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RESUMEN

El presente proyecto intent6 reunir conocimientos cientificos que permitan el desarrollo de tecno-
logias basadas en biomateriales para preservar la calidad e inocuidad de alimentos organicos de alto
contenido lipidico de la region de Entre Rios, como la nuez pecan. Dichas tecnologias implicaron la
obtencion de nano y microestructuras capaces de vehiculizar compuestos bioactivos provenientes de
aceites esenciales y su incorporacion en matrices alimenticias por espolvoreo. Los objetivos especificos
que se plantearon fueron los siguientes:

1. Obtencion de nano y microestructuras biopoliméricas.

2. Caracterizacion y obtencion de polvos de nano y microestructuras biopoliméricas.

3. Evaluacién del impacto de la aplicacion de nano y microestructuras por espolvoreo sobre la
oxidacion lipidica de nuez pecan.

El conocimiento adquirido podria promover el desarrollo de tecnologias innovadoras para la conser-
vacién de alimentos organicos de alto contenido lipidico y su extension para la conservacién de otros
alimentos. Al mismo tiempo, se espera favorecer al sector agroindustrial implicado mediante la valoriza-
cion de sus productos y su empleo en aplicaciones de creciente interés a nivel nacional e internacional.

Palabras clave: Nuez pecan, Encapsulacion, Compuestos Bioactivos, Actividad antioxidante, Oxida-
cion lipidica
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Marco tedrico y metodolégico

La nuez pecan [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch] es nativa de América del Norte. Su produccién
mundial ronda entre 230.000 y 250.000 toneladas anuales siendo Estados Unidos y México los principa-
les productores con 130.000 y 100.000tn de nuez con cascara respectivamente (USDA NASS, 2011). Otros
paises productores incluyen Australia, Israel, Brasil y Argentina.

A escala mundial, la Argentina ocupa el tercer lugar en superficie con 6.000 hectareas implantadas
con nuez pecan, de las cuales sé6lo el 25 % son plantaciones en plena produccioén, en tanto el 75 % restan-
te esta formado por arboles que recién comienzan a producir o alin se encuentran en una etapa juvenil.
Por su parte, Estados Unidos y México representan mas del 90 % de la superficie y produccién global.
La produccion de Pecan en Argentina alcanza las 1.800tn, siendo la provincia de Entre Rios la mayor
productora del pais con una produccién estimada total de 990 toneladas anuales (Ccappecan 2013). EL
mercado de nuez pecan esta en constante expansion. En la actualidad genera U$S 2,4 millones anuales
y tiene un potencial de U$S 30 millones en los préximos seis afios, cuando la totalidad de la superficie
implantada se encuentre en plena produccion. ELINTA apoya el crecimiento y competitividad del sector
y, en esa linea con 20 nuevos cultivares adaptados a diferentes regiones climaticas del pais (INTA, 2015)

Las nueces presentan un alto valor alimenticio debido a la composicién de sus acidos grasos, al ser
alimentos con alto contenido lipidico (60-65%), son susceptibles al deterioro oxidativo (Labuckas y col.
2008). La nuez pecan es un producto natural con propiedades antioxidantes y un alto valor proteico y
contenido de calcio, potasio, fésforo, hierro y vitaminas A, B1, B2, B3, C y E. Asimismo, es un excelente
proveedor de fibras naturales y de aceites no saturados que el cuerpo humano requiere. Excelente pro-
veedor de fibras naturales y de acidos grasos no saturados. Se las utiliza en la elaboracién de productos
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de panaderia, confiteria, heladeria, chocolateria y se extrae su aceite rico en acidos grasos mono y
poliinsaturados, como los w-3 y w-6, que tienen funciones protectoras en la prevencion de coagulos de
sangre y reducen el riesgo de cardiopatia coronaria, ademas contribuyen en el desarrollo normal del
sistema nervioso, fuente de proteina que contiene vitamina E, vitaminas del Complejo By Hierro, entre
otros.

Debido a su elevado contenido en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), la nuez pecan se convierte
en un alimento altamente susceptible al deterioro oxidativo. Se conoce que una composicion quimica
rica en lipidos insaturados induce el desarrollo de aromas indeseables, generando productos de la oxi-
dacién secundaria que son toxicos y que paralelamente disminuyen el tiempo de vida util del alimento
(Pereira de Abreu y col. 2011). A nivel industrial se utilizan, como antioxidantes, productos de origen
sintético que, a pesar de la superior eficacia, bajo costo y alta estabilidad en los alimentos, existe la pre-
ocupacion sobre si son o no perjudiciales para la salud humana, por lo que hay una mayor tendencia en
el uso de productos naturales como ingredientes funcionales en alimentos y bebidas (Shahidi y Zhong
2010). En este contexto, surge la necesidad de plantear estrategias tecnolégicas que permitan la protec-
cion de nuez pecan frente a factores que promueven su deterioro oxidativo, fundamentalmente, en su
periodo postcosecha, incluido su almacenamiento.

Por lo tanto, el presente proyecto intenté reunir conocimientos cientificos acerca de una estrate-
gia para preservar la calidad lipidica de nuez pecan. Dicha estrategia implicé la obtencién de nano y
microestructuras capaces de vehiculizar compuestos bioactivos antioxidantes provenientes de aceites
esenciales y su incorporacién en estas matrices alimenticias por espolvoreo.

En primer lugar, se obtuvieron nanocapsulas formadas por nanoparticulas de clara de huevo (PCHn)
y aceites esenciales (AE) y/o compuestos bioactivos (CB) derivados de los mismos. Para ello, se emplea-
ron un conjunto de técnicas complementarias para verificar la formacién de las mismas y para cuantifi-
car la eficiencia de encapsulacion de los compuestos vehiculizados (espectroscopia de fluorescencia in-
trinseca, extrinseca y espectroscopia UV-Vis). Por otro lado, se obtuvieron microcapsulas empleando un
proceso de emulsificacion y las mismas PCHn como agentes tensioactivos de tipo Pickering. Como fase
dispersa se empled aceite de girasol alto oleico (AO) que sirvié como vehiculizador de AE de orégano
(AEQ). El proceso de emulsificacién consistié en una homogenizacion primaria de alta velocidad seguido
de una homogenizacién secundaria en homogeneizador a valvula. El tamaiio de gota y la estabilidad en
el tiempo de las emulsiones se determinaron por dispersion de luz estatica (SLS) y retrodispersién de luz.

En segundo lugar, se evaluaron algunas caracteristicas fisicoquimicas de los nano y microcapsulas
generadas. En el caso de las nanocapsulas se examind: tamaio de particula (DLS), potencial zeta y ul-
traestructura por microscopia de fuerza atomica (AFM). Las nanocapsulas fueron liofilizadas con el ob-
jeto de facilitar su manipulacién. Por otra parte, las emulsiones fueron obtenidas en polvo mediante
secado por aspersion para dar origen a las microcapsulas. Las nano y microcapsulas en polvo facilitaron
su manipulacion en técnicas de conservacién de nuez pecan por espolvoreo. Ademas, se evalué la activi-
dad antioxidante in vitro (ABTS) y la actividad antimicrobiana in vitro (antifingica) por medio de técnicas
microbiolégicas de inhibicion.

