Aires, Argentina). La
masa se colocé en una camara de fermentacidon con temperatura y humedad relativa
(HR) controladas (a 27°C y 75-80%, respectivamente) para una primera fermentacion
hasta duplicar el volumen (~ 40 min). Posteriormente la masa se dividi6 en porciones

de 230 g y se dejaron reposar durante 10 min. Estos se moldearon y colocaron en
moldes rectangulares de metal lubricados para una segunda fermentacién (a 27 °C y
HR de 75-80%) hasta cuadriplicar su volumen (~ 1 h). Finalmente, las masas se
hornearon en un horno rotatorio eléctrico (ZU-95, Zunino, Entre Rios, Argentina) a

210 °C durante 25 min.

» Panes de molde (sin conservantes) adquiridos en una panificadora de la ciudad de

Santa Fe (Argentina).

» Medios de cultivo, soluciones y colorantes. Se utilizaron para el aislamiento e
identificacion de hongos filamentosos y fueron los propuestos por Pitt y Hocking
(2009):

- Agar Extracto de Malta (MEA) con cloranfenicol: extracto de malta (20 g), peptona

(1 g), glucosa (20 g), agar (20 g), cloranfenicol (0,1 g), agua destilada (1000 ml).
- Agar Extracto de Levadura-Czapek (CYA): K,HPO, (1 g), czapek concentrado (10

ml), extracto de levadura (5 g), sacarosa (30 g), agar (15 g), agua destilada (1000 ml).
- Agar Nitrato con 25 % Glicerol (G25N): K,HPO, (0,75 g), czapek concentrado (7,5

ml), extracto de levadura (3,7 g), glicerol (250 g), agar (12 g), agua destilada (750 ml).
- Agar Papa-Dextrosa (PDA): infusién de papas (250 g), glucosa (20 g), agar (15 g),
agua destilada (1000 ml).
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- Agar Creatina Sacarosa Neutro (CSN): creatina sacarosa concentrada (10 ml),

sacarosa (10 g), creatina (5 g), KH,PO4 (1 g), pirpura de bromocresol (0,05 g), agar
(15 g), agua destilada (1000 ml). Creatina sacarosa concentrada: KCl (5 g),
MgS04.7H, (5 g), FeS04.7H,0 (0,1 g), ZnS0O4.7H0 (0,1 g), CuSO4.5H,0 (0,05 g),
agua destilada (100 ml).

- Agar—Agua (0.2 % m/v): agar (0,2 g), agua destilada (100 ml).

- Agua de peptona (0.1 % m/v): peptona de caseina (0,1 g), agua destilada (100 ml).

Luego de su preparacion, los medios de cultivo y las soluciones fueron esterilizados en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Para la observacion de mohos al microscopio 6ptico se utilizé solucién colorante de
azul de algodon: solucién saturada de azul de algodén (azul anilina soluble) (10 ml),

glicerol (10 ml), agua (80 ml).

Compuestos antifingicos (CA): se utilizaron los compuestos carvacrol (CAR, pureza
del 98%), timol (TIM, 98,5% de pureza), (R)—(+)—limoneno (LIM, pureza 96,5 %) y
trans-cinamaldehido (CIN, 99% de pureza) adquiridos en Sigma-Aldrich (Estados

Unidos) y se conservaron a 4 °C hasta el momento de ser utilizados.

Proteinas de clara de huevo (PCH) liofilizada, obtenida a partir de huevos frescos
adquiridos en un comercio local de la ciudad de Santa Fe (Argentina). Para su
obtencidn, previamente se llevo a cabo la separacion de la yema mediante succion y la
PCH liquida se congeld y liofilizé (Presion<500 mT y temperatura de placa de
condensacion de -80°C) en un liofilizador Flexi-DryTM (Estados Unidos). La misma

fue envasada y almacenada en recipientes con cierre hermético a 4°C.

PCH liquida pasteurizada, adquirida en Compaiiia Avicola SA (Santa Fe, Argentina).
Composicién segin fabricante (% m/v): proteinas totales 10,50%, cenizas 0,40%,

grasas 0,03%. Solidos totales 14,20° Brix.

Reactivos analiticos adicionales tales como NaCl, Na(OH), HCIl, K,HPO,4, KH,POy,,
etanol absoluto, acetato de etilo y glicerol fueron suministrados por Cicarelli
(Argentina). Para los estudios de fluorescencia extrinseca se utiliz6 la sonda

fluorescente, 4cido 1-anilino-8-naftalenosulfénico (ANS), comprada en Fluka Chemie
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AG (Suiza). Para la determinacion de viabilidad celular se utilizé la sal MTT
(Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) adquirida en Thermo

Fisher Scientific Inc. (Estados Unidos).

3.2. Métodos
3.2.1. Aislamiento y recuento total de hongos filamentosos

Se analizaron 8 piezas de pan de molde sin conservantes, las cuales fueron colocadas
durante 10 dias, en el periodo marzo—agosto, en diferentes espacios a temperatura ambiente.
Posteriormente, se colocaron dentro de bolsas de polietileno estériles, para su posterior
evaluacion. Los hongos filamentosos presentes en las muestras de pan de molde contaminadas
fueron aislados mediante el método de diluciones seriadas.

Se tomaron en condiciones de esterilidad 10 g de cada muestra de pan de molde y se
colocaron en un erlenmeyer conteniendo 90 ml de agua de peptona 0,1 % m/v. El contenido
del erlenmeyer se agité manualmente y a partir de la dilucién obtenida (10™") se realizaron
diluciones seriadas hasta 10~ con agua de peptona 0,1% m/v. Las dltimas 3 diluciones
realizadas se sembraron en profundidad, adicionando en una placa estéril 1 ml de la dilucién
correspondiente y 10 ml de medio MEA con antibidtico (100 mg/L de cloranfenicol), se
mezclé suavemente y de manera uniforme. La adicién de cloranfenicol al medio tuvo como
objetivo inhibir el desarrollo bacteriano. Este es un antibidtico de amplio espectro y con buena
estabilidad térmica, lo que representd una ventaja al momento de preparar los medios de
cultivo ya que fue posible afiadirlo antes de la esterilizacion en autoclave (Beuchat y Cousin,
2001).

El contenido de las placas se dejo solidificar y, luego, estas se introdujeron invertidas en
bolsas de polietileno. Se incubaron a 25 °C vy, transcurridos 5—7 dias, se observaron para
detectar el desarrollo de colonias. Se realiz6 el recuento total de hongos filamentosos
contando en lupa estereoscopica (ZOOM 2000, modelo Z45 V, Leica-Microsystems,
Alemania) las colonias formadas y, afectando por el factor de dilucién, se expresaron los
resultados como unidades formadoras de colonias por gramo de muestra (UFC/g).

Con el objetivo de obtener cultivos puros (libre de contaminacion) para una correcta
identificacion, las diferentes colonias halladas en las placas fueron aisladas por inoculacién de

hifas o conidios con ansa de aguja en una nueva placa conteniendo MEA. Este procedimiento
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se realizo sucesivas veces hasta constatar la pureza de las colonias mediante la uniformidad en

la apariencia luego de incubacién durante 5—7 dias a 25 °C.

3.2.2. Identificacion de hongos filamentosos aislados

Los hongos filamentosos aislados se identificaron siguiendo la metodologia de Pitt y
Hocking (2009) y consultando bibliografia accesoria (Carmichael y col., 1980; Klich y Pitt,
1994). Para ello, las colonias adecuadamente aisladas se sembraron en medios especificos,
tales como:

e Agar Extracto de Malta (MEA)
e Agar Extracto de Levadura-Czapeck (CYA)
e Agar Nitrato con 25 % Glicerol (G25N)
e Agar Papa-Dextrosa (PDA)
e Agar Creatina Sacarosa Neutro (CSN)
Luego, se incubaron a distintas temperaturas (5, 25 y 37 °C) durante 7 dias, segin fue

requerido por las claves taxondmicas de la bibliografia.

3.2.2.1. Observacion macroscopica de hongos filamentosos aislados

Las caracteristicas macroscopicas de las colonias de los hongos filamentosos aislados
fueron observadas utilizando una lupa estereoscOpica (Leica ZOOM 2000, modelo Z45
V—Leica Microsystems, Alemania).

Para cada cepa aislada se determind el color de los conidios, el color del micelio, el
aspecto de la colonia, la apariencia del reverso de la colonia, la presencia o ausencia de
exudado o de pigmentos solubles y el didmetro promedio de la colonia. Este dltimo fue
determinado con calibre Vernier, midiendo tres veces el didmetro del reverso de la colonia
(pasando por diferentes puntos de la circunferencia) y calculando el promedio de los tres

valores obtenidos. El resultado se expres6 en milimetros (mm).

3.2.2.2. Observacion microscopica de hongos filamentosos aislados

Se llevd a cabo la observaciéon de las estructuras caracteristicas de los hongos
filamentosos aislados, utilizando microscopio 6ptico (modelo CME, Leica-Microsystems,
Alemania), en 10x y 40x. Para tal fin, se realizaron preparados raspando la colonia con ansa

aguja en condiciones de esterilidad, y colocando el material entre portaobjetos y cubreobjetos,
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sobre una gota de colorante Azul de Algodén. Para determinar la textura de conidios y estipes,
se observo en 100x adicionando una gota de aceite de inmersion sobre el cubreobjetos.

Una vez identificados los géneros, se retomo la observacion de las colonias presentes en
las placas de diluciones seriadas correspondientes a cada muestra de pan contaminada, con el
objetivo de obtener el recuento de cada género.

Las cepas puras aisladas e identificadas fueron conservadas a 5 °C en crioviales

conteniendo Agar—Agua al 0,2 % m/v, hasta el momento de ser utilizadas.

3.2.3. Determinacion de Abundancia Porcentual y Frecuencia Relativa Porcentual de
hongos filamentosos identificados

Se determiné la Abundancia Porcentual (Ab %) de los géneros identificados, seguin:

n°UFC del género
n’UFC totales

Ab % = 100 Ecuacion 1

La Frecuencia Relativa Porcentual (Fr %) de los géneros o especies de hongos filamentosos

identificados se determind utilizando la siguiente ecuacion:

n?de veces que aparece el moho

Fr % = X 100 Ecuacion 2

n?de muestras evaluadas

Subsecuentemente, se seleccionaron para su posterior evaluacion aquellas cepas fingicas que
presentaron mayor Fr % en las muestras de pan de molde contaminadas. El criterio de
seleccion, ademads, incluyé la importancia del microorganismo como agente contaminante de

alimentos y su potencial patogenicidad.

3.2.4. Evaluacion preliminar de la actividad antifiingica de los CA

La actividad inhibitoria de CAR, TIM, LIM y CIN puros disueltos en etanol absoluto
fue evaluada utilizando las especies flingicas seleccionadas anteriormente en la Seccion 3.2.3.
La metodologia utilizada para determinar la actividad inhibitoria de los CA fue la de difusién
en agar con pocillo descripto por Deans y Ritchie (1987), con algunas modificaciones. En
primer lugar, las especies fungicas seleccionadas se sembraron en placas de Petri (didmetro 90
mm) conteniendo 10 mL de medio de cultivo MEA y se incubaron a 25°C durante 7 dias.
Luego, suspensiones de esporas fungicas fueron preparadas con Tween 20 al 0,1% v/v y

posteriormente se diluy hasta obtener un inoculo de 10° esporas/mL. El recuento fue

78



MATERIALES Y METODOS

chequeado con cdmara de Neubauer. Se prepararon placas de Petri (didmetro 90 mm)
adicionando 1 mL de las suspensiones correspondientes y 20 mL de MEA. Una vez
solidificado el medio, se realizaron 5 pocillos equidistantes por placa, de 8 mm de diametro,
utilizando un cilindro de vidrio con extremo cortante estéril. En cada pocillo se adicioné un
volumen de 65 pL de solucién etandlica de CA en un rango de concentracion de 0 a 5 mg/mL.
Posteriormente, las placas fueron colocadas en bolsas de polietileno e incubadas a 25 °C.
Luego de 72 h, se midi6 el didmetro de los halos de inhibicién formados alrededor de cada

pocillo mediante un calibre Vernier.

3.2.5. Obtencion de nanoparticulas de PCH (PCHn)

La producciéon de PCHn se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento descrito por
Sponton y col. (2017), con algunas modificaciones. En primer lugar, se preparé una solucién
stock de PCH nativa disolviendo 7 g de PCH liofilizada en 100 mL de NaCl 50 mM dejando
por 6 horas en agitacion magnética. Luego, se determind la concentracion proteica de la
solucién midiendo la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Jenway 7305,
Reino Unido). Se utiliz6 un coeficiente de extincién de 0,835 L/gcm el cual fue determinado
previamente a partir de la pendiente de la curva de calibrado (Croguennec y col., 2007).
Luego, se ajust6 el pH a 6 con HC1 1 M y se almacend overnight a 4°C. Posteriormente se
verificé y corrigié el pH nuevamente a 6 y se dejo en refrigeracion durante 1 hora. Por tltimo,
con el objetivo de eliminar material insoluble y mucinas, se centrifugé a 2000g (4208 rpm) en
una centrifuga refrigerada (Heal Force Neofuge 18R, China) durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido fue separado y utilizado como solucién stock de PCH nativa. La
concentracion proteica de esta solucion fue verificada nuevamente por absorbancia a 280 nm.
Luego, se prepararon soluciones de PCH nativa por dilucién de la solucién stock de PCH
nativa en NaCl 50 mM con concentraciones de 0,1 a 3 % m/v, segin requirié el método
experimental al cual se destind, y se mantuvo a 4 °C, overnight.

En segundo lugar, para la obtencion de PCHn se prepararon soluciones de PCH nativa
en NaCl 50 mM al 1, 2 y 3% m/v. El pH de cada una de ellas fue ajustado a 10, 10,5 y 11 con
NaOH 1M. Alternativamente, una solucién de PCH nativa en NaCl 50 mM al 1% m/v
también se ajustdo a pH 9,5. Para el tratamiento térmico, se distribuyeron 2 mL de las
respectivas soluciones en tubos de vidrio con tapa y se sometieron a un tratamiento térmico
por inmersidon en un bafio de agua a una temperatura de 85°C por un tiempo de 5 minutos.

Luego, las muestras fueron retiradas y colocadas inmediatamente en bafio de hielo de manera
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de detener las reacciones de agregacidon proteica. Subsecuentemente, las muestras se

mantuvieron a 4 °C hasta el momento de ser utilizadas.

3.2.6. Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de nanoparticulas PCHn
3.2.6.1. Fluorescencia intrinseca y extrinseca

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente utilizada para el andlisis
estructural de proteinas y el estudio de su interaccién con otras moléculas o ligandos. La
fluorescencia es un tipo de luminiscencia (emisién de luz a partir de una sustancia) que ocurre
a partir de estados electronicamente excitados. En una poblaciéon de moléculas el pasaje de
electrones de un tUnico nivel electrénico fundamental a un estado excitado es inducido por
absorcién de luz (fotones). En el estado excitado la molécula es energéticamente inestable y
puede retornar al estado basal. Este tipo de moléculas que absorben fotones son denominadas
cromo6foros y un croméforo que puede emitir un fotén es denominado fluoréforo (Albani,
2004; Lakowicz, 2006).

El fendmeno de fluorescencia en las proteinas ocurre tipicamente a partir de sus
aminodcidos aromdticos triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe), denominados
fluoréforos intrinsecos. Los grupos indol de los residuos de Trp dominan la absorbancia UV y
emision en proteinas. La Tyr tiene un rendimiento cudntico similar al Trp, pero su espectro de
emisién estd mds estrechamente distribuido en la escala de A. Esto da la impresiéon de un
mayor rendimiento cudntico para la Tyr. En proteinas nativas la emision de Tyr se ve
disminuida o apagada (quencheada), 1o que puede deberse a su interacciéon con la cadena
peptidica o a la transferencia de energia al Trp. La emisién de Phe se observa solo cuando la
proteina carece de residuos de Tyr y Trp. La médxima absorcion, en agua y a pH neutro, ocurre
auna A de 295 nm para Trp, 275 nm para Tyr y 260nm para Phe. Mientras que, en promedio,
la mdxima emision se encuentra alrededor de los 350nm para el Trp, 304nm para Try y
282nm para Phe (Lakowicz, 2006). Los espectros de emisiéon de Trp se modifican
sensiblemente cuando el entorno en los que se encuentran los residuos de Trp en la proteina se
ve alterado por las transiciones conformacionales de proteinas, asociacion de subunidades,
unién de ligandos o desnaturalizacién. Por lo tanto el rango de A de excitacion (Acx)
mayoritariamente utilizado para estudiar los fendmenos de fluorescencia en proteinas se
encuentra alrededor de 295-300 nm y corresponde al fluoréforo Trp (Albani, 2004; Lakowicz,
2006)
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Por otro lado también existen fluor6foros extrinsecos (aquellos que se agregan a una
muestra que no posee propiedades de fluorescencia), como el ANS. Este tipo de fluoréforos
son frecuentemente débiles o no fluorescentes en agua, pero presentan una fuerte
fluorescencia cuando se unen a proteinas o membranas (Albani, 2004; Lakowicz, 2006). El
ANS es anfifilico, por lo que la regién no polar prefiere adsorberse a las regiones no polares
de las macromoléculas. Dado que el ANS en fase acuosa no contribuye a la emision, la sefial
observada se debe a la unién de la sonda con la macromolécula. Ambos tipos de fluoréforos
(intrinsecos y extrinsecos) permiten realizar caracterizaciones estructurales y de interaccion
proteina-ligando (Chandel y col., 2018; Lakowicz, 2006).

Con el objetivo de evaluar y caracterizar el efecto del tratamiento térmico sobre la
estructura tridimensional de PCH nativa, se determiné la fluorescencia intrinseca (debido a la
emision de Trp) y extrinseca utilizando ANS como sonda fluorescente. El equipo utilizado
para realizar las mediciones de fluorescencia fue un espectrofotometro de fluorescencia
(modelo F—2000, Hitachi, Japdn), el cual cuenta con una lampara de Xenén de 500 W y celda
de cuarzo para la muestra. Para realizar todas las mediciones se prepararon 4 mL de
diluciones de PCH nativa y PCHn al 0,0043% m/v con buffer fosfato 50 mM pH 7. La
determinacion de la fluorescencia intrinseca fue realizada a una Ae de 295 nm y el espectro de
emision fue recogido desde 308 a 420 nm (Aem). Los datos de intensidad de fluorescencia
fueron informados como Intensidad de Fluorescencia Intrinseca Maxima (IF.x-Trp). La A
correspondiente al maximo de intensidad (Amax-Trp) también fue informada.

Las determinaciones de fluorescencia extrinseca fueron realizadas utilizando ANS como
sonda fluorescente, tal como se menciond previamente. Se agregaron 20 ul de una solucién de
ANS 8 mM diluido en buffer fosfato (50 mM, pH 7) a cada muestra. El espectro de
fluorescencia extrinseca fue obtenido a una A, de 390 nm en un rango de Ay, de 420 a 600 nm
(Croguennec y col., 2007). Los datos de intensidad de fluorescencia fueron informados como
Intensidad de Fluorescencia Extrinseca Médxima (IF;,x-ANS). La A correspondiente a la
maxima intensidad (Am.x-ANS) también fue obtenida. Las determinaciones de fluorescencia

intrinseca y extrinseca fueron realizadas por triplicado y a temperatura ambiente.

3.2.6.2. Cromatografia de exclusion molecular en FPLC

Entre las técnicas comtnmente utilizadas para separar y cuantificar proteinas se
encuentra la cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel (SEC, del inglés Size

Exclusion Chromatography) (Fekete y col., 2014; Mori y Barth, 2013). El equipamiento
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utilizado para llevar a cabo la separacion y purificaciéon de proteinas por filtracion en gel es
esencialmente un equipo de cromatografia liquida (FPLC, del inglés Fast Protein Liquid
Chromatography) que proporciona alta resolucion mediante fases estacionarias de pequefio
didmetro para la caracterizacion y separacion de proteinas. La luz UV es el modo de deteccion
mas utilizado para proteinas. Las A en el rango UV, de 270, 275 y 280 nm dan una respuesta
especifica para los aminodcidos aromaéticos (Trp, Tyr, Phe). Las condiciones de elucién
utilizadas en esta técnica permiten la caracterizacién de la proteina con un impacto minimo en
su estructura conformacional y el entorno local (Healthcare, 2012).

En la presente tesis doctoral, el andlisis de las nanoparticulas PCHn fue realizado
utilizando una columna Superdex 200 (GE, Healthcare). Como control se incluyé el andlisis
de PCH nativa. La columna fue conectada a un dispositivo FPLC (modelo Akta Basic — GE,
Healthcare) y se equilibré con buffer fosfato 50 mM y NaCl 150 mM a pH 7,6. La calibracién
del equipo se realizé utilizando un kit de calibracién de filtracién en gel (GE, Healtcare), que
incluy6 los siguientes Marcadores de Peso Molecular (PM):

v" Tiroglobulina (669 kDa) 3 mg/ml
Ferritina (440 kDa) 0,3 mg/ml
Aldolasa (158 kDa) 3 mg/ml
Conalbtimina (75 kDa) 3 mg/ml
Ovoalbtiimina (44 kDa) 3 mg/ml
Anhidrasa Carboénica (29 kDa) 3 mg/ml
Ribonucleasa (13,7 kDa) 3 mg/ml
v' Aprotinina (6,5 kDa) 3 mg/ml

A N N NN

El volumen de inyeccion fue 100 pl y la velocidad de flujo utilizada fue 0,5 ml/min. La

cuantificacion se realizé con un detector UV midiendo absorbancia a 280 nm.

3.2.6.3. Analisis de distribucion de tamaiio de particula y potencial {

La distribucion de tamano de particula (PSD) fue obtenida por dispersion de luz
dindmica (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering) a un dngulo fijo de 90°.

DLS es una técnica no invasiva y no destructiva que permite medir el tamafio de una
gran poblaciéon de particulas en un corto periodo de tiempo (Arzensek y col., 2010;
Bhattacharjee, 2016; Malvern Instruments, 2013). La técnica se basa en el hecho de que las
particulas y las macromoléculas en solucién a temperatura constante estdn sometidas a
movimiento Browniano, un movimiento aleatorio producto de la colisiéon de las moléculas de

solvente con las particulas bajo andlisis. A una viscosidad y temperatura constante, la
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velocidad del movimiento Browniano (definida por el coeficiente de difusion traslacional, D)
dependerd del tamafio de particula (Malvern Instruments, 2013). Como consecuencia de este
movimiento la luz dispersada del conjunto de particulas fluctuard con el tiempo. La
fluctuacién de la luz dispersada con el tiempo es procesada por un correlador, que
basicamente es un comparador de sefales, el cual genera la funcién de correlacién de la
muestra (Falke y Betzel, 2019; Malvern Instruments, 2013).

A partir de la deconvolucion de la funcion de correlacion se obtiene la PSD. La misma
es obtenida a partir de un grafico de la intensidad relativa de luz dispersada por las particulas
de varios tamafios y es conocida como distribucién de tamafio en intensidad (PSDi) (Arzensek
y col., 2010). EI area debajo de cada pico en la grafica PSDi es proporcional a la intensidad
dispersada relativa de cada familia de particulas (Malvern Instruments, 2013). Cuando la
curva de correlacién es ajustada a un algoritmo cumulante exponencial simple, es posible
obtener un unico valor de D representativo del conjunto de particulas, a partir del cual es
posible calcular un dnico valor de dy (asumiendo que las particulas tienen forma esférica)
utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein (Arzensek y col., 2010). El dg medido por DLS se
define como el didmetro de una esfera rigida que difunde a la misma velocidad de difusion
que la particula bajo andlisis (independientemente de si la particula es esférica o no)
(Bhattacharjee, 2016).

Por otro lado, el anélisis de cumulantes de la funcidn de autocorrelacion permite obtener
el indice de polidispersidad global (PdI), el cual es indicativo del ancho de una distribucién de
tamafio global asumiendo un tnico valor medio. El término polidispersidad se utiliza para
describir el grado de "no uniformidad" de una distribucién de tamafio. Distribuciones con
PdI<0,1 se denominan monodispersas, mientras que valores de PdI>0,1 caracterizan muestras
polidispersas pudiendo ser de polidispersidad moderada (0,1-0,4) o amplia (>0,4)
(Bhattacharjee, 2016). Si bien DLS permite obtener la PSDi, es posible realizar las
trasformaciones a partir de ella a fin de obtener las PSD en volumen (PSDv) y en nimero
(PSDn) aplicando la teoria de Mie, donde son empleadas las propiedades 6pticas del analito
(indice de refraccion y absorcidn) (Malvern Instruments, 2013).

El potencial { es una propiedad fisica que exhiben las particulas en suspension, las
moléculas y los materiales de interfase. Esta asociado a la presencia de cargas en la superficie
de las mismas. La carga neta en la superficie de una particula afecta la distribucién de los
iones de la region interfacial a su alrededor, resultando en un aumento de la concentracion de
contra iones (iones de carga opuesta a la de la particula) cerca de la superficie (Malvern

Instruments, 2013). La capa de liquido que rodea a una particula se divide en dos partes: la
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capa de Stern, donde los iones estdn fuertemente unidos a la particula, y la capa difusa donde
los iones estdn unidos de manera mas débil. A su vez, dentro de la capa difusa se define un
borde o limite hipotético dentro del cual los iones y las particulas forman una entidad estable.
Es decir, que cuando la particula se mueve, los iones dentro de este limite también se mueven
con ella. El potencial en este limite hipotético es lo que se conoce como potencial { y su
magnitud es un indicador de la estabilidad coloidal del sistema en estudio (Bhattacharjee,
2016).

El potencial { no se puede medir directamente y se deduce de la movilidad
electroforética (Ug) de particulas cargadas por dispersion de luz electroforética. La Ug de las
particulas se calcula primero como la relacién entre la velocidad de la particula (um/s) y la
intensidad del campo eléctrico (V/cm). Luego, conociendo el valor de Ug el potencial { se

calcula por medio de la ecuacion de Henry:

260 f(Ka)
UE = —31']

Ecuacion 3

Donde ¢ es la constante dieléctrica,  es el potencial C, f (ka) es la funcién de Henry y n es la
viscosidad. Para particulas pequeflas en medio acuoso y con baja concentracién de
electrolitos, se usa f (ka) =1 segiin la aproximacién de Smoluchowski (Bhattacharjee, 2016;
Malvern Instruments, 2013). La serie Zetasizer Nano calcula la Ug por dispersion de luz
electroforética de una dispersion o moléculas en solucién. El principio fisico fundamental es
el de la electroforesis. Las particulas méviles durante la electroforesis dispersan un ldser
incidente. Como las particulas son méviles, la luz dispersada tiene una frecuencia diferente a
la del laser original y el cambio de frecuencia es proporcional a la velocidad de las particulas
(velocimetria por laser Doppler) (Malvern Instruments, 2013).

En la presente tesis doctoral, la distribucion de tamafio de particula (PSD) y el potencial
€ de PCH nativa (control) y PCHn fueron obtenidos utilizando un equipo Zetasizer Nano
(modelo ZS90, Malvern Instruments Limited, Reino Unido) equipado con un l4ser de He-Ne
de A de salida de 632,8 nm. Para determinar PSD y potencial {, las muestras fueron diluidas
con NaCl 50 mM, de manera de obtener una concentracion de 0,1% m/v. Luego, se corrigi6 el
pH del medio acuoso a valores de 3 y 7 utilizando HCI. Los indices de refraccion para el
solvente y los agregados de proteina utilizados fueron 1,33 y 1,50, respectivamente
(Croguennec y col., 2007). El dg fue obtenido a partir del pico de la curva intensidad (PSDi,

%) vs. diametro (nm). El Pdl, 1a PSDv fueron también considerados en el analisis de PSD. El
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valor de potencial C fue calculado de acuerdo con el modelo de Smoluchowski, utilizando el
software que provee el equipo (Malvern Instruments, 2013). Todas las mediciones fueron

realizadas a 25 °C por triplicado.

3.2.6.4. Estudio de los aspectos morfolégicos

La morfologia y ultraestructura de las nanoparticulas obtenidas en la presente tesis
doctoral fue analizada por microscopia de fuerza atémica (AFM).

Las mediciones realizadas se llevaron a cabo adsorbiendo 2 uL de muestra (dilucion:
0,0001% m/v) sobre una superficie de mica escindida (1 sz) y secada en cdmara de vacio.
Las imagenes de AFM se realizaron en modo tapping con un microscopio Agilent 5400
(Agilent Technologies, EE.UU). Se utilizaron cantilevers de AFM recubiertos de aluminio
(modelo OPUS: 160AC-NA) con las siguientes especificaciones: longitud: 160 um; radio de
tip: <7 nm; ancho medio: 40+2 um; espesor: 4+0,5 um; altura de tip: 14 um y fuerza de
resorte: 26 N.m™. Se emple6 una frecuencia de oscilacién de 280 kHz. Las muestras fueron
escaneadas a 1 linea s”. Para el procesamiento de imégenes, se utilizé el software Gwyddion
2.44. Se obtuvieron imagenes topograficas, de fase y en formato 3D a fin de mostrar una

mejor definicion de las particulas proteicas.

3.2.7. Caracterizacion de la formacion de complejos PCHn-CA

Las propiedades de las nanoparticulas PCHn de unir CA fueron estudiadas mediante
fluorescencia intrinseca y extrinseca. Los mismos, fueron preparados adicionando soluciones
etandlicas de CA a las muestras de PCHn. Se determind la PSD y potencial { de los complejos
obtenidos, tal como fue descripto anteriormente. Ademas, fue evaluada la morfologia (AFM),

eficiencia de encapsulaciéon de PCHn y actividad antifiingica de los complejos obtenidos.