Por ltimo, se evalué el desempefio de las nano y microcapsulas en sus formas en polvo como agen-
tes antioxidantes para la conservacion de la calidad lipidica de nuez pecéan por la técnica de espolvoreo.
La preservacioén de calidad lipidica se evalud en condiciones de almacenamiento aceleradas (40°C, 30
dias) teniendo en cuenta la evolucion de la rancidez, la cual fue determinada instrumentalmente (Ran-
cimat).

Sintesis de resultados y conclusiones

Obtencion de nano y microestructuras biopoliméricas
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Obtencion de PCHn

Inicialmente, se plante6 seguir el protocolo desarrollado por Santiago y col. 2016 (Patente en tramite
AR20160103823). Sin embargo, dado que se observo la necesidad de obtener PHCn en un régimen de
mayor concentracién, un nuevo método de obtencién de PCHn fue desarrollado (Sponton y col. 2020).
En primer lugar, se estudié el efecto de la concentracion y del tiempo de calentamiento sobre la gelifica-
cion de PCH, a fin de poder encontrar condiciones 6ptimas de producciéon de PCHn, fundamentalmente,
la maxima concentraciéon de PCH a utilizar para obtener PCHn de elevada hidrofobicidad superficial y
tamafio nanométrico. Para realizar este ensayo (cominmente llamado Tiltin test) se prepararon solucio-
nes de PCH a diferentes concentraciones (4, 5y 6%p/p) y a pH 11,4 diluyendo la solucién stock de PCH
con agua desionizada. Las soluciones se colocaron en tubos de 10 mL con tapa y se colocaron en bafio
termostatico de agua a 85°C. Los tubos se retiraron a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20 y 30 min) y fueron
colocados en bafio de agua a temperatura ambiente para su enfriamiento. Cabe mencionar que el pH
11,4 fue elegido debido a que se ha demostrado que permite la obtencion de agregados de tamafio na-
nométrico (diametro <100 nm) dada la alta repulsién electrostatica que se produce entre las moléculas
proteicas durante el tratamiento térmico (Sponton y col. 2017).

Por otro lado, para estudiar el efecto de la temperatura y el tiempo de calentamiento se prepar6 una
solucion de PCH a pH 11,4 diluyendo la solucién stock de PCH con agua desionizada. Esta solucién se
coloco en un reactor de vidrio de 1 Ly se calent6 por circulacion de agua mediante un equipo termo-cir-
culador (Fig. 1).

Fig. 1: Proceso de obtencion de PCHn mediante reactor batch (1 L) acoplado a equipo termo-circulador.

Durante el calentamiento, se tomaron muestras (~10 mL) a diferentes temperaturas (65, 70, 75, 80 y
85°C) y una vez llegado a 85°C se tomaron a diferentes tiempos (5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min), las cuales
se mantuvieron a 4°C hasta su posterior analisis. El analisis de las mismas contemplé la evaluacién de
las siguientes caracteristicas, fundamentales, para vislumbrar su aplicacion en la obtencién de nano y
microcapsulas: tamafo de particula e hidrofobicidad superficial.

En la Fig. 2 se presenta la apariencia visual de soluciones de PCH a pH 11,4 calentadas a 85°C a dife-
rentes tiempos y concentraciones.
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Fig. 2: Ensayo de Tiltin test para la determinacién de la maxima concentracion de PCH requerida para la obtencién
de nanoparticulas PCHn.

En primer lugar, puede observarse que, para una misma concentracion, al someter la solucién al ca-
lentamiento se produjo un aumento en la turbidez en comparacién con la muestra nativa. Esto es debido
a la desnaturalizacién de las proteinas que tiene lugar por el aumento de la temperatura, que produce
una pérdida de la conformacién nativa (desplegamiento) exponiéndose grupos hidrofébicos, los que
conducen finalmente a la formacién de agregados, produciendo un aumento de la turbidez.

Por otro lado, puede observarse que el aumento de turbidez fue directamente proporcional a la con-
centracién, lo que indica que cuanto mayor fue la concentracién de proteina mayor fue la magnitud de
la agregacion. Ademas, se observa que a una concentracion del 6% hubo gelificacion, la cual se produjo
porque la concentraciéon fue lo suficientemente alta como para que los agregados proteicos se unan
entre si formando una red tridimensional. A esta concentracién, se observé que el gel se volvié mas fir-
me con el tiempo de calentamiento. Teniendo en cuenta que se buscé obtener agregados proteicos de
tamafio nanométrico la concentracion del 6% fue descartada debido a que produjo formacion de gel.
Por lo tanto, se eligi6 la concentracién del 5% ya que es la maxima concentracién ensayada en la que
no se registré gelificacion.

En la Fig. 3 se presenta la apariencia visual de muestras de solucién de PCH a pH 11,4 y concentracién
5% tomadas a diferentes temperaturas y tiempos de calentamiento.

Fig. 3: Apariencia visual de soluciones de PCH tratadas térmicamente a diferentes temperaturas y tiempos.

Puede observarse que a partir de los 75°C hubo un aumento considerable de la turbidez lo que se
debe a la desnaturalizacién y posterior agregacion de las proteinas. Ademas, a partir de los 30 min de
calentamiento a 85°C se produjo desarrollo de coloracién amarilla producto de la reaccién de Maillard
entre los grupos de aminoacidos libres y azlicares reductores presentes en la clara de huevo. Posterior-
mente, se registro la temperatura de la solucion en funcion del tiempo. Una vez que la temperatura llego
a los 85°C se mantuvo por 60 min. Luego se realizé el enfriamiento por circulacién de agua (baio de
hielo) midiéndose también la temperatura de la solucion en funcion del tiempo (Fig. 4).
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Fig. 4: Evolucion de la temperatura de calentamiento durante el proceso batch para la obtencién de PCHn.

Se determiné el tamaiio de particulas de las muestras de PCH al 5% obtenidas a diferentes tempera-
turas y tiempos de calentamiento.

En la Fig. 5 se muestra el diametro hidrodinamico (Z-average) de muestras de solucién de PCH a pH
11,4 y concentracion 5% tomadas a diferentes temperaturas y tiempos de calentamiento.

Fig. 5: Efecto de la temperatura y tiempo de calentamiento sobre el tamafo promedio, Z-average (A) e indice de
polidispersidad, Pdl (B).

Como puede observarse, los valores de Z-average no presentaron una tendencia clara con respecto
al tiempo y a la temperatura de calentamiento manteniéndose en un rango de tamafio de 75 a 85 nm,
correspondiente a la presencia de agregados proteicos. Por otro lado, en la Fig. 5.B se observa el indice
de polidispersidad (Pdl) de muestras de solucién de PCH a pH 11,4 y concentracién 5% tomadas a dife-
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rentes. temperaturas y tiempos de calentamiento. En este caso, se observé un Pdl mayor para la muestra
nativa que para las tratadas térmicamente. A 65-70°C el Pdl disminuyé levemente. Luego hubo un de-
caimiento hasta valores que se mantuvieron constantes en torno a ~0,53. En todos los casos, los valores
de Pdl indican que las muestras poseen polidispersidad intermedia debido a que Pdl > 0,4, es decir que
existen particulas de tamafios diversos.

En la Fig. 6 se presentan las distribuciones de tamafio de particula en volumen (PSDv) de muestras de
solucion de PCH a pH 11,4 y concentracion 5% tomadas a diferentes temperaturas y tiempos de calenta-
miento. En la Fig. 6.A se observé que a partir de los 70°C tiene lugar la formacion de agregados. Por otro
lado, en la Fig. 6.B se observo que, en todos los casos, hasta un 97% del volumen (masa) de las particulas
presentaron un tamafio menor a 100 nm. No se observo una tendencia clara con la temperatura ni con
el tiempo de calentamiento.