3.2.7.1. Fluorescencia intrinseca y extrinseca

El proceso de formacion de complejos fue caracterizado por espectroscopia de
fluorescencia intrinseca y extrinseca utilizando un espectrofotometro de fluorescencia
(modelo F—2000, Hitachi, Japén). Se incluyeron complejos formados con PCH nativa (PCH-
CA) como control, con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento térmico en la
formacion de los complejos. Se prepararon diluciones de PCH nativa y PCHn en buffer
fosfato (pH 7, 50mM) a 0,0043% m/v y se titularon con volumenes crecientes de soluciones

etandlicas stock de CA (6 y 12 mM) (Zimet y Livney, 2009). El rango de concentracion
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evaluado para los CA fue 0-200 uM. En todos los casos, la concentracion final de etanol fue
inferior a 2% v/v para evitar posibles efectos sobre la conformacién de los sistemas proteicos
(Cogan y col., 1976). Luego, los sistemas se dejaron equilibrar a temperatura ambiente (25°C)
durante 24 h. Los espectros de emision intrinseca (debido a la emisioén de residuos Trp) se
registraron en el rango de 308-420 nm, a una Aex de 295 nm. La IFu.-Trp y la Aey
correspondiente fue registrada para cada espectro. Los resultados fueron informados como
Intensidad de Fluorescencia Intrinseca Relativa (IFR-Trp), la cual fue calculada como la
relacion entre la IF,,«-Trp a una concentracion de CA dada y la intensidad de fluorescencia
intrinseca de maxima emision a concentracién de CA cero (IFy-Trp). Las curvas de titulacién
fueron representadas como IFR—Trp en funcién de la concentraciéon de CA. Las mediciones
fueron llevadas a cabo por triplicado, a 15, 25, 35 y 45 °C.

Los experimentos extrinsecos se llevaron a cabo utilizando ANS como sonda
fluorescente. El espectro de fluorescencia extrinseca fue obtenido adicionando 9 pl de una
soluciéon de ANS 15 mM a los complejos generados anteriormente para las determinaciones
de fluorescencia intrinseca (PCH-CA y PCHn-CA, titulados en un rango de 0 a 200 uM con
solucién de CA en etanol absoluto). El espectro de emision fue obtenido entre 420 y 600 nm a
una Aex de 390 nm. Los resultados se expresaron en términos relativos como Intensidad de
Fluorescencia Extrinseca Relativa (IFR-ANS), la cual fue definida como la relacion entre la
intensidad de fluorescencia extrinseca de mdxima emision a una dada concentracion de CA
(IFmax-ANS) y la intensidad de fluorescencia extrinseca de maxima emisién a concentracion
de CA cero (IFp-ANS). Las mediciones fueron llevadas a cabo por triplicado y a temperatura

ambiente.

3.2.7.2. Propiedades estequiométricas y parametros termodinamicos

Con el objetivo de estudiar las interacciones moleculares entre proteina y los CA,
calcular la estequiometria de unién o nimero de moléculas de CA unidas por unidad
monomérica de proteina, determinada en base al PM obtenido anteriormente por SEC-FPLC,
(n) y la constante de asociacion (K,), los resultados de fluorescencia se ajustaron al modelo de

Scatchard modificado utilizando la siguiente ecuacion (Le Maux y col., 2013):

[Pl.(1—-f) = leal (l — 1) - Ecuacion 4

n fi Kqn
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Donde [P] es la concentracion total de PCH o PCHn en Molaridad (M), [CA] es la
concentracion total de CA en Molaridad (M), n es el nimero de moléculas de CA unidas a
PCH o PCHn a nivel de la saturacion, K, es la constante de asociaciéon (1/M) y fj es la

fraccion de sitios ocupados por CA, la cual se define como:

Ecuacion 5

Donde F, F, y Fy, es la intensidad de fluorescencia maxima, mixima a concentracion cero de
CA y mdaxima en la saturacidn, respectivamente. Al graficar [P].(1-fj) en funcién de
[CA].[(1/fj)-1] se obtiene una recta en donde la pendiente es 1/n y la ordenada al origen
—(1/K,.n). Por otro lado, los pardmetros termodindmicos involucrados en el proceso de
formacién de complejos, tales como energia libre estandar (AG®, J/mol), entalpia (AH®, J/mol)
y entropia (AS°, J/mol) fueron obtenidos a partir de los resultados de fluorescencia a
diferentes temperaturas (en el rango mencionado anteriormente). Para ello, se utilizaron las
siguientes ecuaciones (Wu y col., 2011):
_AS® AH°

InK, =—— Ecuacion 6
R RT

AG®° = —T.AS° + AH°® Ecuacion 7

Donde K, es la constante de equilibrio (1/M), T es la temperatura (K) y R la constante de los
gases (J/mol.K). Al graficar In K, en funcién de 1/T se obtiene una grifica en la cual la

pendiente es —(AH°/R) y la ordenada al origen es AS°/R.

3.2.7.3. Analisis de distribucion de tamafio de particula (PSD) y potencial {

Los andlisis de PSD y potencial { de PCHn-CA se llevaron a cabo a valores de pH 3y 7
del medio acuoso. Para las mediciones se prepararon soluciones proteicas de PCHn al 0,1%
m/v diluyendo con solucién de NaCl (50 mM, pH 7) y se adicionaron volumenes de solucion
de CA en etanol absoluto de manera que la concentracion final de ligando corresponda a la
saturacion de los sitios de union calculada a partir de los resultados de fluorescencia. En todos
los casos, el porcentaje de etanol no superé el 2 % v/v. Luego, se corrigi6é el pH del medio
acuoso con HCI. Las determinaciones se realizaron utilizando un equipo Zetasizer Nano

(modelo ZS90, Malvern Instruments Limited, Reino Unido), del mismo modo en que se
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realizaron para las nanoparticulas sin ligando. Las mediciones fueron realizadas a 25 °C, por

triplicado.

3.2.7.4. Estudio de los aspectos morfolégicos

La morfologia de los complejos PCHn-CA obtenidos fue analizada por AFM. La
preparacidon de las muestras y el andlisis de las imédgenes se realizaron como se describid

anteriormente en la seccion 3.2.6.4.
3.2.7.5. Eficiencia de encapsulacion (EE)

La concentracion de los CA encapsulados por PCHn fue determinada por
espectroscopia UV-Vis de acuerdo al protocolo descripto por Pan y col. (2014) y Parris y col.
(2005), con algunas modificaciones.

En primer lugar, se obtuvieron los complejos PCHn-CA mediante la mezcla de
volimenes de solucién de nanoparticulas PCHn y solucién etandlica de CA al 4% m/v, en
relacién 10:1 (133mg de CA/g de proteinas). La mezcla fue realizada bajo leve agitacién
durante 30 min. Esta relacién volumétrica y concentracion de CA fue escogida sobre la base
de ensayos de estabilidad coloidal realizados de manera preliminar. A partir de los mismos, se
observé que concentraciones y volimenes mayores de solucion etandlica de CA producian la
precipitacion de los sistemas. Luego, se realizé la precipitaciéon de los complejos obtenidos
bajando el pH de la solucién a 4,5 (punto isoeléctrico de PCH) con una solucién de HCI 0,1
M. A continuacién, se centrifugd a 10.000g durante 10 min. Se tomé un volumen de 0,3 mL
del sobrenadante obtenido y se realizé la extraccién de CA libre agregando 3 mL de acetato
de etilo. Se agit6 durante 1 min en vortex y luego se centrifugd a 2.000 g durante 2 min. Se
tomo un volumen de la fase de acetato de etilo y se midié absorbancia a 275 nm (CAR y TIM)
y 280 nm (CIN). Para determinar la concentracién de CA libre se obtuvieron previamente
curvas de calibrado utilizando un rango de concentraciones de los compuestos puros disueltos
en acetato de etilo. Ademads, se realiz6 un blanco de solucién de proteinas sin CA. La
concentracion de CA encapsulado (CAg) se obtuvo como la diferencia entre la concentracion
total inicialmente agregada (CAr) y la concentraciéon encontrada en el sobrenadante (CAs, CA

no encapsulado). Asi, la EE (%) se calcul6 de la siguiente manera:

EE (% m/m) = (CAg/CAr) x 100 Ecuacion 8
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3.2.7.6. Determinacion de la actividad antifiingica

A partir del aislamiento y caracterizacion realizado en la seccion 3.2.3, y de los ensayos
preliminares de actividad antifingica (seccion 3.2.4), se selecciond la especie fungica A. niger
para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y minima fungicida (CMF). La
seleccion se realizé en base a su resistencia a los CA puros disueltos en etanol. Se tuvo en
cuenta, ademads, la Fr % en productos panificados, su importancia como agente contaminante
de alimentos y su potencial patogenicidad.

Para el andlisis de la eficacia antifingica de los complejos PCHn-CA contra A. niger se

emplearon dos técnicas: microdiluciéon en caldo y dilucién en agar.

3.2.7.6.1. Ensayo de microdilucion en caldo

Se utilizé el método de microdilucidn en caldo utilizando microplacas de 96 pocillos de
acuerdo a la metodologia propuesta por Bouddine y col. (2012). Se emple6 caldo extracto de
malta (MEB) para determinar la CMI y CMF. Los experimentos se realizaron por triplicado
utilizando microplacas de 96 pocillos en las que se expuso una dispersion de esporas de A.
niger a soluciones de complejos a 0-700 pg/mL de CA. Se preparé una solucién stock de
nanocomplejos tal como se indicé en la seccion 3.2.7.5. (4 mg de CA/mL) a partir de la cual
se diluy6 para obtener el rango de concentracién indicado. Se utilizé una suspensién de 10°
esporas/mL, la cual se prepar$ tal como se indicé en la seccion 3.2.4. Las microplacas se
incubaron a 25 °C durante 7 dias. Como controles se incluyeron pocillos solo con MEB, con
soluciones puras de PCHn (sin CA) y con soluciones de CA puros disueltos en etanol. La
CMI se definié como la concentracion de PCHn pura o CA mads baja (puros o encapsulados) a
la que no se evidencié visualmente el crecimiento de hongos en comparaciéon con el control
correspondiente al pocillo que contenia solo MEB. Ademds, para comprobar la CMI, se aplicé
un ensayo colorimétrico utilizando MTT, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, como sonda de viabilidad celular. Se prepar6 una solucion de MTT en buffer
fosfato (50 mM, pH 7) y se afiadieron alicuotas de 25 pl a cada pocillo. Luego, la microplaca
se incub6 a 37 ° C durante 3 h (Kavitha y Satish, 2013). Para determinar la CMF, los pocillos
en los que no se observd color violeta (células viables) se sembraron asépticamente en
profundidad en placas MEA y se incubaron a 25 °C durante 7 dias. Por tanto, se considerd
CMF como la concentracion de PCHn pura o CA (puros o encapsulados) a la que no se

evidenci6 crecimiento de hongos.
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3.2.7.6.2. Ensayo de dilucion en agar

La actividad antifingica de los CA puros disueltos en etanol y de PCHn-CA fue
determinada mediante la técnica de dilucién en agar (Bansod y Rai, 2008). El rango de
concentracion evaluado fue 0-50 pg de CA/mL. Para ello, soluciones stocks de CA puros
disueltos en etanol y complejos PCHn-CA, fueron diluidas en 10 mL de MEA a 40°C de
manera de obtener placas con 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pg de CA/mL. Al igual que en el ensayo
de microdilucidn, se utilizé la solucién stock de nanocomplejos de 4 mg de CA/mL (seccion
3.2.7.5.) a partir de la cual se realizaron diluciones para obtener las concentraciones finales de
CA encapsulado deseadas. Ademads, se evalud la actividad de PCHn pura (sin CA). Luego, se
distribuyeron en placas de Petri (didmetro 90 mm) y una vez solidificado el agar se inocul6
con 3 pL de la suspensién de A. niger de 10° esporas/mL en tres puntos equidistantes de las
placas y se incub6 durante 7 dias a 25°C. Se obtuvo la CMI, la cual se definié como la
concentracion mds baja que produjo una disminucién visual del crecimiento (disminucién del
didmetro de las colonias) respecto al control (0 pg/mL). Por otro lado, también se obtuvo la

CMF o concentracion més baja que demostrd una ausencia total de crecimiento en placa.

3.2.8. Preparacion de las soluciones formadoras de recubrimiento (SFR)

Para obtener las SFR, soluciones de PCHn-CA se mezclaron con diferentes
concentraciones de glicerol del 30, 40 y 50% m/m total de proteinas (Gennadios y col., 1996).
Los complejos PCHn-CA se obtuvieron tal como se indicé en la seccion 3.2.7.5, de manera de
utilizar la maxima concentracion de CA.

Para evaluar el aspecto visual de las SFR obtenidas, se coloc6 un volumen de 1,5 mL de
cada una sobre superficies de vidrio y teflon, dejando secar luego durante 24 horas a

temperatura ambiente (25 °C).

3.2.9. Aplicacion de SFR sobre la corteza de panes de molde sin conservantes

Las SFR se aplicaron sobre la corteza de piezas de pan de molde mediante la técnica de
pincelado. Para ello se elaboraron piezas de pan de 50 g como se describi6 en la seccion 3.1.
Una vez horneados, estos se enfriaron inmediatamente durante 30 min a temperatura
ambiente. Finalmente, los panes se pincelaron uniformemente con las SFR cubriendo toda su
superficie y se secaron a 30 °C y 40% de HR durante 1 hora. Finalmente, los panes

recubiertos se envasaron en bolsas de polietileno, se sellaron y almacenaron durante 7 dias a
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25 °C. Se incluyeron como controles piezas de pan sin recubrir (sin SFR) y recubiertas con

SFR (PCHn-Glicerol, sin CA).

3.2.10. Evaluacion de los panes luego de la aplicacion de las SFR
3.2.10.1. Humedad y actividad acuosa (ay)

Se evalud el impacto de la aplicacion de las SFR sobre el contenido de humedad (%,
m/m) y ay de la corteza y miga de los panes. Las determinaciones se realizaron después de la
aplicacion de las SFR (dia 0) y después de 7 dias de almacenamiento a 25 °C (dia 7). Para la
medicion de la humedad, se pesaron 2,5 g de muestra en una balanza halégena (modelo PMR
50 NH, Radwag, Polonia) y se calenté a 105 °C hasta peso constante. El porcentaje de

humedad se calcul6é como:

Humedad (% m/m) = %xmo Ecuacion 9

Donde, P; y Py, son los pesos (g) antes y después del secado a 105 °C, respectivamente. El aw
de la corteza y la miga se determiné utilizando un equipo Aqua LAB (modelo CX-2T,

Decagon Devices Inc., EE.UU). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2.10.2. Analisis de textura y color

Con el objetivo de evaluar el impacto de los recubrimientos sobre los panes, se realizd
un andlisis de perfil de textura (TPA) y color. Ambos, son atributos muy importantes
utilizados en la industria alimentaria para evaluar calidad y aceptabilidad de un producto
alimenticio. Su evaluacién puede realizarse mediante pruebas objetivas (instrumentales)
(Angioloni y Collar, 2009).

El texturémetro, dispositivo que imita la condicion de masticacion, presenta una
excelente correlacion con la evaluacion sensorial de la textura (Szczesniak, 1963). El andlisis
consiste en someter a una muestra a dos o mds ciclos de compresién entre dos superficies
paralelas. A partir de los resultados obtenidos se genera una curva fuerza-tiempo o TPA (Fig.
18) (Bourne, 2002; Khan y Rahman, 2021).

A partir de la misma se determinan los atributos de textura. En la Fig. 18, A indica el

comienzo de la primera compresion y B el comienzo de la segunda compresion. La altura del

91



MATERIALES Y METODOS

pico de fuerza en el primer ciclo de compresion (primer mordisco) se define como dureza. La
fracturabilidad (originalmente llamada fragilidad) como la fuerza de ruptura significativa en
la curva correspondiente al primer mordisco que normalmente aparece antes de la dureza

(que, en este caso, se muestra como una linea discontinua en la Fig.18.

Fracturabilidad Dureza

L=

Fuerza—p
j=3
[

Tiempo —»

Figura 18. Curva tipica de TPA generada por el texturémetro (Bourne, 2002)

. La relacién de las dreas de fuerza positiva bajo la primera y la segunda compresion
(A2/AT) se define como cohesividad. La adhesividad corresponde al drea de fuerza negativa
del primer mordisco (A3), representa el trabajo necesario para sacar el émbolo de compresion
de la muestra. La distancia en altura que el alimento recuperd durante el tiempo transcurrido
entre el final del primer mordisco y el comienzo del segundo mordisco (BC) se define como
elasticidad. La resiliencia, es el drea durante la retirada de la primera compresién (es decir,
descompresion) dividida por el drea de la primera compresion (A3/A1). Luego, por cdlculo se
derivan otros dos pardmetros a partir de los pardmetros medidos: gomosidad, definida como el
producto de dureza x cohesividad y masticabilidad como el producto de gomosidad x
elasticidad (Bourne, 2002; Khan y Rahman, 2021)

En la presente tesis doctoral se realizé un TPA de las muestras de pan (50x40 mm) el
dia de su elaboracion (dia 0) y luego de 7 dias de almacenamiento. Se utiliz6 un analizador de
textura TA-XT Plus (Stable Microsystems, Reino Unido) equipado con un disco plano de
aluminio de 75 mm y una celda de carga de 50 kg. Los ajustes del analizador de textura
fueron: prueba de doble compresién, velocidad de prueba previa 10 mm/s, velocidad de
prueba 1,7 mm/s, velocidad posterior a la prueba 10 mm/s, distancia 10 mm, tiempo 3 s,

fuerza de disparo 0,049 N, drea de contacto de 1963,5 mm?> y deformacion del 25%. Para
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calcular los valores de dureza, elasticidad, cohesividad, gomosidad, masticabilidad y
resiliencia se aplico el software TA-XT Exponent. Los valores de TPA informados fueron los
promedios de 3 determinaciones.

Luego se determind el color de la corteza de los panes utilizando un espectrofotémetro
Minolta (modelo CM-508d/8, Minolta, Japén), equipado con un iluminante estandar D65, con
un 4angulo de observacién de 10° y componente especular excluido (Rodriguez-Arzuaga y
Piagentini, 2018). Se evaluaron los componentes del sistema CIE, espacio de color definido
por las coordenadas rectangulares L*, a*, b*. Los tres parametros en el modelo representan: la
luminosidad o claridad del color (L*) que va del negro (L*=0) al blanco (L*=100), su
posicion entre rojo y verde (a*, valores negativos indican verde mientras valores positivos
indican rojo) y su posicion entre amarillo y azul (b*, valores negativos indican azul y valores
positivos indican amarillo). Se realizaron seis mediciones de color por muestra. Luego, se
determiné la diferencia de color total (AE*) entre la muestra control (pan sin recubrir) y los

panes recubiertos, y se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacién (Pathare y col., 2013):

AE* = (AL*? + Aa*® 4 Ab*%)05 Ecuacién 10

Donde AL *, Aa * y Ab * son las diferencias entre cada pardmetro de color correspondiente a

las muestras y el control.

3.2.10.3. Analisis microbiologico

La calidad microbioldgica de los panes fue analizada mediante la técnica de recuento
en placa de mohos y levaduras (Khan y Rahman, 2021). Los panes recubiertos y envasados
fueron analizados el dia O (posterior al proceso de recubrimiento) y luego de 7 dias de
almacenamiento a 25°C. También fueron analizadas muestras de pan sin SFR (control) y
recubiertas con SFR (PCHn-Glicerol, sin CA). Para ello, se homogeneizaron 10 g de muestra
de pan y se diluyeron en 90 mL de agua de peptona al 0,1% m/v. Se prepararon diluciones
seriadas (en el rango de 102 a 10™) y se sembré en profundidad 1 mL de cada una en MEA.
Se incubaron placas de Petri a 25 °C durante 5 dias y se obtuvieron las unidades formadoras
de colonias por gramo de muestra (UFC/g). Las pruebas microbioldgicas se realizaron por

triplicado.
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3.2.10.4. Analisis sensorial

En el presente trabajo de tesis, se realizé un ensayo de aceptabilidad con consumidores
(Yousif y col., 2012). El ensayo se llevé a cabo con 60 voluntarios (consumidores habituales
de pan) de entre 20 y 65 afios (22 hombres y 38 mujeres) de la ciudad de Santa Fe
(Argentina). Se contempl6 una escala hedonica verbal horizontal de 9 puntos (donde: 9- “me
gusta muchisimo”, 8-“me gusta mucho”, 7-“me gusta moderadamente”, 6-“me gusta poco”, 5-
“no me gusta, ni me disgusta”, 4-“me disgusta poco”, 3-“me disgusta moderadamente”, 2-“me
disgusta mucho” y 1-“me disgusta muchisimo™) (Ares y col., 2017). Los consumidores
probaron 4 muestras: pan sin recubrimiento (control), pan recubierto con SFR-TIM, pan
recubierto con SFR-CAR y pan recubierto con SFR-CIN. Se evalu6 el olor, sabor y la
aceptabilidad global de los panes. Las muestras se analizaron un dia después de hornear y
pincelar. Se presentaron en rodajas de 4,5x5 cm (incluyendo corteza y miga), envasadas en
bolsas plésticas y codificadas con niimeros aleatorios de 3 digitos. Las muestras se entregaron

al azar y se utiliz6 agua para enjuagar la boca después de probar cada una de ellas.

3.2.11. Obtencion y caracterizacion de peliculas activas (PA)

Las PA fueron obtenidas a partir de los complejos formados por nanoparticulas
obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 min) de una solucién de PCH al 5% m/m y pH

11,4 (PCHs_;1 4), los compuestos CAR, TIM y glicerol como agente plastificante.

3.2.11.1. Preparacion de nanoparticulas PCHs.11 4

Las nanoparticulas PCHs_;; 4 fueron obtenidas de acuerdo al procedimiento descrito por
Sponton y col. (2020). En primer lugar, se preparé una solucion stock diluyendo 1 L de clara
de huevo liquida pasteurizada con 200 mL de agua destilada. El pH de la solucién resultante
se ajustd a 6,0 usando HCI 2N. Luego, la solucién se centrifugd a ~2000 g (durante 20 min)
para eliminar las mucinas. Posteriormente, el pH del sobrenadante se ajusté a 11,4 usando
NaOH 2 N y se verifico la concentracion proteica por absorbancia a 280 nm, tal como se
indicé en la seccion 3.2.5. De esta forma, una solucién stock al 8,5% m/v fue obtenida. A
partir de esta solucién stock, se prepard por dilucién una solucién al 5% m/v y pH 11,4.
Posteriormente, se coloc6 1 L de esta solucién en un reactor discontinuo y se calentd bajo

agitacion magnética por circulacion de agua hasta 85 °C durante 5 min, luego la solucion se
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enfrié mediante circulacién de agua fria. Se mantuvo en almacenamiento a 4°C hasta su

posterior uso.

3.2.11.2. Obtencion y caracterizacion de complejos PCHs.11 4-CA

Los complejos se obtuvieron mezclando un volumen de soluciéon de PCHs.j;4a pH 11,5
(ajustado con NaOH 2 N) con un volumen de solucién etandlica de TIM y CAR al 4 % m/v,
en relacion 10:1,5 (120 mg de CA/g de proteinas). La mezcla se agité durante 30 min y se
equilibr6 durante 1 h a 25°C. Esta relaciéon se eligié en base a pruebas preliminares de
estabilidad coloidal las cuales evidenciaron que mayores concentraciones de CA y mayores
volimenes de solucién etandlica de CA producian la gelificacion de los sistemas mixtos. Por
otro lado, la concentracion de etanol utilizada se mantuvo por debajo del 20% v/v,
concentracion por encima de la cual podria producir cambios conformacionales en PCH (Yao

y col., 2020).

3.2.11.2.1. Espectroscopia de fluorescencia intrinseca

La interaccién entre PCHs 1, 4y los CA fue evaluada midiendo la IFx-Trp. Para ello, se
prepararon diluciones de PCHs ;4 y PCHs.114-CA en agua destilada (pH 11,5) con una
concentracion proteica del 0,0043% m/v. Luego, los sistemas mixtos se equilibraron a
temperatura ambiente (25°C) durante 24 h. Los espectros de emision intrinsecos (debido a la
emisién de residuos de Trp) se registraron en el rango de 308-400 nm, a una A de 295 nm.
Las mediciones se realizaron por triplicado a 25 °C usando un espectrofotometro de

fluorescencia (modelo F-2000, Hitachi, Jap6n).

3.2.11.2.2. Analisis de distribucion de tamaiio de particula (PSD) y potencial {

El tamafio de particula y el potencial { se determinaron utilizando el mismo equipo y
condiciones de medicion que se indicaron en la seccion 3.2.6.3. Para estas medidas, las
diluciones de PCHs_j;4 y PCHs 11 4-CA al 0,1% m/v se prepararon con agua destilada a pH
11,5. Se obtuvieron el dy y la PSDv para informar la composicion de los sistemas evaluados.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado a 25 °C.

95



MATERIALES Y METODOS

3.2.11.2.3. Eficiencia de encapsulacion (EE)

La concentracion de CA encapsulada por PCHs;;4 se determind mediante
espectroscopia UV-Vis de acuerdo a la metodologia descripta anteriormente en la seccion

3.2.75.

3.2.11.2.4. Determinacion de la actividad antifingica

La actividad antifingica de los complejos se determiné mediante la técnica de dilucién
en agar descripta en la seccion 3.2.7.6.2. utilizando la cepa fungica A. niger. Las soluciones
etandlicas de los CA puros y las soluciones de complejos de PCHs.; 4-CA se diluyeron a 0-
500 pg de CA/mL utilizando 10 mL de MEA a 40 °C (en placas de Petri de 90 mm de

didmetro). Ademds, se evalué la actividad de las nanoparticulas PCHs_;; 4 puras como control.

3.2.11.3. Produccion de PA

En primer lugar, se prepararon las soluciones filmogénicas afiadiendo glicerol (40%
m/m total de proteinas) a las soluciones de nanocomplejos PCHs j;4-CA obtenidas
anteriormente (seccion 3.2.11.2). A continuacidn, las soluciones se agitaron durante 30 min
hasta su homogeneizacion. Se preparé un control de PCHs._j; 4-Glicerol (sin CA).

Las PA se obtuvieron por el método de casting, colocando 25 g de las soluciones
filmogénicas en placas de Petri de pléstico (90 mm de didmetro) y secando en estufa de aire
forzado (Tecno Dalvo SRL, Argentina) a 40 °C durante 48 h. Posteriormente, se retiraron de
la estufa y se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 24 h. Finalmente, las PA se
despegaron de la superficie de las placas de Petri y se acondicionaron previamente a 25°C y
60% de HR durante 72 h antes de los ensayos de caracterizacion. El espesor de las mismas se
determiné utilizando un micrémetro digital (Mitutoyo, Japén) con una resolucién de 0,001
mm. Para ello, se tomaron aleatoriamente 10 mediciones en diferentes lugares para cada

muestra y se informaron los valores medios.

3.2.11.4. Caracterizacion fisicoquimica de las PA
3.2.11.4.1. Propiedades opticas

El color de las PA obtenidas por casting se determiné utilizando un espectrofotémetro

Minolta (modelo CM-508d/8, Minolta, Japon), equipado con un iluminante estdndar D65,
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angulo de observacion de 10° y componente especular excluido. Los parametros CIE, L*, a* y
b* se obtuvieron colocando porciones de PA en una placa estdndar reflectora color blanca. Se
tomaron cinco medidas en distintos puntos de la superficie de cada PA. La diferencia de color
total (AE*) y el indice de amarillez (IA) se calcularon de acuerdo a lo descripto por Taqi y

col. (2011):

AE* = (AL** + Aa*® + Ab**)05 Ecuacion 11
IA = 142.86 ZL’— Ecuacién 12

Donde AL *, Aa * y Ab * son las diferencias entre el parametro de color correspondiente de
las muestras y la PA control (PCHs._j; 4 Glicerol, sin CA).

La transparencia de las PA (T) se determiné de acuerdo al procedimiento descripto por
Lopez-Mata y col. (2016). Un trozo de pelicula (1,0 x 4,5 cm) se coloco sobre una de las caras
de una cubeta de cuarzo y se midi6 la transmitancia a 600 nm (Tgpp) con un espectrofotémetro
UV-vis (Jenway 7305, Reino Unido). La cubeta sin pelicula se utiliz6 como blanco. Se

registrd la Tggp y se calculd la transparencia de la pelicula mediante la siguiente ecuacion:

T = Log (%) Ecuacién 13

Donde G representa el espesor de la pelicula (mm). Se realizaron cinco mediciones de cada

PA.

3.2.11.4.2. Analisis microestructural

Las caracteristicas microestructurales de la superficie y seccion transversal de las PA se
examinaron por microscopia electrénica de barrido (SEM, del inglés Scanning Electron
Microscopy). Se utiliz6 un microscopio electronico de barrido Phenom Pro (Phenom-World
BV, Paises Bajos) a un voltaje de aceleracion de 10 KV y una distancia de trabajo de 2,5 £ 0,5
mm. Las muestras se recubrieron con una pelicula de oro depositada por pulverizacion
catddica con un recubridor de pulverizacion catédica Emitech K500X operado con argén (1

mBar) a 2,5 kV y 40 mA durante 5 min.
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3.2.11.4.3. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecdnicas de las PA obtenidas fueron evaluadas de acuerdo al método
estandar establecido por la ASTM (del inglés, American Standard for Testing Materials). La
norma ASTM D882 es un estandar de prueba disefiado especificamente para ensayar peliculas
con menos de 1 mm de espesor. La prueba se realiza en un equipo de ensayo universal y
consiste en someter una muestra, sostenida en ambos extremos por dos mordazas, a una
fuerza de traccion. Se emplea una velocidad constante de separacion de las mordazas que
sostienen los extremos de la muestra de prueba (ASTM, 2003a).

En el presente trabajo de tesis, se utiliz6 una méaquina universal Instron (EMIC 23-50)
de acuerdo con el método estindar ASTM D 882-03 (ASTM, 2003a; Cheng y col., 2019). Se
tomaron diez mediciones de espesor en diferentes lugares de cada muestra con un micrémetro
digital (Mitutoyo, Jap6n) y se utiliz6é la media en los calculos de tensién a la rotura (TS, del
inglés Tensile Strenght). La separaciéon de agarre inicial y velocidad de la cruceta se
establecieron en 50 mm y 20 mm/min, respectivamente. Se analizaron diez tiras preparadas a
partir de cada pelicula. A partir del ensayo se obtuvieron los pardmetros TS, deformacién a la
rotura (EB, del inglés Elongation at Break) y el médulo elastico (EM, del inglés Elastic
Modulus). TS se considera la mdxima resistencia a la tracciébn que puede soportar una
pelicula, EB la capacidad de la pelicula para estirarse antes de romperse y EM, también
conocido como médulo de Young, es una medida de elasticidad de la pelicula (ASTM,

2003a).

3.2.11.4.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los procesos de degradacion térmica de las PA se investigaron mediante un anélisis
termogravimétrico (TGA, del inglés Thermogravimetric analysis). Se utilizé un equipo TGA
Q500 (TA Instrument, EE. UU.). En una cubeta de platino se colocaron entre 7 y 10 mg de
cada muestra y se calentaron de 30° a 700 °C en atmosfera inerte mantenida mediante la
inyeccion de nitrégeno a un caudal de 35 mL/min, con una velocidad de calentamiento de 10
°C/min. Los resultados de las mediciones de TGA se presentaron graficamente en una curva
TGA en la que se representd la masa de la muestra (Peso, %) en funcion de la temperatura
(°C). Ademas, para determinar la velocidad con la que varié la masa durante el calentamiento,
se calculé la primera derivada de la curva TGA (%/°C) y se graficé respecto a la temperatura

(°O).
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3.2.11.4.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El comportamiento térmico de las PA se investigd por DSC (del inglés, Differential
Scanning Calorimetry), utilizando un calorimetro diferencial de barrido DSC-Q2000 (TA-
Instruments, EE. UU.). Se pesaron muestras de aproximadamente 10 + 1 mg y se sellaron
herméticamente en cdpsulas de aluminio. A continuacién, se calentaron en el rango de -50 a
200°C a una velocidad de 10 °C/min bajo atmésfera de nitrégeno (50 mL/min). Los resultados
se obtuvieron graficamente en una curva que represent6 el cambio en el flujo de calor (mW)

en funcion de la temperatura (°C). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2.11.4.6. Adsorcion de agua (AA)

La AA (% m/m) se determind segun el procedimiento descrito por Erben y col. (2019).
Las PA se almacenaron durante 72 h en desecadores con HR controlada de 60, 75 y 85 %. La
HR de cada desecador fueron obtenidas utilizando soluciones acuosas de glicerol, variando la
concentracion del mismo (72%, 58% y 44% g de glicerol/100 mL de agua). La prueba se

llevé a cabo a 25 °C y 1 atm. El agua adsorbida se calcul6 aplicando la Ec. (14):

AA(%) = 5100 Ecuacién 14

0

Donde m, es la masa inicial y m; es la masa final en un tiempo dado (t).

3.2.11.4.7. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La permeabilidad al vapor de agua (WVP, del inglés water vapor permeability) de las
PA se determiné de acuerdo con la norma ASTM E398-03 (ASTM, 2003b; Mendes y col.,
2019) utilizando un equipo Permatran W 1/50G (Mocon Inc., EE. UU.). Este método de
prueba evalia la dindmica de la tasa de transferencia de vapor de agua a través de un material
de barrera flexible. Las muestras se colocaron entre dos cdmaras, una de HR alta (40%) y la
otra de HR baja (10%). Luego las cdmaras se acondicionaron y aislaron, y a continuacién se
midi6 la velocidad con la que aument6 la humedad dentro de la caimara de baja HR en un
intervalo de tiempo predeterminado. Esta velocidad se comparé con la velocidad de una

muestra patron (calibrada gravimétricamente) y se determiné la velocidad de transmision de
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vapor de agua (WVTR, del inglés water vapor transmission rate). Luego, la WVP (g mm/m’

h KPa) se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

WVTR. &
AP

WVP = Ecuacion 15

Donde & es el espesor de la PC (mm), WVTR es la velocidad de transmision de vapor de agua
(g/m” h), y AP representa la diferencia de presion de vapor entre las dos caras de la PA:
AP=S(R1-R2); S es la presién de vapor saturado a 25 °C (3,10 kPa), R1 es la HR del lado
himedo de la cdmara (40%), R2 es la HR del lado seco de la cdmara (10%). Las pruebas se

realizaron por triplicado.

3.2.11.5. Evaluacion de la actividad antifingica de las PA en pan de molde

El objetivo de esta prueba fue evaluar la eficacia antiftingica de las PA de PCHs_j; 4-CA
contra la flora flngica contaminante naturalmente presente en panes de molde sin
conservantes. Los mismos fueron adquiridos en una panaderia local (Panificadora Perez,
Santa Fe, Argentina). Se cortaron en rodajas de 4,5x5 cm (incluyendo la corteza y la miga) del
mismo espesor (~1,5 cm) y se colocaron entre 2 placas de Petri conteniendo PA control
(PCHs.114) y PCHs_1;4-CA. Luego, se envasaron en bolsas plésticas y se almacenaron a 25 °C
durante 30 dias. Como muestra testigo, se incluyé una rodaja de pan entre 2 cajas de Petri sin
PA. Se realiz6 un recuento de mohos y levaduras a los 0, 7, 15 y 30 dias de almacenamiento.
Las pruebas se realizaron por triplicado (3 rodajas por sistema). Para ello se tomaron 10 g de
cada rodaja de pan y se diluyeron en 90 mL de agua peptonada al 0,1% m/v. Posteriormente,
se realizaron diluciones seriadas (10‘2 a 10'8), y se sembré en profundidad 1 mL en MEA. Las

placas se incubaron a 25 °C durante 5 dias y el recuento se expres6 como UFC/g.

3.2.11.6. Analisis del contenido de CA liberados en las PA

El contenido de CA liberado en las PA luego del periodo de almacenamiento con las
muestras de pan (seccion 3.2.11.5) se determin6 de acuerdo al procedimiento descripto por Li
y col. (2020). La extraccion de los CA de las PA se realiz6 con acetato de etilo. Para ello, las
PC expuestas a cada rodaja de pan se mezclaron con un volumen de acetato de etilo en
relacion 1:10 y se agitaron durante 24 h a 25 °C. Luego, el extracto se filtr6 y diluyé para

medir la absorbancia a 275 nm utilizando un espectrofotémetro UV-visible (Lambda 20,
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Perkin-Elmer, EE. UU.). Como control, se evaluaron PA formadas por PCHs_j; 4, sin CA.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

3.2.11.7. Analisis sensorial de los panes almacenados con PA

El impacto de las PA sobre las caracteristicas sensoriales de rodajas de pan de molde
fue analizado mediante un ensayo de aceptabilidad con consumidores. Se reclutaron un total
de 80 consumidores en funcién de su consumo de pan (al menos dos veces por semana),
disponibilidad e interés en participar. Los participantes tenfan entre 18 y 65 afios, siendo el
56% mujeres de la ciudad de Santa Fe.

Los consumidores probaron 3 muestras de pan, las cuales fueron almacenadas durante
10 dias a temperatura ambiente en contacto con PA de PCHs_j; 4-CAR, PCHs.14-TIM vy sin
PA (control). Las muestras fueron evaluadas en ese periodo debido al impacto negativo que
tiene el proceso de envejecimiento en la aceptabilidad del pan (Gambaro y col., 2004;
Giménez y col., 2007). Las muestras se entregaron en porciones de 30 g (incluyendo la
corteza y la miga) y se sirvieron a 24 °C. Cada muestra de pan se codificé con niimeros
aleatorios de 3 digitos. Las muestras se entregaron al azar para minimizar cualquier sesgo
sensorial y se utilizé agua para enjuagar la boca después de probar cada una de ellas.

Los participantes evaluaron la aceptabilidad global de los panes utilizando una escala
heddnica horizontal en la que 9=me gusta muchisimo; 8=me gusta mucho; 7=me gusta
moderadamente; 6=me gusta un poco; 5=ni me gusta ni me disgusta; 4=me desagrada
levemente; 3=me desagrada moderadamente; 2=me disgusta mucho; y I=me disgusta

extremadamente (Ares y col., 2017).

3.2.12. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron mediante andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando el software StatGraphics Plus 3.0. Para esto, se aplic el método de la diferencia

minima significativa (LSD) de Fisher a un nivel de confianza del 95%.
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4.1. Aislamiento y recuento total de hongos filamentosos

La exposicion de las muestras de pan a temperatura ambiente y en diferentes ambientes
(incluida la planta en donde fueron elaborados), produjo la contaminacién de las mismas con
hongos filamentosos (Fig. 19). El objetivo, en esta primer parte del presente trabajo de tesis,
fue obtener informacion sobre la ecologia fingica que caracteriza a este tipo de producto
elaborado principalmente a base de harina de trigo, para luego optimizar el desarrollo de

nanocomplejos antiftiingicos.

Figura 19. Panes de molde almacenados en la Planta de Panificacion del Instituto de Tecnologia

de Alimentos (ITA—FIQ—UNL) durante 10 dias y a temperatura ambiente.

La razén por la cual los hongos son importantes organismos de deterioro del pan, es
debido a que esta matriz alimenticia posee un contenido de humedad relativamente alto
(alrededor del 40%), ay de 0,94-0,97 y un pH de aproximadamente 6. Estas propiedades
favorecen la germinacion y el crecimiento de una amplia gama de mohos que contaminan el
producto durante o después de la produccion (Magan y col., 2012).

El recuento total de hongos filamentosos aislados a partir de cada muestra de pan de
molde almacenada durante 10 dias a temperatura ambiente se indica en la Tabla 10. Tal como
se observa, los valores de recuento total se encontraron en el rango de 10"-10° UFC/g.
Trabajos reportados por otros autores, indicaron valores similares, obteniendo recuentos
superiores a 10* UFC/ g. En todos los casos se observd, ademds, un incremento gradual de los
valores de recuento con el tiempo de almacenamiento (Latou y col., 2010; Passarinho y col.,
2014; Suwanamornlert y col., 2020). La temperatura de almacenamiento, estacién del afio
(principalmente en verano), condiciones higiénico-sanitarias del ambiente y el tiempo de
exposicion a dichas condiciones son factores relevantes que podrian influir en la carga

fingica. La mayor parte de la contaminacién se produce a partir de las esporas fiingicas que se
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encuentran en el ambiente y que son transportadas por el aire (Dos Santos y col., 2016; Garcia

y Copetti, 2019; Magan y col., 2012).

Tabla 10. Recuento total expresado en UFC/g, correspondiente a cada muestra de pan de molde

almacenada durante 10 dias a temperatura ambiente.

Muestra de pan (¥) Recuento total (UFC/g)

I 3%x10’
11 4x10®
III 1x10°
IV 1x10°
\% 7x10®
VI 7%x10’
VII 3x10®

VIII 4x10®

(*) Piezas de pan de molde de ~200 g.

4.2. Identificacion de hongos filamentosos aislados

Los hongos filamentosos aislados anteriormente se identificaron siguiendo la
metodologia de Pitt y Hocking (2009). Se encontré que todos los mohos contaminantes de
pan pertenecieron a los filos Ascomycota y Mucoromycota. Estos mohos correspondieron a
los géneros Aspergillus, Cladosporium, Eurotium, Fusarium, Penicillium y Rhizopus.
Consistentemente, Legan (1993), Cisarovd y col. (2021) y Pitt y Hocking (2009) sefialaron a
estos géneros como principales causantes de contaminacion fiingica en pan.

En la Tabla 11 se indican las especies de hongos filamentosos aisladas a partir de cada
una de las muestras de pan. Se aislaron e identificaron 4 especies pertenecientes al género
Aspergillus (A. candidus, A. niger, A. ochraceus y A. parasiticus), 1 especie del género
Cladosporium (C. cladosporioides), 1 especie del género Eurotium (E. chevalieri), 1 especie
del género Fusarium (F. oxysporum), 4 especies del género Penicillium (P. brevicompactum,

P. chrysogenum, P. citrinum'y P. corylophilum) y 2 especies del género Rhizopus (R. oryzae 'y
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R. stolonifer). Las cepas de Penicillium spp. halladas en los panes II y III no se identificaron a

nivel de especie debido a que no pudieron ser aisladas adecuadamente.

Tabla 11. Especies de hongos filamentosos aisladas a partir de las muestras de pan de molde.

Muestra de pan

Especie

Aspergillus niger

Eurotium chevalieri

Fusarium oxysporum

Penicillium corylophilum

II

Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus

Aspergillus parasiticus

Penicillium spp.

Rhizopus oryzae

111

Aspergillus niger

Penicillium spp.

Rhizopus stolonifer

v

Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum

V1

Aspergillus candidus

Cladosporium cladosporioides

Penicillium brevicompactum

vl

Aspergillus niger

Penicillium brevicompactum

Penicillium citrinum

VIII

Aspergillus niger

Penicillium brevicompactum
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Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las colonias observadas se

describen y presentan en al Apéndice (Tabla A1-A13).

4.3. Determinacion de Ab% y Fr% de hongos filamentosos identificados

Los recuentos obtenidos de cada género aislado a partir de las muestras de pan, se

especifican a continuacién en la Tabla 12.

Tabla 12. Recuento de cada género de hongo filamentoso aislado por cada muestra de pan de molde, expresado

en UFC/g.

Muestra Recuento por género (UFC/g)

de

pan Aspergillus  Cladosporium Eurotium  Fusarium  Penicillium Rhizopus
I 1x10° - 3x10° 8x10° 3x107 -
I 3x10° - - - 1x10’ 1x10°
I 1x10’ - - - 2x10’ 1x10°
1A% - - — - 1x10° -
\% - - - - 7x10° -
VI 2x10’ 5x10’ — - 3x10° -
VII 4x10° - — - 3x10° -

VIl 4x10° - — - 4x10° -

Luego, en la Tabla 13 se observa el recuento por cada género aislado a partir de las
muestras de pan de molde y su valor de Ab %. Como se observa, el género Penicillium
exhibié la mayor Ab %, alcanzando un valor de 80 %, aproximadamente. Luego, los géneros
Aspergillus y Rhizopus presentaron valores de Ab % considerablemente menores (11,13 y
6,60 %, respectivamente). En la denominacién “otros” se incluyen los mohos de aparicion
esporadica, con una Ab % menor o igual a 1,72 % (Cladosporium, Eurotium y Fusarium).

Por otra parte, en la Tabla 14 se observa el nimero de veces que aparecieron los géneros

en las muestras de pan de molde y la Fr % de cada uno de ellos.
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Tabla 13. Recuento y Ab % de cada género de hongo filamentoso aislado a partir de las muestras de pan de

molde.
Género de hongo filamentoso
Aspergillus Cladosporium Eurotium  Fusarium Penicillium  Rhizopus
Recuento
- 3x10° 5x10’ 3x10° 8x10° 2x10° 2x10°
género
(UFC/g)
Ab %
11,13 1,72 0,10 0,02 80,42 6,60
(%)

* Abundancia Porcentual (Ab %) = (n® UFC del género / n° UFC totales) x 100
* n° UFC totales = 3x10° UFC/g

Tabla 14. Numero de veces que aparecié cada género en las muestras de pan de molde y su Frecuencia Relativa

Porcentual (Fr %).

Género de hongo filamentoso

Aspergillus Cladosporium Eurotium  Fusarium  Penicillium Rhizopus
n 6 1 1 1 8 2
Fr %
75,0 12,5 12,5 12,5 100,0 25,0
(%)

* n: nimero de veces que aparece el moho

* Frecuencia Relativa Porcentual (Fr %) = (n° de veces que aparece el moho / n° de muestras evaluadas) x 100

El género Penicillium present6 una Fr % de 100%, es decir, fue aislado a partir del total
de las muestras de pan de molde evaluadas. El género Aspergillus obtuvo una Fr % de 75%,
por lo que resultd el segundo género mds frecuente entre las muestras evaluadas, seguido por
Rhizopus con una Fr % de 25%. En la denominacion “otros” se incluyen los mohos de
aparicion esporadica, con una Fr % de 12,5% (Cladosporium, Eurotium 'y Fusarium).

Los resultados, fueron consistentes con los hallados por Cisarova y col. (2021) quienes
realizaron 195 aislamientos a partir de 8 muestras de pan adquiridas en un comercio local, las
cuales fueron almacenadas en bolsas plasticas durante 3 dias a 25°C. Se encontraron especies
del género Penicillium con una Fr % de 100%. En segundo lugar, especies del género

Aspergillus y Cladosporium con una Fr % de 87,5% y 75%, respectivamente. Luego, los
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géneros Eurotium y Epicoccum se hallaron con una Fr % de 62,5%, para ambos. Finalmente
para los géneros Mycelia sterilia, Trichoderma, Rhizopus y Alternaria la Fr % fue inferior al
40%. Por otro lado, los resultados de las investigaciones reportadas por Legan (1993) también
presentaron una cierta concordancia con los del presente trabajo, teniendo en consideracion la
gran diferencia en el nimero de muestras evaluadas que existié entre un trabajo y el otro.
Estos autores evaluaron muestras de pan provistas por 46 panaderias del Reino Unido en
distintos meses del afio, las cuales fueron almacenadas a 22 °C en bolsas de pléstico selladas,
durante 5-6 dias hasta el crecimiento de colonias fingicas. El género Penicillium estuvo
presente en el 90-100 % de las muestras de pan (dependiendo del mes del afio), mientras que
los géneros Aspergillus y Cladosporium se encontraron en el 50 % de las muestras de pan,
aproximadamente.

Los elevados valores de Fr % de las especies de Penicillum y Aspergillus en pan se
deben, en parte, a la capacidad que poseen estos mohos de crecer bajo un amplio rango de
temperatura y actividad acuosa. El género Penicillum, a diferencia de Aspergillus, tiene la
capacidad de desarrollarse en un amplio rango de temperaturas (5°-30°C) y posee una gran
diversidad de especies capaces de producir cantidades abundantes de conidios los cuales
podrian ser facilmente transportados por el aire y permanecer suspendidos en los ambientes
(Magan, 2007; Pitt y Hocking, 2009). Por otro lado, debido a su naturaleza xerofilica, ambos
géneros forman parte de la flora contaminante natural de los cereales y sus harinas, en donde
las esporas permanecen viables (Pitt y Hocking, 2009). Al ser utilizados como materia prima
de productos panificados, las esporas estdn dispersas en el aire y el ambiente en donde se
elaboran, equipos y superficies. Si bien, durante el proceso de coccidn se eliminan, las esporas
dispersas en el aire del ambiente de elaboracién sirven como fuente de contaminacién cuando
se depositan en la superficie de los productos recién horneados durante la etapa de
enfriamiento (Garcia y col., 2019a; Legan, 1993).

Para continuar con la evaluacion de la actividad inhibitoria de los CA, y considerando
los resultados expuestos anteriormente, se seleccionaron cinco especies de hongos
filamentosos. En primer lugar, los elevados valores de Ab % y Fr % del género Penicillium en
pan, exhibidos en este trabajo y en estudios previos mencionados recientemente, tornaron
indispensable la seleccion de una especie perteneciente a este género para futuros andlisis.
Ademas, para poder comparar el comportamiento de distintas especies de un mismo género,
se encontrd conveniente la seleccion de dos cepas del género Penicillium. Una de las
principales diferencias que existen entre las especies de este género es el nimero de verticilos

del pincel, por lo tanto, la eleccion se baso en ello. Se analizaron, entonces, las caracteristicas
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microscopicas de las cepas aisladas e identificadas a partir de las muestras de pan de molde y
se observé que P. brevicompactum y P. chrysogenum son especies terveticiladas, y P.
citrinum y P. corylophilum, biverticiladas. Luego, se determinaron los valores de Fr % de
estas cuatro cepas, evaluando su presencia o ausencia en cada muestra de pan de molde y
utilizando la ecuacion correspondiente (Tabla 15 y 16), con el objetivo de seleccionar la mas
frecuente de cada grupo. Por un lado, ambas especies biverticiladas presentaron el mismo
valor de Fr % (12,5 %), de modo que se optd por P. corylophilum para continuar con los
ensayos microbiolégicos debido a que un mayor nimero de trabajos referidos a productos
panificados han reportado su aislamiento en relacién con P. citrinum, entre ellos los de
Nielsen y Rios (2000), Lund y col. (1996) y Suhr y Nielsen (2003). En segundo lugar, P.
brevicompactum presentdé mayor Fr % que P. chrysogenum. Sin embargo, autores tales como
Reiss (1977), Girardin (1997) y Garcia-Estrada y col. (2011) han sefialado a esta dltima como
una especie capaz de producir micotoxinas en diferentes tipos de pan elaborados con harina
de trigo y centeno, por lo tanto, fue seleccionada para evaluar los efectos inhibitorios de los

CA.

Tabla 15. Especies de Penicillium aisladas a partir de cada muestra de pan de molde.

Muestra Especie de hongo filamentoso

de

pan P. brevicompactum P. chrysogenum P. citrinum P. corylophilum

I — —~ - +

1 - - - -

i - - - -

v - + - —

\Y% - + - —

VI + - - -

VII + - + _

VIII + - - -

* (+): Presencia; (—): Ausencia
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Tabla 16. Numero de veces que aparecié cada especie de Penicillium en las muestras de pan de molde y su

Frecuencia Relativa Porcentual (Fr %).

Especie de hongo filamentoso

P. brevicompactum P. chrysogenum P. citrinum P. corylophilum
n 3 2 1 1
Fr %
37,5 25 12,5 12,5
(%)

* n: ndmero de veces que aparece el moho

* Frecuencia Relativa Porcentual (Fr %) = (n° de veces que aparece el moho / n® de muestras evaluadas) x 100

Por otro lado, el género Aspergillus también evidenci6 altos valores de Ab % y Fr % en
pan. Este resultado fue consistente con los de Paramasivan y Kalyanasundaram (1986), Legan
(1993) y Cisarova y col. (2021), quienes reportaron elevada Fr % por parte de Aspergillus e
indicaron que, incluso, dicho valor podria aumentar en climas més célidos. De este modo, se
dispuso la seleccion de A. niger en representacion del género Aspergillus en futuros ensayos.
El motivo principal de esta eleccion fue la existencia de numerosos trabajos, entre los cuales
se encuentran los de Frison y col. (2015), Balaguer y col. (2013), y Sun y col. (2020), que
indican a esta especie como la més resistente frente a ciertos factores que podrian inhibir el
desarrollo flingico, entre un grupo de mohos evaluados. Esta caracteristica convierte a A.
niger en un 6ptimo modelo de estudio, ya que cualquier efecto observado en esta especie
debido a la exposicién a un factor externo podria potencialmente extrapolarse a otra no
evaluada, e incluso permitiria suponer consecuencias mas drésticas sobre esta dltima.

Por otra parte, se determiné la Fr % de cada especie del género Aspergillus hallada en
las muestras de pan y se observd que A. niger fue significativamente mas “frecuente” que el
resto (Tabla 17 y 18). Para ello fue necesario evaluar la presencia o ausencia de las especies
en cada muestra de pan de molde y utilizar la ecuaciéon correspondiente, como se indicé
anteriormente.

Como se discuti6 anteriormente, Rhizopus obtuvo el tercer lugar en términos de Ab % y
Fr %, motivo por el cual se lo consideré un importante moho contaminante de pan, como han
sugerido Banwart (2012) y Saranraj y Geetha (2012), entre otros. Las especies aisladas a
partir de las muestras de pan pertenecientes a este género fueron R. oryzae y R. stolonifer.
Como se observa en la Tabla 11, cada una de ellas fue hallada en una tnica muestra de pan,

por lo que ambas presentaron la misma Fr % (12,5 %). Sin embargo, se selecciond a R.
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stolonifer para evaluar la actividad inhibitoria de los CA por ser reportada mas
frecuentemente que R. oryzae en pan y otros productos panificados, tal como mencionaron

Chakre y col. (1984) y Gocmen y Sahin (1997).

Tabla 17. Especies de Aspergillus aisladas a partir de cada muestra de pan de molde.

Especie de hongo filamentoso

Muestra de pan

A. candidus A. niger A. ochraceus A. parasiticus
I — + — _
II - + + "
I - + — _
v - - - -
\% _ _ _ _
VI + - - -
vl - + - -
VIII - + - -

* (+): Presencia; (—): Ausencia

Tabla 18. Numero de veces que aparecié cada especie de Aspergillus en las muestras de pan de molde y su

Frecuencia Relativa Porcentual (Fr %).

Especie de hongo filamentoso

A. candidus A. niger A. ochraceus A. parasiticus
n 1 5 1 1
Fr %
12,5 62,5 12,5 12,5
(%)

* n: ndmero de veces que aparece el moho

* Frecuencia Relativa Porcentual (Fr %) = (n° de veces que aparece el moho / n® de muestras evaluadas) x 100

Por dltimo, se analizé el grupo de hongos filamentosos de aparicién esporddica para
determinar si correspondia evaluar el efecto inhibitorio de los CA frente a alguno de ellos.

Legan (1993) ha reportado que los géneros Cladosporium y Eurotium no son principales

110



RESULTADOS

contaminantes de pan, sino que aparecen ocasionalmente en dicho alimento, al igual que
Alternaria, Endomyces, Monilia, Mucor y otros, y no son importantes productores de
micotoxinas. Por otro lado, Bottalico y Perrone (2002), De Koe y Juodeikiene (2012), De
Ruyck y col. (2015),Foroud y Eudes (2009) y Morcia y col. (2017) han coincidido en que el
género Fusarium es frecuentemente hallado en cereales utilizados para obtener harina,
materia prima de los productos panificados, y es uno de los principales géneros productores
de micotoxinas. Por este motivo, se determiné que Fusarium era el género mds relevante,
principalmente en términos de salud humana, y se selecciond a F. oxysporum para evaluar el
efecto inhibitorio de los CA.

En la Tabla 19 se detalla la taxonomia correspondiente a cada una de las 5 especies

seleccionadas para continuar con los ensayos microbioldgicos, la cual fue extraida de la base

de datos de NCBC (National Center for Biotechnology  Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).
Tabla 19. Taxonomia de las especies seleccionadas.
Superreino Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Reino Fungi Fungi Fungi Fungi
Subreino Dikarya Dikarya Dikarya
Filo Ascomycota Ascomycota Ascomycota Mucoromycota
Subfilo Pezizomycotina Pezizomycotina Pezizomycotina Mucoromycotina
Clase Eurotiomycetes Sordariomycetes Eurotiomycetes
Subclase Eurotiomycetidae Hypocreomycetidae Eurotiomycetidae
Orden Eurotiales Hypocreales Eurotiales Mucorales
Suborden Mucorineae
Familia Aspergillaceae Nectriaceae Aspergillaceae Rhizopodaceae
Género Aspergillus Fusarium Penicillium Rhizopus
P. chrysogenum
Especie A. niger F. oxysporum R. stolonifer

P. corylophilum
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4.4. Evaluacion preliminar de la actividad inhibitoria de los CA

Las 5 especies de hongos aisladas en la seccidn anterior, fueron utilizadas para evaluar
la actividad inhibitoria de los CA disueltos en etanol mediante el método de difusion en agar
con pocillo. Esta metodologia resultd ser adecuada como evaluacién inicial, ya que su
enfoque semi-cuantitativo permitié una caracterizacion réapida, sencilla y general de la
susceptibilidad de los mohos frente a los CA.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 20. Los compuestos CAR, TIM y CIN
produjeron halos de inhibiciéon en todas las especies fungicas. Mientras que para las
soluciones de LIM no se observaron zonas de inhibicién en todo el rango de concentraciones
evaluado (Fig. 20, Al y A2).

Las diferencias observadas en la eficacia antifiingica de estos CA podria deberse
principalmente a su naturaleza estructural. En el caso de LIM, como se indicé anteriormente
(seccion 1.4.2.), se encuentra dentro del grupo de los terpenos, los cuales poseen escasa
actividad antimicrobiana. Por otro lado, tal como se observa en la Tabla 4, las CMI para este
compuesto son muy superiores que las de CAR, TIM y CIN (Tabla 1, 2 y 3). La presencia de
grupos activos, como el grupo —OH en CAR y TIM, y en el caso de CIN, grupos aldehidos,
doble enlaces conjugados y cadenas hidrocarbonadas largas unidas a un anillo aromético, son
determinantes en la actividad inhibitoria de estos CA (Cheng y col., 2008; Konuk y Ergiiden,
2020; Sun y col., 2020).

Por otra parte, a 0 mg/mL de CA (pocillo N° 0) no se registré ningin halo de inhibicién.
Este resultado indicé que el etanol absoluto no tuvo efecto inhibidor sobre estas especies de

hongos en las condiciones especificadas por la metodologia.
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3- P. chrysogenum
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5- A. niger

Figura 20. Placas de F. oxysporum, P. corylophilum, P. chrysogenum, R. stolonifer y A. niger frente a las
soluciones de LIM (A-1y A-2), CAR (B-1y B-2), TIM (C-1y C-2) y CIN (D-1 y D-2) en el rango de
concentracion 0-5 mg/mL. La numeracién de los pocillos (A-1 y A-2) indican el rango de concentraciones
evaluadas: 0 a 4 corresponde al rango de 0 a 3,5 mg/mL y de 5 a 9 al rango de 4 a 5 mg/mL. Condiciones:
placas sembradas conl mL de suspension fiingica (10° esporas/mL) sembrada en profundidad con 20 mL de

MEA, volumen de solucion etanolica de CA por pocillo 65 pl, incubacién a 25°C por 72 horas.

Las medidas de los didmetros promedio y desviaciones estidndar de los halos de
inhibicion obtenidos para CAR, TIM y CIN se observan en las Tablas A14-A16 del Apéndice,
respectivamente. Para poder realizar un andlisis comparativo, dichos valores fueron

graficados en funcion de la concentracion de cada CA en el rango de 0 a 5 mg/mL (Fig. 21).
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Figura 21. Didmetro de los halos de inhibicién (mm) obtenidos para las 5 especies fiingicas en funcién de la

concentracién de CAR (A), TIM (B) Y CIN (C) en el rango de 0 a 5 mg/mL.