Fig. 6: Efecto de la temperatura (A) y tiempo de calentamiento (B) sobre la distribucion de tamaiio de particula ba-
sada en volumen (PSDv, %). Comparacion entre PSDv y PSDi (C).
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Como puede notarse, el valor de Z-average de la proteina nativa fue de 87 nm mientras que en la
PSDv correspondiente, solo se observa proteina nativa de ~6 nm. Para comprender esta diferencia, se
debe tener en cuenta que el Z-average corresponde a un Unico valor de tamafo informado para una
muestra. Por lo tanto, no da informacién acerca de si existen varias poblaciones de tamafio de particula.
En este sentido, en la Fig. 6.C se presentan las distribuciones de tamario de particula en volumen (PSDv)
e intensidad (PSDi) correspondientes a una lectura del equipo de la muestra de PCH nativaa pH 11,4y
concentracion 5%. En dicha lectura el Z-average fue de 84 nm. Puede observarse que para la PSDv hubo
una sola poblacién, mientras que en la PSDi hubo tres poblaciones detectadas (5 nm, 43 nm y 291 nm).
Esto se debe a que las particulas de mayor tamafio dispersan la luz en mayor proporcion y ain si se en-
cuentran en muy pequefa cantidad producen una importante contribuciéon al total de luz dispersada. De
hecho, la intensidad de luz dispersada es directamente proporcional a la sexta potencia del diametro,
lo cual hace a la técnica de DLS, ideal para la deteccion de trazas de agregados o particulas de mayor
tamafio. Estas poblaciones de mayor tamafo incidiran sobre la funcion de autocorrelacién, a partir de
la cual el Z-average es obtenido.

Por otro lado, la Fig. 7 presentan los resultados fluorescencia extrinseca (como una medida de la
hidrofobicidad superficial) de muestras de solucion de PCH a pH 11,4 y concentracion 5% tomadas a
diferentes temperaturas y tiempos de calentamiento.

Fig. 7: Efecto de la temperatura y el tiempo de calentamiento sobre la hidrofobicidad superficial de PCH.

Se puede observar que el tratamiento térmico produjo un aumento significativo en la intensidad
de fluorescencia (F/F0) respecto a la muestra nativa alcanzando un maximo a 85°C, 5y 10 min. El in-
cremento en la hidrofobicidad superficial fue directamente proporcional a la temperatura de calenta-
miento. Esto se debe a la desnaturalizacion de las PCH y consecuente desplegamiento de la estructura
molecular y exposicion de las regiones hidrofébicas ocluidas, lo que confiere una mayor hidrofobicidad
superficial a la proteina.

A partir de los resultados presentados, se eligi6 el tratamiento térmico de 85°C, 5 min, concentracién
de PCH de 5%p/p y pH 11,4, debido a que, en primer lugar, esta fue la maxima concentracién a la cual no
presentd gelificacion y ademas, a esta temperatura y tiempo de calentamiento hubo mayor exposicién
de regiones hidrofébicas ocluidas de la proteina.
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Obtencion y caracteristicas de nanocapsulas PCHn-CB

La espectroscopia de fluorescencia es una herramienta ampliamente utilizada para estudiar las
interacciones proteina-ligando. EL comportamiento de fluorescencia de las proteinas se atribuye a la
emision de los aminoacidos aromaticos triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe) y tirosina (Tyr) (Albani, 2004,
Lakowicz, 2006). Se sabe que la OVA, la principal fraccion proteica de la clara de huevo, tiene tres resi-
duos de triptofano (Trp,,,, Trp,,, ¥ Trp,,,) que contribuyen globalmente a la intensidad de la emisién de
fluorescencia (Visentini y col, 2017). A partir del ajuste de los datos de intensidad de fluorescencia al
modelo de Scatchard modificado, se calcularon el nimero de moléculas de CB unidos por monémero
de proteina (n) y la constante de asociacién (Ka) para las nanocapsulas PCH-CB (control) y PCHn-CB
(Tabla 1). Los CB evaluados fueron: carvacrol (CAR), timol (THY) y cinamaldehido (CIN). Se observé que
los valores de n para las nanocapsulas PCHn-CB fueron significativamente mas altos que los obtenidos
para las nanocapsulas EWP-BC. Esto sugiere que el tratamiento térmico aumenté la capacidad de PCH
para unir un mayor nimero de moléculas de CB. Seglin Sponton y col. (2017), el tratamiento térmico de
PCH promueve la exposicion de dominios hidréfobos inicialmente ocluidos en la estructura nativa de
la proteina, lo que conduce a un aumento en el nimero de sitios de union para ligandos lipofilos. Por
otro lado, como se puede deducir de los valores de Ka, la afinidad de los CB por PCH nativa y PCHn fue
similar, excepto para el complejo PCH-THY cuyo valor de Ka fue significativamente mayor (p <0.05). En
general, se pudo concluir que los parametros ny Ka no dependieron de la naturaleza quimica de los CB.

Nanocapsulas n Ka (M) AH° (Jmol’) As° (Jmol’ ) AG°(Jmol)
PCH-CAR 128+410°  (73435)E5  -(7,0+0,9)E4™ (13+23)E2" (32+09)E4"
PCH-THY 139£27°  (L6+86)E6 (4,00,8)E4" 29+0,5)E1 (31+08)E4™
PCH-CIN 11443 (5,8+2,4)E5" 4,4+ 14)E4 (2,8+0,5)E2° -(33+0,5)E4"
PCHn-CAR 20721 (3.4+ 2,9)E5" (83+13)E4’ (1,7£0,0)E2° 32+0,1)E4”
PCHn-THY 264+52° (8.8+6,6)E4" -(6,0£1,3)E4° -(11£0,4)E2° -(2,7+ 0,0)E4’
PCHn-CIN 230¢13"  (52+33)E5 (6.2+03)E4° (31£0,0E2° (23+0,0)E4"

Tabla 1: Parametros estequiométricos y termodinamicos involucrados en el proceso de obtencién de nanocapsulas
PCHnN-CB. Las nanocapsulas PCH-CB fueron contempladas como controles.

Por otro lado, los valores de los pardmetros termodinamicos involucrados en la formacion de las
nanocapsulas se muestran en la Tabla 1. Como puede verse, los valores negativos de AG ° a 25 ° C para
los sistemas PCH-CB y PCHn-CB indicaron que la formacién de nanocapsulas se llevé a cabo de forma
espontanea. Las fuerzas de interaccién involucradas en la formacion de las mismas se dedujeron a partir
de los signos de los parametros termodinamicos (Ross & Subramanian, 1981). Los signos negativos de
AH °y AS ° correspondientes a las nanocapsulas de CAR y THY sugirieron una unién exotérmica deter-
minada por interacciones atractivas como Van der Waals y enlaces de hidrégeno. Estas interacciones se
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han descrito para nanocapsulas basadas en compuestos fenélicos y OVA, B-lactoglobulina, albumina de
suero bovino, zeina y caseinato de sodio (Abbasiy col, 2018, Cheny col,, 2021, Xiey col, 2017, Luy col,
2009, Wu y col,, 2011). Por otro lado, para las nanocapsulas de CIN, los signos positivos de AH °y AS °
sugirieron una union endotérmica gobernada por interacciones hidrofébicas. Estos resultados destacan
el papel de la naturaleza quimica de los CB en las fuerzas intermoleculares implicadas en la formacién
de nanocéapsulas. Debido a la gran capacidad de PCHn para la vehiculizacién de CB, se eligieron los
complejos PCHN-BC para los estudios posteriores.

El tamafio de particula promedio (Z-av) y el potencial ¢ de PCHn y las nanocapsulas PCHn-CB se de-
terminaron a pH 7.0 (Tabla 2). Ademas, este valor de pH esta por encima del punto isoeléctrico de PCHn
(~5.0) (Sponton y col,, 2020), lo que promueve la estabilidad coloidal relativa de los sistemas de protei-
nas debido a las repulsiones electrostaticas entre cargas netas negativas y tamafos de particulas mas
pequefios. Como se puede observar en la Tabla 2, el tratamiento térmico a pH alcalino (pH 11,4) produjo
agregados nanomeétricos (<100 nm) como resultado de un equilibrio entre la atraccion hidréfoba y la
formacion de enlaces disulfuro (promovida por el calentamiento) y la repulsion electrostatica (favoreci-
do a pH» pl) entre las proteinas (Wang y col,, 2010). Luego, la nanoencapsulacién de CB a PCHn produjo
un aumento en los valores de Z-av, lo que confirmé la formacién de nanocapsulas. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas (p <0.05) entre los valores de Z-av para las nanocapsulas PCHn-CAR
y PCHn-THY. De lo contrario, la nanocapsula PCHn-CIN fue mas pequefia que las demas. Por otro lado, la
PSDv y la apariencia visual de cada sistema se muestran en la Fig.8. Tanto PCHn como las nanocapsulas
PCHnN-BC evidenciaron un comportamiento monomodal y los valores Z-av fueron consistentes con los
diametros hidrodinamicos (dH) registrados (correspondiente a los picos PSDv). Finalmente, se determino
el potencial ¢ de los sistemas y se consider6 como una medida de la carga neta superficial. El potencial
¢ para PCHn presentd un signo negativo, que no fue modificado por la nanocomplejacién de CB, lo que
sugiere que PCHn gobernaria el comportamiento coloidal de las nanocapsulas. Sin embargo, la magni-
tud de los potenciales € para las nanocapsulas PCHn-CAR y PCHn-THY fue significativamente mayor que
la de PCHn, lo que podria estar relacionado con una exposicion de residuos cargados negativamente
debido a ligeras modificaciones conformacionales en PCHn. Por otro lado, la nanocomplejacién de CIN
a PCHn no altero6 significativamente la carga neta de la superficie, lo que indica una ausencia de modifi-
caciones conformacionales en PCHn.

Nanocépsulas Z-av(nm) Potencial K (mV) EE (%)
PCHn (control) 48+0,8¢ 12,6+1,42
PCHn-CAR 89+1,2° -21,4+4,0° 83,25+0,27°
PCHn-THY 91+1,52 -183+3,2° 83,24+042°
PCHn-CIN 67+0,3°" -16,7+0,62" 98,92+0,00°

Tabla 2: Valores de tamafio de particula promedio (Z-av), potencial z y eficiencia de encapsulacion para las nano-
capsulas PCHn-CB.

La morfologia de PCHn antes y después de la nanocomplejacién con los CB se caracteriz6é por mi-
croscopia de fuerza atéomica (AFM), las iconografias se muestran en la Fig.8. Las imagenes de fase se
muestran en los paneles principales y las imagenes topograficas 3D se incluyen como insertos ademas
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de su correspondiente PSDv. Las imagenes de fase y la topografia 3D para PCHn (Fig. 8- A) revelaron la
presencia de una poblacién mayoritaria con un diametro de particula estimado de ~ 50 nm y una pobla-
cion minoritaria de ~ 10 nm. Ambas poblaciones presentaron formas redondeadas con leve rugosidad.
De lo contrario, la nanocomplejaciéon de CB a PCHn (Fig.8-BCD) produjo estructuras con morfologia si-
milar, pero con una relacién diametro/altura mas alta en comparacién con PCHn. Esto podria deberse a
la etapa de secado en la preparacién de la muestra, en la que las particulas podrian aplastarse sobre la
superficie de la mica, aumentando la relacién diametro/altura (Arzeniy col, 2015). Las imagenes de las
nanocapsulas de PCHn-BC también revelaron la presencia de una poblacién minoritaria de menor tama-
fio (~ 10 nm). Rao y col. (2020) observaron una morfologia similar para nanocapsulas obtenidas con OVA
nativa y CAR, teniendo un tamafio de 132,2 nm. En general, el tamafio de particula estimado por AFM se
correspondié con los resultados obtenidos por DLS (PSDv). Sin embargo, la poblacién correspondiente a
las particulas mas pequeias (~ 10 nm) no fue detectada por DLS, ya que las poblaciones mas pequeias
comUnmente se superponen con las mas grandes (Bhattacharjee, 2016).

Para conocer la cantidad de CB nanoencapsulado por PCHn y su potencial aplicaciéon en matrices
alimentarias, se calculé la eficiencia de encapsulacién (EE, %) (Tabla 2). Para todas los nanocapsulas
PCHN-BC, los valores de EE fueron superiores al 83%, lo que sugiere que el proceso de nanoencapsula-
cion de CB se desarrollo con éxito. EL mayor valor de EE se obtuvo para nanocapsula PCHn-CIN (p <0.05),
mientras que para las nanocapsulas PCHn-THY y PCHNn-CAR no se observaron diferencias significativas.
Algunos autores han informado valores de EE para estos CB encapsulados en varias matrices biopolimé-
ricas. Por ejemplo, los geles OVA se examinaron recientemente para determinar la nanoencapsulacién
de CAR produciendo un 51,41% de EE (Rao y col,, 2020). Pan y col. (2014) THY encapsulado en caseinato
de sodio mediante homogeneizacion de alto esfuerzo de cizallamiento, produjo 89% de EE. Wu y col.
(2012) evaluaron la encapsulacién de THY y CAR en nanoparticulas de zeina alcanzando el 80% de EE.
CIN se encapsulé en nanoparticulas biopoliméricas a base de proteina de suero, dextrano y condroitin
sulfato con un 76,57% de EE (Liu y col,, 2020) y en nanoparticulas de alginato-quitosano alcanzaron un
72,92% de EE (Ji y col, 2019). Las diferencias encontradas entre los valores de EE para estos CB podrian
atribuirse al uso de diferentes materiales biopoliméricos y métodos de encapsulaciéon. Por lo tanto, se
puede concluir que el método de nanoencapsulacién de CB propuesto en este proyecto fue bastante
efectivo en comparacién con otros reportados en la literatura.
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Fig. 8: Imagenes de fase AFM y distribucion del tamaio de particula basadas en el volumen (PSDv) para las nano-

capsulas PCHn (A), PCHN-CAR (B), PCHn-THY (C) y PCHn-CIN (D) a pH 7,0, respectivamente. Las inserciones en los
paneles PSDv corresponden a las imagenes 3D topograficas de AFM.
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Por altimo, se determinaron los valores de MIC y MFC para CB puros. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 3.