Tal como se observa, para los compuestos CAR y TIM se observé una actividad

antifingica similar (Fig. 21-A

y B). La especie mds resistente a estos compuestos fue A.

niger, mientras que R. stolonifer fue la més sensible al compuesto TIM. Para las demads
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especies, se obtuvieron halos de inhibicién con didmetros similares (Tablas A14 y A15 del
Apéndice). Luego, para el compuesto CIN, se obtuvieron zonas de inhibicién con mayor
didmetro. A. niger y R. stolonifer fueron las especies mas resistentes, mientras que P.
corylophilum exhibi6 la mayor sensibilidad frente a dicho compuesto (Fig. 21-C y Tabla A16
del Apéndice). El aumento en las concentraciones de todos los CA provocaron aumentos
significativos (p<0,05) en los didmetros de los halos de inhibicién para todas las especies
fingicas examinadas (Tabla A14-16 del Apéndice).

Por otro lado, las placas que contenian las concentraciones mas altas de CA (Fig. 20, B-
2, C-2 y D-2), especialmente de CAR y TIM, exhibieron cambios en las caracteristicas
macroscépicas del césped de todas las especies fungicas, lo que estaria indicando cierta
anomalia en el desarrollo del moho. Debido a que la variaciéon de color exhibida no se
manifesté exclusivamente en las zonas proximas a cada pocillo, sino que se observé en casi
todos los puntos de la placa en donde hubo desarrollo fingico, podria considerarse un efecto
provocado por la atmdsfera gaseosa presente dentro de cada placa, generada por la
volatilizacién de los compuestos.

La solubilidad de estos CA en etanol, es un pardmetro que podria influir en el
comportamiento observado en las placas. El coeficiente de reparto, expresado como valor Log
P, es un pardmetro cuantitativo que representa la solubilidad relativa de una sustancia
determinada en un sistema compuesto por dos fases inmiscibles entre si, a una temperatura
especifica. Generalmente una de las fases estd constituida por un disolvente organico
(octanol), que es de baja polaridad, y otra generalmente acuosa (agua o buffers) cuya
polaridad es alta. Por lo tanto, el Log P es un pardmetro que representa el grado de lipofilia de
una sustancia (Griffin y col., 1999). En el caso de los CA, los valores de Log P de CAR
(3,49), TIM (3,30) y CIN (1,90) indican que CAR y TIM presentan mayor solubilidad en
solventes de baja polaridad que el compuesto CIN. Por lo tanto, el efecto observado en las
placas para los compuestos CAR y TIM tendria que ver con un efecto de arrastre de los
compuestos por parte del etanol generando de ese modo una atmdsfera gaseosa dentro de la
misma. En cambio el compuesto CIN actuaria mayoritariamente por contacto debido a su
menor solubilidad en etanol (Sun y col., 2020).

A partir de los ensayos microbioldgicos realizados hasta aqui, se pudo concluir que, la
magnitud de actividad antifingica dependi6 de la especie flngica, la naturaleza quimica y de
la concentracion de los CA. Como se discutié anteriormente, el compuesto LIM no exhibid
actividad antifingica, mientras que la especie mas resistente a los compuestos CAR, TIM y

CIN en el rango de concentraciéon de 0 a 5 mg/mL fue A. niger y la especie R. stolonifer la
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mds resistente al compuesto CIN. Por consiguiente, para continuar con la obtencién de
nanocomplejos se seleccionaron los compuestos CAR, TIM y CIN, y para evaluar su eficacia
antifungica fue seleccionado A. niger, el cual fue mas representativo que R. stolonifer en
términos de Ab% y Fr% en este estudio. La eleccion de una de las cepas mds resistentes a los
CA permitiria suponer que todos los efectos hallados sobre esta aparecerdan en igual o mayor

medida sobre las otras especies consideradas mas sensibles a los CA.

4.5. Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de nanoparticulas PCHn

El andlisis de las propiedades fisicoquimicas, bajo diferentes condiciones de pH del
medio acuoso y concentracion de proteinas a las que se realizé el tratamiento térmico para
obtener nanoparticulas PCHn , se justifica debido a estudios previos realizados en el grupo de
trabajo por Sponton y col. (2015a) y Finos y col. (2021). Los mismos, evidenciaron que estos
factores influyen significativamente en las propiedades fisicoquimicas de nanoparticulas
obtenidas a partir de OVA, entre las que se destacan la hidrofobicidad superficial, tamafio,
forma, carga, propiedades funcionales, y de unién a ligando.

En la Fig. 22 se muestran los efectos del tratamiento térmico y del pH del medio acuoso

sobre la IF-Trp de PCH.

T T T T T T T

4000 = PCH nativa

| = pH 9,5 ]
3500 - = pH 10

] ——pH 10,5
3000 - e DH 11

2500

IF-Trp (u.a.)
>
3

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
Longitud de onda (nm)

Figura 22. IF-Trp de PCH nativa y sistemas de PCH tratados térmicamente a 85 °C durante 5 min (PCHn),

concentracion proteica 1% m/v y pH del medio acuoso entre 9,5y 11.
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Como se observa, la IF-Trp de los sistemas a los que se les realiz6 el tratamiento
térmico mostré una notable disminucién con respecto a la IF-Trp de PCH nativa. Esto
indicaria que, los residuos de Trp estarian menos disponibles para la emisién ya que se
encontrarian ocluidos en las estructuras formadas. Este mecanismo, denominado self-
quenching o apagamiento de la fluorescencia, tiene relacion con la agregacién que sufren las
proteinas globulares debido al tratamiento térmico, y depende del pH del medio acuoso al cual
se realiza el mismo (Le Maux y col., 2013; Sponton y col., 2015a).

La IFx-Trp v la Ayax—Trp correspondiente a cada sistema se muestran en la Fig. 23.
Tal como se observa, la magnitud del pH al que se realizé el tratamiento térmico no influy6
de manera significativa sobre la IF.-Trp. Ademas, la Ay.x-Trp obtenida para todos los

sistemas tampoco se vio afectada por el pH del medio acuoso.
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Figura 23. IF ;.- Trp (A) y Apax-Trp (B), de PCH nativa y sistemas de PCH tratados térmicamente a 85 °C
durante 5 min (PCHn), concentracion proteica 1% m/v y pH del medio acuoso entre 9,5 y 11. Los valores se
expresan como media, + desviacion estdndar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

entre grupos de medias (p<0,05).

Las variaciones en la Ay.,-Trp dan idea de los cambios que acontecen dentro del
medioambiente molecular del fluor6foro (Trp) (Sponton y col., 2015a). El espectro de
emision del grupo indol del Trp es altamente sensible a la polaridad del solvente. Su emisién
puede ser desplazada hacia el azul (blue shift) si el grupo estd alojado dentro de la estructura
de una proteina nativa o puede desplazarse hacia longitudes de onda mayores (desplazamiento
hacia el rojo, red shift) cuando la proteina esta desplegada (Lakowicz, 2006). El hecho de que
los agregados obtenidos tengan sus Am.x-Trp similares a la de la proteina nativa indica que el

medioambiente en el cual se encuentran estos residuos de Trp no se modificé con el
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tratamiento térmico, es decir, los residuos de Trp en los agregados se encontrarian en un
microambiente similar al de los Trp en la proteina nativa.

Luego, con el objetivo de evaluar la hidrofobicidad superficial de los agregados
obtenidos, se realizaron experimentos de fluorescencia extrinseca. Los resultados obtenidos se

observan en la Fig. 24.
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Figura 24. IF-ANS de PCH nativa y sistemas de PCH tratados térmicamente a 85 °C durante 5 min (PCHn),

concentracion proteica 1 % m/v y pH del medio acuoso entre 9,5 y 11.

La unién de sondas fluorescentes extrinsecas a proteinas es una herramienta para
monitorear posibles cambios en la hidrofobicidad superficial de las mismas. El ANS posee
afinidad por residuos hidrofébicos superficiales de las proteinas y se une de manera no
covalente, por lo que es adecuado para este tipo de evaluaciéon (Albani, 2004). Como se
observa, el tratamiento térmico ocasiond en los sistemas un gran aumento en la IF-ANS con
respecto a PCH nativa, lo que indicaria un aumento en la hidrofobicidad superficial de los
sistemas tratados térmicamente, posiblemente debido a una mayor exposiciéon de sitios
hidrofébicos inicialmente ocluidos en la proteina nativa. Dicho de otra manera, el aumento de
la hidrofobicidad superficial de la proteina podria deberse fundamentalmente a un
desplegamiento de la misma y a una mayor exposicion de sus grupos hidrofébicos (Sponton y

col., 2015a).
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Para una mejor comprension de este fenémeno, en la Fig. 25 se presenta la IF;,,-ANS
de PCH nativa y de los sistemas de PCH tratados térmicamente a distintos valores de pH del
medio acuoso. Aqui, el aumento registrado para los sistemas tratados mostré depender del pH
del medio acuoso al cual se realiz6 el tratamiento térmico. Los mayores valores de
hidrofobicidad superficial se obtuvieron realizando el tratamiento térmico en el rango de pH
de medio acuoso de 10 a 11, ya que existe una diferencia significativa entre la IF,,x-ANS de
la proteina nativa y las de los sistemas tratados térmicamente, para los cuales la IF.-ANS

aumento casi 5 veces con respecto a PCH nativa.

700 T T T T

1400 4 i T T '

A B
1200+ a - 600+ a |
© a a —_

5 1000- b E 5001 b
n i 1 ; 400
<Zt 800 2
v 600 i ‘F 300
5 2
g 400 = 2004
L 00- c 1 < 1004
0+
Natva pH9,5 pH10 pH10,5 pH 11 Natva pH9,5 pH10 pH 105 pH11
Sistemas de PCH Sistemas de PCH

Figura 25. IF,,,,—ANS (A) y An.x—ANS (B), de PCH nativa y sistemas de PCH tratados térmicamente a 85 °C
durante 5 min (PCHn), concentracion proteica 1% m/v y pH del medio acuoso entre 9,5 y 11. Los valores se
expresan como media, + desviacion estdndar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

entre grupos de medias (p<0,05).

El pH del medio acuoso a partir del que se realiza el tratamiento térmico influyé
significativamente en la Ay,—ANS. El tratamiento térmico causé un desplazamiento
significativo de la Amax—ANS hacia valores menores (blue shift), lo que indicaria que los sitios
de unién al ANS estarian en un microambiente mds hidrofébico tras la agregacion de la
proteina. Este fenomeno, asociado con el aumento de la IF-ANS (aumento de la
hidrofobicidad superficial), es coincidente con el cambio en la IF-Trp (alteracion en la
estructura tridimensional de la proteina), lo que sugiere que las modificaciones en la
estructura de PCH se deben mayormente a una asociacién de grupos hidrofébicos, los cuales
fueron expuestos durante el tratamiento térmico.

A continuacidn, se estudi6 el efecto de la variacion de la concentracién de proteina de

los sistemas tratados térmicamente (85 °C, 5 minutos), en el rango de pH que manifestd
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mayor alteracion estructural, es decir, valores de pH entre 10 y 11 (Fig. 26). Cabe destacar
que, para la construccién de un nanovehiculo con futuras aplicaciones industriales, la
concentracion a partir de la cual este puede obtenerse es una variable muy importante.
Estudios previos realizados por Sponton y col. (2017), evidenciaron que, el incremento del pH
muy por encima del punto isoeléctrico de PCH permite incrementar la concentracién de
proteina para obtener agregados solubles. Sin embargo, observaron que dicha concentracién
proteica se puede extender hasta cierto limite a partir del cual, si se continda aumentando la
concentracion, transcurre la gelificacion. Por lo tanto, a partir de la informacion ya obtenida,
se evaluaron sistemas de PCH con concentraciones de proteinas entre 1-3 % m/v.

Tal como se observa en la Fig. 26, para todos los valores de pH del medio acuoso se
observé una disminucion significativa de la IF-Trp con respecto a la de PCH nativa, lo que
estaria relacionado con un efecto de agregacion proteica y un mecanismo de self quenching,
cuyas bases moleculares ya fueron discutidas.

Luego, el efecto de la concentracién proteica y pH del medio acuoso sobre la IF,-Trp
y la Amax-Trp de cada sistema fueron también analizados (Fig. 27). Se pudo deducir que:

i. A pH 10 (Fig. 27, A-1), no hubo diferencias significativas entre las IF,-Trp de los
distintos sistemas tratados térmicamente, es decir, la concentracién de proteinas no
ejerceria efectos significativos sobre la estructura tridimensional de los agregados a
este valor de pH del medio acuoso.

ii.  Cuando los sistemas tratados térmicamente se generaron a un valor de pH del medio
acuoso de 10,5 (Fig. 27, B-1), el incremento de la concentracion de proteinas de 2 a
3% m/v, produjo un leve pero significativo incremento de la IFy-Trp, con lo cual
esto indicaria que ambos sistemas sufrieron una menor variacién de la estructura
tridimensional.

iii. A pH 11 (Fig. 27, C-1), la concentracién de proteina volvié a mostrar un efecto
significativo en la IFp,-Trp, obteniéndose una menor variacion de la estructura
tridimensional cuando la concentracion de proteinas fue de 3% m/v.

iv.  La concentracion de proteinas no produjo ningin efecto sobre las Ay.x—Trp de los
distintos sistemas (Fig. 27, A-2, B-2 y C-2). Esto indicaria, nuevamente, que el
medioambiente en el cual se encuentran los residuos de Trp no se modifico durante el
tratamiento térmico, es decir, los residuos de Trp en los agregados se encontrarian en

un microambiente similar al de los Trp en la proteina nativa.
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Figura 26. IF-Trp de PCH nativa y sistemas de PCH tratados térmicamente a 85 °C durante 5 minutos (PCHn),

a concentraciones de proteina comprendidas entre 1 y 3 % m/v, a pH 10, 10,5 y 11 del medio acuoso.
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Figura 27. IF ..~ Trp (A-1, B-1, C-1) y A.x—Trp (A-2, B-2, C-2) de PCH nativa y sistemas de PCH tratados

térmicamente a 85 °C durante 5 minutos (PCHn), a concentraciones de proteina comprendidas entre 1y 3% m/v,

apH 10 (A), 10,5 (B) y 11 (C) del medio acuoso. Los valores se expresan como media, + desviacion estandar.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos de medias (p<0,05).

Luego, se evalué el efecto de la concentracién de proteinas y pH del medio acuoso sobre la

IF-ANS para cada uno de los sistemas de PCH. Los resultados se observan en la Fig. 28.

La modificacion en las condiciones de concentracion de proteinas y de pH del medio

acuoso a las que se realizd el tratamiento térmico provocd variaciones en la IF-ANS, lo que

indicaria que los agregados obtenidos presentarian diferencias en su hidrofobicidad

superficial.
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a concentraciones de proteina comprendidas entre 1 y 3 % m/v, a pH 10, 10,5 y 11 del medio acuoso.
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Para visualizar mejor estos efectos, los resultados se presentan en la Fig. 29 y se obtuvo

que:

—

A pH 10 (Fig. 29, A-1), el tratamiento térmico provocd un gran aumento de la

IFmax—ANS 'y, por lo tanto, de la hidrofobicidad superficial, con respecto a la de la

proteina nativa, obteniéndose el mayor valor a concentracién de proteina 3% m/v. La

diferencia registrada entre la IF,,,—ANS del agregado a concentracién 3 % m/v con
respecto a los demds sistemas fue claramente significativo, por lo que este poseeria
una mayor hidrofobicidad superficial.

ii. Luego, a pH 10,5 (Fig. 29, B-1) y 11 (Fig. 29, C-1) se observé el mismo
comportamiento que para los sistemas de PCH a pH 10 del medio acuoso.

iii. A pH 10 (Fig. 29, A-2), se observd una disminucion significativa de la An,x—ANS de
los sistemas tratados térmicamente con respecto a la de PCH nativa (blue shift), es
decir que los sitios a los cuales se une el ANS se encontrarian en un microambiente
mads hidrofébico cuando ocurre la agregacién de la proteina. Esta variacién en la
polaridad de las regiones a las que se une el ANS es dependiente, ademds, de la
concentracion de proteina de los sistemas agregados.

iv. A pH 10,5 (Fig. 29, B-2) y pH 11 (Fig. 29, C-2) se observo que, al producirse la

agregacion, existié un cambio significativo en el microambiente de los sitios donde se

une el ANS similar al que ocurri6 en los sistemas generados a pH 10. Sin embargo,

estos cambios no dependieron de la concentracién de proteina de los sistemas.

Por lo tanto, el andlisis global del efecto de la concentraciéon de proteina de los sistemas
evaluados sobre la hidrofobicidad superficial de los agregados formados, mostré que estos
presentarian mayor hidrofobicidad superficial cuando son generados mediante el tratamiento
térmico de soluciones de PCH al 3% m/v a valores de pH 10y 11.

Estos resultados, hallados por fluorescencia, fueron consistentes con los reportados por
Finos y col. (2021) quienes evaluaron también el efecto del pH (en el rango 9,5-11) y
concentracion proteica (1-3% m/v) sobre las propiedades fisicoquimicas de nanoparticulas de
OVA obtenidas por tratamiento térmico (85°C, 5 minutos). Se llevé a cabo un anélisis de
fluorescencia intrinseca y extrinseca en el que se observo el mismo comportamiento para los
sistemas obtenidos en el presente trabajo de tesis. Cabe destacar que, tal como se indico
anteriormente, PCH se compone de un grupo heterogéneo de proteinas y, en comparacion a
los sistemas de OV A, para los de PCH se observé una marcada disminucién de la IF,-Trp

respecto a PCH nativa. Este comportamiento indicaria una mayor pérdida de su estructura
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nativa. Por otro lado, PCH cuenta con un mayor nimero de grupos Trp los cuales contribuyen

en mayor medida a la IF-Trp global del sistema. Por lo tanto, a partir de estos resultados

podria deducirse que el comportamiento observado para los sistemas conformados por PCH

estaria conducido principalmente por OVA. Esto quiere decir, que las demds proteinas que

componen a PCH no influyeron sobre dicho comportamiento.
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Figura 29. IF,,,,—ANS (A-1, B-1, C-1) y A,,x—ANS (A-2, B-2, C-2) correspondientes a PCH nativa y sistemas

de PCH tratados térmicamente a 85 °C durante 5 minutos (PCHn), a concentraciones de proteina comprendidas

entre 1 y3 % m/vyapH 10 (A), 10,5 (B) y 11 (C) del medio acuoso. Los valores se expresan como media, +
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desviacion estdndar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos de medias
(p<0,05).

Finalmente, considerando los resultados de los andlisis de fluorescencia intrinseca y
extrinseca, y la necesidad de obtener nanoparticulas proteicas que posean gran hidrofobicidad
superficial, las condiciones de concentraciéon de proteina y pH del medio acuoso mas
adecuadas para obtener nanovehiculos a partir de un tratamiento térmico son: concentracién
de proteina 3% m/v y valores de pH 10 y 11. Para identificar a estos sisttemas PCHn se
empled la siguiente nomenclatura: PCHs o y PCHj; j;. Considerando estas condiciones
experimentales, todos los estudios posteriores se realizaron sobre la base de esta seleccion de

sistemas.

4.5.1. Cromatografia de exclusiéon molecular en FPLC

Con el fin de caracterizar los sistemas PCH nativa, PCH3.;9 y PCHj3.1; en términos de su
PM, se realizé un ensayo de SEC-FPLC a pH 7,6. A continuacién en la Fig. 30 se muestra el

perfil cromatografico obtenido para los sistemas.
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Figura 30. Absorbancia a 280 nm de los sistemas PCH (nativa), PCH;_;, y PCH;_;; expresada en unidades de

miliabsorbancia (mAU), en funcién del volumen de elucién (Ve), expresado en mililitros (ml).

A partir del mismo, se observo que:
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El perfil cromatografico para PCH nativa indico la presencia de dos poblaciones. A
menores volimenes de elucion se detectd la presencia de un pico de mayor drea con
un PM de 48 KDa, mientras que a mayores volumenes de elucion se detectd un pico
de menor drea. Este tipo de distribucion fue coincidente con la hallada por Awadé y
Efstathiou (1999) quienes identificaron poblaciones similares utilizando diferentes
técnicas cromatogrificas. En dicho trabajo, el cromatograma para PCH nativa
obtenido por SEC-HPLC indic6 que el pico de mayor drea corresponde a la fraccion
proteica compuesta por proteinas con PM en el rango de OVA (44 kDa). Dicha
fraccién incluye a ovotransferrina, avidina, ovomucoide, ovoglobulinas y otras
proteinas menores. Mientras que, a mayores volimenes el pico de menor area
identificado corresponderia la proteina lisozima cuyo PM es 14 KDa.

Para los sistemas PCHn, también se registré la presencia de dos poblaciones. El
sistema PCH3.1p a menores volimenes de elucion presentd un pico de mayor drea
correspondiente a un valor de PM de 1.200 KDa y otro de menor drea a mayores
volimenes de 52 KDa. Mientras que para PCH3_;; se observé una distribucién similar,
con un pico de mayor drea a menores volumenes de elucion de 1.100 KDa y otro de
menor drea y a mayores volimenes de elucion de 56 KDa. Respecto a la curva
obtenida para PCH nativa, dicho comportamiento indicaria que ambos picos a
menores volimenes de elucion corresponderian a los agregados formados y los picos a
mayores volimenes identificarian una fraccion de PCH no agregada. Ademads, a
diferencia de PCHj3_j, la altura del pico obtenido a menores volimenes de elucién
para el sistema PCH3.;; fue mucho mayor, lo cual indicaria la formacién de un mayor
nimero de agregados con menor PM. Por otro lado, en los sistemas PCHn no se
observo la presencia del pico correspondiente a lisozima indicando que la misma
podria formar parte de los sistemas PCHs.19p y PCH3._1;. En sintesis, el comportamiento
bimodal observado para los sistemas PCH3_jo y PCH3.;, sugeriria que la formacion de
agregados no habria empleado la totalidad de PCH. Un comportamiento similar fue
observado por Weijers y col. (2003) con OVA, en donde se observé que, el
tratamiento térmico produjo que una parte se desnaturalice sin agregarse.

El pH del medio acuoso podria influir sobre el porcentaje de agregacion y la magnitud
de los valores de PM de los sistemas. A partir del cdlculo del drea bajo la curva
normalizada se estimé que el sistema PCHj3_j presento ~74 % de proteinas agregadas
con un PM de 1200 KDa. Mientras que el sistema PCHj3;; presento un 91% de
proteinas agregadas con un PM de 1100 KDa.

128



RESULTADOS

En todos los casos, la magnitud de los PM obtenidos podrian estar influenciados por el
efecto de las fuerzas de atractivas (agregacion) y repulsivas (debido al pH del medio acuoso)
involucradas en el proceso de agregaciéon (Sponton y col., 2015a). Por lo tanto, este efecto
conduciria a una disminucién del PM de los agregados proteicos obtenidos a pH 11 respecto a
los obtenidos a pH 10 debido al aumento en la magnitud de las fuerzas repulsivas durante el
tratamiento térmico.

Por otro lado, estos resultados fueron comparados con los sistemas obtenidos con OVA
por Finos y col. (2021). Al igual que los sistemas PCHn se obtuvieron curvas bimodales con
una distribuciéon de PM similar. Sin embargo, los agregados formados con OVA presentaron
valores de PM ligeramente menores. Los volimenes de elucién registrados indicaron que
OVA; 1o y OVA; 4 presentaron valores de PM de 1100 kDa y 1000 kDa, respectivamente.
Por lo tanto, estas comparaciones sugeririan que OVA podria conducir la agregacién térmica

de PCH bajo las condiciones de tratamiento aplicadas.

4.5.2. Analisis de distribucion de tamaiio de particula y potencial {

El conocimiento del tamafio de particula y la carga superficial de los nanovehiculos
proteicos permitiria vislumbrar la aplicaciéon de los mismos como sistemas de transporte de
CB. En funcién de ello, PCH nativa y PCHn fueron caracterizados de acuerdo a su tamafio y
potencial { a dos valores de pH del medio acuoso, 3 y 7, a fin de examinar su estabilidad
coloidal. Los valores de pH fueron seleccionados considerando un pl promedio de 5 para
PCHn. Por otro lado, el pH de muchos alimentos se encuentra en ese rango (Sponton y col.,
2020).

En la Tabla 20 se presentan los valores de dy, volumen (%, determinado a partir de la
PSDv), PdI y potencial  obtenidos para PCH nativa, PCH319o y PCH3.1;. Ademds, en la Fig.
31 se observa la PSDi y PSDv para cada sistema, a pH3 (A-1 y A-2) y pH 7 (B-1 y B-2) del

medio acuoso.
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Tabla 20. Valores de dy, volumen (%), PdI y potencial  correspondientes a PCH nativa, PCH;3 oy PCH3;, a

pH 7 y pH 3 del medio acuoso. Los valores se muestran como media (+ desviacién estandar) y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sistema dy (nm) Volumen (%) Pdl Potencial { (mV)
pH3  PCH nativa 6 (+0)° 99,87 0,823 (£ 0)° 12,12 (£ 0)°
PCH. 181 (+ 31)* 60,90 0,281 (x 0)° 12,85 (£ 2)°
37 (+ 14)° 37,20
PCH.., 33 (+6) 99,80 0,245 (+ 0) 11,37 (1)
pH7  PCH nativa 6 (+0)" 99,90 0,820 (* 0)* -6,79 (+ 0)*
PCH; 135 (£ 23)° 60,20 0,252 (x0)™ 13,65 (= 1)°
32 (+ 4)° 38,10
C bc b
PCH, ., 30 (£ 4) 99,9 0,250 (£0) 12,60 (= 1)

il.

A partir de estos resultados, se pudo deducir que:

Para PCH nativa, a pH 3 se obtuvo una PSDi de tipo polidispersa (PdI=0,820). Sin
embargo, el pico de menor tamafio (~6 nm) presenté el mayor volumen (99 %). Un
comportamiento similar fue observado a pH 7 indicando que el pH del medio acuoso
no influirfa sobre el tamafio de particula de PCH nativa. Finos y col. (2021) obtuvieron
una PSDi y PSDv similar para OVA nativa, en el cual se obtuvo el predominio en
volumen de una poblacion de particulas con dg de ~6 nm. Por lo tanto, la poblacion de
particulas halladas en PCH corresponderia a su fraccién mayoritaria OVA, mientras
que los picos de mayor tamaifio, observados en PSDi (Fig. 31, A-1 y B-1), podrian
deberse a la heterogeneidad de la muestra compuesta por diferentes proteinas de
diferentes tamafios de particula o corresponder a trazas de algunos agregados
proteicos.

Luego, respecto a PCH nativa, el tratamiento térmico produjo un incremento
significativo del dy de los sistemas tratados (Tabla 20). A pH 3, para el sistema PCHj3.

10 Se registré una distribucion de tipo bimodal tanto en PSDi como en PSDv (Fig. 31,
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A-1y A-2). Los picos correspondieron a una primera poblacién de particulas con un
dy menor a los 100 nm y una segunda por encima de los 100 nm. Luego, a pH 7 del
medio acuoso, la misma distribucién fue observada siendo el dy de la segunda
poblacion de particulas significativamente menor que la obtenida a pH 3. Mientras
que, para el sistema PCHjs;;, a pH 3 y 7, se obtuvo una distribucién de tipo
monomodal sugiriendo que el pH del medio acuoso no influirfa sobre el tamafio del
sistema. Al comparar los resultados obtenidos por Finos y col. (2021), se observé que
el tamafio y estabilidad coloidal de PCHj3.j; fue similar a la obtenida para OVAs3 ;.
Mientras que para PCHj j el tamafio obtenido fue mayor que el de OVAs;o. Este
aumento significativo en el tamafio de PCHj3.9 podria indicar la influencia de las
demds proteinas que componen PCH, tales como la lisozima, cuyo pl es de ~10,7
(Dong y Zhang, 2021). Con lo cual, al utilizar un pH cercano al pl, la precipitacién de

la lisozima podria influir en el tamaiio de los agregados.

Estos resultados ponen en evidencia el efecto del pH en el proceso de agregacion
térmica de PCH y, en general, se corresponden con los resultados de SEC-FPLC discutidos
previamente. Asi, los agregados proteicos obtenidos a pH 10 presentaron mayor tamafio de
particula y mayor PM que aquellos obtenidos a pH 11. EI tratamiento térmico en condiciones
de mayor alcalinidad (pH 11) produjo agregados de menor tamafio (<100 nm) como resultado
de un equilibrio entre la atraccién hidrofébica, la formacion de enlaces disulfuro (promovidos
por el calentamiento) y la repulsion electrostatica (favorecida a pH » pl) entre las proteinas
(Wang y col., 2010).

Luego, respecto al andlisis de potencial { (Tabla 20), se pudo deducir que:

i. Como era de esperarse, los sistemas proteicos presentaron valores de potencial (
positivos a pH 3, mientras que los mismos fueron negativos a pH 7. El cambio de
signo en la carga neta indicaria que todos los sistemas atravesaron, efectivamente, el
pl de PCH.

ii. A pH 3, los valores de potencial  para los sistemas PCHn fueron estadisticamente
similares al obtenido para PCH nativa. Sin embargo, a pH 7, el tratamiento térmico
provocé un aumento en el potencial  para los sistemas PCHn, posiblemente debido a
una mayor exposicion de residuos de aminoacidos cargados de manera negativa.

Por lo tanto, estos resultados indicaron que las PCHj3_j; presentaron mayor estabilidad,

debido a su menor tamafio tanto a pH 3 como a pH 7.
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Figura 31. PSDi y PSDv de los sistemas PCH nativa, PCH;_, y PCH;-;; apH 3 (A--1y A-2) ypH 7 (B-1y B-

2).

4.5.3. Estudio de los aspectos morfologicos de PCHn

Las caracteristicas morfoldgicas de los sistemas PCHj3.1o y PCH3.1; fueron determinadas

por AFM (Fig. 32). En los paneles principales se presentan imagenes de fase y como insertos

se incluyen imédgenes topogréficas en 3D comparadas con la PSDv obtenida por DLS.

A partir del andlisis de las imdgenes de fase y topografica 3D para PCHj_jo, se pudo

determinar la presencia de diferentes poblaciones de particulas con didmetros entre 30 y 100

nm, con formas ovaladas y superficies rugosas (Fig. 32, A).
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Figura 32. Imagenes de fase obtenidas por AFM y PSDv de los sistemas PCHj3.1o (A) y PCH3.q; (B), a pH 7 del

medio acuoso. Los insertos en los paneles PSDv corresponden a las imdgenes topograficas en 3D de AFM.

Tal como se observa, las estimaciones de tamafo de particula registradas por AFM
fueron comparables con el resultado arrojado por PSDv obtenida por DLS. Por otro lado, las
particulas de PCHs.o presentaron una relacion didmetro/altura muy alta. Cabe sefialar que lo
observado mediante AFM podria deberse a que, durante el paso de secado en la preparacién
de la muestra, las particulas se aplastan sobre la superficie de mica incrementdndose de ese
modo la relacion didmetro/altura (Arzeni y col., 2015).

Las imdgenes de fase y topografica 3D para PCHj3.; (Fig. 32-B) revelaron la presencia
de una poblacién mayoritaria con un didmetro de particula estimado de ~50 nm y una
poblacién minoritaria de ~10 nm. Sin embargo, como se observa en la curva PSDv
correspondiente al sistema PCHj.j;, la poblacion de 10 nm observada por AFM no fue

detectada por DLS. Ambas poblaciones de particulas presentaron forma redondeada con
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ligera rugosidad y con una relacién didmetro/altura menor que la observada para el sistema
PCHj3. 4.

En base a los resultados obtenidos hasta aqui, el tamafio de los agregados proteicos
PCH3.10 y PCH3.1 fue de alrededor de 100 nm, por lo que podrian ser definidos como
“nanoparticulas” (Gutiérrez y col., 2013).Sin embargo, la necesidad de obtener particulas y
complejos con tamafios en el orden de los nanémetros, estables coloidalmente a valores de pH
compatibles con la mayoria de los alimentos, se optd por descartar el sistema PCH3.1o debido
a su menor estabilidad coloidal. Todos los estudios posteriores fueron realizados con el
sistema PCHj3.;; y PCH nativa. Esta dltima se incluyé a modo de control con el objetivo de

obtener mayor informacién sobre la influencia de la conformacion en la unién de los CA.

4.6. Caracterizacion de la formacion de complejos PCHn-CA
4.6.1. Fluorescencia intrinseca y extrinseca

La fluorescencia intrinseca es una herramienta muy utilizada para estudiar la interaccion
proteina-ligando. Los espectros de emisiéon de Trp cambian cuando el entorno de residuos de
Trp en la proteina se altera por transiciones conformacionales, asociacion de subunidades o
unién con otras moléculas (Xie y col.,, 2017). Por ello, se estudié la formacién de
nanocomplejos monitoreando los cambios en la intensidad de fluorescencia intrinseca luego
de la adicién de los CA a las soluciones proteicas de PCH nativa y PCHj_;;. Para obtener
pardmetros estequiométricos (Ka y n) y termodinamicos de union caracteristicos (AG°, AH® y
AS°), que permitan comprender la formaciéon de los nanocomplejos, los estudios de
fluorescencia intrinseca se realizaron variando la concentracion de CA de 0 a 200 uM y en un
rango de temperatura comprendido entre 15 y 45 °C. Los espectros obtenidos para cada CA 'y
temperatura se observan en las Fig. A1-A7 del Apéndice. Para una mejor comprension, se
obtuvieron los valores de IFR-Trp (Fig. 33). Se pudo deducir que:

1. Tal como se observa en las Fig. Al y A2 del Apéndice, a todas las temperaturas
evaluadas, para PCH nativa y PCH3-;; el aumento en la concentracion de CAR causé
un incremento gradual de la IF-Trp y un leve desplazamiento de la An,«—Trp hacia
valores menores (blue shift). Los resultados podrian explicarse considerando que CAR
se une a dominios de PCH nativa alejados de los residuos de Trp y/o Tyr, lo que
podria inducir cambios conformacionales leves en la proteina (Frapin y col., 1993).

Resultados similares fueron observados en la unién de ligandos de naturaleza
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lipofilica tales como el retinol a OVA (Visentini y col., 2017) y CAR a nanoparticulas
de PCH obtenidas por gelificacién y posterior sonicaciéon (Rao y col., 2020). Este
comportamiento se observa mejor considerando los valores de IFR-Trp en la Fig. 33,
Ay D. Para PCH nativa, se pudo notar que los mayores valores de IFR-Trp fueron
obtenidos a 15 y 25°C. Mientras que a mayores temperaturas no se observaron
diferencias. Para PCHs.;, el aumento de IFR-Trp fue también gradual, pero a
diferencia de PCH nativa, se observaron valores mds bajos de IFR-Trp y la
temperatura no produjo un efecto significativo. Esto indicaria que la unién de CAR no
modificaria significativamente la conformaciéon de las nanoparticulas PCHj3 ;. La
saturacion de posibles sitios de unién, determinada por la concentracion a partir de la
cual, la intensidad de fluorescencia permanece constante, fue >200 uM para PCH-
CAR y de 180 uM para PCH3_;;-CAR.

Con el compuesto TIM se obtuvo un comportamiento muy similar al de CAR (Fig.
A3, A4 del Apéndice y Fig. 33, B y E). Como se indic6 anteriormente,
estructuralmente ambos compuestos solo difieren en la posicion del grupo —OH. Esto
indicaria que la posicion del —OH no produciria cambios significativos en la
conformacién de PCH nativa y PCHs_y;.

Luego, se evalud el efecto de la complejacion de CIN. En las Fig. A5 y A6 del
Apéndice se observan los espectros intrinsecos obtenidos para cada sistema. A todas
las temperaturas evaluadas, tanto PCH nativa como las nanoparticulas PCHj
mostraron una disminucién de la IF-Trp con el aumento de la concentracién de CIN.
Para PCH nativa (Fig. A5 del Apéndice), esta disminucién transcurrié de manera
gradual hasta apagar casi por completo la intensidad de fluorescencia del Trp a
concentraciones altas de CIN. La unién de CIN, produjo un corrimiento de la Ayax—Trp
hacia valores mayores (red shift), lo que indicaria que CIN promoveria una
localizacion de residuos de Trp en sitios cada vez mds polares, conforme aumenta la
concentracion (Lakowicz, 2006). La saturacion de sitios ocurrié cuando la
concentracion de CIN fue 200 uM. Luego, para PCH3_j; se obtuvo un comportamiento
diferente. La unién de CIN produjo un corrimiento blue shift en todo el rango de
temperatura evaluado (Fig. A6 del Apéndice). Luego, se analizd la IFR—Trp en
funcion de la concentracion de CIN a distintas temperaturas para ambos sistemas (Fig.
33, C y F). Como se observa, la disminucién de los valores de IFR—Trp con el
aumento de la concentracion de CIN fue gradual para ambos y, en el rango evaluado,

practicamente no se apreciaron efectos de la temperatura.
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Figura 33. Intensidad de fluorescencia relativa debida al triptéfano (IFR—Trp) en funcion de la concentracion de

CAR, TIM y CIN a 15, 25, 35 y 45 °C, para sistemas de PCH Nativa (A, By C), y PCH;3,; (D, Ey F).

A fin de proporcionar informacién acerca del modo de unién de los CA a PCH nativa y
PCHs.11, se realizaron experimentos de fluorescencia extrinseca. La Fig. A7 del Apéndice
muestra el efecto de la concentracion de los CA (0-200 uM) sobre el comportamiento de

emision de fluorescencia de la sonda ANS para PCH nativa y PCH3.1;. Para obtener una mejor
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comprension, se calcularon los valores de IFR-ANS los cuales se muestran en la Fig. 34. Se

observo que:

i.

ii.

Para PCH nativa, el aumento en la concentracion de CAR (Fig. A7 del Apéndice) no
causé practicamente ninguna diferencia en IF5ns y, en consecuencia, no hubo cambios
significativos en los valores de IFRans (Fig. 34, A). Ademds, no se observaron
cambios en la An.x-ANS, lo que sugiere que no habria cambios en la polaridad
ambiental de los sitios de unién a ANS. Estos resultados se explican considerando que
una cantidad constante de ANS estd unida a PCH nativa posiblemente debido a que: (i)
la sonda se une a dominios hidrofébicos particulares en la superficie de la proteina,
diferentes a los sitios de unién a CAR, y/o (ii) la adicién de ANS provoca el
desplazamiento de CAR de la superficie de PCH. Para PCHj3_j;, el aumento en la
concentracion de CAR promovié una disminucidén gradual en IFans (Fig. A7 del
Apéndice) y en IFRans (Fig. 34, A). Este comportamiento puede ser explicado
teniendo en cuenta que la fluorescencia del ANS se produce cuando esta molécula se
une en forma no covalente a sitios hidrofébicos en la proteina (Albani, 2004). Sin
embargo, CAR también se uniria a dichos sitios, por lo que, cuando se forman los
complejos PCHj3_;;-CAR, habria menor cantidad de sitios hidrofébicos disponibles
para la unién del ANS a la proteina y, consecuentemente la fluorescencia del ANS
disminuiria (Gonzalez y Miksovska, 2014). Al igual que PCH nativa, no se observo
corrimiento en la Ap-ANS.

Para el caso de TIM, se observaron dos comportamientos distintos que dependieron
fundamentalmente del tipo de sistema proteico evaluado (Fig. A7, C y D del
Apéndice). El complejo PCH-TIM evidencié un aumento gradual de los valores de
IFR—ANS (Fig. 34, B), lo que podria indicar que el ANS desplazaria a TIM desde sus
sitios de unién. Por otra parte, se observé un comportamiento distinto para el complejo
PCH3.,-TIM, para el cual se obtuvo una disminucién de los valores de IFR-ANS. Al
igual que lo que ocurre con CAR, este comportamiento es definido como un modo de
union que podria responder a un mecanismo de formacion de complejos “de adentro
hacia afuera” (Sponton y col., 2016; Visentini y col., 2017). Los sitios internos se
ocuparian primero y a medida que aumenta la concentracion de TIM, la union se daria

en sitios cada vez mds superficiales y cercanos al solvente acuoso.
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Figura 34. [IFR—-ANS en funcién de la concentracién de CAR (A), TIM (B) y CIN (C) a 25 °C, para sistemas de

PCH nativa y PCH3 ;.
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iii.  La unién de CIN a PCH nativa, en el rango de concentraciones utilizadas, no produjo
cambios significativos de la IFR-ANS (Fig. 34, C). Luego, los valores de IFR-ANS de
PCH3;.11-CIN fueron levemente superiores a los de PCH-CIN, con lo cual, ANS podria

unirse en sitios o dominios distintos de los sitios de union de CIN.

Tal como se discuti6 anteriormente, el proceso de obtenciéon de PCHj;; implic
fendmenos de desnaturalizacion/agregacion debido al tratamiento térmico, lo que dio lugar a
cambios conformacionales significativos en la estructura de PCH. Por lo tanto, las diferencias
en la formacién de los nanocomplejos PCH-CA y PCHj.-CA estarian directamente
relacionadas con el estado conformacional de las proteinas. Luego, el modo de unién de los
CA a los sistemas proteicos, podria relacionarse con la naturaleza quimica de los mismos.
CAR y TIM al ser isomeros presentarian un modo de unién similar y CIN uno distinto a estos

dos, debido a sus diferencias moleculares.

4.6.2. Propiedades estequiométricas y parametros termodinamicos

Un aspecto importante es el estudio de los pardmetros estequiométricos, a modo de
predecir el nimero de moléculas de ligando unidas por monémero de proteina (n), y el
conocimiento de la magnitud de interaccion intermolecular involucrada en la unién, mediante
el calculo de la constante de asociacion (Ka). Con el objetivo de conocer dichos parametros
de unién se considerd el modelo de Scatchard modificado (Le Maux y col., 2013). Ademas,
este modelo de ajuste, a diferencia de otros existentes en bibliografia, contempla la
concentracion de proteina utilizada por lo que brindaria una mejor estimacion de tales
parametros de unidn.

Los pardmetros n y Ka obtenidos para los complejos PCH-CA y PCHj3.1;-CA en el
rango de temperaturas de 15 a 45°C se observan en las Tablas 21 y 22, respectivamente. Se
obtuvieron los siguientes resultados:

1.  Para PCH-CAR, la temperatura en el rango de 15 a 35°C no ejerci6 ningun efecto
sobre el pardmetro n. Mientras que, a 45°C el valor de n aument6 favoreciendo la
unién de CAR. Respecto a PCH nativa, el nimero de moléculas de CAR unidas a
PCHj3.; fue significativamente superior. El incremento de la temperatura, en el rango
de 15 a 35°C, no ejercié ningun efecto sobre el valor de n. Luego, a 45°C, solo

aument6 significativamente respecto al valor de n obtenido a 15°C y no se observaron
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diferencias con las demds temperaturas. Por otro lado, el valor de Ka obtenido para
PCH nativa y PCH3_1; fue el mismo en todo el rango de temperatura evaluado.

La uni6n de TIM a PCH nativa a diferentes temperaturas, no produjo cambios
significativos sobre el pardmetro n. Luego, el nimero de moléculas de TIM unidas a
PCHs.y; fue significativamente mayor y no se observaron diferencias en el rango de
temperatura de 15 a 35°C. Mientras que, a 45°C, el valor de n aument6 favoreciendo
la unién de TIM. Luego, el grado de afinidad (Ka) de TIM por PCH nativa y PCH3.y;
fue el mismo en todo el rango de temperaturas evaluado.

El nimero de moléculas de CIN unidas a PCH nativa no vari6 con la temperatura y la
capacidad de carga fue mayor para PCHs;,;. Por otro lado, a diferencia de lo
observado con CAR y TIM, se obtuvo una mayor afinidad para el complejo PCHj3 ;-
CIN a 15 °C. Este efecto observado indicé que, a menor temperatura, la accesibilidad
de los sitios de unién de PCHj3.j; habria aumentado, lo que le permitiria asociar una
mayor cantidad de moléculas de CIN. Luego, en el rango de 25 a 45°C el valorde n y

Ka fueron similares y no se observaron diferencias.

Tabla 21. Valores de n (nimero de moléculas de CA/monémero de PCH) correspondiente a 15, 25, 35 y 45 °C.

Los valores se muestran como media (+ desviacién estidndar) y las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

Numero de moléculas por monémero (n)

Sistema
15°C 25°C 35°C 45°C
PCH-CAR 112 (£1)® 128 (+10)® 124 (£1)® 339 (£34)°
PCH;-CAR 177 (x2)°* 207 (+21)* 207 (£11)* 244 (£6)*°
PCH-TIM 115 (£10)® 139 (£27)"* 134 (£8)" 152 (£15)"
PCH;.;-TIM 233 (£5)%¢ 264 (£52)° 245 (£95) 306 (£35)*"
PCH-CIN 120 (£8)® 114 (£3) 132 (+4)"¢ 151 (£14)"¢
PCH,.;;-CIN 346 (+24)" 230 (x13)* 224 (£56)°° 222 (£5)°
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Tabla 22. Constante de asociacion (K,) expresada en 1/molar (1/M) correspondiente a 15, 25, 35 y 45 °C, para
sistemas de PCH nativa y PCH;_;,. Los valores se muestran como media, + desviacion estandar y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Ka (M)
Sistema
15°C 25°C 35°C 45°C
PCH-CAR (747 +3)x10°" (7,33 +4)x10°° (6,70 £ 2)x10°° (5,30 = Dx10*°
PCH;,,-CAR (2,00 = Dx10°" (3,42 +3)x10°" (2,00 = 0)x10°° (2,60 + 2)x10°°
PCH-TIM (2,56 = Dx10°® (1,60 = 1)x10°° (8,60 = 2)x10°° (1,40 + 0)x10°°
PCH;-TIM (1,79 = Dx10°® (8,75 = 7)x10*° (3,05 £ 3)x10°° (5,74 + 2)x10*°
PCH-CIN (1,36 = Dx10"* (5,82 £2)x10°° (4,61 £ 6)x10°° (1,67 + 0)x10°°
PCH;.;;-CIN 4,19+ Dx10*® (5,22 +3)x10°° (1,65 = Dx10°° (2,85 +2)x10°°

Por lo tanto, el tratamiento térmico de PCH nativa permiti6é obtener nanovehiculos con
mayor capacidad de carga y sin modificar el grado de afinidad de los CA. Esto podria deberse
a que la agregacion de la proteina, y las condiciones en que esto ocurre, modificaria el estado
conformacional de la nanoparticula, y la estequiometria de los nanocomplejos se vincularia
fuertemente con las condiciones estructurales que presentan los nanovehiculos empleados.

Por otro lado, para apreciar la capacidad de carga de cada sistema, los valores de n
fueron expresados como g de CA/g de proteinas (PCH o PCHj ;) utilizando el modelo de
Scatchard modificado (Tabla A17 del Apéndice). Los valores de n, obtenidos a 25°C, se
observan en la grafica de la Fig. 35. Tal como se discutié anteriormente, la capacidad de carga
de CA fue significativamente mayor para PCHj3_j;, llegando a ser de ~ un 50% mads que con
PCH nativa. Ademads, se observé una mayor capacidad de carga por parte de PCHj3.j; para
TIM, mientras que para CAR y CIN fueron similares.

Una vez obtenidas las constantes de asociacion de los complejos mediante la aplicacion
del modelo de Scatchard modificado, se evaluaron los pardmetros termodindmicos que rigen
su formaciéon a través de la relacion existente entre la constante de asociacién y la
temperatura. El signo y magnitud de los pardmetros termodindmicos involucrados en la

formacién de los complejos PCH-CA y PCH3.1-CA se resumen en la Tabla 23. Tal como se
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observa, los valores negativos de AG° obtenidos a 25°C indicaron que en todos los casos la
formaciéon de complejos se llevé a cabo de manera espontdnea. Las fuerzas de interaccion
involucradas en la formacion de dichos complejos fueron analizadas a partir de los signos de

los parametros termodindmicos obtenidos de acuerdo a Ross y Subramanian (1981).
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Figura 35. Gramos de CA unidos por gramo de proteinas (PCH o PCHj;_1;) a 25 °C. Los valores se muestran

como media, + desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05).

Los signos negativos de AH® y AS® correspondiente a los complejos obtenidos con los
compuestos CAR y TIM sugirieron una reaccién de naturaleza exotérmica con interacciones
de tipo van der Waals y puentes de hidrégeno. En relacién a la naturaleza estructural de estos
compuestos fendlicos algunos autores han descripto este tipo de interaccién con otras
proteinas (Abbasi y col., 2018; Chen y col., 2021; Wu y col., 2011). Por otro lado, para los
complejos obtenidos con el compuesto CIN los signos positivos de ambos parametros
sugirieron una reaccion de tipo endotérmica con asociaciones de tipo hidrofébicas.

Estos resultados, indicaron que el tipo de interaccion o fuerza intermolecular
involucrada en la estabilizacién de los complejos dependieron directamente de la naturaleza

quimica del CA.
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Tabla 23. Entalpia (AH®), entropia (AS°®) y energia libre de Gibbs (AG®) para los complejos PCH-CA y PCH;_;-
CA. Los valores se muestran como media, + desviacién estdndar y las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

Parametros termodinamicos

Complejo
AHC (J mol™) AS° (J mol™ k™) AG?® (J mol™)
PCH-CAR (-7,0 £ 0,9)x10* 4 (-1,4 £0,0)x10°¢ (-3,2 £0,1)x10**°
PCH;,-CAR (-8,3 +1,3)x10*¢ (-1,7 £ 0,4)x10*¢ (-3,2 £0,1)x10**°
PCH-TIM (-4,0 £ 0,8)x10* ° (-0,3 £ 0,05)x10*° (-3,1 £0,8)x10**°
PCH;-TIM (-6,0 + 1,3)x10*¢ (-1,3 £0,2)x10*¢ (-2,7 £ 0,0)x10**
PCH-CIN (4.4 +1,4)x10** (2,6 £0,5)x10** (3,3 +0,1)x10*°
PCH;.;;-CIN (6,2 +0,3)x10** (3,1 £0,D)x10** (-2,9 +0,0)x10**°

4.6.3. Analisis de distribucion de tamaiio de particula (PSD) y potencial {

A fin de evaluar la estabilidad coloidal de los complejos PCHj.;-CA fueron
caracterizados de acuerdo a su tamafio y carga neta superficial, a pH 3 y 7 del medio acuoso.
Como se indic6 con anterioridad, la eleccion de estos valores de pH se debid a que son tipicos
de muchos alimentos y porque se encuentran alejados del pI de PCH (~ 5). En la Tabla 24 se
observa el dy (obtenido a partir de los picos de la PSDv), volumen de cada pico en la PSDv,
PdI y potencial { de cada complejo. En la Fig. A8 del Apéndice se muestran, ademads, las
PSDi y PSDv para PCH3_;-CA apH 3 (A-1 y A-2) ypH 7 (B-1 y B-2).

Tal como se discuti0 anteriormente, el tratamiento térmico a pH alcalino produjo
agregados PCH3_1; de tamafio nanométrico (<100 nm) y estables coloidalmente. Luego, a pH
3 y 7 del medio acuoso, la unién de los CA a PCH3_y; produjo un aumento significativo de los
valores de dy, lo que confirmé la formacion de nanocomplejos. Ademads, tanto PCH3.;; como
PCH3;.11.CA evidenciaron un comportamiento monomodal (Fig. A8 del Apéndice). Se observé

que:
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A pH 3 del medio acuoso, los complejos presentaron mayor tamaiio que a pH 7. Como
se indicé anteriormente, la disminucién de la repulsiéon entre las cargas netas
superficiales a este valor de pH podria explicar el aumento del tamafio de particula.

A pH 7, se obtuvieron complejos con dy por debajo de los 100 nm. No se observaron
diferencias de dy entre los complejos formados con CAR y TIM, mientras que el

complejo de menor tamafio fue el obtenido con CIN.

Tabla 24. Valores de dy, volumen (%), Pdl y potencial { correspondientes a PCH;_ |; y complejos PCH; ;-CA, a

pH 3 y pH 7 del medio acuoso. Los valores se muestran como media (+ desviacién estdndar) y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

dy Volumen
Sistema PdI Potencial { (mV)
(nm) (%)
pH3 PCH;.; 33(£62)°¢ 99,80 0,25 (+0,0) * 11,4+ 1,3)°
PCH,.;-CAR 253 (£23,6)" 94,50 0,24 (+0,0) 20,3 (x1,6)°
PCH,.,-TIM 200 (+ 18,5) ° 98,60 0,20 (+0,0) 18,4 (£3,7)°
PCH;.,-CIN 198 (+ 18,7) 98,10 0,23 (+0,0) " 16,3 (£0,8)°
pH 7 PCH; 30 (£42)°¢ 99,9 0,25 (+0,0) * 12,6 (x1,4)°¢
PCH,;.;;-CAR 66 (£9,1) ¢ 99,40 0,20 (+0,0) € 21,4 (£4,0)°
PCH;.;,-TIM 65 (£ 13,1)°¢ 100,00 0,19 (+0,0) € -18,3 (£ 3,2)%¢
PCH;,,-CIN 45 (£ 6,2) ¢ 99,70 0,22 (£ 0,0)° -16,7 (+ 0,6)*¢

Finalmente, se determiné el potencial C de los sistemas y se observé que:

i.

A pH 3 del medio acuoso, el potencial { para PCHs.;;, present6 signo positivo (pH<pl),
el cual no fue modificado por la unién de CA, sugiriendo que PCHj3_;; gobernaria el
comportamiento coloidal de los nanocomplejos. Sin embargo, la magnitud de los
potenciales C para los nanocomplejos PCH3.1;-CA  fue significativamente mayor que
la de PCHs.,i, lo que podria estar relacionado con ligeras modificaciones

conformacionales en PCH3_j; producto de la unién de los CA.
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ii. A pH 7 del medio acuoso, se observé el mismo comportamiento que a pH 3, pero el
potencial { presentd signo negativo (pH>pl). La magnitud de los potenciales { para los
nanocomplejos PCH3.11-CA fue significativamente més alta que la de PCHs._yy, lo que
podria estar relacionado con una exposicion de residuos cargados negativamente
debido a ligeras modificaciones conformacionales en PCHj3 ;. Por otro lado, la unién
de CIN a PCHs;,; no alteré significativamente la carga neta superficial, lo que

indicaria un menor impacto de CIN sobre la conformaciéon de PCHs. ;.

4.6.4. Estudio de los aspectos morfolégicos

Los aspectos morfoldgicos de PCH3.j; antes y luego de la complejacién con los CA, se
estudiaron utilizando AFM. Las imédgenes de fase y topograficas en 3D se muestran en la Fig.
36. Las imdgenes de PCH3_j; fueron las obtenidas anteriormente en la seccion 4.5.3 (Fig. 32,
B).

Como ya se discutié en la seccion 4.5.3, las imédgenes de fase y topografica 3D para
PCHs;.;; (Fig. 36, A) revelaron la presencia de una poblacién mayoritaria con un didmetro de
particula estimado de ~50 nm y una poblacién minoritaria de ~10 nm. Esta poblacién de
menor tamafio podria corresponder a PCH nativa, desnaturalizada y no agregada. Ambas
poblaciones de particulas, presentaron formas algunas redondeadas, otras de tipo ovaladas y
con un contorno ligeramente rugoso.

Luego, la unién de CA a PCHs; (Fig. 36, B, C y D) produjo estructuras con morfologia
similar pero con una mayor relacién didmetro/altura en comparacién con PCHjs_;;. Esto podria
deberse a la etapa de secado en la preparacion de la muestra, en la cual las particulas podrian
ser aplastadas sobre la superficie de la mica, aumentando la relacién didmetro/altura (Arzeni y
col., 2015). Las imdgenes de las muestras de PCHj3_;;-CA también revelaron la presencia de
una poblacién minoritaria de ~10 nm.

En general, el tamafio de particula estimado por AFM se correspondié con los
resultados obtenidos por DLS (PSDv). Sin embargo, la poblacion correspondiente a la de
menor didmetro (~10 nm) no fue detectada por DLS, ya que estarian superpuestas con
poblaciones de particulas de mayor didmetro (Bhattacharjee, 2016). Respecto a los resultados
obtenidos, Rao y col. (2020) observaron una morfologia similar para los complejos obtenidos

con nanoparticulas de PCH (obtenidas por gelificacion y sonicacion) y CAR.
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Figura 36. Imagenes de AFM de fase y topograficas en 3D para PCH;_j; (A) y PCH;.1,-CAR (B), PCH;_;-TIM
(C) y PCH;_.1;-CIN (D).
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4.6.5. Eficiencia de encapsulacion (EE)

Con el objetivo de conocer la cantidad de CA encapsulado por PCH3_;; y su potencial
aplicacion en matrices alimentarias, se calculé la EE (Tabla 25). Para todos los
nanocomplejos PCH3.1;-CA, los valores de EE fueron superiores al 83%, lo que sugiere que el
proceso de encapsulacién de CA se desarrollé con éxito. El mayor valor de EE se obtuvo para
el nanocomplejo PCH3.1-CIN, mientras que para los nanocomplejos PCHj3.1;-CAR y PCH3. -
TIM no se observaron diferencias significativas.

Algunos autores han reportado valores de EE para estos CA que fueron encapsulados en
distintas matrices biopoliméricas. Por ejemplo, recientemente se ha evaluado la encapsulacion
de CAR en nanoparticulas de PCH (obtenidas por gelificacioén y sonicacién), logrando una EE
de 51,41 % (Rao y col., 2020). Pan y col. (2014), encapsularon TIM en caseinato de sodio a
través de homogeneizacion de alto esfuerzo de corte, lo que produjo un 89 % de EE. Wu y
col. (2012) evaluaron la encapsulacion de TIM y CAR en nanoparticulas de zeina alcanzando
para ambos un 80% de EE. CIN se encapsulé en nanoparticulas biopoliméricas a base de
proteina de suero de leche, dextrano y sulfato de condroitina con un 76,57 % de EE (Liu et
al., 2020) y en nanoparticulas de alginato-quitosano con un 72,92 % de EE (Ji et al., 2019).
Las diferencias encontradas entre los valores de EE para estos CA podrian atribuirse al uso de
diferentes materiales biopoliméricos y métodos de encapsulacion.

Por lo tanto, se puede concluir que el método de encapsulacién CA en nanoparticulas

PCH3;_; result6 efectivo en comparacion con otros reportados en la literatura.

Tabla 25. EE de nanocomplejos PCHj;.;-CA. Condiciones: concentracién de proteinas 3% m/v, concentracion
de CA en etanol 4% m/v, relacion volumétrica 10:1, pH 7. Los valores se muestran como media (+ desviacién

estandar) y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Nanocomplejo EE (%)
PCH;.;-CAR 83,3 (£0,3)°
PCH;.;-TIM 83,2 (x0,4)*°
PCH;.;-CIN 98,9 (+0,0)°
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4.6.6. Determinacion de actividad antifiingica
4.6.6.1. Ensayo de microdilucién en caldo

La susceptibilidad de A. niger frente a las soluciones etandlicas de los CA libres y
encapsulados en PCHj3_ ;1 se observa en la Tabla 26. El compuesto libre mds eficaz fue CIN,
seguido por TIM y CAR. Estos resultados fueron coincidentes con los obtenidos de forma
preliminar por el método de pocillo (seccion 4.4). La actividad antifiingica de estos
compuestos frente a A. niger ha sido demostrada por otros autores, obteniendo resultados
similares (Abbaszadeh y col., 2014; Bouddine y col., 2012; Sun y col., 2020).

Luego, fue evaluada la actividad antiftingica de los CA encapsulados en nanoparticulas
PCHs;.;. Cabe destacar que, PCHj3.;; no tuvo ningin efecto, con lo cual, la actividad
observada se debi6 exclusivamente a los CA. Todos los nanocomplejos PCH3_1;-CA fueron
eficaces frente a A. mniger. La mayor actividad antifingica se obtuvo con PCHj;;-CIN,
seguido por PCH3.1;-TIM y PCHj3.1;-CAR, siendo este comportamiento similar al observado
para los CA libres, disueltos en etanol. Sin embargo, los valores de CIM y CMF fueron
mayores para los nanocomplejos. Esta reduccién de la actividad antifiingica, podria deberse a
que los grupos activos de las moléculas de CA estarian involucrados en la unién con las

proteinas (Ozdal y col., 2013).