Sistemas MIC(mg mLY) MFC (mg mL?)
THY 0,030 0,040
CAR 0,030 0,040
CIN 0,040 0,050
PCHn

PCHn-THY 0,010 0,020

PCHn-CAR 0,010 0,020

PCHn-CIN 0,020 0,030

Tabla 3: Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima de fungicida (MFC) para CB puros (en solu-
cién etanolica) y nanocapsulas PCHn-BC.

Se observé que THY y CAR mostraron las mayores actividades antiflingicas, seguidas de CIN. En ge-
neral, la actividad antifungica de estos CB esta relacionada con su hidrofobicidad, que se correlaciona
directamente con el parametro LogP (coeficiente de particién de compuestos lipofilicos en octanol/
agua) y con su particién en las membranas citoplasmaticas microbianas (Ben Arfa y col,, 2006, Ultee
y col,, 2002, Xu y col,, 2008, Sun y col, 2020). Por tanto, los valores altos de LogP para THY (3,30) y CAR
(3,49), en comparacion con el de CIN (1,90), podrian explicar sus mayores actividades antifingicas. Lue-
go, se evaluo la actividad antifingica para las nanocapsulas PCHn-CB (Tabla 3). La actividad antiflngica
de PCHn (sin CB) también se examino siendo esta nula. Los valores de MIC y MFC para las nanocapsulas
fueron notablemente mas bajos que los de CB puro. La mejora de las propiedades antifiingicas se puede
atribuir al proceso de nanoencapsulacion, que promoveria una mayor solubilizacion y retencion de CB
en medios acuosos. Los valores mas bajos de MIC y MFC se registraron para las nanocapsulas PCHn-THY
y PCHn-CAR, siendo este comportamiento similar al observado para CB puros.

Obtencion y caracteristicas de nanocapsulas PCHn-AE

En la Tabla 4 se presentan los valores de Z-av y Pdl con sus respectivas desviaciones estandar corres-
pondientes a PCHn (como sistema control) y a las nanocapsulas PCHn-AE a pH del medio acuoso igual
all4 9y7.

pH Nanocapsulas Z-av(nm) Pdl (nm)
PCHn (control) 57+19a 0,538+0,028
PCHn-CAN 174+1,4b 0,643+0,126
PCHn-COM 229+31b,c 0,592+0,066
H PCHn-LIM 295466d,e 0954+0,058
PCHn-TOM 353+26e 0,586 0,007
PCHn-ORE 258+42¢d 0,561+0,012
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PCHn (control) 10,1+0,0a 0,523+0,003

PCHn-CAN 202t43b 0,506 +0,008

PCHn-COM 31,6+6,8c 0,817+0,230

’ PCHn-LIM 225+52h 0,565+0,036
PCHn-TOM 216+57hb 0,534+0,026

PCHn-ORE 184+2,7b 0,506 0,007

PCHn (control) 223+36a 0,464+0,010

PCHn-CAN 33,0t4,8ab 0,447 0,022

PCHn-COM 60,8+11,1c 0,804+0,037

’ PCHn-LIM 59,2+8,7c 0,718+0,108
PCHn-TOM 36,5£2,6h 0,485+0,006

PCHn-ORE 263+19ab 0,475+0,018

Tabla 4: Efecto del pH del medio acuoso sobre la formacion de nanocapsulas PCHn-AE analizada en términos del
tamafio promedio de particula (Z-av) y Pdl.

Los AE evaluados fueron: orégano (ORE), tomillo (TOM), limén (LIM), canela (CAN) y comino (COM).
Primeramente, todos los sistemas evaluados presentaron tamafo nanométrico. Se observé que todos
las nanocapsulas PCHn-AE presentaron valores Z-av significativamente mayores a PCHn a los pH 11,4
y 9. Por otro lado, los sistemas evaluados a pH 7 exhibieron el mismo comportamiento, con excepcién
de PCHn-CAN y PCHnN-ORE, los cuales no mostraron Z-av significativamente diferente a PCHn. El incre-
mento del Z-av de los sistemas frente a PCHn, para las mismas condiciones de pH, estaria indicando la
nanocomplejacion de moléculas de AE en la matriz de PCHn (Sponton y col,, 2015). A pH 11,4, los siste-
mas PCHn-CAN y PCHn-COM presentaron los menores Z-av (17,4 y 22,9 nm, respectivamente). Ademas,
PCHnN-LIM y PCHn-TOM exhibieron los mayores valores de Z-av (29,5 y 35,3 nm, respectivamente). ApH 9,
no se observé diferencia significativa en el Z-av de los sistemas, excepto por PCHn-COM, el que presentd
el mayor valor de Z-av (31,6 nm). Como se mencion6 anteriormente, los sistemas con menor dH eva-
luados a pH 7 fueron PCHn-CAN y PCHn-ORE. En este caso, PCHN-COM y PCHn-LIM fueron los sistemas
con mayor Z-av (60,8 y 59,2 nm, respectivamente). A partir de estos resultados, se puede concluir que la
variacion del Z-av es claramente dependiente del AE que esta formando la nanocapsula.

Las diferentes conformaciones estructurales de PCHn evidenciadas hasta aqui llevan a suponer una
variacién en la capacidad de encapsular compuestos hidrofébicos con el aumento o disminucién del pH
de la dispersion acuosa. Por lo tanto, fue necesaria la aplicacién de un método que permita evaluar la %EE
de un ligando en una proteina a una determinada condicién del medio, tal como se realizé para las nano-
capsulas PCHn-CAN, PCHn-COM, PCHn-LIM, PCHn-TOM y PCHn-ORE, todos ellas formados a pH11,4,9y 7.

En la Fig.9 se observan los %EE para cada pH de medio acuoso correspondientes a las nanocapsulas
PCHn-CAN, PCHNn-COM, PCHn-LIM, PCHn-TOM y PCHn-ORE. El %EE de las nanocapsulas PCHn-LIM y
PCHN-TOM aumento significativamente con el aumento de pH (Fig. 9C y 9D). Por lo tanto, la mayor na-
noencapsulacién de LIMy TOM en PCHn se lograria cuando el pH del medio acuoso es 11,4. La encapsu-
lacion de CAN por parte de PCHn no present6 diferencias significativas cuando fue evaluadaapH 9y 7,
pero aumenté significativamente cuando la nanoencapsulacion se llevé a cabo a pH 11,4 alcanzando un
valor de eficiencia de encapsulacion de 44%, aproximadamente (Fig. 9A). Por Gltimo, los sistemas PCHn-
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COM y PCHn-ORE no evidenciaron diferencias significativas en su %EE al ser evaluados a pH 11,4,9y 7
(Fig. 9B y 9E). A partir de la discusion del Fig.9, es posible concluir que la eficiencia de encapsulacién de
PCHn podria variar o no en funcién del pH del medio, y la tendencia de su comportamiento dependera
del AE que se esté nanoencapsulando.