Tabla 26. CMI y CMF halladas por la técnica de microdilucién en caldo, correspondientes a los compuestos

puros CAR, TIM y CIN (en etanol absoluto), nanoparticulas PCH;_1; y nanocomplejos PCH;_j;-CA.

CMI (pg/mL) CMF (pg/mL)

CAR 175 200

TIM 100 125

CIN 50 75

PCH;.; - -

PCH;.1;-CAR 450 500
PCH;.;,-TIM 400 450
PCH;.;-CIN 175 200
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4.6.6.2. Ensayo de dilucion en agar

La eficacia antifingica de los nanocomplejos PCHs.-CA frente a A.niger fue
determinada también por la técnica de dilucién en agar. El objetivo fue evaluar dicha eficacia
en medio sélido, debido a que podrian existir diferencias en el modo de accion de los mismos
(Inouye y col., 2001; Sun y col., 2020).

En primer lugar, se determinaron los valores de CMI y CMF para las soluciones
etanodlicas de los CA libres. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 27. Tal como se
observa, TIM y CAR presentaron mayor actividad antiftingica, seguida por CIN. Luego, se
evalué la actividad antifingica para los nanocomplejos PCHj3.;;-CA (Tabla 27). También se
examind la actividad antifingica de PCHj_j; pura (sin CA) siendo esta nula. Los valores de
CMI y CMF para los nanocomplejos fueron notablemente més bajos que el de los CA libres.
Con lo cual, se obtuvo una mejora de las propiedades antiftingicas la cual se podria atribuir al
proceso de vehiculizaciéon con PCHj3;, lo que promoveria una mayor solubilizacion y
retencion de los CA en medios sélidos y de naturaleza acuosa. Los valores mas bajos de CMI
y CMF se registraron para los nanocomplejos PCH;.;-TIM y PCHs;-CAR, siendo este

comportamiento similar al observado para las soluciones etandlicas de CA.

Tabla 27. CMI y CMF halladas por la técnica de dilucién en agar, correspondientes a los compuestos puros

CAR, TIM y CIN (en etanol absoluto), nanoparticulas PCH;_;; y nanocomplejos PCH;_;;-CA.

CMI (pg/mL) CMF (pg/mL)
CAR 30 40
TIM 30 40
CIN 40 50
PCH;.; - -
PCH; 1-CAR 10 20
PCH;.;,-TIM 10 20
PCH;.;1-CIN 20 30
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A partir de los resultados obtenidos, utilizando ambas técnicas, fue posible comprobar
la susceptibilidad de A. niger frente a los nanocomplejos PCHj3_ ;1-CA. La eficacia de los CA
disueltos en etanol y de PCHj.;;-CA dependi6 del modo de aplicacion (medio sélido o
liquido) y de la naturaleza quimica del CA. En medio liquido, el compuesto CIN result6 ser el
mads eficaz seguido por TIM y CAR. Mientras que en medio sélido, los compuestos CAR y
TIM fueron maés eficaces que CIN. La aplicacién de los CA en un medio sélido, al igual que
en los ensayos preliminares (seccion 4.4) y como se discutié anteriormente, aumentaria su
eficacia antiftingica debido a la atmdsfera gaseosa que se genera dentro de la placa. Las
diferencias en el modo de accién, de acuerdo a como se apliquen, es un aspecto importante a

tener en cuenta posteriormente al ser aplicados como recubrimiento.

4.7. Analisis de las soluciones formadoras de recubrimiento (SFR)

Como se indicé anteriormente, la formacién de un recubrimiento sobre la superficie de
un alimento implica la formacién de una fina pelicula cuya matriz sea cohesiva y continua.
Las PCH poseen excelentes propiedades filmogénicas. Mediante la adicién de un agente
plastificante y un posterior proceso de evaporacion del solvente (casting) es posible la
obtencion de peliculas (Gennadios y col., 1996; Handa y col., 1999a).

Por lo tanto, para la elaboracién de RC antiftingicos se continué con la elaboracién de
SFR a base de nanocomplejos PCHs.1;-CA y glicerol (40% m/m total de proteinas). Los
nanocomplejos fueron obtenidos tal como se indicd en la seccion 3.2.7.5. Es importante
remarcar que, la concentracién de glicerol fue derivada de la realizacién de una serie de
ensayos preliminares, los que contemplaron el estudio de diferentes concentraciones (30, 40 y
50 % m/m total de proteinas) y que consistié en la distribucién de un volumen de SFR sobre
un soporte de vidrio y tefléon. Luego se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24
horas, para luego realizar una observacion visual de las peliculas obtenidas. El criterio de
seleccion se basé en aspectos relacionados a su apariencia. El objetivo fue obtener un
recubrimiento homogéneo, cuya concentracion de glicerol asegure la obtencion de una matriz
que no sea fragil o quebradiza ni presente excesiva pegajosidad debido al carécter
higroscépico del glicerol (Lee y col., 2013).

Las SFR obtenidas se observan en la Fig. 37. Ademas, las Fig. 38 y 39 muestran
imagenes de la apariencia visual de los recubrimientos obtenidos a partir de las SFR

formuladas con: PCHs.1; + glicerol (SFR); PCH3.11-CAR + glicerol (SFR-CAR); PCHj3 ;-
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TIM + glicerol (SFR-TIM); y PCH3_;;-CIN + glicerol (SFR-CIN). También fueron evaluadas

las soluciones de nanocomplejos PCH3_1;-CA sin glicerol.

Figura 37. SFR formuladas con PCH;.;;-CAR (A), PCH;_4;-TIM (B), PCHj;.;;-CIN (C) y glicerol como aditivo
plastificante. Las imdgenes referenciadas con letra mintiscula corresponden a sus respectivas diluciones (1 mL de

SFR en 10mL de buffer fosfato).

Figura 38. Apariencia visual de las soluciones de nanocomplejos (sin glicerol) y de las SFR luego del secado
sobre superficie de vidrio (T° amb., 24 h). Las imdgenes corresponden a: superficie de vidrio sin nada (1), con

PCH; ;-CAR (2), SFR-CAR (3), PCH; ;-TIM (4), SFR-TIM (5), PCH;_;,-CIN (6) y SFR-CIN (7).

En todos los casos, la adicién de glicerol aporté homogeneidad y permitié cubrir de
manera uniforme toda la superficie. Este dltimo es un requisito importante que deben cumplir
los recubrimientos (Suhag y col., 2020). Los recubrimientos obtenidos con SFR-CAR y SFR-
TIM resultaron ligeramente opacos (Fig. 38, 3 y 5). Ademas, los recubrimientos formados
sobre las superficies de teflon pudieron despegarse, obteniéndose material con buena

plasticidad (Fig. 39, C-1 y C-2). Por otro lado, el recubrimiento obtenido con SFR-CIN
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presentd una coloracién amarilla, un aspecto mds irregular, translicido y ligeramente
quebradizo (Fig. 38, 7). Esta caracteristica pudo evidenciarse al despegarlo de la superficie de

teflon (Fig. 39, C-3).

Figura 39. Apariencia visual de de las soluciones de nanocomplejos (sin glicerol) y de las SFR luego del secado
sobre superficie de teflon (temperatura ambiente., 24 h). Las imdgenes corresponden a: PCH3-11-CAR (A-1),
FR-CAR (B-1), pelicula SFR-CAR despegada (C-1); PCH;_;-TIM (A-2), SFR-TIM (B-2), pelicula SFR-TIM

despegada (C-2); y PCH;_;;-CIN (A-3), SFR-CIN (B-3), pelicula SFR-CIN despegada (C-3).

Por lo tanto, a partir de estos resultados, en la presente tesis se hipotetizé que el
recubrimiento de productos panificados con estas SFR podria conducir a un comportamiento

similar.
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4.8. Evaluacion de los panes luego de la aplicacion de las SFR
4.8.1. Humedad y actividad acuosa (a)

La evaluacion de estos parametros es relevante ya que la naturaleza acuosa de las SFR
podria afectar la calidad microbiolégica de los panes sin conservantes. Los resultados de
humedad (%, m/m) se muestran en la Tabla 28. Como se puede observar, la aplicacién de las
SFR no produjo un incremento en el porcentaje de humedad el dia 0. Por otro lado, luego de 7

dias de almacenamiento, todas las muestras presentaron una pérdida significativa de humedad.

Tabla 28. Contenido de humedad de los panes sin SFR (control) y con las SFR el dia de elaboracién (dia 0) y 7
dias después del almacenamiento a 25 °C (dia 7). Los valores se muestran como media (x desviacion estdndar) y

las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Humedad (%)
Muestras de pan
Dia 0 Dia 7

Sin SFR 33,6 (£0,7) 30.4 (0.,5)
SFR 33,5 (20.4)" 30.8 (+0.1) "
SFR-TIM 32,2 (J_rl,z)b’° 30,5 (£0,6)
SFR-CAR 32.8 (£0.6)" 30,1 (20,1)°
SFR-CIN 31,6 (205" 30,2 (£0,3)

Luego, fueron analizados los valores de a,, de la corteza y miga de pan, cuyos resultados
se observan en la Tabla 29. La aplicacion de las SFR el dia 0, produjo un aumento
significativo del a,, en la corteza, mientras que el a,, de la miga no sufri6 modificaciones. Esto
indicaria que el tratamiento superficial de los panes con las SFR, no produjo una migracién de
agua hacia el interior del mismo. Luego de 7 dias de almacenamiento, el aw de la corteza de
los panes sin SFR y con SFR (sin CA), aument6 significativamente. Mientras que, el valor de
ay, de la corteza de los panes tratados con SFR-CA se mantuvo sin cambios respecto al dia O y
no se observaron diferencias significativas entre las mismas. Ademds, no se observaron

diferencias significativas en el a, de la corteza de los panes con y sin SFR. Por otra parte, el
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a,, de la miga luego de 7 dias de almacenamiento disminuyé significativamente en todas las
muestras por igual.

Los cambios observados en el contenido de humedad y a,, de las muestras luego de 7
dias de almacenamiento, podrian estar directamente relacionados con el deterioro fisico
(envejecimiento) que sufren los productos panificados. Principalmente debido a la migracién
de humedad y retrogradacion del almidén. Asi, el contenido de agua aumenta gradualmente
en la corteza mientras que decrece en la miga (Aguirre y col., 2011; Ding y col., 2019; Gray y
Bemiller, 2003). Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos, se dedujo que la aplicacion

de las SFR no tuvo influencia en el proceso normal de envejecimiento de las piezas de pan.

Tabla 29. Valores de a,, (corteza y miga) de los panes sin SFR (Control) y con las SFR, el dia de elaboracion
(dia 0) y 7 dias después del almacenamiento a 25 °C (dia 7). Los valores se muestran como media (+ desviacion

estdndar) y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

a,, (corteza) a,, (miga)
Muestras de pan
Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7
Sin SFR 091 (20,00 0,92 (0,00 0,95 (20,00) 0,94 (+0,00)
c a a b
SFR 0,92 (+0,00) 0,93 (+0,00) 0,95 (£0,00) 0,94 (£0,00)

SFR-TIM 0,92 (0,00 0,92 (20,00)" 0,95 (20,00) 0,93 (+0,00)°
SFR-CAR 0,92 (20,000 0,93 (20,00)"" 0,95 (20,01) 0,94 (+0,00)
SFR-CIN 0,92 (20,00)° 0,92 (+0,00)" 0,95 (0,000 0,93 (20,00)°

Por otro lado, es importante sefialar que los estudios sobre el efecto de RC de naturaleza
biopolimérica sobre las caracteristicas de productos panificados son escasos. Por ejemplo,
Soukoulis y col. (2014), aplicaron RC probidticos a base de alginato de sodio y mezclas de
proteina de suero con alginato de sodio sobre la corteza de pan. Luego de 7 dias de
almacenamiento, observaron que los valores de humedad y a,, de la corteza y la miga no se
vieron afectados por los recubrimientos. Sin embargo, Altamirano-Fortoul y col. (2012)
encontraron que la aplicacion de un RC a base de almidon sobre la corteza del pan, provocod

un aumento significativo en la humedad y a, de la corteza después de 24 h de
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almacenamiento. En ambos casos, los recubrimientos fueron aplicados por pincelado, con lo
cual, esto indicaria que los cambios en estos pardmetros dependerian, en parte, de la

composicion del recubrimiento utilizado.

4.8.2. Analisis de textura y color

En productos panificados, los atributos de textura son caracteristicas que los
consumidores aprecian. El pan es un alimento que pierde rapidamente su textura deseable y
cualidades de sabor asociadas con la frescura. Cuando se almacenan a temperatura ambiente,
la mayoria de los panes o productos de panaderia con una miga esponjosa sufren un deterioro
progresivo y a menudo ripido de la calidad, cominmente conocido como envejecimiento
(Angioloni y Collar, 2009). Por ello, el impacto de las SFR sobre las propiedades texturales
de las muestras de pan de molde sin conservantes fue evaluado mediante un andlisis TPA. Los
valores de dureza, masticabilidad y resiliencia de las muestras de pan fueron analizados y se
observan en la Fig. 40. Los demds parametros (elasticidad, gomosidad y cohesividad) se
presentan en la Fig. A9 del Apéndice.

En primer lugar, se evalué la dureza (Fig. 40-A). En todas las muestras (incluida la
muestra control, sin SFR), se evidencié un aumento significativo de la dureza luego de 7 dias
de almacenamiento a 25 °C, sin encontrar diferencias significativas entre las mismas. Por otro
lado, se evalu6 la masticabilidad como medida de la energia requerida para masticar el pan,
siendo esta directamente proporcional a la dureza, cohesividad y elasticidad (Fig. A9 del
Apéndice). Como se puede observar en la Fig. 40-B, la masticabilidad aumenté luego del
almacenamiento, registrando el mismo comportamiento que la muestra sin SFR. Finalmente,
se evalud la resiliencia o capacidad de la muestra para su recuperaciéon después de la
deformacién (Fig. 40-C). Para todas las muestras, disminuy6 significativamente como
resultado del aumento de la dureza. De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo concluir
que las SFR no tuvieron impacto en las propiedades texturales de los panes sin conservantes,
cuyos cambios solo podrian atribuirse al proceso de envejecimiento del pan.

Por otro lado, el color de la corteza de los panes con recubrimientos fue determinado.
La apariencia de los alimentos determinada principalmente por el color de la superficie es la
primera sensacién que el consumidor percibe y utiliza como herramienta para aceptar o

rechazar los alimentos (Castro y col., 2017).
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Figura 40. Parametros de textura de las muestras de pan sin SFR (control) y recubiertas con las SFR
correspondientes al dia de elaboracién (dia 0) y 7 dias después del almacenamiento a 25 °C (dia 7). Los valores
se muestran como media, + desviacion estdndar y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (p< 0,05).
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En la Tabla 30 se informan los parametros CIE L*, a*, b* y AE* obtenidos. Como se
puede observar, en el dia O la aplicacién de las SFR no modific6 la magnitud de los

parametros L*, a*, b*.

Tabla 30. Caracteristicas de color de la corteza de panes con SFR y sin SFR el dia de elaboracién (dfa 0) y luego
de 7 dias de almacenamiento a 25 °C. Los valores se expresan como media (+ desviacién estdndar) y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Muestras L* a* b* AE*
de pan Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7
49,2 51,9 17,0 15,7 30,5 30,7 - -
Sin SFR d ; i h h
(1,1)°  (#3,9)° (20,2)'  (x0,7)" (x0,9) (£0,8)
50,7 53,3 16,4 15,1 30,3 30,4 3,3 2,5
SFR 4 . . b b
(2,9 (*2,6)¢ (#0,3)' (0,7 (£2,9) (£0,7) (*1,5*  (£1,6)*
50,6 49,2 16,6 16,0 30,2 28,8 2,1 3,2
SFR-TIM 4 . . b b b
1,3 (1,6 (20,2 (x0,1)) (x1,7)" (20.8)" (x1,.2)* (=1,7)
49,8 52,8 16,7 15,4 30,1 30,4 1,3 1,0
SFR-CAR ) ) b b b
(x1,0)° (0,3)°  (x0,5) (0,2) (0,8) (£0,3) (20,5) (x0,3)*
50,5 51,8 16,5 15,7 30,4 30,1 1,7 1,1
SFR-CIN

(£0,5%  (=1,D**  (20,3) (x0,2)) (#0,5" (0,0 (20,2* (203)*

Luego de 7 dias de almacenamiento, se observé un aumento significativo del pardmetro
L* (luminosidad) para el pan sin SFR, con SFR (sin CA) y con SFR-CAR. Sin embargo, los
pardmetros a* y b* fueron similares para las todas las muestras y no se observaron cambios
significativos. Ademas, las diferencias de color, tanto el dia O como 7, fueron similares para
todos los panes con SFR y estuvo en el rango de 1 a 3,26. Segun Bodart y col. (2008), un
valor de AE* superior a 3 se considera un umbral visual para la deteccion de cambios de color
por parte del ojo humano. Por lo tanto, la presencia de las SFR (sin CA) y SFR-CA no serian

detectables a simple vista.

4.8.3. Analisis microbiologico

El recuento total de mohos y levaduras y el aspecto visual de las piezas de pan luego de

7 dias de almacenamiento a 25°C se observan en las Fig. 41 y 42, respectivamente.
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Muestras de pan

Figura 41. Recuento de mohos y levaduras (UFC/g) para panes sin SFR (control) y panes recubiertos con las
SFR el dia de elaboracién (dia 0) y 7 dias después del almacenamiento a 25 °C (dia 7). Los valores se expresan
como media, £ desviacion estdndar y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <

0,05).

Figura 42. Aspecto visual de los panes envasados tras 7 dias de almacenamiento a 25 °C. Las imagenes

corresponden a las secciones superior (1) y posterior (2) de las piezas de pan sin SFR (A-1y 2) y recubiertas con

SFR (B-1y 2), SFR-TIM (C-1y 2), SFR-CAR (D-1y 2), y SFR-CIN (E-1y 2).

Como se observa en la Fig. 41, los valores de recuento el dia O para todos los panes

fueron similares. Sin embargo, después de 7 dias de almacenamiento, se observd un aumento
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significativo del mismo. Como se indicé anteriormente, el desarrollo fungico en panes sin
conservantes almacenados a temperatura ambiente normalmente se hace visible a los 3 o 4
dias (Axel y col., 2017; Magan y col., 2012). La aplicacién de la SFR (sin CA) produjo un
recuento significativamente mayor que la muestra control, demostrando no tener eficacia
antifingica (Fig. 42, B). Sin embargo, los panes recubiertos con SFR-TIM y SFR-CAR
mostraron los recuentos mdas bajos, pudiendo retrasar significativamente el desarrollo de
hongos luego de 7 dias de almacenamiento. Ademas, la apariencia visual de ambas muestras
de pan fue similar (Fig. 42, C y D).

Por otro lado, los panes recubiertos con SFR-CIN mostraron un recuento similar al
control, mostrando una baja eficacia antifingica (Fig. 42, E). Estos resultados fueron
consistentes con los hallados en el ensayo microbioldgico de dilucion en agar (seccion
4.6.6.2.), destacando que la actividad antifingica dependié de la naturaleza quimica del CA,
siendo esta mayor para los nanocomplejos PCHj3.1;-TIM y PCHj3.;1-CAR y menor para PCHj3.
11-CIN.

4.8.4. Analisis sensorial

Debido a la naturaleza aromética de los CA y su posible impacto en las caracteristicas
organolépticas de los panes con SFR, se realizd una prueba de aceptabilidad con
consumidores. La evaluacidn sensorial juega un papel importante en el control de calidad y la
comercializacién de los productos alimenticios (Amerine y col., 2013; Sharif y col., 2017),
por ende, el principal objetivo de la prueba heddnica aplicada fue identificar las posibles
tendencias y el atractivo de los panes con SFR.

Los puntajes de la evaluacion sensorial para los panes con SFR se muestran en la Tabla
31. Como puede verse, las SFR aplicadas sobre la corteza de los panes no tuvieron impacto
sobre el olor, el sabor y la aceptabilidad general. Ademas, se consultd a los consumidores si
tenian preferencia por alguna de las muestras de pan. De acuerdo a las respuestas obtenidas,
el 27% de los consumidores prefirié el pan con SFR-CAR, el 22% el pan con SFR-TIM, el
20% eligi6 el control (sin SFR) y solo el 12% el pan con SFR-CIN. El porcentaje restante
(19%) de los consumidores no indicaron preferencia por ninguna muestra en particular. En
general, la mayoria de los consumidores percibieron que las muestras tenian un aroma
especiado y un sabor picante residual, particularmente aquellas con SFR-CAR y SFR-TIM.

Por otro lado, no se detecté el olor y sabor que aporta la clara de huevo.
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Tabla 31. Puntuacién obtenida para las muestras de pan con y sin SFR. Los valores se expresan como media (+

desviacion estandar) y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Aceptabilidad
Muestras de pan Olor Sabor
global
Sin SFR 6,7 (£1,4)° 6,4 (£1,7) 6,6 (£1,4)°
SFR-CAR 6,8 (£1,6)" 6,6 (£1,6)" 6,6 (£1,5)"
SFR-TIM 6,8 (£1,5)" 6,7 (£1,6)" 6,8 (£1,6)"
SFR-CIN 6,6 (£1,5)" 6,7 (£1,2)* 6,7 (£1,4)"

4.9. Obtencion y caracterizacion de PA

En base a los resultados obtenidos con las SFR en la seccion 4.7, se continud con el
desarrollo y caracterizacion de PA a partir de soluciones filmogénicas (SF) formuladas a base
de nanocomplejos y glicerol.

Para la obtencion de PA se realizaron algunas modificaciones. En primer lugar, fueron
utilizadas nanoparticulas producidas por tratamiento térmico (85°C, Smin) en un reactor
discontinuo. Para ello se utiliz6 1 L de solucién de PCH con mayor concentracién proteica
(5% m/m) y a pH 11,4 (PCHs_;;4). Cabe destacar, que no fue posible utilizar concentraciones
proteicas mayores debido a que el tratamiento térmico de soluciones de PCH con una
concentracion proteica por encima del 5% m/m produce la gelificacion del sistema (Sponton y
col., 2020). Por otro lado, solo fueron empleados los compuestos TIM y CAR, debido a que
las SFR formuladas con CIN formaron peliculas fragiles y quebradizas (Fig. 39). Luego, los
nanocomplejos fueron obtenidos a pH 11,5 y la relacién de volimenes de solucién de PCHs.
114 y solucién etandlica de CA utilizada fue 10:1,5, respectivamente. Estas condiciones,
fueron seleccionadas por los siguientes motivos:

v" El cambio de escala en la produccién de nanoparticulas permitié disponer de un mayor
volumen de nanoparticulas producidas en menor tiempo. A diferencia de los RC, la

obtencion de PA requiere de mayores volimenes.
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v" El aumento de la concentracién proteica (PCHj;.j; versus PCHs j14) promoveria la
formacion de una matriz mds reforzada o con mejores propiedades mecdnicas, debido
a un mayor numero de grupos SH (Gennadios y col., 1996; Handa y col., 1999a).

v' El pH al cual se obtuvieron los nanocomplejos, fue seleccionado en base a la
bibliografia existente sobre producciéon de peliculas de PCH por casting (seccion
1.5.3). De acuerdo a Handa y col. (1999a), a pH 11,5 se expone un nimero mayor de
grupos SH y se obtiene como consecuencia, una mejora de las propiedades mecanicas

de peliculas de PCH.

Por otro lado, las condiciones de secado para la obtencién de las PA por casting (40°C,
48 h) fueron seleccionadas, en base a pruebas preliminares, con el objetivo de acelerar el

proceso de secado.

4.9.1. Obtencion y caracterizacion de complejos PCHs.q; 4-CA

Los nanocomplejos PCHs_1; 4.-CA fueron preparados utilizando el mismo procedimiento
que para los nanocomplejos PCHj3 j1-CA, pero, se increment6 la carga de los CA utilizando

una relacion volumétrica 10:1,5 (120 mg de CA/g de proteinas) (Fig. 43).

Figura 43. Soluciones de nanoparticulas PCHs_1; 4 (A), nanocomplejos PCHs_; 4-CAR (B) y PCHs_ 1 4-
TIM (C).

4.9.1.1. Espectroscopia de fluorescencia intrinseca

La Fig. 44-A muestra los espectros de emision para los sistemas PCHs_ ;4 (control) y
PCHs.114-CA a pH 11,5. La adicién de los CA promovié una disminucién en la intensidad de
fluorescencia de PCHs_j;4 sin ninglin cambio en la Ap,—Trp (340 nm). Como se indicd

anteriormente, este fendmeno se conoce como apagamiento de la fluorescencia. Las
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moléculas de CA se unirfan a sitios cercanos a los residuos de Trp y la emisién de
fluorescencia se reduciria gradualmente, destacando la formacién del complejo proteina-

ligando (Lakowicz, 2006).

4.9.1.2. Analisis de distribucion de tamafio de particula (PSD) y potencial {

La PSDv y el potencial { obtenidos se informan en la Tabla 32 y Fig. 44-B,

respectivamente.

Tabla 32. Valores de didmetro hidrodindmico (dy), potencial { y eficiencia de encapsulacion (EE) para PCHs ;4
y los complejos PCH; ;; 4-CA. Concentracién minima inhibitoria y fungicida (CMI y CMF) de los CA puros (en
solucién etandlica), PCHs.; 4 y complejos PCHs.; .-CA. Los valores se expresan como media (+ desviacion

estdndar) y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

Sistema dy (nm) Potencial { EE (%) MIC MFC
(mV) (mg/mL)  (mg/mL)
TIM - - - 0,030 0,040
CAR - - - 0,030 0,040
PCHs.114 23+4°  279+2,1° - - -
PCHs 1 4-TIM 316" 28115  81,0+28 0,300 0,400
PCHs;14-CAR  18+3" 279419  831+33" 0,300 0,400

En general, se obtuvieron nanocomplejos coloidalmente estables. Como se puede
observar en la Fig. 44-B, para todos los sistemas se registré un comportamiento monomodal
en PSDv con picos a 23 £ 4 nm (PCHs_j;4), 31 £ 6 nm (PCHs_j; 4.-CAR) y 18 £ 3 nm (PCHs.
114-TIM). De acuerdo con la Tabla 32, respecto al control (PCHs.j 4), la adicion de TIM no
produjo cambios significativos en el tamafo del nanocomplejo. Mientras que, el tamafo del
nanocomplejo PCHs_1;4-CAR fue significativamente mayor. Ademds, como era de esperar,
tanto PCHs_j; 4 como los nanocomplejos obtenidos, mostraron valores de potencial { negativos
apH 11,5 (pH> pl), y la adicién de los CA no produjo cambios significativos en el potencial {
del control, lo que sugiere que el comportamiento coloidal de los nanocomplejos se veria

gobernado por PCHs_j 4.
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Figura 44. Espectros de fluorescencia intrinseca (A) y PSDv (B) de PCHs_y; 4, PCHs 1, --CAR y PCHs 1, 4-TIM.
Condiciones: concentracién proteica 'y de CA (0,043 y 0,00516 mg/mL para andlisis de fluorescencia; 1 mg/mL

y 0,12 mg/mL para andlisis de tamafio de particulas), pH 11,5 y temperatura 25°C.

4.9.1.3. Eficiencia de encapsulacion (EE)

Para conocer la cantidad de CA encapsulados por las nanoparticulas PCHs ;4 se
determiné la EE (Tabla 32). Para ambos nanocomplejos PCHs j; 4-CA, los valores de EE

fueron superiores al 80%, lo que sugiere que el proceso de encapsulacion de CA fue exitoso.
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No se observaron diferencias significativas entre los valores de EE para los sistemas PCHs.
114-TIM y PCHs_1; 4-CAR.

Por otra parte, los resultados obtenidos fueron similares a los hallados para los
complejos PCH3.11-CA (seccion 4.6.5). Esto podria sugerir que las condiciones de obtencion
de PCHs_j; 4 con respecto a las de PCHj3_ g, tales como la concentracion proteica (5% versus
3% m/m) y el pH al cual se obtuvieron los nanocomplejos (11,5 versus 7) no produjeron
cambios estadisticamente significativos (p<0,05) en la EE. Ademas, el contenido de CA en
los nanocomplejos formados con PCHs.1; (133 mg/g proteinas) y PCHs.114 (120 mg/g de

proteinas) no tuvo influencia en los resultados de EE.

4.9.1.4. Determinacion de la actividad antifingica

Las propiedades antiftingicas de los nanocomplejos PCHs_j; 4-CA se evaluaron contra A.
niger mediante la prueba de dilucién en agar. Los CA puros disueltos en etanol y solucion
acuosa de PCHs_j; 4 (sin CA) se incluyeron como controles. Los resultados se muestran en la
Tabla 32. Para los CA puros disueltos en etanol absoluto, se registraron valores iguales de
CMI y CMF. Ademéds, la posterior encapsulaciéon en nanoparticulas PCHs 14 promovi6 la
obtencion de nanocomplejos con actividad antifingica, mientras que PCHs_j; 4 no tuvo ningtin
efecto. La eficacia antiftingica frente a A. niger fue igual para ambos nanocomplejos.

A diferencia de los CA puros disueltos en etanol, se requirié una mayor concentracion
de PCHs_; 4-CA. Este comportamiento podria deberse a la forma en que difunden los CA en
forma libre o encapsulados en PCHs_;; 4. Tal como se discutié anteriormente en la seccion 4.4,
la disolucién en etanol facilita la volatilizaciéon de CA, generando una atmoésfera inhibitoria
dentro de la placa. Sin embargo, el proceso de encapsulacion en nanoparticulas PCHs ;4
reduciria significativamente la volatilidad y, en consecuencia, la eficacia antifingica de los
CA encapsulados en PCHs_; 4. Se ha demostrado que se requieren mayores concentraciones
de compuestos activos para inhibir el crecimiento micelial por contacto directo con respecto al
producido en fase vapor (Suwanamornlert y col., 2018).

Por otro lado, la actividad antifingica de los nanocomplejos formados con PCHs_1; a pH
7 fue mayor. En primer lugar, el contenido de CA para cada tipo de nanocomplejo fue
diferente (133 mg/g para PCH3.1;-CA y 120 mg/g para PCHs._1; 4-CA). Esto indicaria que, al
incrementar la concentracion de proteinas y disminuir el contenido de CA podria haber una
mayor retenciéon de los CA por parte de las mismas. Por ende se necesitaria una mayor

concentracion de nanocomplejo para inhibir el desarrollo de A. niger. Luego, de acuerdo a los
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resultados de fluorescencia, el modo o sitio de unién de los CA a cada tipo de nanoparticula y
pH es diferente. Con lo cual, los grupos que ejercen actividad antifingica, tales como el grupo
—OH, podrian estar unidos en sitios diferentes, modificando de esta forma su eficacia
antifingica.

En conclusién, si bien se requirié un mayor volumen de nanocomplejo para lograr
actividad antifingica, el proceso de vehiculizacién de CA en PCHs.j; 4 no implicé la pérdida
de su actividad antifingica. Con lo cual estos nanocomplejos podrian utilizarse para la

obtencién de peliculas con actividad antiftingica.

4.9.2. Caracterizacion de las PA

La adicién de glicerol a las soluciones de nanoparticulas y nanocomplejos PCHs_j; 4-CA
y posterior secado permitid la obtencion de peliculas con apariencia muy similar, las cuales se

observan en la Fig. 45.

Figura 45. Aspecto visual de las peliculas control (A) y las PA formadas por PCHs_y; 4-TIM (B) y PCHs ; 4-
CAR (C). En la parte inferior se observa una de las peliculas despegadas sobre una superficie escrita para

apreciar su transparencia (D).
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4.9.2.1. Propiedades opticas

El espesor y los pardmetros de color obtenidos se muestran en la Tabla 33. Respecto al
espesor obtenido, el de la pelicula control (PCHs.;;4.Glicerol, sin CA) fue significativamente
mayor que el de las PA formadas por PCHs.;; 4-CA. Esta diferencia podria atribuirse a un
mayor contenido de agua en la pelicula control a diferencia de las PA PCHs 11 4-CA las cuales
ademads, poseen etanol en su composicion. Luego, los valores L*, a* y b* de las peliculas no
presentaron diferencias significativas entre si. Todas las peliculas mostraron una coloracion
amarilla como lo indica el valor b* positivo y el indice de amarillez (IA). Con respecto a la
pelicula control (PCHs.j;4.Glicerol, sin CA), la diferencia de color total (AE*) de las PA
PCHs.114-CAR 'y PCHs.114-TIM fue < a 3, por lo tanto no seria detectada a simple vista
(Bodart y col., 2008).

Tabla 33. Parametros de color y transparencia de la pelicula control (PCHs_ 1 4) y las PA formadas por PCHs_j; 4-
TIM y PCHs ;4 —CAR. Los valores se expresan como media (+ desviacién estdndar) y las letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

Parametro Pelicula
PCH5_11’4 PCH5_11’4-TIM PCH5_11’4-CAR
Espesor (mm) 0,3 (£ 0,0) 0,2 (£ 0,0)° 0,2 (+0,0)°
Color

L* 84,8 (£ 0,9)* 84,6 (= 1,0)* 84,7 (= 0,8)*

a* 0,1 (+0,1)* -0,04 (+ 0,0)* 0,0 (0,1)°

b* 11,6 ( 1,3)" 12,4 (£ 0,4)" 12,5 (+ 0,3)°

AE* - 1,34 (£ 0,1)" 1,1 (£0,2)°

IA 19,6 (= 2,4) 21,1 (£ 0,8)° 21,1 (£ 0,8)°
Transparencia 2,5 (= 0,0)* 2,65 (£ 0,0)° 2,70 (x 0,0)°

Tal como se indicd anteriormente, algunos autores han reportado la obtencién de
peliculas a partir de PCH con caracteristicas Opticas similares a las obtenidas en la presente
tesis. Gennadios y col. (1996) y Handa y col. (1999b) obtuvieron peliculas de PCH con
caracteristicas similares, destacando que la elaboracién a partir de soluciones filmogénicas
fuertemente alcalinas da como resultado la obtencién de materiales biopoliméricos con

coloracion amarilla. En otro trabajo, Taqi y col. (2011) produjeron peliculas de PCH por
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casting a 25 °C y obtuvieron valores de b* (4.79) y de IA (7.16) inferiores a los encontrados
en este trabajo. Las diferencias podrian deberse al uso de temperaturas mas altas, el tiempo de
secado y las condiciones alcalinas (40°C, 48 h, pH 11,5), las cuales promoverian reacciones
de Maillard entre azicares reductores y grupos amino libres presentes naturalmente en la clara
de huevo (Campbell y col., 2003; Tan y col., 2021).

Luego, fue evaluada la transparencia de las peliculas obtenidas. En primer lugar, se
registraron los valores Tggo. Para la pelicula control, fue de 89,20% (£1), mientras que para las
PA PCHs. 1 4-CAR y PCHs.j; 4-TIM se registraron valores de 89,64% (+1) y 88,92% (1),
respectivamente. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
mismas. Estos resultados fueron similares a los encontrados por otros autores que estudiaron
las propiedades Opticas de peliculas de PCH obtenidas por diferentes métodos. Lee y col.
(2013) reportaron valores de transmitancia del 89% para peliculas de PCH obtenidas por
compresion. Por otro lado, Pranata y col. (2019) informaron valores de transmitancia para
peliculas de PCH producidas por extrusion y calandrado, superiores al 90%. Esta informacién
indicaria que el tipo de tratamiento térmico aplicado a PCH y el método de obtencion de las
peliculas utilizado en el presente trabajo no influirfan en las propiedades Opticas de las
mismas.

A continuacion, a partir de los valores de Tego y €l espesor de las peliculas (Tabla 33), se
calcularon los valores de transparencia. La pelicula control (PCHs_j;4 + Glicerol) presentd
mayor transparencia, seguida por la PA PCHs_; 4-TIM vy, por dltimo por PCHs_j; »~-CAR. Esto
podria relacionarse con la microestructura de las PA formadas por nanocomplejos, la cual se
analiza a continuacién en la siguiente seccidon. Los resultados de transparencia obtenidos,
fueron consistentes con los encontrados por Lopez-Mata y col. (2016), quienes reportaron

valores de 2,57 (+ 0) para peliculas de PCH obtenidas por casting (secado al vacio).

4.9.2.2. Microestructura

La caracterizacion microestructural de peliculas biopoliméricas es una herramienta para
comprender el comportamiento y las propiedades de las mismas (Huang y col., 2020). Las
imagenes de la superficie y la seccion transversal de las peliculas obtenidas se muestran en la
Fig. 46.

El proceso de formacion de la pelicula PCHs.j14 (control), produjo una estructura
agregada, caracterizada por una red densa y porosa (Fig. 46, Al). La imagen transversal

también mostré una estructura en capas, de apariencia heterogénea, rugosa y con escasos
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espacios vacios (Fig. 46, B1). El tipo de estructura formada podria estar asociado con la
naturaleza de las nanoparticulas PCHs_j; 4. El tratamiento térmico de proteinas globulares
provoca la exposicion de residuos hidrofébicos ocluidos, que son responsables del fendémeno
de agregacion (Sponton y col., 2015a). Luego, la eliminacién del agua durante el secado
provoca una mayor agregacion. Se encontraron estructuras similares en peliculas hechas por
casting a partir de proteinas de suero de leche tratadas térmicamente (Anker y col., 2000).
Luego, la superficie de las PA basadas en nanocomplejos PCHs_j; 4.-CA (Fig. 46, A2 y
A3) mostrd una estructura con apariencia més agregada, densa y compacta. La PA PCHs_y; 4-
CAR (Fig. 46, A3) exhibié una superficie mds compacta y agrietada, lo que podria ser
consistente con el tamafio de particula encontrado para este nanocomplejo (Tabla 32). El tipo
de microestructura obtenida para la PA PCHs_j; 4-CAR podria ser el motivo por el cual se
redujo el valor de transparencia (seccion 4.9.2.1.). Finalmente, en las PA formadas por PCHs.
11.4-CA se observd una seccion transversal con caracteristicas similares a las de la pelicula

control (Fig. 46, B2 y B3).

Figura 46. Imdgenes de SEM de la superficie (A) y la seccion transversal (B) de la pelicula control PCHs ;4 (1)
y las PA formadas por PCHs_; 4-TIM (2) y PCHs_; .~-CAR (3).
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4.9.2.3. Propiedades mecanicas

Los pardmetros TS (MPa), EB (%) y EM (MPa) son los indicadores cominmente
utilizados para describir las propiedades mecénicas de peliculas (Nordin y col., 2020). Los
valores de estos pardmetros mecdnicos se muestran a continuacion en la Tabla 34.

Los resultados para la pelicula control fueron consistentes con los reportados por otros
autores para peliculas de PCH obtenidas por casting (Handa y col., 1999a; Handa y col.,
1999b; Taqi y col., 2011). La formacion de las peliculas de PCH se debe principalmente a los
grupos SH superficiales capaces de formar enlaces SS. Handa y col. (1999a) encontraron que
el tratamiento térmico de PCH en condiciones alcalinas (9% m/m, pH 11,5) promueve una
mayor exposicién de los grupos SH y permite la formacién de enlaces SS intermoleculares
por intercambio tiol-disulfuro y reacciones de oxidacion tiol, impactando directamente en las
propiedades mecénicas de la pelicula. Los mismos, obtuvieron peliculas de PCH por casting,

reportando valores de TS y EB de 5,28 MPa y 55,1%, respectivamente.

Tabla 34. Propiedades mecanicas de la pelicula control (PCHs.j;4) y las PA formadas por PCHs ; 4-TIM y
PCHs. 1,4 —CAR. Los valores se expresan como media (+ desviacion estdndar) y las letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

Pelicula
Propiedades mecanicas
PCHs.y 4 PCHs.; - TIM PCHs.;; -CAR
TS (MPa) 5,6 (£0,6)° 7,6 (£1,1)° 8,0 (x1,2)°
EB (%) 55,9 (+ 12,8)" 32,6 (+7,0) 48,0 (+7,2)*
EM (MPa) 4,2 (+0,6)* 7,7 (£1,3)° 73 (£ 1,5"

Luego, con respecto a la pelicula control (PCHs_;4), la presencia de los CA produjo
cambios en sus propiedades mecdnicas. Las PA formadas por PCHs_; 4-CA resultaron menos
flexibles (<EB), menos quebradizas (>TS) y menos rigidas (>EM). Los cambios
conformacionales de las nanoparticulas PCHs_1; 4 debido a la formacién de nanocomplejos y
la posterior agregacion tras la evaporacion de agua durante el proceso de casting podrian
producir modificaciones en la microestructura y propiedades mecédnicas. En un trabajo
realizado por Anker y col. (2000), se propuso una relacion entre la microestructura y las
propiedades mecanicas de las peliculas de proteina aislada de suero (WPI). Las peliculas se

obtuvieron por casting a diferentes concentraciones de WPI y pH, y se observé que el modo
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de agregacion durante la formacién de la pelicula influyeron directamente en los pardmetros
TS (MPa) y EB (%). Por tanto, los resultados obtenidos podrian explicarse por los cambios

conformacionales sufridos por PCHs_; 4 durante la complejacion.
4.9.2.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de la pelicula control (PCHs.114 ) y de las PA formadas por

PCHs.11.4-CA fue evaluada por TGA. Los resultados se muestran en la Fig. 47-A y B.
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Figura 47. Termogramas TGA (A) y sus correspondientes sefiales derivadas de TGA (B) obtenidas para
la pelicula control (PCHs_j;4) y las PA formadas por PCHs 1, 4-CAR y PCHj 1y 4-TIM.
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Como puede observarse, el perfil térmico de todas las peliculas fue similar y la
presencia de los CA no produjo cambios en la estabilidad térmica de la pelicula PCHs_j; 4.
Luego, a partir del andlisis de la derivada, se registr6 un perfil con etapas de pérdida de peso
durante el calentamiento (Fig. 47-B). En la primera etapa, la pérdida de peso fue
relativamente pequefia hasta los 130 °C. Posteriormente, se produjo una pérdida de peso
moderada durante la segunda etapa, desde los 130 °C hasta los 275 °C. Finalmente, a
temperaturas mas altas, la tercera etapa se caracterizd por una pérdida mixima de peso
alrededor de los 310 °C. Estos cambios de peso podrian deberse a la pérdida de agua,
evaporacion de glicerol y degradacion de proteinas, respectivamente (Fernandez-Espada y
col., 2016; Jones y col., 2013; Lee y col., 2013; Sharma y Luzinov, 2012). Por otro lado,
segin Altan y col. (2018) y Parolin y col. (2021), los compuestos CAR y TIM puros se
evaporan completamente a los 170 °C. De acuerdo con la Fig. 47-B, estos eventos térmicos no
se pudieron distinguir en las curvas, debido a que podrian superponerse con el evento de

evaporacion de agua.

4.9.2.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los eventos térmicos de las PA también fueron evaluados por DSC (Fig. 48).

Flujo de calor (mW)

50 25 0 25 50 75 100 125 150 175
Temperatura (°C)

PCHs.114 — PCHgyy ,-TIM —  PCHg;y4-CAR —

Figura 48. Termogramas DSC obtenidos para la pelicula control (PCHs_; 4) y las PA formadas por PCHs_j 4-
CAR y PCH5,| 1,4-TIM.
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Para todas las peliculas se observé el mismo comportamiento. Los termogramas
mostraron un dnico pico endotérmico entre 112 y 150 °C. Ademads, las peliculas resultaron
amorfas, como lo demuestra la ausencia de picos cristalinos. Sharma y Luzinov (2012)
analizaron PCH en polvo por DSC y registraron un pico endotérmico similar alrededor de los
130-150 °C. El mismo fue atribuido a un proceso de desnaturalizacién que ocurrié a mayor
temperatura debido al bajo contenido de agua en los polvos (5,2-7,9% m/m). Del mismo
modo, Lee y col. (2013), Jones y col. (2013) y Pranata y col. (2019) informaron termogramas
similares con picos endotérmicos entre los 130-150°C para peliculas de PCH obtenidas
mediante tecnologias de compresién-moldeado y extrusién-calandrado. Por lo tanto, los picos
endotérmicos observados en los termogramas de las peliculas obtenidas estarian relacionados
un proceso de desnaturalizacion de las PCH.

En base a los resultados obtenidos, estas PA podrian ser adecuadas para ser utilizadas en

operaciones como esterilizacion, procesamiento y coccion a temperaturas de hastal40-150 °C.

4.9.2.5. Adsorcion de agua (AA)

La adsorcion de agua en las peliculas estd directamente relacionada con la naturaleza de
la matriz biopolimérica, su estructura y principalmente el agente plastificante utilizado (Lee y
col., 2013; Lim y col., 1998).

Para evaluar la dindmica de adsorcion de agua de las peliculas, se registraron los valores
de AA (%) a diferentes HR (60, 75 y 85%) en funcién del tiempo (Fig. 49-A, B y C). Como
se puede observar, la velocidad a la que las peliculas adsorbieron agua fue mayor durante las
primeras horas. Luego, la AA alcanzé una meseta, lo que indic6 que los sistemas se
equilibraron con la HR de almacenamiento. El tiempo requerido para alcanzar el equilibrio
dependi6 de la HR de almacenamiento, siendo mayor a HR mas altas. Finalmente, luego de
72 h de almacenamiento, todas las peliculas alcanzaron el equilibrio.

La Fig. 49-D y la Tabla 36 muestran los valores de AA en funcion de la HR, los cuales
se correlacionaron linealmente con la HR de almacenamiento (R2=0,963—0,985). Para todas
las peliculas, el aumento en AA fue proporcional al aumento en la HR de almacenamiento.
Las PA formadas por PCHs_; 4.-CA, almacenadas al 60% de HR, no se vieron afectadas por el
comportamiento de adsorcién de agua y no se encontraron diferencias significativas entre
ellas. Luego, el aumento de la HR de almacenamiento de 75 a 85% provoco una leve pero

significativa disminucion en la adsorcion de agua de las PA de PCHs_; 4-CA. Estos resultados
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podrian deberse a la naturaleza hidrofébica de los CA, lo que afectaria el balance

hidrofilico/hidrofébico de las peliculas (Li y col., 2020).
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Figura 49. Curvas de AA al 60, 75 y 85 % de HR en funcién del tiempo (A-B-C) e isotermas de absorcién de

humedad (D) de la pelicula control (PCHs_;; 4) y las PA formadas por PCHs ;; 4-TIM y PCHs ; ,-CAR. Las

barras de error representan una desviacion estandar. Condiciones de prueba: 25°C, 1 atm, durante 72 h.

4.9.2.6. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La permeabilidad al vapor de agua de una pelicula es una medida esencial para su

aplicacién en alimentos (Din y col., 2020). El valor de WVP refleja la capacidad de

intercambio de agua entre los alimentos y la atmdsfera que lo rodea (Huang y col., 2020).

La Tabla 35 muestra los valores de WVP obtenidos para las peliculas. El valor de WVP

para la pelicula control fue menor que el informado por Handa y col. (1999a) (8,3+0,5 g

mm/m® h KPa) y Lopez-Mata y col. (2013) (5.37+0.70g mm/m* h KPa) para peliculas de
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PCH. Las diferencias encontradas podrian deberse al tipo de plastificante utilizado,
concentracion de proteina y método de obtencién de la pelicula. La presencia de los CA
produjo una disminucién significativa en WVP con respecto al control, y no se encontraron
diferencias entre las PA formadas por PCHs_j; 4-CAR y PCHs_;; 4-TIM. Este resultado podria
deberse a las diferencias microestructurales de PCHs_j; 4-CA y la naturaleza hidrofébica de los

CA (Li y col., 2020; Zhong y col., 2017).

Tabla 35. AA y WVP de la pelicula control (PCHs_;4) y de las PA formadas por PCHs ;;4-TIM y PCHs ;4 —
CAR. Los valores se expresan como media (+ desviacion estdndar) y las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05).

Pelicula
Parametro
PCH5_11’4 PCH5_11’4-TIM PCH5_11’4-CAR
AA (%) — 72 horas
60% HR 17,3 (£2,2)° 17,1 (£ 0,2 16,9 (£ 0,3)°
75% HR 354 ( 1,1)° 33,8 (= 0,9) 32,7 (£0,3)°
85% HR 51,9 (= 0,4)° 49,7 (+0,1)° 50,2 (£ 0,7)°
WVP (g mm/m’h KPa) 3,1 (+0,2)° 2,5(£0,3)" 2,3 (£0,4)°

4.9.2.7. Evaluacion de la actividad antifingica de las PA en pan de molde

Para evaluar la eficacia antiftingica de las PA obtenidas se utiliz6 pan de molde sin
conservantes elaborado por una panificadora de la ciudad de Santa Fe. Rodajas de pan de
4,5x5 cm fueron colocadas entre dos placas de Petri que contenian las PA en su superficie

(Fig. 50) y luego se empaquetaron en bolsas de polietileno para su posterior almacenamiento.

Figura 50. Muestra de pan de molde sin conservantes colocada entre cajas de Petri conteniendo PA.
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El aspecto visual de las rodajas de pan en el dia cero se observa en la Fig. 50, y el
aspecto luego de 7, 15 y 30 dias de almacenamiento se presentan en la Tabla 36. Por otro

lado, el recuento de mohos y levaduras se muestra en la Fig. 51.

Tabla 36. Aspecto visual de las rodajas de pan de molde almacenadas sin y con peliculas luego de 7, 15 y 30

dias de almacenamiento a 25 °C.

MUESTRAS DE PAN
. . . Con pelicula control Con pelicula Con pelicula
DIAS Sin pelicula (PCHs.11.4) PCHs.,;,-CAR PCHs.; - TIM

Luego de 7 dias de almacenamiento a 25 °C, el crecimiento flngico se hizo visible en
las rodajas de pan almacenadas sin peliculas y en menor medida en las rodajas con peliculas
PCHs.11 4 (control). Este resultado fue coincidente con los valores de recuento obtenidos (Fig.
51). En general, el crecimiento fiingico en panes sin conservantes, se hace visible al tercer o
cuarto dia (Garcia et al., 2019; Magan et al., 2012). Por otro lado, las muestras almacenadas
con PA formadas por PCHs_1; 4.-CA no presentaron crecimiento fingico visible. Sin embargo,
los valores de recuento para las muestras almacenadas con PA de PCHs.;4-TIM fueron

similares al control, mientras que las almacenadas con PCHs;4-CAR fueron
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significativamente menores a todas las muestras (Fig. 51). Es importante destacar que el
crecimiento de mohos y levaduras se hace visible cuando los valores de recuento son
superiores a 3 y 4 log UFC/g, respectivamente (Fernandez y col., 2006; Latou y col., 2010).

A los 15 dias de almacenamiento, se observo un crecimiento fungico considerable en las
muestras sin peliculas y en las muestras control. Respecto al dia 7, en las muestras control se
observé un mayor crecimiento flingico y un recuento mayor similar a las muestras sin
peliculas. Estos resultados indicarian que las peliculas control no tienen actividad antifingica
y que los efectos observados se deben exclusivamente a los CA. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en las pruebas in vitro contra A. niger (seccion 4.9.1.4). Por
otro lado, las muestras almacenadas con PA de PCHs_;4-CA se mantuvieron sin crecimiento
fungico visible, mientras que los valores de recuento fueron significativamente menores a los
obtenidos con las muestras sin peliculas y control. Finalmente, luego de 30 dias de

almacenamiento se obtuvo el mismo resultado.
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Figura 51. Recuento de mohos y levaduras (UFC/g) de las rodajas de pan de molde almacenadas sin y con
peliculas luego de 7, 15 y 30 dias de almacenamiento a 25 °C. El recuento correspondiente al dia O no fue
detectado. Los valores se expresan como media, + desviacion estdndar y las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05).

Actualmente, en la bibliografia solo se ha reportado un tipo de pelicula antifiingica
elaborada con CAR para conservacion de pan. La misma se obtuvo a partir de nanofibras

electrohiladas de almidon y CAR. Su aplicaciéon en pan sin conservantes, logré inhibir el
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crecimiento fungico durante 7 dias a 25°C (Fonseca y col., 2021). Luego, se ha explorado la
obtencion de peliculas con CAR y TIM. Entre ellos, Altan y col. (2018) ensayaron de forma
preliminar la efectividad de peliculas a base de fibras electrohiladas de zeina y de PLA,
agregando CAR en diferentes concentraciones (5, 10, 20% m/m). Para ello, se colocaron
rodajas de pan sin conservantes entre dos cajas de Petri que contenian ambos tipos de
peliculas y se almacenaron durante 7 dias a 25 °C. Las peliculas de fibras de zeina y de PLA
con 20 % m/m de CAR lograron una inhibicién del crecimiento fiingico superior al 90%. Por
otro lado, Suwanamornlert y col. (2020) produjeron peliculas a base de mezclas de
PLA/PBSA que contenian 3 y 6 % m/m de TIM. Luego, envasaron pan sin conservantes con
las peliculas y evaluaron su vida qtil durante 15 dias a 25 °C. Se incluyeron como controles
panes envasados con dos tipos de peliculas comerciales (polipropileno y PLA puro). Las
peliculas obtenidas con 3 y 6 % m/m de TIM retrasaron el crecimiento flingico visible durante
7 y 9 dias, respectivamente. Ademds, los valores de recuento de mohos y levaduras luego de
14 dias de almacenamiento a 25 °C respecto a las peliculas control (7,62 log UFC/g) fueron
menores para el pan envasado en peliculas PLA/PBSA con 6 % m/m (3,69 log UFC/g),
seguido de 3 % m/m de TIM (6,67 log UFC/g). Por ultimo, en otro trabajo realizado por
Klinmalai y col. (2021), se obtuvieron peliculas a partir de PLA y PBAT con 2 y 5 % m/m de
CAR, las cuales lograron extender la vida util de pan hasta 6 y 8 dias, respectivamente.

Por lo tanto, y a diferencia de los trabajos citados anteriormente, las PA elaboradas con
PCHs_1; 4-CA con un contenido de CA menor (<1% m/m) lograron mayor eficacia antifingica

y prolongaron la vida util de muestras de pan de molde por mds tiempo.

4.9.2.8. Analisis del contenido de CA en las PA

La liberacién controlada de un compuesto antimicrobiano es un factor critico para
mantener la calidad y seguridad de los alimentos. Es necesaria una liberacién inicial
relativamente mayor del agente antimicrobiano seguida de una liberacion sostenida més lenta
para mantener su concentracion inhibitoria minima en las superficies de los alimentos (Altan
y col., 2018). Por lo tanto, para complementar la prueba anterior (seccion 4.9.2.7), se
cuantificé la cantidad de CA liberado por gramo de pelicula al inicio del experimento de vida

util (dia 0) y luego de 7, 15, 30 dias de almacenamiento a 25°C (Tabla 37).
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Tabla 37. Contenido de CA liberado por g de PA correspondientes al dia O y a los 7, 15 y 30 dias de
almacenamiento del pan a 25°C. Los valores se expresan como media (+ desviacién estdndar) y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

Contenido de CA liberado PA

(mg CA/g de pelicula)
PCHs.1+TIM  PCHs.4-CAR

0 dias 079 (£020)° 0,68 (+0,67)
7 dias 1,20 (£ 0,06)" 1,43 (£ 0,25)"
15 dias 1,26 (£0,03)" 1,37 (x0,02)*"
30 dias 043 (£0,05)° 052 (£0,22)*

Respecto al dia 0, luego de 7 dias de almacenamiento se observé un aumento
significativo del contenido de CA liberado por gramo de PA. Por otro lado, el contenido de
CAR fue significativamente mayor que el observado para TIM. A los 15 dias, el contenido de
CA liberado se mantuvo constante y ambas PA liberaron la misma cantidad de CAR y TIM.
Cabe senalar que las peliculas evaluadas luego de 7 y 15 dias de almacenamiento,
incrementaron su peso por adsorciéon de humedad provenientes de las rodajas de pan. El peso
de las peliculas luego del periodo de almacenamiento se indica en la Tabla 38. Finalmente, a
los 30 dias de almacenamiento, la masa de CA liberado por gramo de pelicula disminuy6 y no
se observaron diferencias significativas. El peso de las PA fue similar al inicial, indicando
pérdida de humedad. Por lo tanto, esta interaccién con el agua podria promover un posible
mecanismo de liberaciéon de CA. Algunos autores han sefialado que los biopolimeros pueden
retener compuestos voldtiles, pero también promover su liberaciéon debido a cambios en las
condiciones de humedad relativa y temperatura (Balaguer y col., 2013; Wicochea-Rodriguez
y col., 2019). Kurek y col. (2014) estudiaron el efecto de la HR (0, 75 y 96 %) y la
temperatura (4, 20 y 37 °C) en el contenido de CAR liberado de peliculas a base de quitosano.
Descubrieron que el aumento de la HR y la temperatura aceleraron significativamente el
proceso de liberacion de CAR. La adsorcion de agua condujo a la hidratacion y plastificacion
de la matriz de quitosano. Debido a su naturaleza hidrofilica, la interaccion entre el agua y el

quitosano promovio la liberacién de CAR.
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A partir de estos resultados, se puede concluir que las PA formadas por nanocomplejos
PCHs.11.4-CA constituyen un material activo capaz de retener y liberar CAR y TIM en funcién
de la humedad del producto alimenticio. Ademds, la cantidad de CA liberada fue suficiente
para inhibir y mantener las rodajas de pan libres del crecimiento de hongos durante al menos

30 dias.

Tabla 38. Peso de las PA correspondientes al dia 0 y a los 7, 15 y 30 dias de almacenamiento del pan a 25°C.
Los valores se expresan como media (£ desviacion estdndar) y las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05).

Peso (g)
PA
Dia 0 Dia 7 Dia 15 Dia 30
PCHs.,; +-TIM 1,7 (£0,2)° 2,2 (0,1 2,2 (£0,1)* 1,8 (£0,1)"°
PCHs.,,4,-CAR 1,7 (+0,1)° 1,9 (£0,4)° 2,1 (+0,0)° 1,7 (0,2)"°

4.9.2.9. Analisis sensorial de los panes almacenados con PA

Debido a la naturaleza fuertemente aromatica de estos CA (Du y col., 2012; Joshi y col.,
2021; Moshe Dvir y col., 2019), se considerd importante evaluar la aceptabilidad global de las
muestras de pan de molde luego de su almacenamiento con las peliculas.

Las puntuaciones obtenidas para cada muestra se muestran en la Fig. 52. Tal como se
observa, las puntuaciones generales de gusto fueron 6,24 (x 1), 5,54 (= 2) y 5,60 (£ 2) para las
muestras de pan sin pelicula (control), con PA formadas por PCHs_;; 4-CAR y PCHs_; 4-TIM,
respectivamente. Estos resultados indicaron que la muestra control fue la de mayor aceptacién
en comparacion con las almacenadas con PA. Mientras que no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras almacenadas con PCHs_ j; 4~-CAR y PCHs.
114-TIM. Sin embargo, en los tres casos, las puntuaciones del gusto general estuvieron por
encima del umbral de indiferencia (>5), lo que indica que todos los panes fueron considerados

aceptables (Lawless y Heymann, 2010).
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Figura 52. Aceptabilidad global de las muestras de pan almacenadas sin pelicula (control), con PA formadas por
PCHs ;4 —CAR y PCHs j; 4-TIM. Los valores se expresan como media, + desviacion estdndar y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

De manera similar, Passarinho et al. (2014), verificaron efectos notables en el olor y
sabor de pan de molde almacenado con sobres conteniendo AE de orégano (fuente natural de
CAR y TIM). Evaluaron la impresién global de panes envasados junto con sobres que
contenian diferentes concentraciones de AE de orégano (5, 10 y 15 %) utilizando una escala
hedénica de 9 puntos. Como control, evaluaron muestras de pan envasadas sin sobres.
Después de 10 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, la aceptabilidad de los panes
almacenados junto con los sobres que contenian AE de orégano fue menor que la muestra de
pan sin tratar (control). Obtuvieron valores promedio de 6.73 para la muestra control y 5.57

para las muestras almacenadas con sobres que contenian 15% de AE de orégano.
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5. CONCLUSIONES

En la presente tesis doctoral, se logré reunir conocimientos, desde un punto de vista
basico y aplicado, sobre la obtenciéon de nanoparticulas biopoliméricas de PCH para la
vehiculizacion de CA en forma de nanocomplejos y su aplicacion como RC y PA antiftingicas
en pan de molde sin conservantes.