Debido a que la capacidad de nanoencapsular AE por parte de PCHn tiende a ser mayor cuando
las nanocapsulas se forman a pH 11,4, se compararon los valores de %EE de todos los sistemas en esta
condicion del medio acuoso. En el Fig. 9F se observa el %EE de las nanocapsulas PCHn-CAN, PCHn-COM,
PCHnN-LIM, PCHNn-TOM y PCHn-ORE, formados a pH 11,4. Bajo esta condicion, la capacidad de encapsu-
lacion de PCHn presentd variaciones significativas entre los AE evaluados. Aqui se expone nuevamente
que la eficiencia de encapsulacion dependeria del AE involucrado en la formacién de la nanocapsula.
Esto podria deberse a que los compuestos presentes en los AE mencionados difieren en su naturaleza
quimicay, por lo tanto, presentan grupos funcionales diversos que interaccionan de forma especifica con
la nanoparticula de proteina. La mayor eficiencia de encapsulacion fue exhibida por el complejo PCHn-
TOM, el cual alcanzé un valor de 86%, aproximadamente. Los complejos PCHn-COM, PCHn-LIM y PCHn-
ORE presentaron valores entre 74y 79%, aproximadamente. Por otro lado, el %EE mas bajo correspondié
al complejo PCHN-CAN, el cual alcanz6 un valor de 44%, aproximadamente.

Estas determinaciones permitieron identificar la condicién de formacién de nanocapsulas PCHn-AE
bajo las cuales presentan caracteristicas fisicoquimicas deseadas y mayor capacidad de unién de com-
puestos presentes en AE.

Fig.9: Efecto del pH del medio acuoso sobre la eficiencia de encapsulacion (% EE) obtenida para las nanocapsulas
PCHn-CAN (A), PCHn-COM (B), PCHn-LIM (C), PCHNn-TOM (D), PCHn-ORE (E). Comparacion de valores % EE para las
diferentes nanocapsulas PCHn-AE obtenidas a pH 11,4 (F).
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En la Fig.10 se representan los valores de contenido fenélico total (TPC), expresados como mg GAE/g
AE, obtenidos para cada uno de los AE utilizados para formar nanocapsulas PCHn-AE. Se puede observar
que el contenido de compuestos fenélicos resulté dependiente de la naturaleza del AE y vari6 conside-
rablemente para TOM y ORE respecto de CAN, COM y LIM. La menor concentracién equivalente de GAE
fue presentada por CAN (6 mg GAE/g AE, aproximadamente), mientras que el mayor valor fue presenta-
do por ORE (295 mg GAE/g AE, aproximadamente). Estos resultados son consistentes con bibliografia, y
permiten una primera aproximacion a la comprensién de la composicién de los AE, su posible bioactivi-
dad y la clase de compuestos quimicos involucrados en dicha bioactividad.

Fig. 10: Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) para los AE puros empleados en la obtencion de nanocap-
sulas PCHn-AE.

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos de PCHn (control sin AE) y nanocapsulas PCHn-AE
formadas a pH 11,4 para el ensayo de actividad antioxidante in vitro de ABTS.

ABTS
Nanocapsulas
IC,, (ng/mL)

PCHn (control) 354+67c

PCHn-CAN 949+16f

PCHn-COM 541+12e

PCHn-LIM 443+16d

PCHn-TOM 85+3b

PCHn-ORE 61+3a

Tabla 5: Actividad antioxidante in vitro (expresada como IC, ) registrada por el método ABTS de las nanocapsulas
PCHn-AE.

Los valores de IC, obtenidos por el ensayo ABTS se encontraron entre 61y 949 ug/mL, aproximada-
mente. La actividad antioxidante presentada por las nanocapsulas PCHn-AE dependié del AE encap-
sulado. Los sistemas PCHn-TOM y PCHn-ORE evidenciaron mayor la capacidad antioxidante, y las na-
nocapsulas PCHn-CAN, PCHn-COM y PCHn-LIM mostraron, incluso, menor capacidad antioxidante que
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PCHn. Estas ultimas observaciones sugieren que los grupos funcionales responsables de la actividad
antioxidante de los AE de CAN, COM y LIM posiblemente estén bloqueados en la conformacion final
adoptada por dichas nanocapsulas. Sin embargo, para las nanocapsulas formadas con los AE de TOM y
ORE, la actividad antioxidante podria ser correlacionada con el alto contenido de compuestos fenélicos
totales y/o a una accién sinérgica promovida por la nanoencapsulacién con PCHn.

Obtencion y caracterizacion de microcapsulas PCHn-AE de orégano

Las emulsiones convencionales constituyen una buena herramienta para la encapsulacion de CB
lipofilicos (tales como los AE) que pueden ser incorporados en la fase oleosa dispersa. De esta mane-
ra, los CB sensibles al deterioro medioambiental pueden ser eficientemente vehiculizados, retenidos e
incorporados en diversas matrices alimenticias. Sin embargo, a los fines del presente proyecto se inten-
td6 obtener emulsiones de tipo Pickering para generar microcapsulas capaces de vehiculizar, retener y
proteger AEO, que como se observo en la seccion previa posee excelentes propiedades antioxidantes
debido de su alto contenido en compuestos fenélicos totales. Para ello, las nanoparticulas PCHn fueron
evaluadas por su actividad emulsionante a fin de poder ser aplicarlas en el proceso de microencapsu-
lacion planteado. Para producir la microencapsulacién del AEO empleando PCHn como emulsionante
se prepararon 250 g de emulsién, formulada a una fracciéon de AO del 25 %p/p (suplementado con 1%
de AEO) y una fase acuosa continia compuesta por 2 %p/p de PCHn. La formacion y estabilidad de
emulsiones fueron monitoreadas en los procesos primario y secundario mediante analisis de tamafio de
gota y estabilidad coloidal por evolucion de retrodispersién de luz a lo largo de un tubo que contiene la
emulsién (Arzeniy col,, 2015).

La Fig. 11 presenta la distribucion de tamafio de gota generado por el proceso de homogenizacién
primario empleando un equipo Ultraturrax. Se observé que la emulsién primaria consistié en tres pobla-
ciones distintas de gotas cuyos tamafios promedios estuvieron comprendidos en 0,1 mm, 1 mmy 10 mm.
La poblacion de 1 mm present6 el mayor porcentaje en volumen indicando su prevalencia en el volumen
total de emulsion primaria. La naturaleza polidispersa de esta emulsién es la esperada para un proceso
de homogenizacion usando homogeneizadores de hélice a alta velocidad como el Ultraturrax.

Fig. 11: Distribucion de tamafio de gota basada en volumen (%) de la emulsién primaria PCHNn-AEO.

La estabilidad coloidal de la emulsion primaria fue monitoreada durante un periodo de 144 h (6
dias). En la Fig.12 se presenta el perfil de retrodispersién de luz a lo largo del tubo que contiene dicha
emulsion en funcién del tiempo (h). Se observo que el aumento del tiempo produjo una disminucion del
porcentaje de luz retro dispersada en el fondo del tubo lo cual es indicativo de una menor concentracién
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de gotas de emulsion debido a una migracién hacia la parte superior del tubo gobernada por un proceso
de cremado. Sin embargo, durante el periodo ensayado no se observé una capa de crema formada por
acumulacion de gotas en la parte superior del tubo.

Fig. 12: Evolucion del perfil de retrodispersion de luz a lo largo del tubo de emulsién primaria PCHn-AEO.

Por otro lado, el proceso de homogenizacién secundario empleando un equipo homogeneizador a
valvula a presion produjo una emulsion secundaria cuya distribucion de tamafio de gota se presenta
en la Fig. 13. Con respecto a la emulsion primaria, puede observarse que el proceso de emulsificacion
secundario arrojé un comportamiento practicamente monomodal y una consecuente reduccion de la
polidispersidad del sistema. Para esta emulsién, el tamafio promedio de gota estuvo comprendido en 1
mm, siendo esto compatible con las condiciones de homogeneizacién empleadas.

Fig. 13: Distribucién de tamafio de gota basada en volumen (%) de la emulsion secundaria PCHn-AEO.

La emulsién secundaria fue evaluada en términos de su estabilidad coloidal a través de la evolu-
cion de la retrodispersion de luz a lo largo del tubo de emulsién. Dicho perfil de retrodispersion se
visualiza en la Fig. 14. Se observo que durante el periodo ensayado correspondiente a 144 h (6 dias) no
hubo variacién en el perfil de retrodispersion de luz a lo largo del tubo indicando un gran aumento de
la estabilidad coloidal de la emulsién secundaria. Este resultado es compatible con el aumento de la
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monodispersidad del sistema y se relaciona con las condiciones de emulsificacién empleadas. En virtud
de los resultados obtenidos, puede concluirse que las emulsiones Pickering empleando como agentes
emulsionantes las nanoparticulas PCHn constituyen un excelente material tensioactivo capaz de pro-
mover la estabilidad de emulsiones que vehiculizan AEO por un considerable periodo de tiempo (6 dias).
Este comportamiento puede ser asociado con su gran hidrofobicidad superficial y con la capacidad de
generar peliculas adsorbidas sobre la interfase aceite/agua de gran resistencia mecanica, posiblemente
atribuida a un fuerte caracter elastico originado por importantes interacciones entre segmentos hidro-
fébicos adsorbidos.

Fig. 14: Evolucion del perfil de retrodispersion de luz a lo largo del tubo de emulsién secundaria PCHn-AEO.

La emulsién secundaria generada suplementada con un 20%p/p de maltodextrina (MDX) fue someti-
da a evaluacion de su comportamiento reolégico ya que este es un requisito importante para poder ser
generada en polvo en forma de microcapsulas por medio de un proceso de secado spray. El reograma
obtenido se presenta la Fig. 15.

Fig. 15: Dependencia del stress de corte (s) y viscosidad (h) de la velocidad de corte (g) de la emulsion secundaria
PCHn-AEO.
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Se observé que la dependencia del stress de corte (s) y de la viscosidad (h) con el gradiente de ve-
locidad (g) correspondié a un comportamiento pseudoplastico (n<1), el cual es tipico para este tipo de
material.

Por ultimo, las emulsiones secundarias suplementadas con un 20 %p/p de MDX como material de
pared fueron sometidas a un proceso de secado usando spray a una T, =160°C y a una velocidad de
bombeo = 5 mL min™. Una vez obtenido y recolectado el polvo de microcapsulas se determin6 a, en
equipo Aqualab. Los resultados fueron a = 0,17 para el polvo a la salida del ciclon y 0.309 para el polvo
recuperado (que se acumulé en la cdmara de secado, pero no se separé en ciclon). Posteriormente, un
pool generado con los mismos se almacené a -20°C bajo una atmdsfera controlada con un a, de 0,34
empleando una solucion sobresaturada de MgCL,.

Por otro lado, las microcapsulas PCHn-AEO fueron reconstituidas en agua estéril a una concentra-
cion de 100 mg L-1 y se evaluaron en términos de su actividad antifungica contra Aspergillus spp. Bajo
las condiciones de ensayo, se observd que las microcapsulas PCHn-AEO produjeron una inhibicién del
crecimiento radial del micelio de un 48,55 + 3,21 %.

Evaluacion del impacto de la aplicacion de nano y microestructuras por espolvoreo sobre la oxidacion
lipidica de nuez pecan

Como se mencion6 anteriormente, para verificar el éxito de la aplicacion de las nano y microcapsu-
las se evaluo el desempeiio de las mismas en sus formas en polvo como agentes antioxidantes para la
conservacion de aceite extraido de nuez pecan. La técnica de conservacion fue por espolvoreo de 0,25 g
de polvo de nano y microcapsulas sobre 10 g de una muestra de nuez pecan de la variedad Harris Super
(cosecha 2021). Las nueces espolvoreadas se colocaron en placas de Petri de vidrio estériles (diametro
9 cm) y se sellaron con un film plastico. Se tomaron placas controles, las cuales se mantuvieron a 25°Cy
40°C sin aplicacién de sistemas encapsulados (Fig. 16) y placas tratadas con los mismos que fueron co-
locadas en estufa a 40°C a fin de acelerar condiciones de deterioro (Fig. 17). Ambos conjuntos de placas
se mantuvieron en tales condiciones durante un periodo de 30 dias.

Fig. 16: Apariencia de las muestras de nueces pecan sometidas a tratamiento control (sin espolvoreo) almacenadas
a 25y 40°C.
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Fig.17: Apariencia de las muestras de nueces pecan sometidas a espolvoreo con nanocapsulas PCHn-AE y microcap-
sulas PCHN-AEO almacenadas a 40°C por 30 dias.

Posteriormente, se extrajo el aceite a partir de las nueces controles y tratadas y su estabilidad oxi-
dativa en condiciones aceleradas fue evaluada por el método de Rancimat. Los resultados se presentan
en la Tabla 6.

Sistemas encapsulados espolvoreados sobre nuez pecan oSl (h)
Control S/T 25°C, 30 dias 13,25+0,68b
Control S/T 40°C,30 dias 10,38+0,11a
Nanocapsula PCHn-ORE 40 °C, 30 dias 17,44+0,08d
Nanocapsula PCHn-TOM 40 °C, 30 dias 14,75+0,17 ¢
Nanocapsula PCHn-LIM 40 °C, 30 dias 14,73+0,00c
Microcapsula PCHn-AEO 40 °C, 30 dias 13,08+0,42b

Tabla 6: Valores del indice de estabilidad oxidativa (OSI, h) para el aceite crudo extraido de muestras de nueces
pecan controles (sin espolvoreo) y sometidas a espolvoreo con nanocapsulas PCHn-AE y microcapsulas PCHn-AEO.
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A partir de dicha Tabla, puede deducirse que el almacenamiento de las nueces no tratadas en condi-
ciones aceleradas de deterioro, es decir a 40°C provocé una reduccién significativa del indice de estabi-
lidad oxidativa (OSI, h) poniendo en evidencia el deterioro de la calidad de su aceite. Ademas, se observd
que el efecto de la aplicacion de los polvos por espolvoreo sobre la calidad de las nueces dependié del
tipo de sistema encapsulado y del tipo de AE ensayado. Tras un periodo de almacenamiento a 40°C du-
rante 30 dias, la aplicacion de las microcapsulas PCHn-AEO produjo un valor OSI similar al grupo control
mantenido a 25°C, lo que manifesté cierto grado de proteccién del aceite. Sin embargo, los sistemas mas
efectivos para el control de calidad lipidica fueron aquellos constituidos por nanocapsulas PCHn-AE.
Los polvos de nanocapsulas PCHn-TOM y PCHn-LIM manifestaron un grado de proteccion similar pero
significativamente superior a los controles. La maxima proteccion del aceite de nuez pecan fue conse-
guida por espolvoreo con las nanocapsulas PCHn-ORE, lo cual convierte a las mismas en los sistemas
mas promisorios para la conservacién de la calidad lipidica de este tipo de alimento. Este grado de
proteccién pudo ser correlacionado con el elevado poder antioxidante que manifesté este sistema en
ensayos in vitro y el cual pudo ser explicado por el alto contenido de compuestos fenélicos que posee
el AE de orégano. Un analisis por GC-FID-MS reveld que el principal CB presente en el AEO bajo estudio
fue carvacrol (Tabla 7).