En primer lugar, se caracteriz6 la flora fiingica contaminante presente naturalmente en
los panes de molde elaborados sin conservantes. Luego, a partir de un andlisis de Ab y Fr,
pudieron seleccionarse 5 de las 13 especies identificadas, con las cuales se verifico la eficacia
de los CA. En el rango de concentraciones evaluadas, se obtuvo que el compuesto CIN fue el
que produjo mayor inhibicién, seguido por CAR y TIM cuya actividad fue similar y por
ultimo LIM, el cual no tuvo actividad antifingica. Estos resultados permitieron seleccionar la
especie A. niger, para ensayos posteriores, debido a su mayor resistencia a los CA, Ab y Fr en
las muestras de pan de molde.

Luego, se desarrollaron nanoparticulas a partir de una proteina de gran disponibilidad
local y bajo costo como PCH mediante tratamiento térmico controlado. Utilizando
condiciones de pH y diferentes concentraciones de proteinas se obtuvieron nanoparticulas de
diferentes tamafios, entre las cuales fueron seleccionadas las PCHs.;;. Los resultados
obtenidos, permitieron evaluar su aptitud como nanovehiculo para la encapsulacién de los
CA. Se encontré que la capacidad de PCHj3.y; para unir CA, a través de la formacion de
complejos, fue considerablemente mayor que la de PCH nativa. Esto se explicé por la
exposicion de los grupos hidrofébicos ocluidos en la estructura globular de la proteina. La
formacién de nanocomplejos PCHn-CA se describi6 en términos moleculares,
estequiométricos y morfoldgicos.

Ademds, la vehiculizacion de los CA en PCHj;;; permitié la obtencién de
nanocomplejos con actividad antiftingica la cual fue evidenciada in vitro contra A. niger.

Por otro lado, se obtuvieron SFR basadas en nanocomplejos PCH311-CA y glicerol que
se aplicaron adecuadamente sobre la corteza de panes de molde, sin alterar su aspecto visual
ni modificar sus propiedades fisicoquimicas. Los RC basados en nanocomplejos PCHn-TIM y
PCHn-CAR lograron inhibir eficazmente el crecimiento fungico extendiendo la vida util del
pan sin conservantes por hasta 7 dias. Mientras que, el RC formulado con PCHn-CIN no tuvo
eficacia antifungica. El periodo de conservacion logrado, fue adecuado teniendo en cuenta
que los panes sin conservantes tienen una vida util més corta (alrededor de 3 o 4 dias).

Ademads, la aplicacién del RC permitié incorporar compuestos, que por motivos ya expuestos
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presentan serias limitaciones en su uso directo, sin producir un impacto negativo en la
aceptabilidad de los panes.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos con las SFR, se obtuvieron PA a partir
de nanocomplejos y glicerol utilizando el método de casting. Para ello, se utilizaron
nanocomplejos formados por PCHs_ ;4 producidas en reactor tipo batch y los compuestos
CAR y TIM. Los mismos, fueron encapsulados de manera eficiente por PCHs_j; 4, formando
nanocomplejos coloidalmente estables y con actividad antifingica contra A. niger. Las PA
obtenidas resultaron transparentes con una ligera coloracion amarilla. Las imagenes de SEM
revelaron una microestructura formada por agregados, de naturaleza compacta y porosa. Las
propiedades mecdnicas de las PA elaboradas con nanocomplejos mejoraron respecto al
control (PCHs_j; 4+glicerol), presentando mayor elasticidad (>EM) y resistencia a la rotura
(>TS). La naturaleza hidrofébica y lipofilica de los CA disminuyeron significativamente los
valores de AA y WVP de las peliculas. Ademads, segun los resultados obtenidos por TGA y
DSC, las PA demostraron ser térmicamente estables (hasta ~150°C). Luego, por aplicacién
sobre rodajas de panes de molde sin conservantes, se logré inhibir el crecimiento fungico,
extendiendo la vida util de los panes por hasta 30 dias. Ademds, se pudo evidenciar que las
PA fueron capaces de retener y liberar CAR y TIM durante su almacenamiento con las
muestras de pan. Por ultimo, por evaluacién sensorial realizada con consumidores, se
determiné que los panes almacenados con las PA fueron consideraron sensorialmente
“aceptables”. Por lo tanto, estas PA podrian ser alternativas prometedoras para aumentar la
vida ttil de panes sin conservantes.

A modo de conclusién global, las tecnologias de RC y PA desarrolladas en la presente
tesis doctoral, constituyen un avance como estrategias nanotecnoldgicas dirigidas a la
conservacion de productos panificados, garantizando la seguridad y ayudando a reducir las

pérdidas econdémicas en este sector de la industria alimentaria.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, permitirian en un futuro avanzar

sobre:

*
*

La aplicacion de los RC por aspersion, método mayormente utilizado en la industria.
La aplicacién de los RC en otros productos alimenticios susceptibles al deterioro
fungico tales como otros productos panificados (galletitas, prepizzas), frutas, quesos,
carnes y frutos secos, entre otros.

El estudio sobre otras propiedades bioactivas de los RC. Como ya se indicd, estos
compuestos poseen adicionalmente otras propiedades relevantes (antibacterianas,
antioxidantes, antidiabéticas, anticancerigenas,entre otras), con lo cual esta tecnologia
de recubrimiento podria dar lugar a nuevos productos alimenticios funcionalizados, los
cuales son actualmente muy demandados por parte de los consumidores modernos.

El estudio sobre el mecanismo de liberacion de los CA para poder determinar el modo
de accion de las PA y de esa forma disenar el formato de aplicacion (como por
ejemplo, en forma de sobre o sticker). De forma preliminar, en la presente tesis
doctoral, se realiz6 un ensayo modificando la cantidad de muestra y el modo de
aplicacion de las PA formadas por PCHs 1, 4-CAR y PCHs.114-TIM (Fig. A10-A del
Apéndice). Luego, se almacenaron a temperatura ambiente durante 30 dias y los
resultados se registraron de forma visual (Fig. A10-B y C del Apéndice). Se pudo
observar que, las PA produjeron un efecto antifingico de tipo localizado. Por lo tanto,
estos ensayos justifican la necesidad de estudiar en detalle el mecanismo por el cual se
liberan los CA y ejercen su accién antifingica.

El uso de AE en reemplazo de los CA, materia prima mds econdémica y de mayor
disponibilidad. Tal como se indic6 anteriormente, los AE son mezclas de CB, por ende
se podria potenciar la eficacia antiftingica de los RC o PA, incluso posibilitaria el uso
de menores concentraciones. De forma preliminar, en la presente tesis, también se
realizaron ensayos experimentales en donde se obtuvieron PA elaboradas con
diferentes concentraciones de AE de orégano (adquirido en Sigma Aldrich). Para ello,
se utilizaron nanocomplejos obtenidos con PCHs_; 4, y distintas concentraciones de
solucién etandlica de AE de orégano (0,5, 1 y 2 % v/v) en relacién 10:1,5 y apH 11,5
(Fig. A11 del Apéndice). Luego, las PA fueron obtenidas utilizando la metodologia
citada en la seccion 3.2.11.3. Su eficacia antifingica fue evaluada de forma visual,

colocando rodajas de pan de molde sin conservante entre dos placas conteniendo PA y
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se almacenaron durante 30 dias a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos se
muestran en la Fig. A11 del Apéndice. Las PA resultaron similares a las obtenidas con
CAR y TIM (Fig. 55-B,C y D). Por otro lado, la PA con menor concentracion de AE
de orégano (0,5%) logré inhibir por completo el crecimiento fingico. Estos resultados
indicaron una mayor eficacia del AE de orégano respecto a sus CB aislados (CAR vy
TIM). Por lo que, a partir de estos resultados, seria conveniente continuar con la
caracterizacion de este tipo de PA y la formulaciéon de PA con distintos tipos de AE
(tomillo, clavo de olor, etc.).

El estudio sobre posibles aplicaciones de las PA en otros productos alimenticios (con
humedad baja o intermedia) susceptibles al deterioro flngico tales como: otros
productos panificados (galletitas, prepizzas), frutas, quesos, carnes, frutos secos, entre
otros.

La evaluacion del escalado para la produccion de las PA. Esto seria beneficioso
debido a que, a diferencia del proceso de extrusion, el casting permite preservar la
bioactividad de los AE o sus CB. Actualmente se ha estudiado el disefio de prototipos
para obtencién de peliculas por casting que podrian utilizarse para la obtencién de

estas PC (Munhoz y col., 2018; Ortiz y col., 2017).
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7.1. Figuras y tablas

Tabla Al. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fingica Rhizophus stolonifer, aislada a partir de

las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25°C)
Color de los conidios Negro
Color del micelio Blanco
Aspecto Flocosa

Reverso No coloreado
Exudado Ausente
Pigmentos solubles Ausente

Didmetro promedio (mm) 45

Esporangi6foros con crecimiento en grupos de 3 rizoides.
Estipes robustas y no ramificadas, con paredes de color
marrén. Esporangio esférico. Columela esférica con colapso
hacia abajo y hacia afuera en forma de paragua.
Esporangiosporos color marrén palido con paredes
estriadas.

Caracteristicas microscopicas

. %
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. Esporangio y esporangiéforo de R. stolonifer
(aislado de las muestras de pan)

* Observacion: no hubo desarrollo en MEA a 37 °C.
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Tabla A2. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fingica Rhizophus oryzae, aislada a partir de las

muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas

MEA (25 °C)

Color de los conidios
Color del micelio
Aspecto
Reverso
Exudado
Pigmentos solubles
Didmetro promedio (mm)

Negro
Grisaceo
Flocosa
Pélido
Ausente
Ausente
45

Caracteristicas microscopicas

Esporangi6foros con crecimiento en grupos de 2
rizoides y estipes no ramificadas. Esporangio
esférico. Columela esférica de color marrén
palido y colapsaba hacia abajo en forma de
paraguas. Esporangiosporos marrones y
fusiformes con paredes estriadas.

© G 7
Esporangio y esporangiéforo de R. oryzae
(aislado de las muestras de pan)

* Observacion: no hubo desarrollo en MEA a 37 °C.
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Tabla A3. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fingica Fusarium oxysporum, aislada a partir de

las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) PDA (25°C)
Color de los conidios Rosado pdlido Blanco
Color del micelio Blanco Blanco

Aspecto Densa y flocosa Baja, densa y flocosa

Reverso Violeta a palido en los bordes Salmén palido
Exudado Ausente Ausente
Pigmentos solubles Ausente Ausente

Didmetro promedio (mm) 65 45

Macroconidios levemente curvos, con tres septos y paredes
delgadas. Microconidios abundantes y fusiformes,
Caracteristicas microscépicas producidos partir de falsas cabezas de monofidlides
voluminosas y cortas. Clamidoconidios producidos de a

pares.

-
Fiélides y microconidios de F. oxysporum
(aislado de las muestras de pan)
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Tabla A4. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fungica Aspergillus parasiticus, aislada a partir

de las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25 °C) G25N (25 °C)

Color de los conidios Gris amarillento  Gris amarillento Gris amarillento
Color del micelio Blanco Blanco Blanco

Plana, baja Plana, baja .

Aspecto ﬂocosgl y densaJ y Plana y baja
Reverso Palido Marrén Amarillo
Exudado Ausente Ausente Ausente
Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente

Didmetro promedio (mm) 60 50 20

Conidio6foros con paredes lisas e incoloras.
Vesiculas esféricas, mayormente s6lo con fidlides sobre
tres cuartos de la superficie. Conidios esféricos con
paredes rugosas.

Caracteristicas microscopicas

o

Cabeza conidial de A. parasiticus
(aislado de las muestras de pan)
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Tabla AS. Caracteristicas macro y microscOpicas de la especie fungica Aspergillus candidus, aislada a partir de

las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25°C) G25N (25 °C)
Color de los conidios Blanco Blanco Blanco
Color del micelio Blanco Blanco Blanco
Plana, textura Plana, textura
Aspecto Plana
granular granular
Reverso Marrén pélido Pélido Pélido
Exudado Ausente Ausente Ausente
Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente
Didmetro promedio (mm) 16 20 14

Conidi6foros con paredes levemente rugosas e incoloras. Las

vesiculas con métulas y fidlides en toda la superficie. En las
cabezas mas pequefias el nimero de métulas era limitado.
Conidios esféricos con paredes lisas.

Caracteristicas microscopicas

Cabezas conidiales en desarrollo de A. candidus
(aislado de las muestras de pan)
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Tabla A6. Caracteristicas macro y microscopicas de la especie fingica Aspergillus ochraceus, aislada a partir de

las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25°C) G25N (25 °C)
Color de los conidios Amarillo Amarillo dorado Amarillo
Color del micelio Blanco Blanco Blanco
. Baja, densa y
A . Pl Pl b
specto ana ana y baja flocosa
Reverso Amarillo Anaranjado grisdceo Amarillo pélido
Exudado Ausente Ausente Ausente
Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente
Didmetro promedio (mm) 50 40 20

Conidioforos con paredes amarillentas y finamente rugosas.
Caracteristicas microscopicas Vesiculas esféricas con su superficie cubierta completamente
por métulas y fidlides. Conidios esféricos con paredes rugosas.

Cabeza conidial de A. ochraceus

(aislado de las muestras de pan)
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Tabla A7. Caracteristicas macro y microscopicas de la especie fiingica Aspergillus niger, aislada a partir de las

muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25°C) G25N (25 °C)
Color de los conidios Negro Negro Marrén
Color del micelio Blanco Blanco Amarillo pélido

Aspecto Plana Plana Plana

Reverso Amarillo pélido Amarillo brillante Paélido

Exudado Ausente Transparente Ausente

Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente

Didmetro promedio (mm) 44 60 30

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos con paredes gruesas, hialinas, lisas y célula pie.
Vesiculas esféricas, con métulas y fidlides cubriendo la
totalidad de su superficie. Conidios esféricos y marrones, con
paredes rugosas.

Cabeza conidial de A. niger
(aislado de las muestras de pan)
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Tabla A8. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fingica Eurotium chevalieri, aislada a partir de

las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C)
Color de los conidios Marrén oscuro

Color del micelio Blanco
Aspecto Plana y densa

Reverso Anaranjado
Exudado Ausente
Pigmentos solubles Amarillo
Diametro promedio (mm) 16

Cleistotecios de color amarillo brillante, esféricos,
envueltos en hifas vegetativas amarillas. Ascosporas

amarillas, elipsoidales y poseian forma de polea. Paredes
Caracteristicas microscopicas lisas con un doble borde paralelo longitudinal.
Conidi6foros con paredes delgadas. Solo presentaban
vesiculas con fidlides ampuliformes. Conidios
elipsoidales.

Cleistotecios de E. chevalieri
(aislado de las muestras de pan)
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Tabla A9. Caracteristicas macro y microscopicas de la especie fungica Penicillum chrysogenum, aislada a partir

de las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25°C) G25N (25 °C)
Color de los conidios Verde azulado Verde azulado Marrén pélido
Color del micelio Blanco Blanco Blanco
Baj d
Aspecto Plana granular ajé’ sureaca Densa
radialmente
Reverso Amarillento Pélido Marrén rojizo
Exudado Ausente Amarillo brillante Ausente
Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente
Didmetro promedio (mm) 25 38 22

Conidioforos con estipes de paredes lisas. Pincel
terverticilado, fidlides ampuliformes. Conidios subesféricos
de paredes lisas con crecimiento en forma de largas cadenas

irregulares.

Caracteristicas microscopicas

Pincel de P. chrysogenum

(aislado de las muestras de pan)

* Observacion: se obtuvieron microcolonias en CYA a 5 °C. No hubo desarrollo en CYA a 37 °C. Se obtuvieron

colonias de 18 mm de didmetro en CSN a 25 °C y el medio resulté levemente 4cido.

190



APENDICE

Tabla A10. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fungica Penicillum brevicompactum, aislada a

partir de las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25°C) G25N (25 °C)

Color de los conidios Verde oscuro Verde azulado Marrén
Color del micelio Blanco Blanco Verde musgo
Radialmente Plana, textura

Aspecto Plana

surcada, densa granular
Reverso Pélido Amarillento Marrén rojizo

Exudado Ausente Palido Ausente

Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente

Didmetro promedio (mm) 22 26 22

Estipes anchas de paredes lisas y sosteniendo pinceles
terverticilados anchos y compactos. Ramas cortas y anchas.
Meétulas en grupos divergentes, cortas y anchas. Fidlides
ampuliformes en verticilos divergentes. Conidios elipsoidales
con paredes lisas, con crecimiento en forma de cadenas
divergentes y desordenadas.

Caracteristicas microscopicas

Pincel de P. brevicompactum (aislado de las muestras de pan)

* Observacion: se obtuvieron microcolonias en CYA a 5 °C. No hubo desarrollo en CYA a 37 °C. Las colonias

en CSN presentaron una reaccién débilmente acida.
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Tabla A11. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fingica Penicillum corylophilum, aislada a

partir de las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA 25°C) G25N (25 °C)
Color de los conidios Verde azulado Verde azulado Blanco
Color del micelio Blanco Blanco Blanco
P1
ana, Plana, radialmente
Aspecto moderadamente Plana
surcada
densa
Reverso Palido Marrén claro Palido
Exudado Ausente Transparente Ausente
Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente
Didmetro promedio (mm) 40 25 16

Pincel biverticilado de paredes lisas con 2 a 3 métulas.
Fidlides ampuliformes. Conidios subesféricos de paredes
lisas. Numero de conidios moderado con crecimiento en

forma de largas cadenas.

Caracteristicas microscopicas

-
| &

Pincel de P. corylophilum (aislado de las muestras de pan)

* Observacion: se obtuvieron microcolonias en CYA a 5 °C. No hubo desarrollo en CYA a 37 °C.
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Tabla A12. Caracteristicas macro y microscépicas de la especie fingica Penicillum citrinum slada a partir de las

muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C) CYA (25°C) G25N (25 °C)
Color de los conidios V‘e r/de azulado y azul Tu.r q,uesa Verde palido
grisaceo en los bordes grisaceo
Color del micelio Blanco Blanco Blanco
Aspecto Plana Radialmente Flocosa
surcada, flocosa

Reverso Marrén pélido Oliva Marrén palido

Exudado Ausente Claro Ausente

Pigmentos solubles Ausente Ausente Ausente

Didametro promedio (mm) 22 25 18

Pincel biverticilado, estipes con paredes lisas que terminan en
verticilos bien definidos de 3 a 5 métulas divergentes.
Fiélides ampuliformes. Conidios esféricos de paredes lisas
que surgen a partir de columnas largas bien definidas.

Caracteristicas microscopicas

Pincel de P. citrinum

(aislado de las muestras de pan)

* Observacion: no hubo desarrollo en CYA a 5 °C. Se obtuvieron colonias de 10 mm de diametro en CYA a 37

°C.
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Tabla A13. Caracteristicas macro y microscdpicas de la especie fingica Cladosporium cladosporioides aislada a

partir de las muestras de pan de molde contaminadas.

Caracteristicas macroscopicas MEA (25 °C)
Color de los conidios Oliva
Color del micelio Oscuro
Aspecto Plana, baja, densa y flocosa

Reverso Gris azulado
Exudado Ausente
Pigmentos solubles Ausente

Didmetro promedio (mm) 35

Conidioforos dendriticos, estrechamente
agrupados, con estipes soportando estructuras
derivadas de células producidas acropétalamente.
Conidios con paredes lisas, gruesas y de color
marrén oliva pélido.

Caracteristicas microscopicas

Conidi6foros y conidios de C. cladosporioides (aislado
de las muestras de pan)
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Tabla Al4. Didmetro promedio y desviacion estdndar en milimetros (mm) de los halos de inhibicién

correspondientes a concentraciones de CAR en el rango de 0 a 5 mg/mL, frente a 5 especies de hongos

filamentosos.

Concentracién Especies de hongos filamentosos
CAR A. niger F. oxysporum  P. chrysogenum P. corylophilum R. stolonifer

(mg/mL) Didmetro promedio del halo de inhibicién (mm)

0,00 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
2,50 2,3+0,59" 2,4+£059% 3,3 £0,8 ™moP 0,0+0,0° 0,0+0,0°
3,00 2,0 +0,0 9" 2,4+0,5% 47 + 1,54k 2,5+0,6 P9 0,0+0,0°
3,25 2,0+0,0" 3,5+0,6 ™ 42 + 1,30 3,7 +0,8'mn 0,0+0,0°
3,50 2,0+0,0" 40+1,15m 4,009 km 3,0 £ 0,9 moPar 0,0+0,0°
4,00 3,0 £ 0,0 “oPar 4,5 +0,6! 6,2 +1,0teh 55+1,7M 10,0 +2,8*°
4,25 2,5+0,6 P9 6,2 +1,5%h 8,3+0,5 4,5+0,7 9 7,0 £2,7 %"
4,50 2,8 +£0,6 *P9r 6,2 +1,2feh 8,8 +0,4 "¢ 5,0+0,0" 7,5+0,7 %f
4,75 3,3 +0,6™"0Pd 6,0 £0,9 &" 7,5+0,8 % 6,2 +0,8 teh 10,0 £2,7 *°
5,00 43 +(,5 6,4 +1,5%eh 7,0+1,3°" 6,8 +0,4 °¢ 11,0+2,1°

* El didmetro promedio de los halos de inhibicién fue calculado sin considerar el didmetro del pocillo (8 mm)

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Tabla A1S. Didmetro promedio y desviacién estdndar en milimetros (mm) de los halos de inhibicién

correspondientes a concentraciones de TIM en el rango de 0 a 5 mg/mL, frente a 5 especies de hongos

filamentosos.
Concentracién Especies de hongos filamentosos
TIM A. niger F. oxysporum  P. chrysogenum P. corylophilum  R. stolonifer
(mg/mL) Didmetro promedio del halo de inhibicién (mm)
0,00 0,0+0,0" 0,0+0,0" 0,0+0,0" 0,0+0,0" 0,0+0,0"
2,50 1,8+0,5" 30£0,6P9  40+1,1™"° 0,0+0,0" 6,0 + 1,0 &
3,00 2,5+£0,6" 2,8 £04 9" 57+1,59% 32404009 554(,8 M
3,25 2,5+£0,6" 2,3+05% 58+1,0M 3,8 £0,8 ™P 5,5 +0,7 Mk
3,50 3,0+£0,079™  48=+08%™ 52+ 1,0 4,7 +0,8 "m™n 6,0 0,0 &
4,00 3,4+0,9°P97 554150k 7,5+0,6 4f 6,8 + 0,4 °'¢ 8,0+ 1,40
4,25 3,8+0,5™P9 5015 9,0 0,6 "¢ 6,8 + 0,4 °'¢ 9,5+13°
4,50 3,8+0,5™P9  62+048M 8,2+0,8 7,7 +0,5 % 13,5£2,1°
4,75 4,0+0,0™P  55+1,6 7,5+0,6 4f 7,3 +0,8 4f 13,5+£2,1°
5,00 4,5+0,6"™" 6,7 £0,5 "eh 7,3 +0,5%f 7,8+1,0¢ 13,5£2,1°

* El didmetro promedio de los halos de inhibicién fue calculado sin considerar el didmetro del pocillo (8 mm)

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Tabla A16. Didmetro promedio y desviacién estdndar en milimetros (mm) de los halos de inhibicién

correspondientes a concentraciones de CIN en el rango de 0 a 5 mg/mL, frente a 5 especies de hongos

filamentosos.
Concentracién Especies de hongos filamentosos
CIN A. niger F. oxysporum P. chrysogenum  P. corylophilum  R. stolonifer
(mg/mL) Didmetro promedio del halo de inhibicién (mm)
0,00 0,0£0,0* 0,0£0,0* 0,0£0,0* 0,0£0,0°* 0,0+0,0°*
2,50 23+04° 6,0+1,1° 6,5+0,6°" 93+0,8°" 0,0+0,0°*
3,00 30£07°¢ 13,3 +£3,9 %t 102+1,7<¢ 12,8+1,3°¢ 43+4,0°
3,25 45+059 17,0 + 4,5 dete 8,0+3,7" 132+13%  53+05°
3,50 50+0,7¢ 12,3+3,0 6,7+0,5°" 157+15¢ 4,8 +0,5"¢
4,00 6,0+0,7° 18,3+9,0"¢ 11,0+0,9 252+1,68"  55+0,6°°
4,25 6,3+0,9 13,5+7,3 %! 135+12° 20,0+2,38°¢ 53+0,50
4,50 6,0+06° 11,7+23°¢ 132+13°f 205+36° 58+1,0°
4,75 6,3+0,8° 18,0 + 8,0 ¢ 162+1,0¢ 230+1,7%  68+0,5°
5,00 68+0,8" 19,8 +7,1¢ 153+1,9" 27,0+3,3"0 7,5+0,6¢

* El didmetro promedio de los halos de inhibicién fue calculado sin considerar el didmetro del pocillo (8 mm)

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Tabla A17. Valores de n (g CA/g de proteinas) correspondiente a 15, 25, 35 y 45 °C obtenidos a partir del

modelo de Scatchard modificado. Los valores se muestran como media (+ desviacién estdndar) y las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sistema g CA/g proteinas
15°C 25°C 35°C 45°C
PCH-CAR 0,4 (x0,0)" 0,5 (x0,0)" 0,4 (+0,0)" 1,3 (£0,1)*
PCH;_;-CAR 0,6 (+0,0)"#" 0,7 (x0,1)*" 0,7 (x0,0)*" 0,9 (+0,0)°**
PCH-TIM 0,4 (x0,0)" 0,5 (20,1)™" 0,5 (x0,0)™" 0,5 (x0,1)2"
PCH; ,-TIM 0,8 (+0,0)°* 0,9 (20,2)" 0,9 (x0,3) 1,1 (20,1)°
PCH-CIN 0,4 (£0,0)! 0,4 (£0,0)! 0,4 (+0,0)" 0,5 (x0,0)™"
PCH;.,;-CIN 1,1 (20,1)° 0,7 (+0,0)*" 0,7 (£0,2)>"¢ 0,7 (+0,0)>"¢
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Figura A1. Efecto de la concentracién de CAR (en el rango 0-200 uM) en la IF-Trp para PCH nativa a 15 (A),

25 (B), 35 (C) y 45 °C (D). Condiciones: concentracién de proteinas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50

mM) y temperatura 25°C.
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Figura A2. Efecto de la concentracién de CAR (en el rango 0-200 uM) en la IF—Trp para PCH; j; a 15 (A), 25
(B), 35 (C) y 45 °C (D). Condiciones: concentracién de proteinas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50 mM)

y temperatura 25°C.
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Figura A3. Efecto de la concentracién de TIM (en el rango 0-200 pM) en IF—Trp para PCH nativa a 15 (A), 25
(B), 35 (C) y 45 °C (D). Condiciones: concentracién de proteinas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50 mM)

y temperatura 25°C.
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Figura A4. Efecto de la concentracién de TIM (en el rango 0-200 uM) en la IF-Trp para PCH;; a 15 (A), 25

(B), 35 (C) y 45 °C (D). Condiciones: concentracién de proteinas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50 mM)

y temperatura 25°C.
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Figura AS. Efecto de la concentracién de CIN (en el rango 0-200 uM) en la IF-Trp para PCH nativa a 15 (A),

25 (B), 35 (C) y 45 °C (D). Condiciones: concentracién de proteinas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50

mM) y temperatura 25°C.
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Figura A6. Efecto de la concentracién de CIN (en el rango 0-200 pM) en la IF-Trp para PCH;_j; a 15 (A), 25
(B), 35 (C) y 45 °C (D). Condiciones: concentracién de proteinas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50 mM)

y temperatura 25°C.
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Figura A7. Efecto de la concentracién de los CA (en el rango 0-200 uM) en la IF-ANS para PCH-CAR (A),
PCH;,,-CAR (B), PCH-TIM (C), PCH;;-TIM (D), PCH-CIN (E) y PCHj,;-CIN (F). Condiciones:
concentracién de protefnas 0,0043% m/v en buffer fosfato (pH 7, 50 mM), concentracién de ANS 15 mM y

temperatura 25°C.
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Figura A8. PSDi y PSDv de los sistemas PCH;_;;-CA a pH 3 (A-1y A-2) y pH 7 (B-1 y B-2) del medio acuoso.
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Figura A9. Pardmetros de textura de las muestras de pan sin SFR (control) y recubiertas con las SFR

correspondientes al dia O y luego de 7 dias de almacenamiento a 25°C. Los valores se muestran como media, +

desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
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Figura A10. Aspecto visual de las rodajas de pan de molde sin conservantes almacenados a temperatura
ambiente, luego de 30 dias. (A) Envase conteniendo muestras de pan y placa con PA; (B) Muestras de pan
almacenadas con placa conteniendo PA de PCHs;4-CAR; (C) Muestras de pan almacenadas con placa

conteniendo PA de PCHs_;; 4-TIM.
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Figura A11. Soluciones de PCHs.;4-AE de orégano: (a) Control: PCHs,,4 sin AE de orégano; (b)
Nanocomplejo formulado con solucién de AE de orégano al 0,5%; (c) Nanocomplejo formulado con solucién de

AE de orégano al 1%; (d) Nanocomplejo formulado con solucién de AE de orégano al 2%.

Figura A12. Aspecto visual de las rodajas de pan de molde sin conservantes almacenados durante 30 dias a
temperatura ambiente. (A) Muestra de pan control almacenadas sin PA; (B) Muestras de pan almacenados con
PA de PCHs 4-AE de orégano (nanocomplejo formulado con soluciéon de AE de orégano al 0,5%); (C)
Muestras de pan almacenados con PA de PCHs ; 4-AE de orégano (nanocomplejo formulado con solucién de
AE de orégano al 1%); (D) Muestras de pan almacenados con PA de PCHs ; 4-AE de orégano (nanocomplejo

formulado con solucién de AE de orégano al 2%).
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