Tabla 7: Resultados del analisis de GC-FID-MS para el AE de orégano.

Por lo tanto, las acciones antioxidantes (y antifingicas) de este compuesto fenélico son potenciadas
cuando el mismo, ya sea en forma pura o contenido en un AE, es convenientemente vehiculizado. En
virtud de los resultados obtenidos, es evidente que la forma mas conveniente de vehiculizar AEO es por
medio de nanoestructuras, las cuales manifiestan ventajas significativas frente a sus contrapartes micro-
capsulas. Las principales ventajas radican en la potenciacion de sus propiedades conservantes y en su
proceso de obtencién, el cual es significativamente mas econémico.

Conclusiones

En el presente proyecto de investigacion se demostré la capacidad de nanoparticulas de clara hue-
vo obtenidas por tratamiento térmico controlado (PCHnN) para actuar como matrices encapsulantes de
aceites esenciales (AE) y compuestos bioactivos (CB) derivados de los mismos. A partir de dicha matriz
pudo obtenerse y caracterizarse favorablemente nanocapsulas PCHn-CB y PCHn-AE empleando un con-
junto de técnicas analiticas complementarias. Respecto a las nanocapsulas PCHn-CB, se concluye que
su formacién y caracteristicas fisicoquimicas y antifingicas dependen en gran medida de la naturaleza
quimica del CB. Entre estos sistemas se destacan las nanocapsulas que vehiculizan carvacrol (CAR) y
timol (TIM) como potentes agentes antifingicos potencialmente capaces de controlar el deterioro mi-
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crobiolégico de diversas matrices alimenticias. La accion antifungica evidenciada pudo ser explicada
en términos de las ventajas que ofrece la nanoencapsulacion de estos CB lipofilicos y volatiles, funda-
mentalmente debido a un incremento de su solubilidad en medios acuosos. Por otra parte, este proyecto
avanz6 hacia la nanoencapsulacion de AE, los cuales representan las materias primas comercialmen-
te disponibles y mas econémicas que estos CB. Las nanocapsulas PCHn-AE exhibieron una actividad
antioxidante dependiente de la composicion de compuestos fenélicos totales de dichos AE. En este
sentido, los sistemas antioxidantes mas promisorios fueron aquellos constituidos por las nanocapsulas
PCHN-ORE, cuya actividad es correlacionada con el alto contenido de compuestos fenélicos totales que
posee este AE.

Por otro lado, las PCHn son capaces de actuar como agentes emulsionantes de tipo Pickering los
cuales pueden ser empleados para la formulacién de emulsiones convencionales capaces de vehiculizar
AE. A partir de las mismas, es posible obtener microcapsulas PCHn-AE mediante un proceso de secado
spray convenientemente disefiado para preservar las propiedades de dicho AE. En este proyecto se en-
capsulo AE de orégano (AEO), seleccionado sobre la base de su alto contenido de compuestos fenélicos,
mayormente carvacrol, el cual explica su alto poder antioxidante y considerable actividad antiflngica.

Las nanocapsulas y microcapsulas generadas en el presente proyecto fueron evaluadas como agen-
tes antioxidantes a fin de preservar la calidad lipidica de nuez pecan. Para ello, las nueces fueron recu-
biertas con tales sistemas por espolvoreo, un método de aplicaciéon poco abordado en la bibliografia. Se
concluye que dicho método promovié la estabilidad oxidativa del aceite de nuez pecan dependiendo
del tipo de sistema encapsulado. El sistema mas eficiente para controlar el deterioro oxidativo del acei-
te de nuez pecan, en condiciones de almacenamiento aceleradas (40°C, 30 dias), fue la nanocapsula
PCHN-ORE, lo cual demostré su gran potencialidad como agente antioxidante por las razones anterior-
mente descriptas.

Por ultimo, se considera que los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion im-
pactan positivamente en el area de conservacion de alimentos, especialmente, aquellos que poseen un
elevado contenido lipidico y, en cierta medida, el conocimiento generado podria ser extrapolado para la
conservacion de otros tipos de matrices y materias primas alimenticias, como las oleaginosas (semillas
de lino). Desafortunadamente, por razones de aislamiento preventivo por la pandemia COVID-19 algu-
nas actividades de investigacion no pudieron llevarse a cabo, lo cual obligé al grupo de trabajo a ajustar
el namero de experiencias, métodos y técnicas que podrian haber complementado los resultados obte-
nidos. Como perspectiva futura, debera tenerse en cuenta el desarrollo de una evaluacién sensorial de
las nueces recubiertas con nano y microcapsulas a fin de vislumbrar la aceptabilidad de consumidores
habituales de este fruto. No obstante, se considera que el aporte cientifico basico y aplicado del presen-
te proyecto favorece al sector agroindustrial implicado mediante la valorizacién de sus productos y su
empleo en aplicaciones de creciente interés a nivel nacional e internacional.

Indicadores de produccion

Como indicadores de produccién deberian considerarse los siguientes puntos:

1. Calidad de los resultados obtenidos.

2. Avance en el conocimiento sobre estrategias innovadoras para la preservacion de alimentos
de alto contenido lipidico.

3. Experiencia del grupo de trabajo en la tematica planteada en el presente proyecto, lo que
posiciona al mismo en un area cientifico-tecnolégica de actual relevancia en la industria ali-
mentaria.

4. Formacion de recursos humanos. La concrecién del presente proyecto dio lugar al desarrollo
de una beca de iniciacién en investigacion del alumno Alexis Ceroleni (FCAL-UNER). Algunas
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de las actividades planteadas y sus resultados derivados constituyen parte de la labor de in-
vestigacién de la Dra. Maria Julieta Bof en el marco de su plan de trabajo como Investigadora
Asistente de CONICET (Tema: Disefio de recubrimientos para la conservacion de nuez pecdn:
vehiculizacién de compuestos activos en nano y microestructuras). Ademas, el avance del co-
nocimiento en la tematica planteada dio lugar a la obtencién de una beca doctoral CONICET
de la Ing. Erika Mariana Ramos (inicio abril 2021), desarrollando actividades de investigacion
en el tema “Nanoencapsulacién de propéleo para su aplicacién en conservacion de alimentos
orgdnicos de alto contenido lipidico”, en el Laboratorio de Investigacion en Postcosecha de
Frutas (LIPOFRU) de la Facultad de Ciencias de la Alimentacién dependiente de la Universi-
dad Nacional de Entre Rios (FCAL-UNER), bajo la direccion del Dr. Adrian A. Perez y codirec-
cién de la Dra. Maria Julieta Bof.

5. Producciones cientificas: Algunos resultados derivados del presente proyecto fueron pre-
sentados en dos contribuciones en forma de poster en un Congreso Internacional (CICYTAC
2018). Por motivos de confinamiento y aislamiento social debido a la pandemia COVID-19,
la divulgacién de los resultados obtenidos pre-pandemia (prevista para 2020) fue impedida.
Es por ello que el grupo de trabajo se compromete a realizar contribuciones cientificas en
eventos nacionales e internacionales, como asi publicar los resultados obtenidos en revistas
cientificas en un futuro inmediato.
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